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RESUMO

O milho ¢ uma cultura amplamente utilizada para o consumo humano e animal em todo
o mundo, no entanto, a presen¢a de nematoides nas areas de cultivo pode causar grandes
prejuizos na produgdo. Dentre os principais fitonematoides associados ao milho,
destacam-se os do género Meloidogyne, conhecidos como nematoides formadores de
galhas. O controle desses organismos ¢ de extrema importdncia para garantir a
produtividade da cultura. Uma estratégia viavel e promissora ¢ o controle bioldgico por
meio do tratamento de sementes, que proporciona prote¢do ao indculo primario do
patogeno e atua nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta. Neste contexto, o
presente trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia do tratamento de sementes de
milho com nematicida biologico a base de Bacillus. Utilizou-se o produto Rizos, a base
de Bacillus subtilis, aplicado em cinco concentragdes, com seis repeti¢des. O experimento
foi conduzido em casa de vegetagdo, seguindo um delineamento inteiramente
casualizado. Aplicou-se nas sementes as concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ¢ 2,5 mL (3 x
10 °ufc/mL) do produto e a seguir realizou-se a inoculacdo de 5000 ovos de M. javanica.
Aos 60 dias, ap6s a inoculagdo, realizou-se as avaliagdes da massa fresca e seca da parte
aérea e de ovos por planta. A utilizagdo do bioldgico ndo reduziu a reproducdo do
nematoide nas condi¢des experimentais. Inclusive, o aumento da dose da bactéria, teve
como consequéncia, maior reproducao do nematoide nas raizes do milho. Mais estudos
dessa interagdo devem ser realizados para a confirmagdo desse resultado da interagdo de
B. subtilis x M. javanica em milho.

Palavras-Chave: Bacillus subtilis; biocontrole; manejo sustentavel; nematoide de galhas;
protecao.



ABSTRACT

Corn is a widely used crop for human and animal consumption worldwide; however, the
presence of nematodes in cultivated areas can cause significant production losses. Among
the main plant-parasitic nematodes associated with corn, those of the genus Meloidogyne,
known as root-knot nematodes, stand out. Controlling these organisms is extremely
important to ensure crop productivity. A viable and promising strategy is biological
control through seed treatment, which provides protection to the primary inoculum of the
pathogen and acts in the early stages of plant development. In this context, the present
work aims to evaluate the efficiency of corn seed treatment with a Bacillus-based
biological nematicide. The product Rizos, based on Bacillus subtilis, was used, applied at
five concentrations, with six repetitions. The experiment was conducted in a greenhouse,
following a completely randomized design. Concentrations of 0.5, 1.0, 1.5, and 1.5 were
applied to the seeds. 2.0 and 2.5 mL (3 x 10° CFU/mL) of the product were used, followed
by inoculation with 5000 eggs of *M. javanica*. Sixty days after inoculation, fresh and
dry weight of the aerial part and eggs per plant were evaluated. The use of the biological
agent did not reduce nematode reproduction under the experimental conditions. In fact,
increasing the dose of the bacteria resulted in greater nematode reproduction in the corn
roots. Further studies of this interaction should be conducted to confirm this result of the

interaction between B. subtilis and M. javanica in corn.

Keywords: Bacillus subtilis; biocontrol; sustainable management; root-knot nematode;

protection.



1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L., grupo Saccharata) pertence a familia Poaceae (gramineas)
e ¢ um dos cereais mais importantes e cultivados no mundo. Os principais produtores
globais sdo Estados Unidos, China, Brasil e Argentina. No Brasil, o milho possui
expressiva importancia socioecondmica, com producdo de 139, 7 milhdes de toneladas
em 2025 (CONAB 2025), pois além de ser um alimento essencial, contribui
significativamente para a geragdo de renda, emprego e energia (Silva, 2023). A produgdo
nacional concentra-se principalmente nas regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste. Embora a
maior parte da producdo seja destinada ao consumo interno, parcela consideravel ¢
exportada para paises como China, Japao, Unido Europeia e diversas nacdes da América
Latina (Oliveira, 2025).

A producdo de milho ¢ diretamente influenciada por diversos fatores bidticos,
incluindo fungos, bactérias, insetos prejudiciais e fitonematoides (Shelton et al., 2013).
Os fitonematoides s3o um dos inimigos mais importantes e "silenciosos" da cultura do
milho no Brasil, causando perdas significativas de produtividade. Entre os nematoides
parasitas de plantas mais prejudiciais estio o nematoide de galhas, do género
Meloidogyne (Quintanilla; Fazlabadi, 2023).

Os nematoides sdo organismos microscopicos pertencentes ao filo Nematoda,
caracterizados por apresentarem corpo cilindrico, alongado, ndo segmentado e revestido
por uma cuticula protetora. Esses fitopatdgenos figuram entre as pragas agricolas de
maior relevancia no Brasil, devido ao seu carater endoparasitario obrigatorio, a ampla
gama de hospedeiros e a elevada capacidade de dispersdo nas areas de produgao (Silva,
2025). Esses nematoides induzem alteracdes fisioldgicas, estruturais e metabolicas nas
plantas, podendo também facilitar a entrada de fungos e bactérias por meio das
perfuragcdes causadas pelo estilete, estrutura que utilizam para penetrar nos tecidos
radiculares. Além disso, podem atuar como vetores de viroses, potencializando os danos
causados as culturas (Pinheiro, 2022).

Apos a penetragdo nas raizes e infec¢ao, por meio de danos diretos e indiretos,
esses organismos causam sérios perdas a cultura, resultando na redu¢do da produtividade
e qualidade das colheitas, aumento dos custos de producdo e consequente prejuizos
financeiros. As infec¢cdes causadas por esses nematoides podem levar a reducdao de
produtividade da ordem 60% (Quintanilla; Fazlabadi, 2023), com variagdes dependendo

do cultivar utilizado, textura do solo, das condigdes climaticas e manejo inadequado. Em



razao dos prejuizos dos nematoides de galhas na cultura do milho, torna-se essencial
buscar estratégias de manejo eficientes para reduzir os prejuizos causados pelos
fitonematoides. Entre os métodos de controle, destacam-se: medidas preventivas, como a
limpeza de calgados, maquinas e implementos agricolas e o uso de agua de boa qualidade;
rotacdo de culturas, que diversifica a microbiota do solo e reduz a populagdo de
nematoides; uso de plantas antagonistas, como a crotalaria (Crotalaria spectabilis), capaz
de inibir o ciclo de vida de determinados fitonematoides; emprego de cultivares
resistentes; aplicagdo de agentes quimicos e biologicos (OLIVEIRA, 2020).

Nos ultimos anos, o uso de agentes bioldgicos no controle de fitonematoides tem
ganhado destaque, sobretudo por se tratar de uma alternativa sustentavel e
ambientalmente segura. Esse método ndo deixa residuos, ndo favorece a selecdo de
populagdes resistentes, preserva o equilibrio da biota do solo, apresenta menor custo e €
de facil aplicagdo (MACHADO, 2016). O controle bioldgico baseia-se na utilizagdo de
inimigos naturais de pragas e patogenos, incluindo fungos e bactérias com acdo
antagonica (JUNIOR, 2022). Os fungos nematofagos empregados no controle de
nematoides sdo geralmente quitinoliticos, como Purpureocillium lilacinum, Pochonia
chlamydosporia e espécies de Trichoderma, que produzem metabolitos toxicos e induzem
resisténcia nas plantas. Ja entre as bactérias, destacam-se as do género Bacillus,
reconhecidas por sua eficiéncia e ampla aplicabilidade (SANTOS, 2022).

Os nematicidas microbioldgicos a base de Bacillus subtilis e Bacillus
methylotrophicus tém se mostrado eficazes no controle de espécies de Meloidogyne e
Pratylenchus. De forma geral, bactérias do género Bacillus spp. sintetizam metabdlitos
secundarios que interferem no ciclo reprodutivo dos nematoides ou degradam exsudatos
radiculares, dificultando o reconhecimento entre nematoide e planta. Além disso, essas
bactérias sdo capazes de colonizar tecidos internos, o que lhes confere prote¢do contra
condi¢des ambientais adversas e maior persisténcia no solo (RODRIGUES, 2019).

O tratamento de sementes ¢ outro método de controle amplamente utilizado,
consistindo na aplicacdo de agentes quimicos ou bioldgicos sobre as sementes para
prevenir o ataque de patdogenos e pragas. No caso dos agentes biologicos, sdo adicionados
microrganismos vivos capazes de controlar fitonematoides e, em alguns casos, promover
o crescimento vegetal (ROCHA et al., 2022). Essa pratica visa eliminar o inéculo
infeccioso associado as sementes, evitar infec¢des nas fases iniciais de desenvolvimento

e reduzir a ocorréncia de surtos epidémicos em campo (MACHADO et al., 2006).



Diante do exposto, torna-se importante a realizagao de estudos para avaliar a
eficiéncia de nematicidas bioldgicos a base de Bacillus subtilis e Bacillus
methylotrophicus para o controle de Meloidogyne javanica no milho, via tratamento de

semente da cultura.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Milho

O milho (Zea mays L.) destaca-se por sua grande versatilidade de uso, sendo
amplamente aproveitado na alimentacado humana, animal e na industria, o que resulta em
uma ampla diversidade de produtos (EMATER-MG, 2016). Na alimentacdo humana, o
grao ¢ utilizado na elaboragao de diversos alimentos, como bolos, pamonhas, curau, milho
cozido, assado, sorvetes, entre outros. Para o consumo animal, o milho constitui um dos
principais componentes na formulagdo de ragdes e na producdo de silagens. Ja no setor
industrial, o cereal possui relevancia na fabricacdo de conservas e outros derivados,
contribuindo significativamente para o setor agroindustrial brasileiro (EMBRAPA, 2022).

No Brasil, o milho esta entre os cereais mais cultivados e de maior importancia
econdmica. De acordo com o 12° Levantamento da Safra 2024/2025, realizado pela
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2025), a area total destinada a
producao do grao foi de aproximadamente 22 milhdes de hectares, com produtividade
média estimada em 6.391 kg/ha, resultando em uma producao aproximada de 140 milhdes
de toneladas.

Esse desempenho expressivo reflete diretamente na balanga comercial brasileira.
Segundo dados do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA, 2023), o setor
agropecuario registrou, em 2022, um valor total de US$ 141,7 bilhdes, dos quais o milho
representou cerca de 6%, correspondendo a aproximadamente US$ 8,5 bilhoes

(Domingos, 2023).

2.2 Nematoides Fitopatogénicos

Os nematoides sdo organismos microscopicos, vermiformes, ndo segmentados e,

em sua maioria, transparentes. Apresentam baixa mobilidade no solo, sendo facilmente



disseminados por meio da dgua da chuva, irrigagdo ou pelo contato com raizes e mudas
contaminadas. E comum encontrar esses microrganismos em solos agricolas, onde atacam
principalmente o sistema radicular das plantas. Contudo, algumas espécies podem ser
encontradas em sementes ou em partes aéreas, dependendo da cultura (Ritzinger, 2013).

Nos solos agricolas, ¢ possivel observar uma ampla diversidade de espécies de
nematoides. Alguns apresentam hébitos saprofiticos, alimentando-se de bactérias e
fungos, desempenhando, assim, papel fundamental na decomposicao da matéria organica
e na ciclagem de nutrientes. Outros atuam como predadores ou onivoros, enquanto uma
parcela € constituida por espécies que se alimentam das raizes das plantas — os chamados
fitonematoides —, os quais podem causar doengas ¢ comprometer o desenvolvimento
vegetal (Pinheiro, 2022).

Entre as principais espécies de fitonematoides que atacam a cultura do milho
anuais destacam-se: nematoides das galhas, pertencentes as espécies Meloidogyne
incognita ¢ M. javanica; nematoides das lesdes radiculares, causados por Pratylenchus
brachyurus (Ferraz, et al., 2016).

Os sintomas variam conforme a espécie envolvida. De modo geral, na parte aérea,
observa-se a formacao de reboleiras de plantas com porte reduzido e coloragcao amarelada,
aspecto comum a diversos fitonematoides. Ja nas raizes, as manifestacdes sdo mais
especificas: em infestagdes por Meloidogyne spp., ha formacdo de galhas ou tumores
devido ao engrossamento dos tecidos radiculares; Pratylenchus spp. causa lesdes
microscopicas, muitas vezes de dificil diagndstico a campo; (Arieira, 2016).

O ciclo de vida dos nematoides inicia-se com o ovo, seguido por quatro estadios
juvenis (J1 a J4) e culminando na fase adulta, composta por fémeas e machos
(Nematologia, 2011). A duracdo desse ciclo pode variar conforme a espécie e as condigdes
ambientais, sendo um fator determinante na intensidade dos danos causados as culturas

agricolas.

2.3 Meloidogyne javanica

Os nematoides formadores de galhas destacam-se pelos severos danos que podem
ocasionar as culturas agricolas. Entre os principais sintomas observados, ressaltam-se a
redug¢do do porte e o amarelecimento das plantas (Dias et al., 2021). Esses sintomas

resultam da interferéncia direta do parasitismo no sistema radicular, que compromete a



absor¢ao de agua e nutrientes, afetando o desenvolvimento vegetativo e produtivo das
plantas.

Segundo SILVA (2025), esses organismos sdo endoparasitas obrigatorios que
comprometem o desenvolvimento das plantas ao se alimentarem das células das raizes.
Durante esse processo, induzem a formagdo de galhas, estruturas que prejudicam a
absorc¢do de dgua e nutrientes, afetando diretamente o crescimento vegetal e além disso,
deixam as raizes infectadas mais suscetiveis a entrada de outros patogenos presentes no
solo, uma vez que os danos mecanicos causados pela penetragdo do juvenil de segundo
estadio do nematoide de galhas, além disso, atuam como porta de entrada para novas
infecgdes de outros patdgenos do solo (Silva, 2025).

O ciclo de vida de Meloidogyne javanica ocorre em média de 28 dias, sendo que
O primeiro estagio juvenil (J1) corresponde a0 momento em que o embrido se desenvolve
dentro do ovo, formando um pequeno verme. Ainda no interior do ovo, ocorre a primeira
muda (ecdise), originando o juvenil de segundo estagio (J2). Ap6s a eclosdo, o J2 torna-
se movel no solo e passa a localizar as raizes da planta, guiado pelos exsudatos
radiculares. Ao encontra-las, penetra o tecido € avanca entre as células do parénquima até
alcangar a zona de diferenciacdo celular proxima ao cortex. Superada a barreira
endodérmica, continua migrando em direcdo a coifa radicular, atingindo a regido
meristematica apical, onde se fixa e inicia sua alimentagcdo. Durante esse processo, 0
estilete perfura a parede celular e libera secregdes provenientes das glandulas esofagicas,
que estimulam o aumento e a reprogramacdo das células do cilindro vascular,
intensificando sua divisdo no periciclo. Essa atividade leva a formacdao de células
hipertrofiadas, conhecidas como células nutridoras, acompanhadas por elevagdo nos
niveis de auxina e outros hormoénios que desencadeiam hiperplasia e hipertrofia dos
tecidos. Essas células especializadas sustentam o desenvolvimento dos estagios juvenis
J3 e J4. Ao final, o J4 realiza sua Gltima muda e atinge a fase adulta, diferenciando-se em
macho ou fémea, com o sistema reprodutivo totalmente funcional para a producdo de

ovos (Rodrigues, 2022).
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Figura 1: Esquema do ciclo de vida de Meloidogyne spp.
Fonte: AGRIOS, G.N. Plant pathology. 5a Ed., Academic Press. 2005.

Ap0s a penetragdo, os juvenis tornam-se sedentdrios, perdendo a capacidade de
locomogdo e passando a se alimentar do contetido celular das raizes. A medida que se
desenvolvem, sofrem mudas sucessivas até atingirem a fase adulta. As fémeas adultas
adquirem formato globoso e volumoso, sendo visiveis externamente devido as galhas
formadas nas raizes. Cada fémea ¢ capaz de produzir centenas a milhares de ovos ao
longo de seu ciclo, média de 500, podendo atingir até 2.000 ovos por individuo. A duragao
total do ciclo varia conforme as condi¢cdes ambientais, ocorrendo em aproximadamente
trés a quatro semanas no verao e até sete semanas no inverno (Pinheiro, 2022).

O aumento populacional de M. javanica esta frequentemente associado ao cultivo

sucessivo de uma mesma espécie vegetal suscetivel, sem a adogao de praticas de manejo



adequadas. Esse cenario favorece a multiplicagdo continua do patéogeno no solo,
intensificando os danos as culturas subsequentes. Diante disso, torna-se fundamental a
implementagdo de estratégias de manejo integradas, entre as quais se destacam o uso de
cultivares resistentes, a rotagdo de culturas e o emprego de agentes biologicos. Tais
praticas sao essenciais para reduzir a populacdo do nematoide e minimizar as perdas
econdmicas decorrentes de sua infestacao (Rosa et al., 2013).

Os prejuizos pelos nematoide de galhas podem variar drasticamente dependendo
do nivel de infestagdo, da espécie de nematoide, do hibrido de milho utilizado e das
condi¢des ambientais. Segundo Oliveira et al. (2023), os registros de perdas expressivas
na cultura do milho associadas a nematoides no Brasil ainda sdo escassos. Em condi¢des
de alta infestacdo, o nematoide de galhas tem potencial para causar danos extremamente
altos no milho, resultando em perdas de produtividade que comprometem a viabilidade
da lavoura. Ferraz et al., (2023) relata redu¢do de 90% no desenvolvimento em um estudo
avaliando o parasitismo de M. incognita em um hibrido de milho (Dekalb XL.41), devido
a alta pressdo da praga. Isso ocorreu em um limite de tolerancia de 10 ovos do nematoide

por grama de solo.

2.4 Controle de nematoides

Os nematoides, por serem organismos de dificil controle e alta capacidade
reprodutiva, exigem a ado¢do de estratégias integradas de manejo para minimizar os
danos as culturas agricolas. Entre as principais medidas preventivas e de controle
destacam-se a rotagdo de culturas, o uso de cultivares resistentes e a aplicagdo de produtos
quimicos, como os nematicidas (Inomoto et al., 2006).

De maneira geral, as formas de controle de nematoides podem ser classificadas
em cultural, biolégico, quimico e fisico. O controle quimico para os fitonematoides,
embora seja necessario e eficientes em alguns casos, possuem algumas desvantagens: sao
muito caros ¢ pode causar toxidade ao aplicador e ao ambiente se ndo manejados de
maneira correta (Amaral, 2021). O controle bioldgico, em particular, tem recebido
destaque por ser uma alternativa sustentdvel e ambientalmente segura. Esse método
baseia-se na utilizacdo de um microrganismo para controlar outro, limitando sua
populagdo ou interferindo no seu ciclo de vida, embora essa abordagem apresente desafios

e limitacdes, especialmente por depender de fatores ambientais como temperatura,



umidade e propriedades fisico-quimicas do solo, o controle bioldgico permanece uma
alternativa promissora para o manejo de fitonematoides (Silva, 2025).

Além das estratégias de controle quimico e bioldgico, 0 manejo de nematoides
pode ser realizado por meio de praticas culturais e pelo uso de cultivares resistentes. O
controle cultural consiste, principalmente, na rotacdo de culturas com espécies nao
hospedeiras ou pouco suscetiveis aos nematoides, pratica que contribui para a redugdo da
populagdo desses patdogenos no solo ao longo do tempo. J& o controle por resisténcia
genética baseia-se na utilizagdo de variedades que apresentam mecanismos naturais de
defesa contra a infec¢ao e o desenvolvimento dos nematoides, limitando sua reprodugao
e minimizando os danos causados as plantas. Dessa forma, essas estratégias constituem
ferramentas importantes dentro do manejo integrado de nematoides, favorecendo a

sustentabilidade dos sistemas de producao agricola (Ferraz, et al., 2010).

2.5 Controle Biologico

Segundo Cook e Baker (1982), o controle bioldgico consiste na redugdo da
densidade do inoculo ou das atividades determinantes da doenca causada por um
patdgeno, por meio da acdo de um ou mais organismos que ndo o homem. No caso dos
patdgenos do solo, o controle ocorre através da interagdo de microrganismos benéficos,
que destroem as unidades propagativas (propagulos), prevenindo a formacao do indculo
ou degradando aquele presente em residuos infectados, o que resulta na diminui¢do do
vigor e da viruléncia do patégeno (Bettiol, 1991). Sendo os principais mecanismos de
biocontrole o uso de fungos e bactérias (Silva, 2025).

Entre os microrganismos antagonistas mais estudados destaca-se o Bacillus
subtilis, uma bactéria versatil e eficiente no controle de diversos patdgenos em diferentes
culturas agricolas. Além de seu efeito supressor sobre doencas, B. subtilis ¢ amplamente
reconhecida por promover o crescimento vegetal, devido a sua capacidade de aumentar a
fixagdo biologica de nitrogénio, sintetizar fitormonios, melhorar a estrutura do solo e
solubilizar nutrientes essenciais. Como resultado, observa-se maior vigor germinativo,
emergéncia uniforme e crescimento acelerado das plantas. No controle de fitonematoides,
especialmente os nematoides formadores de galhas (Meloidogyne spp.), B. subtilis atua
como biocontrolador por meio da producdo de endotoxinas e metabolitos secundarios que
interferem no ciclo reprodutivo desses patogenos, afetando diretamente a oviposigdo € a

eclosdo dos juvenis (Ribeiro et al., 2011).



De forma semelhante, o Bacillus methylotrophicus tem demonstrado elevada
eficacia no estimulo ao crescimento vegetal e na biorremediagdo do solo, gragas a
produgdo de bacteriocinas e outros compostos bioativos com a¢ao antimicrobiana. Esses
mecanismos contribuem tanto para o controle de doencas quanto para a melhoria das
condig¢des edaficas, apresentando-se como uma alternativa sustentavel e eficiente, assim

como B. subtilis (Monnerat et al., 2020).

2.6 Tratamento de sementes

O tratamento de sementes consiste em um conjunto de praticas destinadas a
eliminagdo ou inativacao de patdgenos presentes nas sementes ou que possam contamind-
las durante o armazenamento e o plantio. Essa técnica tem como objetivo proteger o
material propagativo contra a acdo de agentes fitopatogénicos, assegurando o
estabelecimento de plantas mais sadias, vigorosas e produtivas. Trata-se de uma medida
altamente eficaz, especialmente em situagdes nas quais ndo ha garantia da qualidade
sanitaria das sementes ou quando se busca reduzir o potencial de in6culo primario nas
areas de cultivo (Parisi et al., 2013).

O uso de sementes sadias, certificadas e tratadas ¢ de fundamental importancia,
uma vez que cerca de 90% das principais culturas alimentares, como milho, soja, trigo,
feijdo, cevada e sorgo podem ter doencas transmitidas via semente (Henning, 2005).

Atualmente, existem diversas formas de tratamento de sementes, que variam
conforme o objetivo e o tipo de cultura. Além do tratamento quimico tradicional, podem
ser empregados métodos alternativos, como: peletizagdo, que consiste na aplicagdo de
uma camada de compostos cimentantes de granulometria fina, aumentando o tamanho da
semente e proporcionando formato mais uniforme e arredondado; peliculizagdo, que
realiza o recobrimento da semente com polimeros, formando uma pelicula protetora que
melhora a adesdo de produtos e a manipulacdo; aplicacdo de bioestimulantes, que
aceleram o processo germinativo e uniformizam a emergéncia, sendo amplamente
utilizados em plantas ornamentais e horticolas; inocula¢do, processo em que
microrganismos benéficos sdo aplicados as sementes com o intuito de proteger as
plantulas e estimular seu desenvolvimento, promovendo maior vigor e resisténcia (Inoue,
2019).

Diante da crescente demanda por uma agricultura mais sustentavel e alinhada com

as praticas de Manejo Integrado de Nematoides (MIN), surge a necessidade urgente de



estudar e validar o uso de produtos biologicos. O tratamento de sementes (TS) ¢ uma
ferramenta estratégica, pois aplica o agente de controle diretamente no ponto de maior
necessidade (rizosfera), garantindo a protecdo das raizes nas fases criticas de

estabelecimento da cultura.

3. Objetivo Geral e Objetivos Especificos

O objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia do tratamento de semente de
milho com o produto bioldgicos a base de Bacillus subtilis no controle de Meloidogyne

javanica.

3.1 Objetivos Especificos

-Analisar os sintomas apresentados pelo nematoide na cultura do milho;

-Estudar o efeito de diferentes concentragdes dos produtos bioldgicos no controle
de M. javanica na cultura do milho;

- Avaliar se os bioldgicos s@o viaveis para o controle bioldgico de M. javanica e

selecionar a melhor concentragdo de utilizagdo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Informacoes Gerais

O experimento foi conduzido em condi¢des de casa de vegetacdo no
Instituto Federal Goiano- Campus Morrinhos, durante os meses de agosto a
outubro de 2024. A temperatura da casa de vegetagdo, foi monitorada a

temperatura de 25 + 2 °C.
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Figura 2: Casa de Vegetacao no Instituto Federal Goiano- Campus Morrinhos.
Fonte: Google Maps.

4.2 Preparacio do substrato e variedade a ser utilizada.

O substrato utilizado foi constituido de areia e terra de barranco, na propor¢ao de
2:1 (v/v), sendo esterilizado em autoclave a 120° por 30 minutos, como na Figura 3. Apos
a esterilizagdo, procedeu-se o enchimento de 42 vasos (Figura 4). Utilizou-se para a
realizacdo do trabalho sementes de milho convencional, também conhecido como o

milho 1051, ou também conhecido como milho pamonheiro.

Figura 3: Preparo do substrato e esterilizacdo em autoclave



Figura 4: Enchimento dos vasos com substrato esterilizado para inicio do experimento.

4.3 Extracio de M. javanica

A extragdo foi realizada conforme o método de Bonetti e Ferraz (1981), o qual
consistiu na lavagem das raizes em agua corrente para a remog¢ao do excesso de solo. Em
seguida, as raizes foram seccionadas com o auxilio de uma tesoura até atingirem
aproximadamente 1 cm de espessura, conforme apresentado na Figura 5. Apds essa etapa,
as raizes foram transferidas para um liquidificador juntamente com uma solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,5%, sendo homogeneizadas em rotagdo minima por 20 segundos,
a fim de possibilitar a separagdo dos ovos nematoides presentes.

A solucao resultante foi vertida sobre uma peneira de 200 mesh, sobreposta a uma
peneira de 500 mesh. O material retido na peneira de 500 mesh foi coletado e armazenado

em um Becker. Posteriormente, retirou-se uma aliquota de 1 mL, utilizando-se uma pipeta



graduada, e esta foi transferida para a camara de Peters para a contagem dos ovos, 0s

quais foram observados em microscopio fotdnico com aumento de 100x.

Figura 5: A: Raizes de jiloeiro, contendo as galhas, cortadas; B: Raizes cortadas
colocadas no liquidificador; C: Solucdo obtida através da mistura entre raizes, agua e
hipoclorito de sodio e; D: Solucdo obtida passando pelas peneiras de 200 e 500 mesh.

(Boneti e Ferraz, 1981)

4.4 Tratamento de Semente

Apos esses processos, foi realizado o tratamento das sementes de milho, a partir
de um nematicida biologico Rizos, que ¢ a base de Bacillus subtilis, com concentragdo de
3x10"9 UFC/mL. Para o tratamento foi feita a pesagem de 100 gramas de semente de
milho, sendo que em T1 (controle absoluto- onde ndo foi feito nem o tratamento de
semente e nem a inoculacdo de nematoides) e T2 (controle), ndo houve o tratamento de
semente, apenas em T3, com uma dose de 0,5 mL contendo 1,5x10° UFC de Bacillus
subtillis; T4, com uma dose de 1 mL, contendo 3x10° UFC da bactéria; TS, com uma dose
de 1,5 mL, contendo 4,5x10° UFC; T6, com uma dose de 2,0 mL, com 6x10° UFC e T7,
com uma dose de 2,5 mL, com 7,5x10° UFC.

Apoés a afericdo das sementes que seriam submetidas ao tratamento foram
colocadas em sacos plasticos e com o auxilio de uma micropipeta, foi feita a calibragem
da quantidade necessaria do produto e a posterior ele foi misturado com 3 mL de agua,
através de uma pipeta graduada. A dilui¢do foi feita para um maior volume de calda, a
fim de possuir calda em todas as sementes, que foi obtido com o auxilio de uma pipeta

graduada, foi jogado o produto e a 4gua em um béquer e posteriormente a solucdo foi



jogada nos sacos plasticos contendo as sementes, para ser feito o tratamento das sementes,

como demostrado na Figura 6.

Figura 6: A: Afericdo da massa das sementes de milho 1051; B: Produto para a realizagdo
do tratamento; C: Mistura do produto na semente.

4.5 Semeadura do milho e Inoculacio com o nematoide

Depois de ter feito a extracdo do nematoide e o tratamento de semente foi
realizado o plantio das sementes e a inocula¢do dos nematoides no solo, com cerca de
5000 ovos, nos respectivos tratamentos, como na Figura 7. Foi feito cinco furos nos
vasos, um para o plantio da semente e inoculagdo e os demais para a inoculagdo. Os vasos
foram deixados na antecamara da casa de vegetacdo, fora da irrigagdo, por 5 dias, sendo
irrigadas manualmente com o auxilio de um regador, para depois desse periodo serem

transferidas para a casa de vegetacdo, com irrigagdo automatica.



Figura 7: A: Infestacdo dos vasos com os ovos de Meloidogyne javanica; B:
Semeadura das sementes de milho; C: vasos na antecamara, ja irrigadas manualmente e;

D: vasos transferidos apos 5 dias para a irrigacao.

Com cerca de dez dias apds a data do plantio quatro dos 42 vasos ndo germinaram,
sendo necessario o replantio dos mesmos, para isso foi realizado novamente o tratamento

das sementes para posterior serem semeadas (Figura 8).

Figura 8: A: Bacillus subtilis para refazer o tratamento de semente; B: 3 mL de

agua para misturar com o produto; C: mistura da semente no produto e; D: Replantio.



4.6 Adubacao

Posteriormente, foi realizada com cerca de 20 dias ap6s o plantio, a adubacao dos
milhos, utilizando o uma grama e meia do adubo, de liberacao controlada, Osmocote (14-

14-14 + micronutrientes) em cada vaso, como na Figura 9.

Figura 9: A: Adubo Osmocote que foi utilizado; B: Medi¢ao da massa do adubo;

C: todos os copos pesados para serem colocados nos vasos e; D: Adubagio dos vasos.

4.7 Avaliacao do Experimento

Ap0s a adubagao os milhos foram monitorados semanalmente, sendo observado a

irrigacado, plantas daninhas e o desenvolvimento vegetativo do mesmo.



Figura 10: Imagens do acompanhamento semanal do desenvolvimento do milho.

No dia 24 de junho de 2024, cerca de 69 dias apds a instalagdo do experimento,
foi realizado as avaliagcdes da massa seca da parte aérea, massa fresca da parte aérea e da
raiz e numero de ovos.

Em primeiro momento a parte aérea foi retirada, com o auxilio de um estilete, e
colocadas em um saco de papel identificando qual o tratamento e repeti¢do a parte
vegetativa se referia. Em seguida a parte radicular foi lavada, para tirar todo o excesso de
terra.

A parte vegetativa de cada repeticao foi pesada para depois serem levadas para a
estufa a 71°C, onde permaneceram 14 por 72 horas, para posteriormente serem realizadas
a pesagem da massa seca da parte aérea. Do mesmo modo, houve a medi¢do da massa
das raizes, que posteriormente foram lavadas novamente, para retirar qualquer sujeira e

para ser feito a extracdo dos nematoides (Figura 11).



Figura 11: A: Separando a parte aérea da parte vegetativa das plantas de milho.
B: Pesagem da Massa fresca aérea. C: Parte vegetativa na estufa de circulagdo forcada.

D: Raizes ap6s a medi¢ao da massa e prontas para extragao dos nematoides.

A extracdo dos nematoides foi realizada utilizando o método de Bonetti & Ferraz
(1981), onde foi realizado o corte de raizes com galhas, com uma espessura de
aproximadamente 1,0 cm de comprimento, apds esse processo as raizes foram trituras no
liquidificador juntamente com uma solugdo de hipoclorito de so6dio a 0,5% em agua, por
cerca de 20 segundos, em seguida essa solu¢do passou pela peneira de 200 mesh acoplada
em uma peneira de 500 mesh, como na Figura 12, sendo essa solucdo lavada por agua
corrente nesse momento. Os ovos que ficaram retidos na peneira de 500 mesh, apos esse
processo, foram recolhidos com o auxilio de uma pisseta e levados para a lamina de Peters
para serem quantificados, com o auxilio de um contador, em microscopio fotonico no

aumento de 100 X (Figura 13).



Figura 12: A: Raizes sendo trituradas juntamente com agua e hipoclorito e sodio.
B: Solugao obtida no liquidificador passando pelas peneiras. C: Retirando todo o excesso

de 4gua da solucdo. D: Solugdo pronta para visualizagao.



Figura 13: Quantificacdo dos os ovos de Meloidogyne javanica em camara de

Peters em microscopio fotonico na ampliagdo de 100X.

5. Resultados e Discussoes

A partir da tabulag@o dos dados da matéria seca da parte aérea (MSPA), da matéria
fresca da parte aérea (MFPA), da matéria fresca das raizes (MFR) e contagem do nimero
de ovos (NO), foi possivel a realizagdo da andlise desses dados. Assim, pode se verificar
que os dados para Matéria fresca de raiz (MFR), Matéria fresca de parte aérea (MFPA) e
Matéria Seca de Parte Aérea ndo foram significativos (P>0,05) pelo teste de F, segundo
descrito na Tabela 1. Ja para a variavel (NO), correspondente ao ntimero de ovos houve

diferenca significativa (P<0,01) a 5% de probabilidade pelo teste de F.



Tabela 1 — Valor e andlise de variancia do Numero de Ovos (NO), matéria fresca

de raiz (MFR), matéria fresca de parte aérea (MFPA), matéria seca de parte aérea (MSPA)

pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Morrinhos (GO), 2024.

Causas de GL Quadrados Médios

Variagao NO MFR MFPA
Tratamento 6 38638593,77** 972,71 N8 246,41N8 4,30NS
Residuo 35 4859139,27 496,20 213,60 9,23
Coeficiente de Variacao (%) 52,34 41,43 58,02 96,71

Tratamentos

GL - Graus de liberdade

NS _ Nio significativo pelo teste de F

** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F

* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F

Tabela 2. Valores médios de Numero de Ovos (NO), matéria fresca de raiz (MFR),

matéria fresca de parte aérea (MFPA), matéria seca de parte aérea (MSPA) pelo teste de

Scott-Knott.
Tratamentos Variaveis Analisadas
NO MFR MFPA  MSPA
T1(Controle absoluto) 0Oa 76,66a 35,00a 4,50a
T2 (Controle) 3082,66b 54,00a 2833a 3,50a
T3 (0,5 ml) 3614,00b 35,50a 17,16a 2,66a
T4 (1,0 ml) 6385,33¢  55,16a  26,00a 3,50a
T5 (1,5 ml) 4595,33b 45,83a 28,83a 333a
T6 (2,0 ml) 7985,33¢  49,66a 23,50a 1,83 a
T7 (2,5 ml) 3816,66b 59,50a 17,50a 2,66a
Coeficiente de 52,34 41,43 58,02 96,71

variagao (CV) %




Figura 14: A: Raiz sem o tratamento com a bactéria e B: Raiz tratada com
Bacillus.

Fonte: Santos, J. R., 2025.

O género dos Bacillus interfere no ciclo de vida, na infec¢@o e no parasitismo dos
nematoides, essa rizobactéria, pode inibir a eclosdo e a motilidade dos juvenis de
Meloidogyne, por meio da produgdo de antibidticos e toxinas liberados (FERREIRA,
2015) e sdo um dos mais estudados e explorados para o biocontrole, segundo estudos da
Embrapa (2010) (FRANCO, 2024). O Bacillus subtilis, além de atuar no biocontrole
também exerce um papel fundamental na promocdo de crescimento das plantas, outro
ponto positivo no uso desse microrganismo ¢ a compatibilidade na mistura com os
agroquimicos (FRANCO, 2024). Apesar de nao houver diferenga significativa entre os
dois tratamentos, B. subtilis auxiliou na promogao de crescimento em qualquer dosagem,
como descrito na Tabela 2.

Em relacdo ao nimero de ovos, ao analisar a tabela 2, observou que a variavel
apresentou diferencas significativas entre os tratamentos, sendo que T2 (controle)
apresentou um nimero de ovos em 62 % menor em relagdo ao tratamento 6 (com dose de
2,0 ml), (P>0,05). Quando se analisa a o T3 com o T6, observa se que houve uma redugao
de quase 55% do niimero de ovos. Portanto, pode se inferir que ndo hé a necessidade da
utilizacdo de concentracdes mais altas, j& que houve redugdao do niimero de ovos com
doses menores. Este fato pode ser explicado, uma vez que doses maiores tem mais raizes
e assim mais sitio de infecc¢do para o nematoide infectar. Por outro lado, a planta fica mais
tolerante ao parasitismo do nematoide, j4 que mesmo o nimero de ovos sendo alto ndo

afetou o desenvolvimento vegetativo, como demostra a figura abaixo.



Matéria fresca de parte aérea (MFPA) por tratamento

T1 T2 T3 T4 5 T6 T7
Tratamentos

Figura 4: Variacao de Matéria Fresca de Parte Aérea de acordo com os
tratamentos, sendo T1 (controle absoluto), T2 (controle), T3 (dose de 0,5 mL), T4 (dose
de 1,0 mL), TS (dose de 1,5 mL), T6 (dose de 2,0 mL), T7 (dose de 2,5 mL).

RIBEIRO et al. (2002), ao analisar diferentes genotipos de milho (Zea mays) aos
nematoides M. javanica e M. incognita Raga 3, a maioria dos genotipos apresentaram alto
nivel de controle de M. javanica. Ja no trabalho de WILCKEN et al. (2005), analisando
a reproducdo de M. incognita, raca 2 € M. javanica em diferentes genotipos de milho em
casa de vegetacdo, pode concluir que os materiais foram mais tolerantes ao parasitismo
de M. javanica que a M. incognita. Todavia, em um estudo realizado com agentes
bioldgicos, observou se que os melhores resultados de controle foi quando associado a
outras espécies de Bacillus (VIANA, 2024). Estes resultados em conjunto corrobora o
potencial desta bactéria no controle de nematoides de galhas.

Diversos estudos demonstram que a eficécia de Bacillus subtilis esta diretamente
relacionada a cepa utilizada, a espécie de nematoide alvo e as condi¢cdes ambientais.
Assim, os resultados obtidos podem ser atribuidos a inadequagdo da cepa Rizos no
controle de Meloidogyne javanica na cultura do milho. A literatura evidencia que
determinadas cepas de Bacillus podem falhar completamente na reducdo das populacdes
de Meloidogyne. Nesse sentido, Rahman et al. (2018) relataram que algumas cepas,
quando utilizadas na cultura do milho, ndo produziram quantidades suficientes de
metabolitos secundarios, como iturinas e fengicinas, necessarios para o controle de M.
javanica. Ademais, um bionematicida pode apresentar eficiéncia em determinadas
culturas, como tomate e soja, mas nao em outras, como o milho, em fung¢ao das diferencgas
na composicao dos exsudatos radiculares (LIU et al., 2020). Segundo esses autores, os

exsudatos radiculares do milho podem inibir a produgao de compostos nematicidas por



Bacillus, ou ainda direcionar sua atividade metabdlica prioritariamente a promog¢ao do
crescimento vegetal, em detrimento da a¢do direta sobre o nematoide.

Aumento da Dose Nocivo: Altas concentracdes de Bacillus podem ser estressantes
para a planta ou, inversamente, criar um ambiente de super-competicdo que esgota
rapidamente os recursos, diminuindo a protecao. Discute o trade-off (compensacdo): a
energia gasta pelo Bacillus na promog¢ao de crescimento (resultando em raizes maiores)
pode desviar energia da produgdo de metabolitos antimicrobianos. Raizes maiores podem
simplesmente fornecer mais sitios de alimentagcdo (suscetiveis) para M. javanica antes
que o Bacillus consiga se estabelecer, levando a maior infestagdo (SCHWIMMER, M. et
al. (2020). Concentracdo Subletal: Altas doses podem ter fornecido um estimulo
metabolico ao nematoide, ou a alta concentragdo bacteriana pode ter saturado o solo de
metabolitos que ndo sdo nematicidas, mas que, de alguma forma, anularam as defesas
naturais da planta (CARDENAS-VILLARREAL, A. et al. (2018). Os autores
encontraram que, acima de uma certa dose, a bactéria Bacillus velezensis (similar ao
subtilis) perdeu eficacia contra o nematoide e foi fitotoxica para o tomate. Esse pode ser
um dos fatores que influenciou no resultado do trabalho, ja que a dose recomendada ¢ de
1 ml/kg, quando aplicado o dobro dessa dose, como no T6 houve um aumento na
reproducao do nematoide, além disso o aumento dessa dose auxiliou no desenvolvimento
vegetativo, o que pode ter levado a redugdo da producao de metabolitos microbianos.

Entretanto, as condi¢des experimentais do projeto ndo permitiram que Bacillus
subtilis apresentasse eficiéncia no controle da densidade populacional do nematoide, ja
que ao analisar a bula do bionematicida utilizado, verifica-se que seu modo de acao nao
¢ direcionado ao controle de ovos, mas sim a protecao das raizes, dificultando a
penetragdo do nematoide. Isso ocorre porque B. subtilis forma um biofilme radicular que
reduz a liberacdo de exsudatos, desorientando Meloidogyne javanica e dificultando que
o patogeno localize as raizes. Controlando, portanto, os juvenis J2 e ndo a reducao de

ovos, como demostra a imagem abaixo.
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Figura 5: Numero de Ovos de acordo com os Tratamentos, sendo T1 (controle
absoluto), T2 (controle), T3 (dose de 0,5 mL), T4 (dose de 1,0 mL), T5 (dose de 1,5
mL), T6 (dose de 2,0 mL), T7 (dose de 2,5 mL).

6. Conclusao

Com base nos resultados obtidos no experimento conduzido em casa de vegetagao,
o presente estudo conclui que:

O uso de bactérias do género Bacillus no manejo de fitonematoides nem sempre
resulta, necessariamente, na reducdo direta da populacdo desses organismos no solo ou
nas raizes. Em muitos casos, esses microrganismos atuam promovendo o crescimento
vegetal, especialmente por meio do estimulo ao desenvolvimento do sistema radicular.
Dessa forma, o aumento do volume e da é4rea de raizes pode proporcionar maior
disponibilidade de sitios de infec¢do para os nematoides, o que pode refletir em um maior
nimero de ovos produzidos. Entretanto, esse aumento populacional ndo implica,
obrigatoriamente, em prejuizos ao desenvolvimento da planta. Isso pode ser evidenciado
pela auséncia de diferengas estatisticas significativas nas varidveis de crescimento
avaliadas, indicando que, mesmo diante de populagdes elevadas de nematoides, o

desenvolvimento vegetativo das plantas ndo foi comprometido.
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