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RESUMO

Os nematoides séo organismos responsaveis por grandes perdas na produtividade,
o método de controle quimico era um dos meios mais utilizados até entdo, todavia
devido a suapersisténcia e toxidez hodiernamente tem se procurado por métodos
alternativos de menor impacto. Nesse contexto, técnicas como o controle biolégico
vém ganhado espago e se mostrado eficientes. As bactérias e os fungos séo os
inimigos naturais dos nematodides que mais apresentaram potencial como agente
de controle bioldgico. Algumas rizobactérias tém a capacidade de parasitar e/ou
produzir metabdlicos que interferem na reproducdo, postura e eclosdo de ovos, na
sobrevivéncia dos estadios iniciais de desenvolvimento dos nematoides e/ou
mortalidade de individuos adultos. A Burkholderia seminalis € uma rizobactéria vem
sendo utilizada em diversos segmentos da agricultura como na biorremediacéao,
promotora de crescimento e controle de fungos, todavia, ainda ndo ha estudos
sobre seu efeito em nematdides. Dessa forma, o objetivo deste trabalho é avaliar o
potencial de biocontrole do Meloidogyne enterolobii a partir da rizobactéria
Burkholderia seminalis. O trabalho foi desenvolvido no Instituto Federal Goiano —
Campus Ceres, que também concedeu o0 uso da cepa bacteriana utilizada durante
os testes. O inéculo de M. enterolobii foi doado pelo laboratério de nematologia do
IF Goiano- Campus Morrinhos e multiplicados na cultura da berinjela. Os ensaios
foram utilizados cinco concentracfes bacterianas diferentes com cinco repeticdes
cada, sendoelas: TL=0mL, T2=1mL, T3=3mL, T4=6mL e T5 =9 mL, e cada
unidade amostraltinha um numero fixo de 120 ovos. As avaliacdes ocorreram em
24h, 48h e 72 horas. Apoés as avaliagfes, observou se que os tratamentos T3, T4 e
T5 apresentaram acdo ovicida para ovos de Meloidogyne enterolobii, onde o

tratamento T5 apresentou os melhores resultados.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Bactéria. Nematoide.



ABSTRACT

Nematodes are organisms responsible for large losses in productivity, the chemical
control method was one of the most used means until then, however, due to their
persistence and toxicity, alternative methods with lower impact have been sought
nowadays. In this context, techniques such as biological control have gained ground
and proven to be efficient. Bacteria and fungi are the natural enemies of nematodes
that have the greatest potential as biological control agents. Some rhizobacteria have
the ability to parasitize and/or produce metabolites that interfere with the
reproduction, laying and hatching of eggs, the survival of the initial stages of
nematode development and/or the mortality of adult individuals. Burkholderia
seminalis is a rhizobacteria that has been used in various segments of agriculture,
such as bioremediation, growth promoter and fungal control, however, there are still
no studies on its effect on nematodes. Therefore, the objective of this work is to
evaluate the biocontrol potential of Meloidogyne enterolobii from the rhizobacteria
Burkholderia seminalis. The work was developed at the Instituto Federal Goiano —
Campus Ceres, which also granted the use of the bacterial strain used during the
tests. The M. enterolobii inoculum was donated by the nematology laboratory at IF
Goiano- Campus Morrinhos and multiplied in the eggplant culture. The assays used
five different bacterial concentrations with five replications each, namely: T1 = 0 mL,
T2=1mL, T3=3mL, T4 =6 mL and T5 =9 mL, and each sample unit had a fixed
number of 120 eggs. Assessments took place over 24 hours, 48 hours and 72 hours.
After the evaluations, it was observed that the T3, T4 and T5 treatments showed
ovicidal action against Meloidogyne enterolobii eggs, where the T5 treatment showed

the best results.

Keywords: Biological control. Bacterium. Nematode.
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RESUMO

Os nematoides sdo organismos responsaveis por grandes perdas na produtividade,
0 método de controle quimico era um dos meios mais utilizados até entdo, todavia
devido a suapersisténcia e toxidez hodiernamente tem se procurado por métodos
alternativos de menor impacto. Nesse contexto, técnicas como o controle biolégico
vém ganhado espaco e se mostrado eficientes. As bactérias e os fungos sdo os
inimigos naturais dos nematéides que mais apresentaram potencial como agente
de controle bioldgico. Algumas rizobactérias tém a capacidade de parasitar e/ou
produzir metabdlicos que interferem na reproducao, postura e eclosao de ovos, na
sobrevivéncia dos estadios iniciais de desenvolvimento dos nematoides e/ou
1
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mortalidade de individuos adultos. A Burkholderia seminalis € uma rizobactéria vem
sendo utilizada em diversos segmentos da agricultura como na biorremediacéao,
promotora de crescimento e controle de fungos, todavia, ainda ndo ha estudos
sobre seu efeito em nematdides. Dessa forma, o objetivo deste trabalho é avaliar o
potencial de biocontrole do Meloidogyne enterolobii a partir da rizobactéria
Burkholderia seminalis. O trabalho foi desenvolvido no Instituto Federal Goiano —
Campus Ceres, que também concedeu o uso da cepa bacteriana utilizada durante
os testes. O inéculo de M. enterolobii foi doado pelo laboratério de nematologia do
IF Goiano- Campus Morrinhos e multiplicados na cultura da berinjela. Os ensaios
foram utilizados cinco concentracdes bacterianas diferentes com cinco repeticdes
cada, sendoelas: TL=0mL, T2=1mL, T3=3 mL, T4=6mL e T5 =9 mL, e cada
unidade amostraltinha um numero fixo de 120 ovos. As avaliacdes ocorreram em
24h, 48h e 72 horas. Apos as avaliacGes, observou se que os tratamentos T3, T4 e
T5 apresentaram acdo ovicida para ovos de Meloidogyne enterolobii, onde o

tratamento T5 apresentou os melhores resultados.

Palavras-chave: Controle biolégico. Bactéria. Nematoide.

ABSTRACT

Nematodes are organisms responsible for large losses in productivity, the chemical
control method was one of the most used means until then, however, due to their
persistence and toxicity, alternative methods with lower impact have been sought
nowadays. In this context, techniques such as biological control have gained ground
and proven to be efficient. Bacteria and fungi are the natural enemies of nematodes
that have the greatest potential as biological control agents. Some rhizobacteria have
the ability to parasitize and/or produce metabolites that interfere with the
reproduction, laying and hatching of eggs, the survival of the initial stages of
nematode development and/or the mortality of adult individuals. Burkholderia
seminalis is a rhizobacteria that has been used in various segments of agriculture,
such as bioremediation, growth promoter and fungal control, however, there are still
no studies on its effect on nematodes. Therefore, the objective of this work is to
evaluate the biocontrol potential of Meloidogyne enterolobii from the rhizobacteria
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Burkholderia seminalis. The work was developed at the Instituto Federal Goiano —
Campus Ceres, which also granted the use of the bacterial strain used during the
tests. The M. enterolobii inoculum was donated by the nematology laboratory at IF
Goiano- Campus Morrinhos and multiplied in the eggplant culture. The assays used
five different bacterial concentrations with five replications each, namely: T1 = 0 mL,
T2=1mL, T3=3mL, T4 =6 mL and T5 = 9 mL, and each sample unit had a fixed
number of 120 eggs. Assessments took place over 24 hours, 48 hours and 72 hours.
After the evaluations, it was observed that the T3, T4 and T5 treatments showed
ovicidal action against Meloidogyne enterolobii eggs, where the T5 treatment showed

the best results.

Keywords: Biological control. Bacterium. Nematode.

1 INTRODUCAO

Os nematdides pertencem ao filo Nematoda, possuem tamanho
microscopico entre 0,3 a 3 mm, seu corpo apresenta formato -cilindrico,
geralmente alongado e com as extremidades afiladas (GOMES et al., 2021). Na
agricultura, o grupo que possui maior importancia sao os fitonematoides, sendo
responsaveis por grandes perdas na produtividade, estdo presentes no solo e em
estruturas vegetais, tais como folhas, caules e, principalmente, raizes (OLIVEIRA
et al., 2018).

De acordo com uma pesquisa realizada pela Syngenta, em parceria com a
consultoria Agroconsult e a Sociedade Brasileira de Nematologia (SBN), estima-
se um prejuizo, causado por nematdides, de aproximadamente R$ 65 bilhdes de
reais, na producdo de diversos cultivos. Destaca-se a cultura da soja com um
prejuizo estimado de 27,7 bilhdes reais (SYNGENTA, 2022). O género
Meloidogyne também conhecido como nematoides-das-galhas, € considerado
como um dos grupos com maior potencial destrutivo.

Pinheiro et al., (2015) descreve Meloidogyne enterolobii como uma das
espécies mais agressivas, isso é devido a grande gama de culturas hospedeiras,

pela sua distribuicdo geografica e crescente disseminacdo, além de ter a



capacidade de quebrar a resisténcia de genétipos de plantas como tomateiros e
pimenteiras resistentes a M. arenaria, M. incognita e M. javanica. Além de
culturas de importantancia econémica, o0 mesmo também se multiplica em
divesas plantas daninhas, entre elas Amaranthus spinosus (caruru), Bidens pilosa
(picdo-preto), Solanum americanum (Maria-pretinhas) e Solanum paniculatum
(jurubeba) (MOTA et al., 2023).

O manejo de fitonematodides costumava ser feito através do controle
quimico, todavia, devido ao seu alto custo, nivel de toxidade, risco de
contaminacao e poucas moléculas registradas, o0 mesmo vem sendo substituido
por produtos biolégicos (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Na safra 2021/2022
0s bionematicidas representaram 55%, 94% e 100% das vendas para cana-
de-acucar, soja e milho, respectivamente (CULTIVAR, 2023).

O controle biolégico é uma alternativa interessante, uma vez que, nao
possuir contaminantes, nao causa desequilibrio ambiental e ndo deixam residuos.
Somado a isto, é economicamente mais viavel e de facil aplicacdo. Ele pode
acontecer de maneira natural ou de forma induzida, ou seja, através de programas
que aumentem a populacdo e a atividade dos antagonistas dos nematdides
(JATALA, 1986; STIRLING, 1991; FERRAZ & SANTOS, 1995). As bactérias e
os fungos sdo os inimigos naturais dos nematdides que mais apresentaram
potencial como agente de controle bioldgico(FORGHANI & HAJIHASSANI, 2020).

Nesse contexto, as rizobactérias sdo exemplos de controle biolégico, que
atuam de diversas formas. As rizobactérias sdo capazes parasitar e/ou produzir
metabdlitos que interferem na reproducdo, postura e eclosdo de ovos, na
sobrevivéncia dos estadios iniciais de desenvolvimento dos nematoides e/ou
mortalidade de individuos adultos (ZUCKERMAN & JASSON, 1984, SIDDIQUI &
MAHMOOD, 1999). Esses mecanismos podem estar associados a producéo de
enzimas como lipases (SANTIN, 2008) proteases (DUNNE et al., 2013) e
quitinases (Zhang & Yuen, 2000), possibilitando a degradacdo dos ovos, e/ou
producdo de compostos toxicos (OKA et al.,, 1993; ARDUIM, 2006) que atuam
como nematicidas ou nematostaticos.

O género Burkholderia vem destacando-se no setor agricola, atuando no
biocontrole, biodegradacao/biorremediacdo e promogdo de crescimento vegetal

(PERIN et al.,, 2006).A cepa Burkholderia seminalis em especifico possui a
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capacidade de solubilizacdo de fosforo, producdo de sideréforos, producdo de
acido indolacético (AlA), entre outros (LUVIZOTTO et al., 2010). Esta bactéria tem
apresentado resultados positivos no controle de diversas doengas, como por
exemplo, a fusariose, doenca infecciosa provocada por fungos oportunistas do
género Fusarium (CASTRO, 2018).

Todavia, ndo ha estudos sobre o biocontrole de Burkholderia seminalis
TC3.4.2R3 sobre Meloidogyne enterolobii, logo seria um estudo inédito e de
extrema importancia cientifica. Dessa forma, o objetivo deste trabalho é avaliar o
potencial do biocontrole de Burkholderia seminalis TC3.4.2R3 sobre Meloidogyne

enterolobii in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Instituto Federal Goiano — Campus Ceres,
iniciou-se com a producéo do in6culo de M. enterolobii em plantas de berinjela
(Solanum melongena L.) variedade Napoli. Para isto, foi realizada a semeadura
das sementes comerciais Feltrin de berinjela em substrato comercial Biomix, em
bandeja de isopor de 128 células, sendo colocadas trés sementes por célula.
ApoGs o surgimento das folhas definitivas realizou se o desbaste, deixando-se
apenas uma muda. As mudas permaneceram no setor da olericultura. Apds o
aparecimento da 52 ou 62 folha definitiva, as mudas foram transplantadas para a

casa de vegetacéao.

A doacdo do in6culo de M. enterolobii foi feita pelo laboratério de
nematologia do IF Goiano Campus Morrinhos. Para a multiplicacdo do mesmo, a
extracdo das raizes foi realizada método de Coolen e D'Herde (1972). Dessa
forma, separou-se o solo das raizes, as mesmas foram homogeneizadas,
lavadas em &agua corrente e cortadas com o auxilio de uma tesoura em
pedacos de aproximadamente um centimetro, trituradas em liquitificador durante
um minuto, com uma solucdo de hipoclorito de sodio a 5%. A solucdo de

hipoclorito de sédio é utilizada para dissolver a massa de ovos, aumentando

assim a eficiéncia durante a extracao.

Em seguida, o material triturado foi passado em peneiras de 0,150 mm
(100 mesh) e de 0,025 mm (500 mesh), simultaneamente. O conteudo retido na



primeira peneira continha apenas impurezas sendo descartado. A suspenséo
contida na segunda peneira foi transferida para tubos falcon de 90 mL,
adicionou-se um cm3 de caulim por amostra, pesadas em balanca analitica com
auxilio de uma pipeta, homogeneizadas e centrifugadas a 1.800 RPM por cinco
minutos. Posteriormente, todo o sobrenadante foi descartado, adicionou-se a
solucéo de sacarose (454 g de acucar para 1.000 mL de agua) e novamente as
amostras foram centrifugadas a 1.800 RPM por um minuto. O sobrenadante foi
lavado na peneira de 0,025 mm (500 mesh) em agua corrente e reservado em
tubos falcon devidamente identificados. Apds o processo de extracdo, as

amostras passaram por analise microscopica.

As mudas foram transplantadas, para sacos plasticos pretos com a
capacidade de trés quilogramas de solo. Os sacos plasticos foram preenchidos
com substrato composto de uma mistura de solo e areia, na proporgéo de 2:1
(solo: areia), e autoclavados por 2 horas a 120 °C e pressédo de 1,05 Kg.cm?
(SANTOS, 2019). A autoclavagem foi realizada no laboratério de nematologia na
Universidade Federal de Goias (UFG) Campus Samambaia, em Goiania. Para
evitar que haja contaminacdo do in6culo com outras racas de nematoides que
podem estar presentes, uma vez que se optou por trabalhar especificamente M.
enterolobii. Devido ao processo de esterilizacdo, o substrato encontrava-se

hidrofébico. Portanto, realizou-se o molhamento antes de receber as mudas.

O processo de inoculacdo dos nematdides foi realizado apdés duas
semanas do transplante das mudas de berinjela, periodo necessario para garantir
o0 pegamento das mudas e preparar-las para receber o inéculo de M. enterolobii.
Apds a contagem dos ovos de M. enterolobii em lamina de Peters, em
microscopio Optico sob aumento de 40x, a solugéo foi inoculada nas mudas de
berinjela, em trés furos equidistantes. A multiplicacdo dos nematoides durou
cerca de aproximadamente trés meses. Durante este periodo, as mudas foram
regadas e adubadas. Quando necessario, foi feita a remocao de flores, com o
intuito de induzir a planta a desenvolver o sistema radicular e evitar o
desenvolvimento do sistema reprodutivo.

Para iniciar os testes in vitro, apds o indculo de Meloidogyne enterolobii ter sido
multiplicado em plantas de Solanum melongena L., foi feita novamente a extracéo
das raizes pelo método de Coolen e D'Herde (1972) e do solo pela metodologia
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de Jenkins (1964). A viabilidade do material foi confirmada no laboratorio de
microscopia. Apos isso, foi feita a separacédo de ovos e juvenil de segundo estadio
(J2), com o auxilio de uma Camara de Peters em microscépio Optico (aumento de
40 x). Os J2 sdo nematoides que sofreram ecdise e sairam do ovo, essa fase pode
causar maior dano devido estarem moveis na planta. A cepa bacteriana
Burkholderia seminalis TC3.4.2R3 foi cedida pelo laboratorio de Interacdes
Microbianas e Biotecnologia (LIMBIio) do Instituto Federal Goiano - Campus Ceres.
O inéculo foi multiplicado, a partir de colénias puras, em tubos falcon em meio
Caldo Nutritivo, mantido sob agitacdo em incubadora de bancada Shaker, por 36
horas em temperatura de 25 °C até a obtencédo de 10° unidades formadoras de
coldnias (UFC) por mL. Para evitar a interferéncia do meio de cultura no resultado
do trabalho, o in6culo foi centrifugado por 5 min a 3.500 rpm. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em agua destilada estéril. Com isso,
espera-se que ao final do processo a suspensdo atinja a concentracdo de 1x10%!
UFC (unidades formadoras de col6nias), concentragéo essa, baseada em diversos
produtos bioldgicos disponiveis comercialmente com o Presence, Quartzo, Votivo,
Surface, entre outros (AGROFIT, 2023).

Para avaliar o potencial de biocontrole M. enterolobii a partir da rizobactéria
Burkholderia seminalis, o ensaio foi conduzido em beckers de 50 mL, utilizando-se
cinco volumes do inéculo bacteriano, sendo elas: TL =0 mL, T2 = 1mL, T3 =3 mL,
T4 =6 mL e T5 = 9 mL, com cinco repeticdes cada. Foi colocado um numero fixo
de 120 ovos de M. enterolobii em cada unidade amostral. Os J2 foram
descartados devido ao trabalho ter optado trabalhar apenas com os ovos, que é a
fase mais dificil de ser controlada.

As avaliacBes ocorreram em 24h, 48h e 72h ap6s a inoculacédo da bactéria e
ovo, analisado-se a alteracdo ou ndo na cor e estrutura dos ovos, com o auxilio de

uma pipeta e da camara de Peters em microscopio éptico (aumento de 40 x).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A primeira avaliacao foi realizada ap0s 24 horas, onde observou-se que, ja

no menor volume do indculo da bactéria (T2) (Figura 1), a interacdo entre a

bactéria e o ovo deu inicio ao escurecimento na membrana interna do ovo. Os



volumes T3 e no T4 apresentaram alteracdo na coloracdo do ovo, mostrando-se
mais escuros que o volume T2. Porém, sem alteracdo na parede (cuticula) do

ovo.

O ovo de Meloidogyne sp. em sua composi¢cao apresenta cerca de 30% de
quitina, camada conhecida popularmente como casca. Ha também cerca de 50%
de proteina, e uma camada lipidica que se divide em trés membranas
lipoprotéicas (BIRD & BIRD, 1998). No tratamento com o maior volume do
inoculante bacteriano T5, j& no primeiro dia, foi possivel identificar o
escurecimento do ovo e dano na sua estrutura de quitina, o processo de
degradacdo da superficie do ovo. No tratamento controle T1, constituido apenas
pelos ovos e agua, ndo foram observadas mudancas na estrutura ou coloragéo

dos ovos ao longo dos dias (Figura 1), como era esperado.

Figura 1- Ovos de M. enterolobii no T1.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Na avaliacdo aos 48h, os tratamentos T2 e T3 apresentaram-se mais
escurecidos. No T4 observou-se o inicio do processo de degradacdo da
superficie do ovo. Enquanto que, no T5 observou-se um estagio mais avancado
de degradag&o com o extravasamento do material interno do ovo (Figura 2).

Figura 2- Ovos de M. enterolobii as 48 h no T5.



Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Uma fémea do género Meloidogyne durante seu ciclo de vida € capaz de
produzir cerca de até 2.500 ovos (COSTA, 2010). Em uma raiz durante o
processo de extracao € retirado ovos de diversas fémeas, logo em uma mesma
amostra havia ovos de diferentes estadios de desenvolvimento embrionario, indo
desde a fase de blastula, géastrula, tadpole (girinos), passando pelo juvenil de
primeiro estagio (J1) que sofre ecdise se tornado juvenil de segundo estagio (J2)
(MOURA & CARNEIRO, 2018). De acordo com a fase de desenvolvimento do
ovo, a interacdo com a bactéria Burkholderia seminalis pode provocar diferentes
respostas. No tratamento T3, no segundo dia de avaliacdo, obsevou-se que nos
0oVOoSs que estavam em estagio mais avancado, entre J1 e J2, ao sofrerem ecdise,
durante o processo de rompimento da cuticula, a bactéria impediu a saida por

completo do ovo, causando a sua morte (Figura 3).

Figura 3- J2 morto durante seu processo de ecdise.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Na avaliagdo apos 72h, apenas o tratamento T2 ainda apresentava sua
9



parede bem delimitada. A Unica alteracdo observada foi o escurecimento do ovo,
por isso, acredita-se que a dose de 1 mL nédo foi eficiente para causar a acao
ovicida sobre M. enterolobii. Os tratamentos T3 (Figura 4A) e T4 (Figura 4B)
apresentaram rompimento da parede de quitina do ovo de M. enterolobii,
enquanto que, no T5 (Figura 5) a maioria dos ovos apresentava estagio ja
avancado de degradacdo, que era dificil identifica-los. Logo, pode-se concluir
que os tratamentos T3, T4 e TS5 se mostraram eficientes para o controle in vitro
para ovos de M. enterolobii, sendo o T5 a dose recomendada em decorréncia de

sua alta e rapida eficiéncia.

Figura4 - A - Ovo de M. enterolobii as 72h no T3. B - Ovo de M. enterolobii as 72h no T4.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Figura 5 - Ovo de M. enterolobii as 72h no T5.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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De acordo com Spiegel et al., (1990) algumas bactérias promotoras de
crescimento sdo produtoras de enzimas liticas, como as quitinases e as proteases,
que sao capazes de degradar as paredes de ovos de espécies de Meloidogyne,
outras atrasam a eclosdo de J2, interferem no processo de reconhecimento da

planta hospedeira, ou atuam de forma a infect4-los causando sua morte.

Como dito anteriormente, Burkholderia seminalis cepa TC3.4.2R3 € uma
rizobactéria, que além de promover o crescimento vegetal, também vem sendo
estudada no controle de doencas como a fusaiose (PERIN et al., 2006). Até entédo
nao havia estudos sobre o potencial de B. seminalis TC3.4.2R3 para o controle
biolégico de . Os resultados obtidos demonstram que a espécie B. seminalis cepa
TC3.4.2R3 é capaz inibir o desenvolvimento de ovos de M. enterolobii, como pode
ser observado nas figuras acima.

No estudo realizado por Alves et al. (2020), também in vitro, os autores
identificaram dois isolados bacterianos FCAV 6 e FCAV 8 que proporcionaram agao
ovicida sobre M. javanica, no entanto ndo se mostraram eficientes para ovos de M.
incognita. Dessa forma, verificada a eficiéncia do controle de Burkholderia seminalis
cepa TC3.4.2R3 sobre ovos de M. enterolobii, pretende-se continuar este trabalho
testando a eficiéncia da bactéria sobre outras racas de nematoides. iniciar os testes
in vivo, ou seja, verificar a eficiéncia da bactéria no biocontrole do nematdide em

plantas em experimentos em casa de vegetacdo e posteriormente, a nivel de campo.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que, a rizobactéria Burkholderia seminalis cepa TC3.4.2R3
apresentou resultados positivos no biocontrole do M. enterolobii in vitro
comprovando-se sua capacidade ovicida.

O tratamento que apresentou maior eficiéncia foi o T5 (9 mL), seguido por T4
(6 mL) e T3 (3 mL). Novos testes sdo necessarios para confirmar o uso de
Burkholderia seminalis cepa TC3.4.2R3 como uma alternativa eficiente, sustentavel

e segura para os produtores rurais.
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