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RESUMO

Meloidogyne javanica, representa um importante patdgeno, responsavel por expressivas
perdas em diversas culturas agricolas. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito da utilizacdo da bactéria Bacillus amyloliquefaciens sobre a ecloséo de juvenis de
segundo estadio do nematoide. O experimento foi conduzido em condicGes controladas,
200 ovos em tudo de ensaio no escuro a temperatura de 26 °C por 7 dias no Laboratério
de Nematologia. O indculo de M. javanica foi obtido de raizes de jiloeiro, processadas
segundo a metodologia de Bonetti e Ferraz (1981). Utilizou o delineamento inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e cinco repeti¢des totalizando vinte e cinco unidades
experimentais. Os tratamentos foram compostos por: T1 (agua), T2 (10%), T3 (20%), T4
(40%) e T5 (50%) de suspenséo bacteriana. A cepa de B. amyloliquefaciens foi cultivada
em meio Agar Nutriente e, posteriormente, em meio liquido Triptona Soja Caldo (TSB)
por 24 horas. As contagens de ovos e juvenis (J2) eclodidos foram realizadas em
Microscopio fotdnico na ampliacdo de 100X aos sete dias apds a instalacdo do
experimento, e os dados submetidos a anélise de variancia, teste de Scott-Knott e anélise
de regressdo linear. Os resultados demonstraram efeito significativo dos tratamentos, com
reducdo média de 54,81% na eclosdo de J2 na concentracdo de 40%. Observou-se relacdo
dose dependente até o nivel de 40%, acima do qual ndo houve ganho expressivo de
eficiéncia. Conclui-se que B. amyloliquefaciens apresenta potencial como agente
biolégico no manejo de M. javanica, podendo contribuir para estratégias sustentaveis de
controle de fitonematoides em sistemas agricolas. Experimentos em condic@es de casa de
vegetacdo de campo devem ser realizados para confirmacdo dos resultados.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Fitonematoides. Nematoide de galhas. Bactéria.
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ABSTRACT

Meloidogyne javanica represents an important pathogen, responsible for significant
losses in several agricultural crops. The present study aimed to evaluate the effect of using
the bacterium Bacillus amyloliquefaciens on the hatching of second-stage juveniles of the
nematode. The experiment was conducted under controlled conditions, with 200 eggs in
test tubes, kept in the dark at a temperature of 26 °C for 7 days in the Nematology
Laboratory. The inoculum of M. javanica was obtained from gilo roots, processed
according to the methodology of Bonetti and Ferraz (1981). A completely randomized
design was used, with five treatments and five replications, totaling twenty-five
experimental units. The treatments consisted of: T1 (water), T2 (10%), T3 (20%), T4
(40%), and T5 (50%) of bacterial suspension. The strain of B. amyloliquefaciens was
cultured in Nutrient Agar medium and subsequently in liquid Tryptone Soy Broth (TSB)
medium for 24 hours. Counts of eggs and hatched juveniles (J2) were performed using a
light microscope at 100x magnification, seven days after the experiment setup, and the
data were subjected to analysis of variance, Scott-Knott test, and linear regression
analysis. The results demonstrated a significant effect of the treatments, with an average
reduction of 54.81% in J2 hatching at the concentration of 40%. A dose-dependent
relationship was observed up to the 40% level, above which there was no significant gain
in efficiency. It is concluded that B. amyloliquefaciens shows potential as a biological
agent in the management of M. javanica, and may contribute to sustainable strategies for
the control of phytonematodes in agricultural systems. Experiments under greenhouse
and field conditions should be carried out to confirm the results.

Keyword: Biological control. Fitonematode. Root-knot nematode. Bacteria.
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INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de controle bioldgico, representam tecnologias que fazem uso de
microrganismos e macroorganismos, como inimigos naturais, para controlar pragas e
doencas nas producdes agricolas. Entre as caracteristicas do controle bioldgico elas
possuem caracteristicas de promover a sustentabilidade ao reduzir os impactos do intenso
uso de agrotoxicos quimicos (Parra et al., 2024).

Os fitonematoides parasitas de plantas, provocam prejuizos de cerca de 15% de
na produtividade em culturas de paises tropicais e subtropicais, sendo seu estudo de
grande importancia para sustentabilidade agricola (Dutta et al., 2019). No caso dos
nematoides do género Meloidogyne, que representa o principal género de fitonematoides
da agricultura mundial, as espécies mais importantes nas culturas brasileiras estdo M.
incégnita, M. javanica e M. enterolobii. O juvenil de segundo estadio (J2), infecta as
raizes e estabelece um sitio de alimentacdo induzindo a hipertrofia e hiperplasia das
células formando as galhas (Salas; Tofoli, 2017). Os fitonematoides reduzem a absorcéo
de agua e nutrientes reduzindo a producdo e qualidade do produto final.

O manejo de nematoides geralmente é realizado por meio de praticas como
rotacdo de culturas, uso de cultivares resistentes, manejo adequado do solo e adogéo de
préticas culturais que reduzam a populacdo do patégeno. No entanto, existem diversas
dificuldades nesse manejo, como a ampla gama de hospedeiros, a sobrevivéncia
prolongada dos nematoides no solo e a limitacdo de métodos de controle quimico
eficientes e economicamente viaveis. Diante desses desafios, 0 manejo integrado de
nematoides torna-se fundamental, pois combina diferentes estratégias de controle de
forma sustentavel. Nesse contexto, destaca-se também a utilizacdo de agentes bioldgicos,
que auxiliam na reducdo populacional dos nematoides no solo. O uso de biologicos
contribui para diminuir impactos ambientais e favorecer o equilibrio do sistema
produtivo. Assim, a integracdo de metodos é considerada a abordagem mais eficiente no
manejo a longo prazo (Moreira et al., 2025).

Principalmente nos ultimos 10 anos o uso de produtos bioldgicos vem crescendo
significativamente e no manejo de fitonematoides ndo é diferente, tendo crescido
principalmente a utilizacdo de produtos a base de fungos e bacterias. Podemos destacar a
utilizacdo de fungos como Paecilomyces lilacinus, Pochonia chlamydosporia e
Trichoderma spp. que normalmente agem sobre 0s ovos com enzimas quitinoliticas

(Yadav, 2017). Quando falamos de bactérias podemos destacar a utilizacdo de
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rizobactérias, com destaque para o género do Bacillus e as espécies Bacillus subtilis,
Bacillus thuringiensis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus firmus, Bacillus velezensis
que apresenta varios mecanismos de acdo como producdo de biofilme, promovem
crescimento radicular e producdo de metabolitos com efeito nematicida (Favoreto et al.,
2019).

A crescente demanda por sistemas produtivos mais sustentaveis reforca a
importancia de pesquisas que oferecam alternativas eficazes ao manejo quimico de
fitonematoides. O uso prolongado de nematicidas sintéticos tem gerado efeitos
indesejaveis, como contaminagdo ambiental, riscos ocupacionais e selecdo de populacBes
resistentes, tornando urgente o desenvolvimento de estratégias que conciliem
produtividade e conservacdo dos recursos naturais. Nesse cenario, o estudo de
microrganismos com atividade antagonista, como Bacillus amyloliquefaciens, apresenta
grande relevancia, pois estes organismos se destacam pela versatilidade, seguranca
ambiental e eficiéncia comprovada em sistemas agricolas (Sabaté et al., 2022).

Além disso, entender os mecanismos pelos quais espécies de Bacillus interferem
na eclosao e no desenvolvimento de nematoides € fundamental para aprimorar programas
de manejo integrado. A fase de eclosdo de J2 representa um estagio importante no ciclo
biolégico de Meloidogyne javanica, pois determina a liberacdo dos juvenis infectivos
(J2), responsaveis pela penetracdo nas raizes e inicio do processo de formacdo de galhas.
Portanto, estratégias que reduzam a eclosdo tém potencial direto de mitigar a severidade
das infecgdes, diminuir perdas econdmicas e aumentar a longevidade das areas de cultivo
sem necessidade de intervengdes quimicas intensivas (Xiang; Lawrence; Donald, 2018).

A relevancia deste trabalho também se justifica pela necessidade de ampliar o
conhecimento sobre isolados especificos de Bacillus amyloliquefaciens utilizados no
manejo bioldgico de nematoides em condicBes brasileiras. Embora existam diversos
estudos internacionais, as interacdes entre microrganismos, clima, solo e espécies de
plantas variam significativamente entre regides, tornando essencial a validacdo de agentes
bioldgicos em contextos locais. Assim, a presente pesquisa contribui para fortalecer a
base cientifica necessaria ao desenvolvimento de bioinsumos nacionais, fomentando
inovacdo tecnoldgica e auxiliando produtores na adocdo de préaticas agricolas mais

resilientes e ambientalmente adequadas.
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2.0OBJETIVOS

GERAL:
Avaliar a eficiéncia da utilizacdo da bactéria B. amyloliquefaciens no controle in vitro de
M. javanica.

ESPECIFICOS:

e Estudar o efeito de isolados de Bacillus amyloliquefaciens sobre a ecloséo de juvenis
de segundo estadio de Meloidogyne javanica, quantificando o impacto em diferentes

concentracdes da suspensao bacteriana.

e Analisar a influéncia de B. amyloliquefaciens na ecloséo e liberagdo de juvenis de
segundo estadio (J2) de M. javanica, identificando possiveis padrGes de resposta dose-

dependente.
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3. CAPITULO I

EFEITO DA UTILIZACAO DE Bacillus amyloliquefaciens NA ECLOSAO DE
OVOS DE Meloidogyne javanica.

Resumo: Objetivou-se avaliar a acdo de Bacillus amyloliquefaciens sobre a eclosdo de
juvenis de segundo estddio do nematoide de galhas, Meloidogyne javanica. O
experimento foi realizado no Laboratério de Nematologia do Instituto Federal Goiano —
Campus Morrinhos, seguindo delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e cinco repeti¢cdes, totalizando vinte e cinco unidades experimentais. Os
tratamentos foram compostos por: T1 (agua), T2 (10%), T3 (20%), T4 (40%) e T5 (50%)
da suspensdo bacteriana. A cepa de B. amyloliquefaciens foi cultivada inicialmente em
meio Agar Nutriente e, posteriormente, em meio liquido Triptona Soja Caldo (TSB) por
24 horas. O inoculo de M. javanica foi extraido de raizes de jiloeiro conforme o método
descrito por Bonetti e Ferraz (1981). As contagens dos juvenis (J2) eclodidos foram
efetuadas sete dias ap0s a instalacdo, e os resultados analisados por meio de variancia
(ANOVA), teste de Scott-Knott e regressdo linear. Observou-se efeito significativo dos
tratamentos, com reducdao média de 54,81% e 50,00% na eclosao de J2 nas concentracfes
de 40% e 50%, respectivamente. Conclui-se que B. amyloliquefaciens possui potencial
promissor como agente bioldgico para 0 manejo de M. javanica, representando alternativa
sustentavel e ecologicamente viavel para o controle de fitonematoides.

Palavras-chave: Antagonismo. Rizobacteria. Biologico.

Abstract: The objective was to evaluate the action of Bacillus amyloliquefaciens on the
hatching of second-stage juveniles of the root-knot nematode, Meloidogyne javanica. The
experiment was carried out at the Nematology Laboratory of the Goiano Federal Institute
— Morrinhos Campus, following a completely randomized design, with five treatments
and five replications, totaling twenty-five experimental units. The treatments consisted
of: T1 (water), T2 (10%), T3 (20%), T4 (40%), and T5 (50%) of the bacterial suspension.
The strain of B. amyloliquefaciens was initially cultured in Nutrient Agar medium and
subsequently in liquid Tryptone Soy Broth (TSB) medium for 24 hours. The inoculum of
M. javanica was extracted from gilo roots according to the method described by Bonetti
and Ferraz (1981). Counts of hatched juveniles (J2) were performed seven days after
experiment setup, and the results were analyzed by analysis of variance (ANOVA), Scott-
Knott test, and linear regression. A significant effect of the treatments was observed, with
an average reduction of 54.81% and 50.00% in J2 hatching at the concentrations of 40%
and 50%, respectively. It is concluded that B. amyloliquefaciens has promising potential
as a biological agent for the management of M. javanica, representing a sustainable and
ecologically viable alternative for the control of phytonematodes.

Keywords: Antagonism; Rhizobacteria; Biological
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3.1 Introducéo

O parasitismo dos nematoides de galhas, género Meloidogyne, representa um
dos principais problemas fitossanitarios da agricultura mundial, causando reducédo
significativa da produtividade em culturas diversas devido a formagdo de galhas
radiculares levando a reducédo da absorcao de agua e nutrientes, ajudando também outras
doencas radiculares. Em especial, a espécie Meloidogyne javanica é relatada como agente
de perdas importantes em varias culturas tropicais e subtropicais, 0 que torna necessario
o desenvolvimento de estratégias de manejo sustentaveis e eficazes (Cunha et al., 2024).

A espécie M. javanica é reconhecido como um dos nematoides de galha mais
polifagos e de ampla distribuicdo geografica, 0 que evidencia sua importancia como
doenca. Ele possui uma gama de hospedeiros estimada em mais de 770 espécies de
plantas, abrangendo horticolas, frutiferas, forrageiras grdos e plantas daninhas (Oliveira
etal., 2017).

Em diversas regides agricolas, culturas como tomate, batata-doce, soja, cana-de-
acucar, beterraba, citros e videira sdo relatadas como suscetiveis a infestacdes de M.
javanica, o que resulta em raizes com formacao de galhas, comprometendo a absorcéo de
agua e nutrientes da planta. Especialmente em sistemas tropicais e subtropicais, os danos
podem traduzir-se em perdas de rendimento superiores a 30 % em culturas amplamente
cultivadas, como soja e feijdo, quando ndo adotadas medidas de manejo adequadas
(Chidichima et al., 2021). Essa amplitude de hospedeiros e o potencial de dano tornam a
implementacdo de estratégias de controle, como agentes bioldgicos, rotacdo de culturas,
cobertura verde e resisténcia genética, essenciais para sistemas agricolas sustentaveis e
produtivos em regides afetadas.

O uso de agentes de controle bioldgico, especialmente bactérias do género
Bacillus, tem se destacado como alternativa ambientalmente amigavel aos nematicidas
quimicos convencionais (Vasantha-Srinivasan et al., 2025). Espécies como Bacillus
amyloliquefaciens apresentam multiplos mecanismos de acdo, producdo de metabolitos
secundarios (enzimas, lipopeptideos, antibidticos), competicdo por espaco e estimulo
indireto da resisténcia da planta, 0 que contribuem para a supressdo de populacdes de
nematoides e melhoria do desenvolvimento vegetal (Ngalimat et al., 2021). Estudos
recentes reforcam o potencial das comunidades de rizobactérias para manejo de
nematoides de galha, apontando B. amyloliquefaciens entre as espécies promissoras
(Vasantha-Srinivasan et al., 2025).

19


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC11782231/?utm_source=chatgpt.com#ref169

Estudos experimentais demonstram efeitos nematicidas de Bacillus sobre ovos e
juvenis de Meloidogyne. Trabalhos in vitro e in vivo relataram reducdo na eclosdo de
ovos, aumento da mortalidade de J2 e diminuicdo da infestacdo em plantas tratadas com
suspensdes bacterianas ou extratos/metabolitos bacterianos. Em particular, isolados de B.
amyloliquefaciens vém sendo descritos como capazes de reduzir populacbes de
nematoides e inibir a eclosdo de ovos, tanto em ensaios de laboratério quanto em
avaliacdes em planta (Messa, Nunes e Mattei, 2019). Com base nesse contexto, a presente
pesquisa teve como objetivo avaliar a eficiéncia da utilizacdo de Bacillus

amyloliquefaciens na ecloséo de ovos de M. javanica.

3.2 Revisdo Bibliogréfica
Nematoides

Os nematoides sdo animais invertebrados do filo Nematoda, de corpo cilindrico,
filiforme e geralmente translucido, com locomocdo serpentiforme. Embora apresentem
habito predominantemente aquético, ocorrem em diversos ambientes Umidos. Quanto ao
habito alimentar, dividem-se em nematoides de vida livre, parasitas de animais e
fitonematoides, os que parasitam plantas (Forghanie; Hajihassani, 2019).

Os fitonematoides representam cerca de 10% das espécies descritas de
Nematoda, caracterizando-se pela presenca de estilete e tamanho entre 0,2 e 3,0 mm. Eles
parasitam principalmente raizes, mas também bulbos, rizomas, tubérculos, caules, folhas,
frutos e sementes (Hajihassani et al., 2019). Devido ao alto potencial de danos, sdo
especialmente relevantes em hortalicas cultivadas em regides tropicais, podendo causar
perdas que chegam a 100%. No Brasil, fatores como extensas areas de monocultivo,
transito de méquinas e materiais contaminados favorecem sua disseminagdo (Zary et al.,
2020).

Nematoides de galhas (Meloidogyne javanica)

Os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) séo considerados os fitonematoides
de maior importancia econémica. No Brasil, foram registrados pela primeira vez em 1887,
em cafeeiros. Entre as varias espécies descritas mundialmente, M. incognita, M. javanica
e M. enterolobii destacam-se como as mais prejudiciais as hortalicas no pais (Pinheiro,
2017).



Esses nematoides sdo parasitas obrigatorios de raizes e apresentam grande
capacidade de adaptacdo a diferentes solos e condi¢fes climéticas, mantendo atividade
durante todo o ano em regides quentes e Umidas. Em locais frios, o ciclo de vida é
prolongado (Pinheiro et al., 2020). O ciclo inicia-se com a deposi¢éo de ovos pela fémea
em matriz gelatinosa. No interior do ovo ocorre o primeiro estadio (J1), que sofre ecdise
e origina o juvenil J2, estagio infectivo. Atraido por exsudatos radiculares, o0 J2 penetra
as raizes e migra ate o cortex, onde estabelece o sitio de alimentacdo. A acdo do estilete
e secrecOes esofagianas induz hiperplasia e hipertrofia de células, formando as células
gigantes, denominadas de galhas, que sustentam o desenvolvimento dos estagios
subsequentes (J3, J4 e adultos) (Xiang; Lawrence; Donald, 2018).

Bactéria Bacillus amyloliquefaciens

A bactéria Bacillus amyloliquefaciens é uma das espécies de Bacillus estudadas
devido a sua capacidade de promover crescimento vegetal e atuar no controle bioldgico.
Bactérias desse grupo apresentam caracteristicas como formacdo de endosporos,
colonizagdo eficiente da rizosfera e producdo de metabdlitos bioativos. Elas se destacam
como promissoras ferramentas biotecnoldgicas para 0 manejo sustentavel na agricultura,
substituindo ou reduzindo o uso de insumos quimicos tradicionais que apresentam riscos
ambientais (Sabaté et al., 2022).

Um dos principais atributos de B. amyloliquefaciens e espécies relacionadas é
seu papel como promotoras de crescimento vegetal. Elas atuam diretamente na fisiologia
da planta por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, producéo
de siderdforos e sintese de fitohorménios como o &cido indolacético (AlA). Esses
mecanismos, combinados, melhoram o desenvolvimento radicular e o aproveitamento de
nutrientes, aumentando a produtividade das culturas agricolas (Moreira et al., 2025;
Ngalimat et al., 2021).

Outro ponto de grande relevancia na agricultura é o controle biologico de
patogenos. B. amyloliquefaciens produz diversos compostos antimicrobianos, como
surfactina, fengicina, bacilomicina e outros lipopeptideos, que inibem fungos, bacterias e
até fitonematoides. Esses compostos também sdo reconhecidos por induzir resisténcia
sisttmica em plantas, reforcando mecanismos naturais de defesa. Estudos mostram que
tratamentos com espécies do grupo reduzem a severidade de doencas como murchas,

podriddes e tombamentos, demonstrando grande potencial para aplicacdo no manejo
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integrado de pragas (Nascimento et al., 2021; Ngalimat et al., 2021).

Por fim, isolados de B. amyloliquefaciens também demonstrado potencial
adicional na agricultura. Determinadas espécies sdo capazes de degradar compostos
organofosforados ao mesmo tempo em que promovem o crescimento das plantas,
oferecendo uma alternativa ambientalmente segura para areas contaminadas. Assim, além
de promotoras de crescimento e agente de controle biol6gico para combate de doengas,
B. amyloliquefaciens surge como um microrganismo multifuncional para sistemas

agricolas sustentaveis (Ngalimat et al., 2021).

Controle biol6gico de nematoides com Bacillus amyloliquefaciens

O uso de Bacillus amyloliguefaciens como ferramenta de manejo bioldgico tem
se destacado no controle de nematoides de galhas, incluindo M. javanica. Espécies
pertencentes ao grupo operacional B. amyloliquefaciens apresentam a capacidade de
produzir uma ampla variedade de metabolitos, como surfactina, fengicina e
bacilomicinas, que afetam diretamente os fitonematoides. Estudos relatam que esses
compostos reduzem a eclosdo de ovos, inibem movimentos dos juvenis de segundo
estadio (J2) e comprometem sua habilidade de penetrar nas raizes, tornando essa bactéria
uma aliada promissora no manejo integrado de nematoides em sistemas agricolas
sustentaveis (Moreira et al., 2025).

Além da acdo direta, B. amyloliquefaciens também atua estimulando respostas de
defesa na planta hospedeira, o que contribui para reduzir o impacto de M. javanica. A
inducdo de resisténcia sisttmica, promovida por lipopeptideos produzidos pela bactéria,
fortalece as barreiras estruturais e bioguimicas das raizes, dificultando a instalacdo dos
sitios de alimentacdo necessarios para o desenvolvimento do nematoide. Esse efeito
combinado, acdo antimicrobiana e ativacdo de defesas vegetais, resulta em menor
formacéo de galhas, reducé@o populacional no solo e menor comprometimento fisiologico
das plantas, sendo Gtil em culturas susceptiveis ao ataque do patdégeno (Wang et al., 2022).

Vale destacar que a bactéria B. amyloliquefaciens possui elevada capacidade de
colonizar a rizosfera, formando uma barreira biologica ao redor das raizes que dificulta o
acesso dos J2 de M. javanica. Sua persisténcia no solo e sua multiplicagdo préxima aos
tecidos radiculares permitem que o efeito de supressdo se prolongue mesmo apos a
aplicacdo. Em alguns estudos, espécies do grupo B. amyloliquefaciens demonstraram

reduzir de forma significativa o nimero de juvenis penetrados e interferir na formacéo de

22



galhas essenciais ao desenvolvimento do nematoide (Dimopoulou et al., 2021). Assim,
Seu uso integra estratégias de manejo sustentavel ao atuar como agente antagonico,

promotor de crescimento.

3.3 Material e Métodos

A cepa da espécie da bactéria Bacillus amyloliquefaciens foi cultivada em meio
Agar nutrientes (AN) por 24 horas e incubadas em BOD com temperatura de 28 + 1 °C e
fotofase de 12 h de escuro e 12 h luz. Em seguida com o crescimento bacteriano de
Bacillus em placa de Petri do realizado o cultivo desse agente de controle biol6gico em
meio Liquido de Triptona Soja Caldo (TSB) por um periodo de 24 h em mesa agitadora
do tipo shaker (Alfenas, 2007). Em seguida foi realizado a mensuracdo da densidade o6tica
(OD) em comprimento de onda de onda de 600nm e calibrado a concentragdo de bactérias
para 2,3x10°" UFC.

Figura 1. Preparagdo da suspensdo bacteriana utilizada no experimento.

A populacdo de M. javanica utilizada para a extracdo do inéculo foi oriunda de
plantas de jiloeiro coletadas na casa de vegetacdo, e cultivadas por 60 dias, do Instituto
Federal Goiano - Campus Morrinhos (GO). A identificagdo da espécie foi realizada por
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meio da técnica de eletroforese de isoenzimas, fenotipo de esterase, confirmando tratar-
se de M. javanica (Ito, 2019; Ornstein, 1964; Davis, 1964).

Foi utilizada a metodologia proposta por Bonetti e Ferraz (1981), as raizes foram
separadas do solo e lavadas em agua corrente, cortadas em fragmentos de 1 a 2 cm e
colocadas no copo do liquidificador preenchendo com uma solugdo de hipoclorito de
sodio a 0,5% de cloro ativo. A seguir processadas na menor rotacéo do liquidificador por
20 segundos. A suspensao obtida foi vertida em uma peneira de 200 mesh, sobreposta por
uma de 500 mesh. O residuo da peneira de 500 mesh foi recolhido em um Becker de 200
mL. A suspensdo obtida na extracdo de nematoides de raizes foi quantificada com auxilio
da camara de contagem de Peters sob microscépio fotbnico, com calibracdo de 200 ovos

por mL.

o = N ~
L

Figura 2. Extracdo de ovos de Meloidogyne javanica realizada pela técnica de Boneti e Ferraz (1981).

O experimento foi conduzido no laboratério de Nematologia em delineamento
inteiramente casualizado. Utilizando o fatorial 5x5, sendo cinco tratamentos e cinco
repeticdes, totalizando cinco unidades experimentais. Sendo definido os seguintes
tratamentos: T1 - agua, T2 — (10%), T3 (20%) T4 (40%) T5 (50%). Foram inoculados 1
mL em cada tubo, contendo aproximadamente 200 ovos por tubo de ensaio, juntamente
com as respectivas concentracfes bacterianas. Em seguida, os tubos foram mantidos em
incubadora B.O.D a 28 °C (2 °C), no escuro, durante 7 dias. Apds esse periodo, realizou-

se a contagem dos ovos e dos juvenis eclodidos (J2). Para essa contagem, utilizou-se a
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camara de Peters, com observacdo em microscopio Optico. Posteriormente, os dados
foram tabulados e submetidos a andlise estatistica por meio do software SISVAR,
realizando-se analise de variancia, teste de Scott-Knott (1974) e andlise de regressdo

linear.

i
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Figura 3: Instalacdo do experimento in vitro com Bacillus amyloliquefaciens sobre a ecloséo de juvenis

de Meloidogyne javanica.

3.4 Resultados e discussoes

A andlise de variancia (ANOVA) revelou efeito significativo dos tratamentos com
Bacillus amyloliquefaciens sobre a eclosédo de juvenis de Meloidogyne javanica (p <0,01)
(Tabela 1). O quadrado médio dos tratamentos (259,46) foi superior ao do erro (5,90),
indicando diferencas estatisticas entre os tratamentos testados. A média geral de juvenis
eclodidos foi de 21,08, com coeficiente de variacdo de 11,52%, o que demonstra adequada

precisao experimental.
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Figura 4. Ovos e juvenis de Meloidogyne javanica contabilizados na avaliacéo.

Tabela 1 - Resumo ANOVA dos juvenis de Meloidogyne javanica eclodidos pelo teste
in vitro com aplicacdo de Bacillus amyloliquefaciens.

Fontes de Variagao GL Quadrados medios
Tratamentos 4 259.46**
Erro 20 5.90
Total 24
Média Geral 21,08
CV (%) 11,52

GL - Grau de Liberdade; CV - Coeficiente de Variagéo; * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F;
**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Na avaliacdo do efeito das concentracdes de B. amyloliquefaciens sobre a eclosdo
de juvenis de Meloidogyne javanica, observou-se que o0s tratamentos diferiram
estatisticamente entre si. O tratamento controle (T1), sem a adicdo da bactéria, apresentou
a maior média de J2 eclodidos de M. javanica (33,20), diferindo significativamente dos
demais tratamentos. As concentracdes de 40% (T4) e 50% (T5) apresentaram as menores
médias de juvenis eclodidos (15,00 e 16,60, respectivamente), sendo estatisticamente
superiores no controle do patdgeno, em comparacéo aos demais tratamentos T2 (10%) e
T3 (20%). O percentual de controle variou, destacando-se T4 e T5, que reduziram a

eclosdo em 54,81 e 50%, respectivamente.

O grafico demonstra o efeito das diferentes concentragdes de Bacillus
amyloliquefaciens sobre a eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2). Observa-se que, a

medida que aumenta a concentracdo bacteriana, ocorre uma tendéncia de reducdo na
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eclosdo dos J2 em comparacdo ao tratamento controle (agua). A andlise de regresséo
linear confirma essa relacdo, apresentando comportamento decrescente da eclosdo
conforme o aumento das concentracBes. O coeficiente de determinacdo (R? = 0,7555)
indica bom ajuste do modelo aos dados experimentais. Esses dados evidenciam o
potencial do B. amyloliquefaciens em comprometer o desenvolvimento dos ovos e limitar
a liberacdo de juvenis infectivos, o que pode ser atribuido a producdo de metabdlitos
toxicos e enzimas liticas, frequentemente relatados na literatura como responsaveis pela

degradacéo da parede dos ovos e inviabilizacdo de J2.

Figura 5: Anélise de regressdo linear do percentual de controle comparado com o
tratamento  controle, com diferentes concentracbes da bactéria  Bacillus

amyloliquefaciens.

Efeito de concentragdes de Bacillus amyloliquefaciens
na eclosdo de juvenis J2
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Os resultados obtidos neste estudo demonstram que Bacillus amyloliquefaciens
exerceu efeito significativo na reducdo da eclosdo de juvenis de Meloidogyne javanica,
com destaque para as concentracoes de 40% e 50%, que reduziram a eclosédo em 54,81%
e 50%, respectivamente (Tabela 2). Em estudo recente, uma cepa especifica de B.
amyloliquefaciens (BaNCT02) apresentou forte atividade nematicida pela producéo de
Compostos Organicos Volateis (COVs). Tais compostos reduziram a eclosdo de
Meloidogyne incognita, em 77,3% e aumentou a mortalidade em 95,2%, indicando forte

efeito toxico sobre ovos e juvenis do nematoide (Moreira et al., 2025). Embora o presente
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estudo nédo tenha avaliado especificamente a producdo ou o efeito de COVs, a redugéo
significativa observada na eclosédo de ovos de M. javanica sugere que mecanismos
semelhantes podem estar envolvidos. A capacidade de B. amyloliquefaciens de produzir
compostos como lipopeptideos (surfactina, iturina, fengicina) e enzimas hidroliticas pode
explicar a reducdo obtida na eclosdo. No entanto, os percentuais de controle observados
nesse trabalho, variando de 35% a 54,81%, s&o inferiores aos relatados para a cepa
BaNCTO02, o que pode ser atribuido a diferencas entre isolados bacterianos, espécies de
nematoides, metodologia experimental, tempo de exposi¢cdo e a auséncia de avaliacao
direta de compostos volateis no presente experimento.

No presente estudo, observou-se que Bacillus amyloliquefaciens reduziu a
eclosdo de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne javanica. Esse efeito nematicida
pode estar relacionado a producdo de substancias toxicas também descritas em outras
pesquisas com 0 mesmo grupo bacteriano. Ensaios in vitro realizados com M. enterolobii
demonstraram que B. amyloliquefaciens produz COVs e metabdlitos presentes no
sobrenadante que sdo altamente prejudiciais aos nematoides. Esses COVs incluem
substancias como 2-undecanona, 2-nonanona, benzenoacetaldeido e 2-heptanona, ja
reconhecidas por seu efeito toxico contra nematoides parasitas de plantas (Wu et al., 2019;
Grahovac et al., 2023; Paula et al., 2023). Além disso, cepas desse grupo podem produzir
enzimas como surfactina, iturina, bacilomicina e fengicina, que danificam ovos e juvenis.
Apesar de envolver espécies diferentes (M. javanica e M. enterolobii), é provavel que
mecanismos semelhantes expliquem o efeito observado aqui. Assim, mesmo sendo uma
cepa distinta, a bactéria utilizada neste estudo pode estar produzindo compostos volateis
ou enzimas nematicidas que contribuiram para a reducdo da eclosdo registrada nos
tratamentos de maior concentragdo, deste trabalho.

Vale destacar, a tendéncia dose-dependente evidenciada nesse estudo, com
estabilizacéo da eficécia a partir de 40%, indica que a cepa utilizada apresenta efeito sobre
ovos. Isso reforga que diferentes isolados do mesmo género podem variar amplamente
em eficiéncia e no tipo de metabdlitos produzidos. Os COVs produzidos por B. subtilis
Bs-1, como CO, acido acético, 2-heptanona e dissulfeto de dimetila, também sdo capazes
de reduzir a ecloséo, repelir juvenis e interferir na quimiotaxia de M. incognita (Adam et
al., 2014; Oka et al., 2009). Além disso, outras cepas, como B. cereus Bc-cm103 e
Bacillus GBSC56, apresentam compostos que causam estresse oxidativo severo nos
nematoides, levando a morte rapida (Yin et al., 2021; Ayaz et al., 2021). Considerando

isso, é possivel que a cepa utilizada em nosso experimento também produza substancias
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capazes de prejudicar ovos e juvenis de M. javanica, contribuindo para os percentuais de
controle observados.

Pela analise de regressdo verificou-se que quanto maior a concentracdo de B.
amyloliquefaciens, maior foi por percentual de controle, porém a reducédo da curva mostra
que a partir de 40% ndo had ganho no percentual de controle, tal resultado mostra a
importancia da concentracdo adequada e da dose para maior eficiéncia dos resultados.
Trabalho de Aradjo (2002) mostrou que isolados de B. subtilis, conseguiu reduzir
significativamente a eclosdo de juvenis de Heterodera glycines in vitro. Os autores
concluiram que o mecanismo envolvido no estimulo & ecloséo deve estar relacionado a
metabolitos produzidos no desenvolvimento da bactéria.

Em trabalho realizado por Alves (2011), verificou-se que alguns isolados
bacterianos proporcionaram acao ovicida para M. javanica. Onde evidenciaram que
alguns isolados de B. amyloliquefaciens e B. subitilis apresentaram potencial como
agente do controle de J> de M. javanica. Estes resultados de pesquisa corroboram com os
obtidos no presente estudo, em que algumas entre as rizobactérias podem ser encontrados
agentes eficazes para o controle de nematoides. Isolados ativos de B. amyloliquefaciens
e B. subtilis produzem varios compostos e lipopeptideos de acdo antimicrobiana,
incluindo surfatina, iturina A, e fengicina (CHOWDHURY et al, 2015;). Existem
metabolitos com atividades antifingicas e antibacterianas, aumentando a mortalidade
bacteriana e formac&o de biofilme induzindo a resisténcia de plantas (PEREZ-GARCIA
etal., 2011).

No contexto pratico, estudos em condi¢fes agricolas tém demonstrado que
formulados a base de B. amyloliquefaciens, como o produto comercial Inlayon Eco™,
podem proporcionar reducdes significativas nas populacdes de Meloidogyne javanica,
como observado em ensaios com cana-de-acUcar (Oriani et al., 2020). Esses resultados
reforcam o potencial da bactéria como componente de programas de manejo sustentavel
de nematoides. Contudo, apesar da sua eficiéncia, o uso isolado desse agente biologico
pode ndo ser suficiente em sistemas altamente infestados ou ambientalmente
desfavoraveis. Dessa forma, sua integracdo com outras estratégias de manejo, pode
maximizar o controle e garantir maior estabilidade dos resultados ao longo do ciclo
agricola.

Os mecanismos de acdo de B. amyloliquefaciens vao alem da simples producédo
de metabdlitos toxicos, envolvendo muitas estratégias que aumentam a eficiéncia do

controle. Em testes in vivo, a bactéria é capaz de formar biofilmes na rizosfera, o que
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favorece sua persisténcia no ambiente e intensifica a colonizagéo das raizes, ampliando
sua interacdo com o patdgeno. Além disso, a combinagdo de enzimas degradativas,
compostos volateis e a propria estrutura protetora do biofilme contribui para uma atuagédo
mais estavel no solo. Esses mecanismos multiplos, reforcam o potencial da espécie como
um agente de biocontrole.

Pesquisas recentes enfatizam que os COVs produzidos por espécies de Bacillus
tém grande potencial para uso no manejo integrado de nematoides, pois apresentam alta
eficiéncia, rapida acdo e baixa persisténcia ambiental. A literatura aponta que esses
compostos podem atuar tanto pela toxicidade direta quanto pela interferéncia na
comunicagdo quimica dos nematoides.

Embora os nossos resultados tenham sido obtidos por meio de ensaios in vitro
sem identificacdo dos COVs presentes, a reducdo na eclosdo de M. javanica é compativel
com efeitos ja descritos em outras espécies do género Meloidogyne. Assim, 0s achados
deste estudo reforcam que B. amyloliquefaciens é um agente promissor no controle
bioldgico, provavelmente atuando por vias semelhantes as reportadas para outras cepas
em diferentes pesquisas. Estudos em condicdes de casa de vegetacdo e a campo devem
ser realizados para confirmar os resultados da eficacia do controle bioldgico deste

nematoide.

3.5 CONCLUSOES FINAIS

Observou-se que a utilizacdo dessa cepa de B. amylolyquefaciens tem grande
potencial em reduzir a eclosdo de ovos de M. javanica. A concentracdo de 40% e 50%
tiveram os melhores resultados, porém as concentracdes de 10% e 20% também
reduziram a quantidade de ovos em relagéo a testemunha.

A andlise de regressao possibilitou vermos que a partir da concentragdo de 40%
n&o houve incremento na reducédo de J2, sendo essa a melhor concentragéo.

Para melhor entendimento evidencia a necessidade de seguir o trabalho fazendo
teste in vivo para ver o desempenho dos isolados em condi¢do de campo, 0 mesmo tendo

resultados eficientes pode levar ao surgimento de um novo produto comercial.
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