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Resumo: A soja é uma das culturas agricolas mais relevantes globalmente, essencial para a
alimentacdo e economia. No entanto, enfrenta desafios, especialmente com nematoides como
Meloidogyne javanica, que causam danos significativos ao crescimento e rendimento das plantas.
Estudos indicam que o Bacillus methylotrophicus pode ser uma solugdo sustentavel para o controle
desses nematoides, oferecendo uma alternativa aos produtos quimicos. Dessa forma, o objetivo
do presente estudo foi avaliar o uso de Bacillus methylotrophicus aplicado no tratamento de
sementes de soja, para o manejo de Meloidogyne javanica. O experimento foi conduzido em casa
de vegetacdo na Lallemand Plant Care Brasil, no periodo de marco a junho de 2024 na cidade de
Patos de Minas (MG), utilizando o delineamento experimental em blocos casualizados. Sementes
de soja da cultivar BRASMAX OLIMPO IPRO foram tratadas com diferentes doses de B.
methylotrophicus na concentragao de 1x10°sendo: 0,00; 0,20; 0,30; 0,40 e 0,50 ml.kg de sementes, e
uma semente foi semeada em vasos de 3,8L. A inoculagao de M. javanica aconteceu quando as
plantas de soja se encontravam entre o estadio V3 e V4. Aos 60 dias apds a inoculagdo, foram
avaliados a massa fresca de raizes e da parte aérea e o nimero de nematoides por cinco gramas
de raizes e em 100 cm® de solo. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia a 5% e
ajustados ao modelo de regressao. Foram observadas diferencas significativas para todas as
avalia¢Oes realizadas; as variaveis vegetativas foram ajustadas a modelos de regressao polinomial
de terceiro grau, sendo verificado melhores respostas para doses de 0,30 e 0,34 ml kg de sementes,
para massa fresca de parte aérea e raiz, respectivamente. Na avaliagdo de nimero de nematoides
para cinco gramas de raiz e 100 cm?® de solo, as médias se ajustaram em modelos de regressao
polinomial de segundo grau, sendo as doses de 0,30 e 0,31 ml.kg de sementes aquelas que
apresentaram melhores resultados, respectivamente. Concluiu-se que B. methylotrophicus
apresenta-se como agente potencial no manejo de M. javanica e que doses variando de 0,30 a 0,38
ml.kg de sementes foram as que apresentaram melhores respostas aos parametros avaliados.
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Abstract: Soybean is one of the most globally important agricultural crops, playing a central role

in food production and the economy. However, its cultivation faces significant challenges,
particularly due to nematodes such as Meloidogyne javanica, which cause substantial damage to
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plant growth and yield. Studies indicate that Bacillus methylotrophicus may represent a sustainable
alternative for nematode control, reducing reliance on chemical products. Thus, the objective of
this study was to evaluate the use of Bacillus methylotrophicus applied as a soybean seed treatment
for the management of Meloidogyne javanica. The experiment was conducted in a greenhouse at
Lallemand Plant Care Brasil, from March to June 2024, in the municipality of Patos de Minas,
Minas Gerais State, Brazil, using a randomized block design. Soybean seeds of the cultivar
BRASMAX OLIMPO IPRO were treated with different doses of B. methylotrophicus at a
concentration of 1 x 10'°, namely 0.00, 0.20, 0.30, 0.40, and 0.50 mL kg™ of seeds, and one seed was
sown per 3.8 L pot. Inoculation with M. javanica was performed when soybean plants were
between the V3 and V4 growth stages. Sixty days after inoculation, fresh root mass, shoot fresh
mass, and the number of nematodes per five grams of roots and per 100 cm? of soil were
evaluated. The results were subjected to analysis of variance at the 5% significance level and
adjusted using regression models. Significant differences were observed for all evaluated
variables. Vegetative variables were best fitted to third-degree polynomial regression models,
with optimal responses observed at doses of 0.30 and 0.34 mL kg™ of seeds for shoot and root
fresh mass, respectively. For the number of nematodes per five grams of roots and per 100 cm? of
soil, the means were fitted to second-degree polynomial regression models, with the best results
obtained at doses of 0.30 and 0.31 mL kg of seeds, respectively. It was concluded that B.
methylotrophicus shows potential as a biological agent for the management of M. javanica, and that
doses ranging from 0.30 to 0.38 mL kg™ of seeds provided the most favorable responses for the
evaluated parameters.

Keywords: bacterium; biological control; nematodes.

1 INTRODUCAO

A soja esta entre as culturas agricolas mais importantes em todo o mundo. E
fundamental para a alimentagdo humana e animal, além de desempenhar um papel
essencial na economia global. A expansao da cultura da soja no pais vem se consolidando
gracas aos avangos cientificos e a disponibilizagao de tecnologias ao setor produtivo
(Silva; Martins, 2018). No entanto, frequentemente a sua produgao se depara com
obstaculos devido a varios fatores.

O Meloidogyne javanica é uma espécie de nematoide, também conhecido como
nematoide das galhas radiculares, que causa danos significativos em varias culturas
agricolas, incluindo a soja, o tomate, o milho e diversas plantas ornamentais. Esses
nematoides infectam as raizes das plantas, formando galhas ou inchacgos, o que prejudica
a absorc¢ao de dgua e nutrientes, resultando em redugao no crescimento e no rendimento
das culturas (Dias-Arieira et al., 2003).

Levantamento da Syngenta, em parceria com a Agroconsult e a Sociedade
Brasileira de Nematologia, revelou preocupantes perdas nas lavouras brasileiras devido
a nematoides e a doengas iniciais. Estima-se que esses problemas causem prejuizos de
R$ 65 bilhoes, sendo R$ 27,7 bilhdes apenas na cultura da soja (SYNGENTA, 2020 apud
Tavares, 2023).

A infestacao por nematoides, como o Meloidogyne javanica, representa um
desafio significativo para os produtores de soja, podendo resultar em sérias perdas de
rendimento na produgado do grao. Diante dessa ameaga, torna-se crucial buscar métodos
de controle que sejam eficazes e sustentaveis (Grigolli; Asmus, 2014). Os autores
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descrevem a necessidade de reduzir o uso de defensivos quimicos altamente toxicos;
desse modo, o emprego de microrganismos antagonistas emerge como alternativa
sustentavel para o controle de nematoides Entre esses microrganismos, destaca-se o
Bacillus methylotrophicus, uma rizobactéria formadora de enddsporos, conhecida como
ABC, porque secreta metabolitos com propriedades antifingicas, antibacterianas e
nematicidas.

Para Coelho, Martins e Miranda (2021), o controle bioldgico surge como uma
alternativa inovadora que promove a interagao entre diversos inimigos naturais dos
nematoides fitofagos, como as bactérias do género Bacillus, com sua capacidade de
formar enddsporos, antagonismo, producdo de enzimas liticas, sideroforos,
solubilizacao de fésforo e fixagdo de nutrientes, destacando-se como candidatas ideais
para a formulagao de bioprodutos biologicos.

O Bacillus methylotrophicus é uma bactéria do género Bacillus, reconhecida por
suas propriedades antagonicas contra patogenos, incluindo nematoides, que possui
alguns modos de ag¢des principais, como indugao da resisténcia da planta, reducao da
eclosdao dos ovos, afetando a mobilidade dos nematoides (Rocha, 2022). As plantas
possuem mecanismo de defesa contra doengas; o Bacillus, ao se associar as raizes, ativa
esses mecanismos de defesa, deixando a planta mais resistente aos nematoide. Além de
produzir quitinase, enzima capaz de degradar a quitina presente nas paredes dos ovos
do nematoide, reduz assim a eclosao (Melo; Nascimento; Serra, 2021).

Ja a protease, outra enzima produzida, degrada proteinas presente no corpo
do nematoide, prejudicando a sua mobilidade e debilitando o nematoide, dificultando
que ele chegue a raiz. Essa bactéria oferece alternativa sustentdvel aos pesticidas
quimicos, sendo amplamente explorada na biotecnologia agricola devido a sua
versatilidade metabdlica (Rocha, 2022), além de a bactéria produzir enzimas hidroliticas
e metabolitos com efeito nematicida e nematostatico (compostos organicos volateis e
toxinas).

Diante do exposto, objetiva-se com esta pesquisa avaliar o uso de Bacillus
methylotrophicus aplicado no tratamento de sementes de soja, para o manejo de
Meloidogyne javanica.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de marco a junho de 2024 em casa
de vegetacgao pertencente a Lallemand Plant Care Brasil, em Patos de Minas (MG), cidade
localizada a uma altitude de 580 m, em latitude 18° 34" S, e longitude 46° 30" O. Foram
utilizadas sementes de soja da cultivar BRASMAX OLIMPO IPRO (suscetivel ao
nematoide de galha Meloidogyne javanica).

Para o estabelecimento do experimento, o delineamento experimental
utilizado foi em blocos casualizados, contendo seis tratamentos com seis repetigoes,
totalizando 36 parcelas. As sementes de soja foram tratadas com cinco dosagens distintas
de Bacillus methylotrophicus; para o tratamento controle nao se aplicou B. methylotrophicus
nas sementes (Tabela 1). As sementes foram colocadas em sacos de plastico e agitadas
para que entrassem em contato com a solugao de forma uniforme e eficaz.
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Tabela 1: Descrigao dos tratamentos aplicados no experimento “Tratamento de
sementes de soja com Bacillus methylotrophicus para o manejo de Meloidogyne javanica”,
conduzido em casa de vegetacao. Patos de Minas (MG), 2024

Dose de Bacillus methylotrophicus

Tratamentos (mlkg de sementes)
T 0,00
T2 0,10
Ts 0,20
T4 0,30
Ts 0,40
Te 0,50

* Concentragédo 1x10° UFC/ml

Foi semeada uma semente de soja por vaso com capacidade de 3,8 litros,
contendo solo e substrato (50% turfa de Sphagnum e 50% perlita) autoclavado por 50
minutos a 120 °C, preparado em proporgao 1:1. Aplica¢des de solugao nutritiva foram
realizadas a cada 15 dias ap6s a emergéncia de plantas, conforme proposta por Johnson
(1957). A irrigacao, por sua vez, foi feita diariamente por meio do sistema de aspersao,
sendo quatro vezes ao dia por um tempo médio de dois minutos.

O indculo utilizado no trabalho foi obtido de plantas de tomate mantidas em
casa de vegetagao na Lallemand Plant Care Brasil. Quando as plantas estavam entre o
terceiro no foliar e segunda folha trifoliolada (V3), e o quarto nd foliar e terceira folha
trifoliolada (V4), o solo de todos tratamentos foram infestados com 3000 ovos e ]2 de
Meloidogyne javanica, processo realizado com auxilio de uma pipeta, em que o indculo
permaneceu calibrado em 1000 ovos por mL. Assim, com um bastao de vidro de 8 mm
x 300 mm, foram feitos trés furos proximos as raizes para auxiliar na inoculagao.

Aos 60 dias apds a inoculagao, o experimento foi direcionado ao laboratério da
Lallemand Plant Care Brasil, onde foram avaliados os seguintes parametros: massa fresca
das raizes e da parte aérea, nimero de nematoides por cinco grama de raiz e nimero de
nematoides em 100 cm? de solo.

Para determinar a massa fresca das raizes (MFR) e da parte aérea (MFPA),
utilizou-se um cortador para separar o material vegetal, que foi entdo colocado em um
Becker para ser pesado em uma balanga com capacidade maxima de 3310 g e minima de
0,5 g. Para a avaliagao da reproducao do nematoide, realizou-se a extragao de ovos da
raiz e do solo.

A extracdo de ovos e juvenis das raizes, teve inicio com uma parte conhecida da
raiz, sendo considerada 5 gramas. Desse modo, a extracdo sucedeu-se conforme a
metodologia de Coolen e D’'Herde (1972), que consiste em lavar cuidadosamente o
material vegetal (raizes) e cortd-las em pedagos de 0,5 - 1,0 cm, colocando a amostra em
liquidificador a baixa rotagdo, submergi-la em 4gua e triturar por um minuto. Em
seguida, passou-se a suspensao resultante da trituragao em peneira de 20 mesh montada
sobre outra de 500 mesh; o material retido na peneira de 500 mesh foi lavado em 4gua
corrente para assim, com o auxilio de uma pisseta, passar para o tubo da centrifuga
(tubos falcon), onde adicionou-se cerca de 1 a 1,5 mL de caulim (pé de ceramica) a
suspensao. Logo apos, o material passou por centrifugagao por cinco minutos a 1750
rpm. Apds a centrifugacao descartou-se o liquido sobrenadante dos tubos falcon e
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adicionou-se ao pellet uma solucao de sacarose na proporgao de 454 g de agticar refinado
para 1L de dgua, encaminhado novamente para a centrifuga durante um minuto na
velocidade de 1750 rpm. Completado um minuto, a solugao sobrenadante foi despejada
novamente sobre a peneira 500 mesh, sendo lavada em dgua de torneira para retirar a
sacarose; em seguida, foram coletados os nematoides extraidos em frasco com auxilio de
pisseta com agua.

Para realizacdo da extragdo de ovos e eventuais juvenis do substrato + solo,
utilizou-se o método de Jenkins (1964), sendo coletados 100 centimetros cubicos de solo
por cada vaso. Posteriormente, misturou-se em dois litros de dgua corrente com o auxilio
de um becker. Apods a solugao se homogeneizar, foi necessario aguardar por volta de
um minuto para ser decantada. Apds a decantagdo, despejou-se a solugao sobrenadante
sobre uma peneira de 20 mesh acoplada a outra de 400 mesh, lavando-se a solugao da
segunda peneira com agua corrente. O restante do processo foi o mesmo utilizado para
a extragao das raizes.

Apds a extracado, realizou-se a contagem dos ntiimeros de ovos e juvenis do
sistema radicular e solo com o auxilio de microscopio e camara de Peters; em seguida,
calculou-se o niumero de nematoides por 5 grama de raiz e o nimero de nematoides em
100 cm? de solo. Os resultados foram submetidos a anélise de variancia a 5% e ajustados
ao modelo de regressao, obtendo-se a equacao matematica que melhor expressa os dados
obtidos no experimento. Foi utilizado o software SISVAR, versao 5.8 (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as varidveis vegetativas, a massa fresca de parte aérea (MFPA) foi
significativamente influenciada pelos tratamentos. Foi verificado maior incremento
quando se aplicou B. methylotrophicus na dose de 0,30 mL.kg de sementes (Figura 1).
Conforme equagao <y = -3090.6x3+1946.3x2-324.21x+202.53>, menores acumulos de
massa na parte aérea foi constatado para dose de 0,11 ml.kg de sementes e maior para
0,30 ml.kg de sementes. O coeficiente de determinac¢ao <R? = 0.7613> sugere um ajuste
relativamente forte do modelo aos dados, explicando cerca de 76,13% da variancia na
massa fresca de parte aérea.
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Figura 1: Resultados de massa fresca de parte aérea (MFPA em gramas) em sementes
de soja tratadas com B. methylotrophicus e inoculadas com M. javanica.
Patos de Minas (MG), 2024
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Isso sugere que aplicagoes de B. methylotrophicus na dosagem de 0,30 ml.kg de
sementes de soja influéncia na producao de massa fresca da parte aérea das plantas,
podendo esse efeito estar relacionado as propriedades antagonicas da bactéria em
relagao aos nematoides; no entanto, dosagens mais altas e/ou baixas podem inferir de
forma negativa na produgao de massa da parte aéreas das plantas. Dias-Arieira et. al.
(2003) ressaltam que os nematoides de Meloidogyne javanica causam galhas nas raizes e
prejudicam a absorc¢ao de agua e nutrientes, o que pode reduzir o crescimento e a massa
das plantas. Esse impacto negativo dos nematoides destaca a importancia de encontrar
tratamentos eficazes, como o identificado na anadlise de concentragao, para mitigar os
danos e promover o crescimento saudavel das plantas.

Brida et al. (2016) destacam que os nematoides de plantas sdao comuns e causam
grandes prejuizos as culturas, especialmente a soja, com mais de 100 espécies associadas
ao cultivo mundial. No Brasil, os nematoides mais danosos incluem os formadores de
galhas, cistos, lesdes radiculares e o reniforme, sendo o M. javanica um dos mais
disseminados e prejudiciais. Em 4reas afetadas, as plantas ficam pequenas e amareladas,
com abortamento das vagens e maturagao prematura. Nas raizes, formam-se galhas de
tamanhos e nimeros variados, dependendo da cultura e da densidade populacional do
nematoide.

Pode ser verificado na Figura 2 em relacao a massa fresca de raiz (MFR) que o
tratamento controle (0,00 mlLkg de sementes) apresentou 138,40 g de massa de raiz; ja a
aplicagao de B. methylotrophicus na dose de 0,30 ml.kg de sementes apresentou média de
168,90 g de massa de raiz, possibilitando um incremento de aproximadamente 22,04%.
A regressao das doses de B. methylotrophicus (y = -4010,4x3+2631,7x2-387,16x+136,95)
apresentou comportamento similar aquela obtida pela massa fresca de parte aérea, com
menor pico para a dose de 0,10 ml.kg de sementes (120,48 g de massa fresca de raiz) e
maior pico para a dose de 0,34 ml.kg de sementes (151,95 g de massa fresca de raiz). O
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valor de R? explica 70,41% do incremento na massa fresca de raiz em virtude das
aplicagoes de B. methylotrophicus.

Figura 2: Resultados de massa fresca de raiz (MFR em gramas) em sementes de soja
tratadas com B. methylotrophicus e inoculadas com M. javanica.
Patos de Minas (MG), 2024
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Em seu estudo, Tavares (2023) descreve que M. javanica é um nematoide
especialmente prejudicial para a soja, e essa caracteristica fica claramente demonstrada.
Na testemunha inoculada, que ndo recebeu tratamento nematicida, foram identificados
sintomas radiculares tipicos, como galhas, além de um nimero elevado de nematoides
por grama de raiz, o que ressalta a significativa capacidade dessa espécie de nematoide
de causar danos a soja.

Uma vez que nematoides fitopatogénicos se estabelecem em uma drea, sua
erradicacdo torna-se extremamente dificil, exigindo a¢des para diminuir sua populagao
e possibilitar o cultivo de certas plantas. Na cultura da soja, esses nematoides, muitas
vezes, nao sao detectados, embora possam causar grandes redugdes na produtividade.
Meétodos culturais, como a rotacao de culturas com espécies que nao sao hospedeiras ou
que sao antagonistas, tém demonstrado eficicia no manejo desses nematoides. A
aplicacao de B. methylotrophicus pode surgir como uma alternativa no conjunto de
manejo de controle desses nematoides (Dias-Arieira et al., 2003).

Os resultados de niimero de nematoides para 5,0 g de raiz estao apresentados
na Figura 3. Observa-se que as médias foram ajustadas em um modelo de regressao
polinomial de segunda ordem, com efeito quadratico. Conforme equagao <y = 49069x?-
30938x+4664,3>, o pico de minima foi constatada na dose de 0,31 mlkg de sementes,
reduzindo consideravelmente a populagdao de nematoides.
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Figura 3: Resultados de nimero de nematoides para 5,0 g de raiz em sementes de soja
tratadas com B. methylotrophicus e inoculadas com M. javanica.
Patos de Minas (MG), 2024
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Nascimento (2021) afirma que os nematoides formadores de galhas sao
parasitas sedentdrios com dimorfismo sexual e um ciclo de vida complexo. Eles
completam seu ciclo dentro das raizes das plantas, onde causam a formagao de galhas
visiveis apods 48 horas. O ciclo de vida desses nematoides varia de 21 a 45 dias,
dependendo das condi¢des ambientais e da espécie. No presente estudo, verificou-se que
aplicagoes de B. methylotrophicus na dose de 0,31 mlLkg de sementes podem travar esse
ciclo dentro das raizes e diminuir a populagao de nematoides, podendo esse efeito estar
relacionado a produgao de enzimas que degradam a quitina presente nas paredes dos
ovos de nematoides ou pelo ativamento de mecanismos de defesa das plantas contra a
doenca (Melo; Nascimento; Serra, 2021).

Os nematoides sao classificados de acordo com seus habitos alimentares, e o0s
parasitas de plantas sdao particularmente problematicos, causando perdas economicas
significativas. Eles se alimentam e se reproduzem em plantas vivas, podendo se deslocar
para a rizosfera, raizes ou parte aérea. Atraidos pelos exsudatos das raizes, os
nematoides penetram através das células epidérmicas apds sondar e selecionar a célula
adequada para alimentagdo, passando pelas etapas de insercao do estilete, salivagao e
ingestdo de nutrientes (Teixeira; Rocha; Carbone, 2011). Segundo Melo, Nascimento e
Serra (2021), a aplicacao de B. methylotrophicus pode produzir a enzima protease capaz
de degradar as proteinas presentes no corpo do nematoide, prejudicando a sua
mobilidade e debilitando o nematoide, dificultando que ele chegue a raiz das plantas.

Além disso, o contexto fornecido por Nascimento (2021) e Teixeira, Rocha e
Carbone (2011) sobre o ciclo de vida dos nematoides e seu impacto econdmico reforga a
importancia de controlar esses parasitas de maneira eficiente. Considerando-se que os
nematoides formadores de galhas sdo parasitas sedentarios com um ciclo de vida
complexo, o manejo adequado dessas pragas € crucial para minimizar perdas
econOmicas e preservar a saude das plantas. Portanto, a pesquisa destaca a importancia
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de encontrar um equilibrio na dosagem do tratamento para garantir eficacia no controle
dos nematoides, sem exceder a quantidade necessaria, evitando assim possiveis efeitos
adversos.

Houve um efeito quadratico para nimero de nematoides em 100 cm?® de solo
como apresentado na Figura 4. Conforme equacao <y = 6833,3x2-5195,7x+1640,6>, a dose
encontrada para o pico de minima foi de 0,38 ml.kg de sementes, reduzindo a populagao
de nematoides para 652,96. Esse resultado demonstra que a aplicacio de B.
methylotrophicus na dose de 0,38 ml.kg de sementes se apresenta como um potencial
medida de manejo no controle de M. javanica.

Figura 4: Resultados de nimero de nematoides em 100 cm? de solo retirados de vasos
semeados com sementes de soja tratadas com B. methylotrophicus e inoculadas com
M. javanica. Patos de Minas (MG), 2024
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Bacillus methylotrophicus tem mostrado eficdcia na redugdo de nematoides em
testes de casa de vegetacdo e ensaios in vitro, apresentando potencial nematicida. As
bactérias Bacillus e Pseudomonas, como Pseudomonas fluorescens, agem sobre os
nematoides por meio de diferentes mecanismos, mostrando-se promissoras no controle
dessas pragas (Carvalho, 2017).

Para Machado e Costa (2017), fungos e bactérias sao utilizados para controlar a
densidade de parasitas no campo, equilibrando a microbiota do solo para suprimir os
patdgenos. Esses microrganismos empregam estratégias como predagao, parasitismo e
antibiose contra os fitopatogenos. A producao de toxinas e a indugdo de patologias nos
nematoides afetam a eclosdao, desenvolvimento e movimento desses organismos.

O uso de B. methylotrophicus, assim como de outras bactérias e fungos, é
promissor no controle de nematoides, pois essas espécies atuam de diversas maneiras,
como predacdo, parasitismo e antibiose, afetando o ciclo de vida dos nematoides e
controlando sua populagdo no solo. Esses mecanismos sao fundamentais para suprimir
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os patdgenos e equilibrar a microbiota do solo, demonstrando que os microrganismos
podem ser uma alternativa eficaz no manejo de M. javanica.

4 CONCLUSAO

Nas condi¢des em que o experimento foi instalado, concluiu-se que Bacillus
methylotrophicus apresenta-se como agente potencial no manejo de Meloidogyne javanica
e que doses variando de 0,30 a 0,38 ml.kg de sementes obtiveram melhores resultados
em relacdo a massa fresca das raizes e da parte aérea, redugao consideravel na
reprodugao de nematoides por cinco grama de raiz e de nematoides em 100 cm?® de solo.
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