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RESUMO 

 

O manejo do nematoide das lesões radiculares na soja (Glycine max), Pratylenchus 

brachyurus, é baseado na integração de fatores culturais, químicos e biológicos, sendo o 

manejo cultural e o controle biológico considerados ferramentas indispensáveis. Na primeira 

parte deste estudo é apresentada uma revisão de literatura abordando o patossistema P. 

brachyurus-soja, bem como as principais práticas de manejo. Além disso, faz-se uma 

abordagem de agentes de biocontrole, com ênfase no gênero Bacillus e os possíveis benefícios 

da adoção desse agente de controle biológico dentro do manejo integrado de nematoides em 

campo. Na segunda parte do estudo foi realizado uma avaliação da qualidade dos produtos 

produzidos por fermentação on farm em diferentes regiões do Estado do Mato Grosso, durante 

o período de 2ª safra de 2019/20 e safra 2020/21, totalizando 125 amostras coletadas. Essas 

amostras foram utilizadas para quantificação de células bacterianas endosporogênicas e para 

avaliar o desempenho destes fermentados na redução da penetração do P. brachyurus em 

raízes da soja. Foi feita análise da microbiota entre as amostras de dois produtos comerciais, 

onix e nemacontrol, e suas fermentações obtidas de diferentes sistemas de produção. Para o 

sequenciamento metataxonômico das amostras foi utilizado fragmento parcial da região 16S 

do rDNA. Foi obtida a alfa diversidade e beta-diversidade microbiana das amostras avaliadas. 

Posteriormente foi feita a validação das condições de fermentação e eficiência em campo de 

cinco ensaios realizados junto aos produtores em áreas com histórico de perdas pelo 

nematoide das lesões radiculares. Para as células endosporogênicas, apenas 3 produtos se 

mantiveram com      quantificação média de 108 UFC mL-1, tanto no produto comercial, quanto 

no fermentado, sendo que todos eles apresentavam Bacillus amyloliquefaciens como base. 

Dentre as variáveis analisadas para o teste de eficiência, apenas a penetração de nematoides 

nas raízes apresentou diferença entre as amostras, com destaque para 4 produtos distintos. 

Observou-se que a utilização de produtos resultantes da fermentação on farm em condições 

otimizadas pode permitir a redução de nematoides. A análise microbiana revelou abundância 

relativa de 100% nas amostras comerciais, enquanto as fermentadas tiveram uma grande 

variação na sua composição de gêneros de diferentes bactérias, sem nenhum padrão entre elas. 

Pela alfa diversidade, foi possível observar separação entre composição de produtos 

comerciais e on farm. Enquanto a beta diversidade mostrou um agrupamento entre as amostras 

fermentadas e entre as comerciais. Ressalta-se a importância de se entender a composição e a 

eficiência do sistema de fermentação, sendo o on farm uma ferramenta para aumentar a 

produtividade, e as áreas devem ser manejadas com foco na integração do controle biológico 

com outras práticas de manejo.  

 

 

 

Palavras-chaves: Fermentação.  Bacillus spp..  Pratylenchus brachyurus.  Manejo e 

metaxonômica.  

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The management of soybean root lesion nematode (Pratylenchus brachyurus) is based on the 

integration of cultural, chemical, and biological factors, with cultural practices and biological 

control considered essential tools. The first part of this study presents a literature review 

focusing on the pathosystem P. brachyurus-soybean, as well as the main management practices. 

Additionally, biocontrol agents are discussed, with emphasis on the Bacillus genus and the 

potential benefits of adopting this biological control agent within the integrated nematode 

management in the field. In the second part of the study, the quality of on-farm fermented 

products in different regions of Mato Grosso State was evaluated during the 2nd crop of 

2019/20 and the 2020/21 crop, with a total of 125 collected samples. These samples were used 

to quantify endospore-forming bacterial cells and assess the performance of these fermentates 

in reducing P. brachyurus penetration in soybean roots. Microbiota analysis was conducted 

between samples of two commercial products, Onix and Nemacontrol, and their fermentations 

obtained from different production systems. Metataxonomic sequencing of the samples utilized 

a partial fragment of the 16S rDNA region. Alpha diversity and beta-diversity of the microbial 

samples were assessed. Subsequently, the fermentation conditions and field efficiency were 

validated in five trials conducted with producers in areas with a history of losses due to root 

lesion nematodes. Concerning endospore-forming cells, only 3 products maintained an average 

quantification of 108 CFU mL-1, both in the commercial product and in the fermentate, with all 

of them having Bacillus amyloliquefaciens as the base. Among the variables analyzed for the 

efficiency test, only nematode penetration in the roots showed a difference between the 

samples, with 4 distinct products standing out. It was observed that the use of on-farm 

fermented products under optimized conditions may allow for nematode reduction. Microbial 

analysis revealed a relative abundance of 100% in commercial samples, while the fermented 

samples showed a wide variation in the composition of different bacteria genera, with no 

discernible pattern among them. Alpha diversity showed separation between the composition 

of commercial and on-farm products, while beta diversity showed clustering among the 

fermented and commercial samples. Understanding the composition and efficiency of the 

fermentation system is essential, with on-farm fermentation being a tool to increase 

productivity. Areas should be managed with a focus on integrating biological control with other 

management practices. 

 

 

Keywords: Fermentation.  Bacillus spp..  Pratylencus brachyurus.  Management and 

metaxonomics.   
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PRIMEIRA PARTE 

 

1 INTRODUÇÃO 

A soja, uma das bases do agronegócio brasileiro, tem se deparado com um aumento 

crescente em área plantada e produção e com ele, pode ter o seu rendimento afetado por 

fitopatógenos do solo, com destaque para os do gênero Pratylenchus, que aumentaram sua 

população em um cenário de produção com até três safras no Estado Mato Grosso (soja, milho 

ou algodão e pastagem), causando grandes perdas de produtividade.  

Algumas práticas de cultivo, como o sistema de plantio direto e o cultivo em solos 

arenosos, favorecem a disseminação e o estabelecimento de grandes populações desse 

fitoematóide, resultando em maiores perdas. O manejo de P. brachyurus é complexo e de difícil 

execução, devido ao seu hábito endoparasita migrador e polifago 

O controle biológico tem sido uma ferramenta fundamental para o manejo desse 

nematoide nas grandes culturas, através do tratamento de sementes ou aplicação no sulco de 

plantio. Com a difusão das técnicas de produção massal de bactérias e a oferta dos insumos e 

equipamentos necessários para a produção, apoiados no decreto nº 6.913, 23 de julho de 2009, 

Artigo 1°, inciso § 8º, que estabelece: “Ficam isentos de registro os produtos fitossanitários com 

uso aprovado para a agricultura orgânica produzidos exclusivamente para uso próprio", houve 

um aumento na prática de multiplicação de microrganismos nas fazendas para uso próprio, que 

ficou conhecida por produção on farm.  

Porém, em decorrência das condições variáveis dessa produção, pouco se sabe sobre a 

eficiência do processo de multiplicação de células e da capacidade de controle para o alvo e 

manutenção de sua eficiência após produção.  Levando em consideração que as bactérias do 

gênero Bacillus predominam entre os microrganismos empregados na agricultura brasileira, se 

faz necessário a criação de mecanismos que possam garantir o controle de qualidade dessa 

produção. 

Quando nos referimos às formas de multiplicação e aos sistemas usados pelos 

produtores é possível perceber que não existe um padrão a ser utilizado. Os sistemas de cultivo, 

em sua maioria, são realizados em caixa d'água, mas alguns produtores utilizam tanque de inox 

ou ainda tanques de empresa em comodato, variando de instalações simples a estruturas muito 

bem elaboradas, o mesmo ocorre com os sistemas de aeração. 

Diante disso, este trabalho teve como objetivo fazer um levantamento das diferentes 

realidades encontradas no Estado do Mato Grosso, maior produtor Brasileiro de soja, quanto à 

os tipos de sistemas de produção, meios de cultura e inóculo inicial utilizados, bem como a 
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eficiência destes produtos fermentados no controle do Pratylenchus Brachyurus. Além disso, 

foram feitos testes para comparar o perfil metataxonomico e metabolomico das amostras 

comerciais e fermentadas, bem como sua atuação na atração ou repelência deste fitonematoide 

e seu hospedeiro.  

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Patossistema Pratylenchus brachyurus – soja 

 

Nas duas últimas décadas, o Brasil esteve como segundo maior produtor e exportador 

de soja. Na safra 2021/22, o país alcançou o título de maior produtor mundial de soja, com 

125.552,3 milhões de toneladas produzidas e uma área plantada de 41.452,0 milhões de 

hectares. O Estado do Mato Grosso ocupa o lugar de maior produtor brasileiro, com uma área 

cultivada equivalente a 11.108,5 milhões de hectares, produção de 41.490,2 milhões de 

toneladas, e produtividade de 3.735 kg ha-1 (CONAB 2022).  

Embora seja claro a expansão desta cultura, a soja pode ter seu rendimento afetado 

por doenças causadas por diferentes agentes fitopatogênicos, como fungos, nematoides, vírus 

e bactérias (GODOY et al., 2016), resultando em danos econômicos. Nesses cenários, 

destacam-se os fitonematoides que causam perda de produtividade anual estimada em mais 

de US$ 173 bilhões em todo o mundo (ABAD et al., 2008; ELLING, 2013). Nos países de 

climas tropicais e subtropicais foram estimadas perdas de produção atribuídas a nematoides 

em 14,6%, em comparação com 8,8% em países temperados (NICOL 2011).  

Mundialmente, há relatos de mais de 100 espécies de nematoides de 50 gêneros 

distintos na cultura da soja (BRIDA et al., 2016). Nas áreas cultivadas no Brasil, e 

considerando as culturas anuais agrícolas de maior expressão, as cinco espécies de 

nematoides mais frequentemente envolvidas com perdas na produção são: os nematoides das 

galhas Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 e M. javanica 

(Treub) Chitwood; o nematoide de cisto da soja Heterodera glycines Ichinoe; o nematoide 

reniforme Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira, 1940; e o nematoide das lesões 

radiculares Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev e Sch. Stekhoven, 1941 (DIAS 

et al., 2010; GALBIERI et al., 2012). Levantamentos realizados no Cerrado do país indicam 

que essas espécies estão presentes nas principais áreas de produção de Mato Grosso, Bahia, 

Goiás e Mato Grosso do Sul (GALBIERI et al., 2012; SILVA et al., 2003).  

A maioria dos fitonematoides se desenvolvem rapidamente em condições de alto 
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enraizamento, temperatura entre 23 a 30°C, umidade acima de 60% da capacidade de campo, 

textura do solo argiloso-arenoso e em condições de baixo teor de matéria orgânica, 

completando o ciclo entre 20 e 30 dias (FERRAZ; BROWN, 2016). 

Entre as espécies consideradas mais prejudiciais a agricultura, destaca-se P. 

brachyurus, em decorrência da sua distribuição geográfica ampla gama de hospedeiros 

(GOULART, 2008), ocasionando perdas na ordem de 20% da produção (ANTONIO et al., 

2012). Esse ato é potencializado por se tratar de uma espécie polífaga, que se alimenta de 

diversas culturas (DIAS-ARIEIRA et al.,2009) e com ação destrutiva do sistema radicular, 

resultando na redução do volume total das raízes, que afeta diretamente o metabolismo das 

plantas e pode levar à morte (MARTINS, 2016).  

O ciclo de vida dos Pratylenchus spp. tem em média três a seis semanas, podendo 

variar conforme a planta hospedeira e temperatura, principalmente (FERRAZ, 1999). A 

temperatura ótima para o desenvolvimento e reprodução em P. brachyurus está na faixa de 

29-30 ºC. Envolve as fases de ovo, juvenis (J1, J2, J3 e J4) e adultos. A eclosão do ovo ocorre 

no 2° estádio juvenil (J2) que são infectantes, podendo penetrar e abandonar repetidamente 

as raízes das plantas, sendo infectivos durante toda a sua vida (J2, J3, J4 e adultos) (FERRAZ 

E BROWN 2016).  

No Brasil, P. brachyurus tem sido pesquisado desde a década de 1940, inicialmente 

pelos evidentes danos à cultura da batata. Na década de 1970, o gênero Pratylenchus foi 

considerado o segundo em importância agronômica no Brasil, atrás apenas dos nematoides 

de galhas (FERRAZ; BROWN, 2016). Nos últimos anos tornou-se um sério problema 

sanitário para a soja, principalmente nos Estados produtores da região Centro-Oeste, onde 

96% de suas áreas de cultivo indicavam prevalência do nematoide das lesões (RIBEIRO et 

al., 2010), registrando perdas de até 50% na produtividade (FRANCHINI et al., 2014).  

Mudanças no sistema de produção, como a prática de sucessão de culturas dentro do 

sistema de plantio direto e incorporação de áreas com solo arenoso, aumentam a 

vulnerabilidade da cultura. Até pouco tempo, as plantas empregadas na sucessão eram milho 

e sorgo, dentre outras espécies desfavoráveis a nematoides como Meloidogyne spp. e H. 

glycines, os quais por vários anos foram extremamente problemáticos na região. No entanto, 

as mesmas eram hospedeiras de P. brachyurus, favorecendo a sua multiplicação, permitindo 

que assumisse o lugar de maior preocupação dos sojicultores da região (FERRAZ; BROWN, 

2016).  

A incidência de P. brachyurus em plantações de soja é caracterizada pela mudança 

de coloração nas folhas, embora sem o amarelecimento típico da maioria das infestações de 
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nematoides, e presença de lesões marrom-avermelhadas nas raízes, progredindo para necrose 

(DIAS et al., 2010; INOMOTO, 2008). O intenso ataque às plantações de soja por este 

nematoide destrói inicialmente a raiz principal e, posteriormente, as raízes laterais (DIAS-

ARIEIRA et al., 2018). 

Endoparasita migrador, P. brachyurus penetra nas raízes, se locomove, se alimenta e, 

quando a raiz entra em decomposição retorna ao solo para parasitar outra raiz (MICHEREFF, 

2001). Durante esse processo, ataca as células do parênquima cortical das raízes de soja, por 

meio da injeção de toxinas, e também por sua movimentação, desorganizando e destruindo 

células, o que resulta em áreas necrosadas nas raízes (HENNING et al., 2014), predispondo 

as plantas a infecções por patógenos secundários, como bactérias e fungos (GOULART, 

2008).  

O manejo da população de fitonematoides em áreas infestadas é um dos desafios para 

o cultivo da soja. Uma vez introduzido na área, a erradicação é muito difícil, sendo necessário 

o uso de diferentes medidas de controle, sendo a rotação de culturas, o uso de cultivares 

resistentes e o controle químico as medidas mais recomendadas (DIAS et al., 2009). 

Embora o uso de cultivares resistentes seja o método mais econômico e eficaz de 

controlar as doenças, na maioria das vezes, elas não estão disponíveis ou existe pouca 

disponibilidade no mercado, ou ainda apresentam um baixo nível de resistência, que pode ser 

quebrado em decorrência da variabilidade do patógeno (YORINORI; KIIHL, 2001). Como a 

interação de P. brachyurus com a soja é menos complexa, não há necessidade de formação 

de nenhuma célula especializada de alimentação, como ocorre com outros nematoides, 

diminuindo as chances de encontrar fontes de resistência (DIAS et al., 2010). Seu manejo é 

desafiador porque os meios disponíveis são limitados (MAY et al., 2016). O manejo cultural, 

com a rotação de culturas, na prática é inviável, por haver inúmeros hospedeiros alternativos 

para esse fitonematoide (FERRAZ; BROWN, 2016), e o manejo químico dispõe de poucas 

moléculas, que por sua vez são muito tóxicas para o ser humano e para o ambiente, além de 

apresentar elevado custo para o produtor (AGROFIT, 2020).  

A utilização de medidas adequadas, bem como o manejo integrado de diferentes formas 

de controle, possibilita ao agricultor a redução da população ou até mesmo o controle do 

nematoide a níveis populacionais que permitam a convivência, fitoparasita e hospedeiro, sem 

que haja perda na produtividade (FERRAZ et al., 2010). Dentre os métodos de controle de 

nematoides mais utilizados pelos produtores de soja, destacam-se o alqueive do solo, rotação 

de culturas, uso de cultivares resistentes quando existentes e o tratamento das sementes por 

meio de nematicidas químicos à base de abamectina ou tiodicarbe (HOMIAK et al., 2017; 
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RIBEIRO et al., 2014), e biológicos (KLEPADLO et al., 2018). Os dois métodos apresentam 

limitações e, muitas vezes, não têm sido suficientes para reduzir as perdas. Além disso, existe 

uma resistência por parte dos produtores em substituir as safras de soja com plantas hospedeiras 

antagônicas, restringindo-se à cultura secundária, o que nem sempre é suficiente para manter a 

população abaixo do limiar econômico. Estudos de patogenicidade para o gênero Pratylenchus 

sugerem que, até mesmo com populações extremamente altas no solo, estes não chegam a matar 

a planta hospedeira. Porém, os níveis de danos são muito variáveis, dependendo da combinação 

das espécies de Pratylenchus e da planta hospedeira, variando entre 0,05 nematoides cm-3 a 30 

nematoides cm-3 de solo (CASTILLO; VOVLAS, 2007). 

O tratamento de sementes é a técnica mais utilizada devido a sua praticidade. Apesar 

dos tratamentos químicos em sementes apresentarem importância estratégica para redução da 

penetração e reprodução dos nematoides (HOMIAK et al., 2017; RIBEIRO et al., 2014), o 

efeito residual dos produtos tem baixa persistência e é desfavorável à biota do solo, 

diferentemente do uso de microrganismos como forma de tratamento das sementes (SOARES 

et al., 2017). A baixa eficiência dos métodos de controle disponíveis, embora sejam capazes de 

estimular o crescimento das plantas e de induzir resistência ao ataque desses parasitas 

(MOURA; CARNEIRO, 2020), tem despertado o interesse e a busca por novas estratégias.  

Nesse contexto, a utilização de produtos biológicos é uma opção interessante, visto que 

apresenta maior persistência no solo, não é tóxico e pode contribuir para sua supressividade. 

Outro benefício é apresentar custo relativamente baixo, além de ter, em alguns casos, eficiência 

superior aos produtos químicos disponíveis no mercado, se combinado com boas práticas de 

manejo do solo (SOARES et al., 2017).  

Bactérias do gênero Bacillus apresentam grande potencial para supressão de nematoides 

em área de cultivo de forma sustentável. Presentes na rizosfera, podem ser capazes de matar, e 

de competir com nematoides por nutriente e espaço (MOURA; CARNEIRO, 2020). 

 

2.2 Controle Biológico 

 

O uso de microrganismos, formulados ou não, para manter as populações de organismos 

prejudiciais na agricultura em níveis aceitáveis têm se tornado cada vez mais comuns. Esse 

processo é denominado de controle biológico, caracterizado por promover a redução da 

densidade de inóculo ou atividades determinantes da doença causada por um patógeno, por um 

ou mais organismos (COOK; BAKER, 1983). Pode ocorrer de maneira espontânea ou como 
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resultado da manipulação de organismos pelo homem, sendo condicionado pelo hospedeiro ou 

meio ambiente (SOGLIO, 2004).  

Do ponto de vista econômico, um inimigo natural efetivo é aquele capaz de regular a 

densidade populacional de uma praga ou patógeno e mantê-lo em níveis abaixo do dano 

econômico estabelecido para um determinado cultivo. Dentro desse contexto, o uso de 

microrganismos que antagonizam patógenos de plantas é uma opção sustentável para o controle 

de doenças na agricultura (RIBEIRO, 2009).  

No Brasil, a aplicação de controle biológico não é ainda a primeira opção para os 

produtores e entre os aspectos que justificam a baixa aplicabilidade desta forma de controle está 

ainda deficiente difusão de conceitos, princípios e vantagens envolvidos no uso de bioprodutos 

e a limitação do conhecimento dos consumidores sobre as consequências para a saúde pública 

e ambiental do uso intensivo de agrotóxicos (MACHADO et al., 2012).  

Agentes de controle biológico são capazes de se estabelecer, colonizar e dispersar no 

ecossistema (ÁVILA et al., 2005) além de uma opção viável para diminuir o potencial de 

inóculo de patógenos presentes no solo, sem trazer danos ao meio ambiente (MELLO et al., 

2007). A eficiência desses agentes em doenças da parte aérea depende da capacidade de 

sobrevivência e manutenção de populações em alta densidade nesse ambiente (HALFELD-

VIEIRA et al., 2004).  

Nos grupos mais estudados, promissores e utilizados, entre os organismos antagônicos 

a nematoides, estão os fungos e bactérias (ASKARY E MARTINELLI 2015). Dentre esses 

organismos, as bactérias do gênero Bacillus merecem destaque por apresentar características 

distintas, tanto no ponto de vista antagônico, como na promoção de crescimento vegetal, além 

de apresentarem pouca complexidade no processo de multiplicação em larga escala (XIANG et 

al., 2018; MHATRE et al., 2019). 

Existem vários studos que correlacionam os diferentes modos de ação de Bacillus spp. 

à supressão de nematoides, podendo se destacar o antagonismo por meio da produção de 

enzimas líticas, indução de resistência sistêmica, antibiose e redução de estresse oxidativo 

(KLOEPPER et al., 2004; LIU et al., 2016; XIANG et al., 2017b, 2018; ZHOU et al., 2017). 

 

 

 

 

2.3 Bacillus spp. 

 



18 

 

Dentre os gêneros mais utilizados em biocontrole de doenças de plantas destaca-se 

Bacillus, com grande vantagem em relação a outros agentes de biocontrole, em decorrência da 

sua atividade biológica contra diversos microrganismos responsáveis por doenças em plantas, 

sendo considerada um dos mais eficazes para o biocontrole. A atividade pode estar relacionada 

à produção de lipopeptídeos ativos, a facilidade de colonizar plantas (ASAKA e SHODA, 1996) 

e também a facilidade na formulação.  

O gênero Bacillus pode ser utilizado na formulação de produtos mais estáveis e viáveis, 

aplicação no tratamento por via foliar (KLOEPPER et al., 1989) e produção de compostos 

antimicrobianos como antibióticos lipopeptídicos (YÁNEZ-MENDIZÁBAL et al., 2012). 

Outra vantagem deste gênero, se deve ao rápido crescimento em meio líquido e não ser agente 

de patogenicidade para homens e animais (SHODA, 2000). Além disso, o gênero é 

caracterizado pela capacidade de formação de endósporos, estrutura de resistência capaz de 

suportar condições ambientais adversas como dessecação, radiação solar, altas temperaturas, e 

pela produção de antibióticos de amplo espectro (DE JENSEN et al., 2002; BACON et al., 

2001; CAVAGLIERI et al., 2005; ZANOTTO et al., 2016; PEREIRA et al., 2010; 

MARTÍNEZ-ÁLVAREZ et al., 2016).  

Bacillus spp. é um agente de biocontrole muito utilizado por agir na natureza de maneira 

direta ou indireta. O antagonismo direto tem envolvimento na antibiose, por meio da liberação 

de substâncias tóxicas aos patógenos, na competição por espaço e nutriente e na síntese de 

compostos voláteis com propriedades inibitórias (RYU et al., 2004; ONGENA et al., 2007; 

LEELASUPHAKUL et al., 2008). Já o mecanismo indireto é exercido por meio da resistência 

sistêmica induzida (LEELASUPHAKUL et al., 2008) e formação de biofilme nas raízes, 

protegendo-as contra patógenos (GOU et al., 2015). 

Diferentes cepas bacterianas já foram identificadas com atividade nematicida e 56 

produtos registrados para o manejo de nematoides fitopatogênicos, sendo 44 para o alvo 

Pratylenchus brachyurus, e 38 deles compostos por, pelo menos uma espécie pertencente ao 

gênero Bacillus (AGROFIT, 2023).  

Bacillus têm sido relatadas como capazes de promover proteção substancial contra o 

parasitismo de nematóides (SIDDIQUI et al. 2001). Algumas espécies desse gênero apresentam 

antagonismo direto aos fitonematoides, provocando a redução na frequência de doenças em 

condições de campo (SHANTI; RAJEDRAN, 2006; OLIVEIRA et al., 2009; ALVES et al., 

2011). 

B. subtilis produz metabólitos tóxicos que afetam o movimento de nematoides, podendo 

inibir a eclosão de juvenis e interferir no processo pelo qual eles penetram nas raízes (ARAÚJO 
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et al., 2002). Além da produção de 12 proteases e a indução de enzimas de defesa na planta 

hospedeira são mecanismos atribuídos a B. subtilis no controle de nematoides (LIAN et al., 

2007; KAVITHA et al., 2007). 

Arguelles-Arias et al. (2009), ao estudar o isolado GA1 de B. amyloliquefaciens 

identificaram sua capacidade de produção de antibióticos e outros metabólitos secundários, que 

podem ser aplicados no biocontrole de patógenos de plantas. 

Lanna Filho et al. (2010), afirmaram que B. subtilis pode colonizar todos os órgãos 

vegetativos das plantas, de forma epifítica, endofítica ou na forma de rizobactéria, 

possibilitando um amplo espectro para o uso agronômico. Além disso, alguns isolados 

apresentarem facilidades para a manutenção de sua viabilidade em bio formulados, tornando 

evidente o seu potencial para incremento da produtividade vegetal e redução de doenças. 

Ensaios utilizando B. subtilis em sementes têm sido realizados desde a década de 80. 

Recentemente, a inoculação de cepas de B. subtilis em sementes de soja foi avaliada por Tavanti 

et al. (2020), mostrando um aumento de 25% na produtividade de grãos quando comparadas ao 

controle e um aumento de 70% na germinação. De acordo com estudos Fernandes et al., (2014) 

observaram uma redução de aproximadamente 60% no número de ovos de M. incognita 

utilizando como controle a microbiolização de sementes com B. subtilis. 

A eficiência de Bacillus spp. para controle de nematoides como Pratylenchus 

brachyurus, Meloidogyne incognita e H. glycines, considerados de grande importância para a 

agricultura mundial, também já foram relatadas (HARNI et al., 2007; XIANG et al., 2017a; 

XIANG et al., 2017b). Xiang et al. (2017a) observaram mortalidade superior a 50% de J2 de 

H. glycines, pelo antagonismo de 13 espécies de Bacillus, dentre elas, B. methylotrophicus, B. 

subtilis, B. velezensis (syn. B. amyloliquefaciens) em teste realizado in vitro. 

 

2.4 Formulação de Bacillus  

 

O uso dos microrganismos na agricultura sustentável possibilitou novos avanços para a 

agroeconomia, sendo uma das principais inovações permitidas o desenvolvimento de bio 

inoculantes, visando a promoção de crescimento das plantas e erradicação de patógenos nas 

culturas de importância econômica. Porém, algumas questões primordiais para uso desses 

microrganismos como produtos formulados foram sendo negligenciadas, causando obstáculos 

e atrasos na produção de biofertilizantes quando comparados a seus análogos sintéticos. 

Para o desenvolvimento de produtos de biocontrole há necessidade de vários passos, 

como: coleta, isolamento, identificação e caracterização dos microrganismos; desenvolvimento 
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da produção dos mesmos em meios de cultivo; otimização do processo fermentativo e 

escalonamento dos processos; estudos de formulação e aplicação em campo; obtenção do 

Registro Especial Temporário; registro e comercialização do produto (SILVA; MELLO, 2007). 

A produção e comercialização dos produtos biológicos passa pela otimização de sua 

produção em massa, sendo considerado de grande relevância aqueles oriundos de fermentações. 

Os processos microbianos ocorrem na fermentação submersa (FSM ou fermentação líquida) e 

na em estado semi-sólido ou sólido (FES). No entanto, para escala industrial a fermentação 

submersa é a mais utilizada (CASTRO; FERREIRA, 2010), onde a utilização de água é 

ilimitada, a alimentação de oxigênio se dá por aeração, o volume da mistura de fermentação é 

amplo, há um grande consumo de energia e alto investimento (PANDEY et al., 2001). 

O uso comercial de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas requer um 

inóculo com alta viabilidade celular, de fácil transporte e aplicação, para aumentar a sua eficácia 

(FILHO et al., 2001). Para comercialização, uma vida útil longa é uma vantagem para qualquer 

inoculante (FAGES, 1992). 

Atualmente existe grande empenho nas pesquisas para se chegar a produtos formulados 

que sejam de utilização mais fácil, com melhor resposta em relação aos fitopatógenos e possam 

alcançar um maior número de culturas-alvo. Para isso, é necessário levar em consideração todo 

o processo da bioformulação, desde a triagem dos microrganismos até o desenvolvimento, 

implementação e validação do produto (ARORA; MISHRA, 2016). 

Ainda hoje não existe uma definição consensual para o termo, mas para Arora et al. 

(2010) bioformulações são preparações com microrganismos que podem substituir parcial ou 

totalmente os fertilizantes químicos e/ou pesticidas. No entanto, qualquer definição deve incluir 

um ingrediente ativo, um material transportador e um aditivo. O ingrediente ativo é o organismo 

vivo ou esporos, sendo sua sobrevivência essencial para o sucesso da formulação desenvolvida 

(AULD et. al., 2003; HYNES; BOYETCHKO, 2006), ou ainda compostos semioquímicos 

(feromônios e substâncias aleloquímicas) e bioquímicos (enzimas e hormônios) (CROPLIFE 

BRASIL, 2021) 

O material de transporte adequado precisa ser inerte para suportar o ingrediente ativo 

(células), assegurar estabilidade das células em torno da planta, fornecendo chances de melhorar 

o crescimento da planta e atingir o patógeno alvo (BURGES; JONES, 1998). Por fim, os 

aditivos atuarão na proteção das células às condições ambientais e melhorar as propriedades 

físicas, químicas e nutricionais das formulações (SCHISLER et al., 2004; HYNES; 

BOYETCHKO, 2006). 
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Basicamente existem 2 tipos de bioformulações: sólidas e líquidas (BURGES; JONES, 

1998). As sólidas incluem grânulos, pós molháveis ou não e grânulos dispersíveis em água. Já 

as formulações líquidas podem ser de 2 tipos: Suspensões de concentrações ou concentrações 

fluidas em óleo. Segundo Brar et al. (2006), uma formulação líquida típica contém de 10-40% 

de microrganismos, 1-3% ingrediente de suspensão, 1-5% de ingrediente dispersante, 3-8% de 

surfactante e 35-65% de material de transporte líquido (óleo ou água). Em geral, os agricultores 

preferem concentrados de suspensões por serem mais fáceis de medir e despejar no tanque de 

pulverização (ARORA; MISHRA; 2016). No Brasil existe crescente demanda de assistência na 

formulação de produtos com fermentação líquida, tanto para empresas quanto para produtores, 

o que torna necessária a oferta de cursos que permitam a formação de recursos humanos capazes 

preencher esta lacuna.  

 

2.5 Produção on farm  

 

Uma alternativa para elevar o uso e a aceitação de um biofertilizante é o 

desenvolvimento de um inoculante produzido pelo usuário final, no local onde será 

posteriormente utilizado, evitando os custos associados com a compra de um produto comercial, 

abordagem conhecida como método on farm (SHARMA; ADHOLEYA, 2011). 

Resumidamente, a produção on farm trata é um método de multiplicação de 

microrganismos na propriedade rural, permitindo a utilização de seus próprios agentes 

inoculantes no controle biológico de pragas e doenças (SANTOS et al., 2020; LANA et al., 

2019, VALICENTE et al., 2018). 

Segundo relato de produtores, o sistema de produção prioriza praticidade na operação, 

facilidade no manuseio, manutenção e desinfecção, além de obtenção de elevadas 

concentrações de células bacterianas viáveis, consistindo na utilização de 3 equipamentos 

básicos: Turbina sopradora, tubos de PVC soldados e uma caixa de água. Além disso, é 

imprescindível um ambiente com estrutura adequada para o processo de multiplicação de 

células bacterianas, com piso impermeável e de fácil higienização, abastecimento de água limpa 

e estéril e condições ideais para estocagem de meio de cultura utilizado (SANTOS et al., 2020; 

LANA et al., 2019). 

Já existem no mercado empresas trabalhando com a produção on farm, como 

Agrobiológica, Fotossintese Biologic, Profarm, BioBoaVista, Solubio, entre outras, que 

propõem aos produtores redução de custos nos cultivos de café, soja, milho, trigo, algodão, cana 

e hortifruti, com o uso de sua tecnologia de produção de defensivos e inoculantes na fazenda. 
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Elas fornecem assistência aos produtores desde a utilização dos meios de cultura, a utilização 

do inóculo, o processo de fermentação até a aplicação do produto. 

Segundo Valicente et al. (2018), o que se tem visto hoje no Brasil é uma grande 

quantidade de pessoas tentando produzir biopesticida em sistemas on farm, onde as instalações 

não possuem condições mínimas para manter o ambiente com baixa carga microbiana, 

esterilização do meio de cultura, além da padronização de todo o sistema de produção e do 

produto final. Para este sistema de produção, o que se tem observado é a utilização de diferentes 

fontes de inóculo, meios de cultura e condições de cultivo. Normalmente os on farm são 

produzidos em tanques metálicos ou caixas d’água que não são adequados, pois possuem 

aberturas que facilitam a contaminação durante todo o processo, inviabilizando o uso do 

produto final na forma de pulverização. No caso de produção on farm, os perigos do 

crescimento de contaminantes são mais evidentes, uma vez que normalmente não são utilizados 

produtos esterilizados nem fermentadores adequados, e os contaminantes podem ser mais 

competitivos no crescimento do que o próprio inoculante. 

De acordo com levantamento da consultoria Blink, o mercado de produção on-farm no 

Brasil na safra 2021/2022 foi de 35% do mercado total de biológicos. Os especialistas estimam 

que esse número vai decrescer nos próximos anos, mas se estabilizando em torno de 10% do 

mercado total de bioinsumos (MEDEIROS e BETTIOL, 2023). 

Além disso, destaca-se a legislação vigente, onde no Decreto Nº 6.913, de 23 de julho 

de 2009, o inciso 8º, do “Art. 10-D, lê-se que “Ficam isentos de registro os produtos 

fitossanitários com uso aprovado para a agricultura orgânica produzidos exclusivamente para 

uso próprio”. Recomenda-se que ao iniciar o processo de produção on farm, o produtor tenha 

seu próprio microrganismo para multiplicação, o que permite uma maior autonomia. 

 

2.6 Metabólitos envolvidos no controle de nematoides 

 

A produção de bactérias pode gerar resultados no manejo de fitonematoides advindos 

diretamente das células bacterianas ou dos metabólitos produzidos por elas no meio de cultura. 

As células colonizam raízes e produzem metabólitos. Estes metabólitos são diretamente tóxicos 

aos fitonematoides ou indiretamente pela ativação de respostas de defesa, como a desencadeada 

por lipopeptídeos (RAAIJMAKERS et al., 2010). 

Segundo Machado (2012), os produtos metabólicos liberados pelas rizobactérias podem 

ter efeitos negativos sobre a reprodução, postura e eclosão de ovos, sobrevivência nos estágios 

iniciais de desenvolvimento dos nematóides e/ou provocar a morte dos indivíduos adultos. 
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Grande parte do efeito de controle dos nematoides é devido a produção de metabólitos 

secundários, tais como enzimas e toxinas, que podem inibir a reprodução de nematoides, a 

eclosão e a sobrevivência de juvenis de Heterodera glycines (XIANG et al., 2018). 

Os lipopeptídeos são moléculas de superfície ativa que possuem atividade 

antimicrobiana e podem induzir respostas de imunização nas plantas (YOSHIDA et al., 2001; 

RICHARDSON et al., 2009; RAAIJMAKERS et al., 2010; CAWOY et al., 2015). Entre muitos 

compostos ativos produzidos por Bacillus spp., surfactinas, fengicinas e iturinas são os que 

mais frequentemente desempenham papel no controle biológico de fitopatógenos. As 

surfactinas são bioemulsificantes que apresentam atividade antimicrobiana e agem promovendo 

o aumento da área de superfície para crescimento em substratos insolúveis em água; e atuam 

na fixação e desprendimento de bactérias em superfícies (ROSENBERG; RON, 1999). 

Fengicina e as iturinas apresentam atividade antimicrobiana e antifúngica, mais 

especificamente para fungos filamentosos (VANITTANAKOM et al., 1986, STELLER et al., 

2004). 

Diferentes cepas bacterianas já foram identificadas com atividade nematicida e 56 

produtos registrados para o manejo de nematoides fitopatogênicos, destes 44 são registrados 

para o alvo Pratylenchus brachyurus, sendo 38 deles compostos por, pelo menos uma espécie 

pertencente ao gênero Bacillus (AGROFIT, 2023). Algumas bactérias podem produzir 

substâncias capazes de afetar o desenvolvimento dos nematoides, como antibióticos, 

sideróforos e enzimas (XIA et al. 2011; TIAN et al. 2007), além de atuar na competição por 

sítios de colonização e nutrientes com os nematoides (DONG; ZHANG 2006). B. subtilis atua 

interferindo no ciclo reprodutivo do nematoide e na migração do juvenil em direção a planta 

hospedeira (SHARMA; GOMES 1996). 

Estudos realizados por Berlitz et al (2016) avaliaram a eficiência de um produto 

constituído de cepas de B. subtilis e sua interação em ovos e juvenis de M. javanica na alface e 

concluíram que o tratamento com B. subtilis reduziu o número de ovos e juvenis em 90%. Este 

achado pode estar relacionado ao conjunto de antibióticos, enzimas e proteases produzidas por 

este isolado. Similarmente, estudo realizado por Araújo e Marchesi (2009) indica promoção de 

crescimento e redução na reprodução de nematoide formador de galhas em raízes de tomateiro 

tratadas com B. subtilis. 

Em alguns casos, bactérias antagonistas são capazes de produzir enzimas como 

proteases, colagenases e lipases que atuam como fatores de patogenicidade e de virulência 

contra os nematóides. A espécie Bacillus nematocida estirpe B16 produz a serina protease 
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alcalina que degrada a cutícula de juvenil e a casca de ovo de Panagrellus redivivus (NIU et al., 

2006). 

Espécies pertencentes ao gênero Pseudomonas são capazes de produzir uma série de 

compostos com atividade contra nematoides. A protease extracelular aprA da estirpe CHA0 de 

P. fluorescens provoca a morte e inibe a incubação de ovos em M. incognita (SIDDIQUI et al., 

2005). Pseudomonas fluorescens, produz uma substância ativa no controle de Globodera 

rostochiensis em batata, o 2,4-diacetilfloroglucinol (CRONIN et al., 1997). 

Bacillus megaterium YFM3.25 produziu vários compostos voláteis, COVs, que 

mataram os juvenis de M. incognita e inibiram a eclosão (Huang et al., 2010; Yang et al., 2012). 

Várias espécies de Bacillus foram capazes de produzir dissulfureto de dimetilo, que apresenta 

atividade inibitória contra nematoides e estimula a induz resistência sistêmica em plantas 

(SCHÖLLER et al., 2002; FARUK et al., 2010). 

Conhecendo todas as possibilidades de sucesso proporcionadas por Bacillus dentro do 

sistema agrícola, é importante identificar os pontos chaves do seu manejo para que uma correta 

e eficiente técnica de multiplicação on farm seja implementada, com uso de cepas eficientes, 

sistema de fermentação reprodutível, com as frações bioativas que representam potencial de 

biocontrole e, portanto, garantindo um aumento na produtividade na cultura da soja. 
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS 

ARTIGO 1 - QUALIDADE DE PRODUTOS COMERCIAIS E PRODUZIDOS ON 

FARM A BASE DE BACILLUS EM RELAÇÃO À CONCENTRAÇÃO DE CÉLULAS E 

EFICIÊNCIA DE CONTROLE DE PRATYLENCHUS BRACHYURUS 

RESUMO 

Nematoides praga, como Pratylenchus brachyurus, aumentaram sua população em um 

cenário de produção com até três safras no Estado Mato Grosso (soja, milho ou algodão e 

pastagem), causando perdas de produtividade. Justifica-se assim a necessidade de se integrar 

métodos de controle para sustentabilidade da produção de grãos onde esta praga é encontrada. 

Neste contexto, o controle biológico tem sido uma ferramenta fundamental para tratamento 

de sementes ou aplicação no sulco de plantio. Com a difusão das técnicas de produção massal 

de bactérias e a oferta dos insumos e equipamentos necessários para a produção, muitos 

produtores aderiram à multiplicação de microrganismos na própria fazenda, procedimento 

este denominado de produção on farm. Porém, em decorrência das condições variáveis dessa 

produção, pouco se sabe sobre a eficiência do processo de multiplicação de células e da 

capacidade de controle para o alvo e manutenção de sua eficiência após produção. Este 

trabalho teve como objetivo avaliar a eficiência de produtos comerciais formulados a base de 

Bacillus spp. e de seus subprodutos produzidos on farm, para o manejo do nematoide das 

lesões radiculares. As amostras foram coletadas em diferentes propriedades do Estado do 

Mato Grosso e diferentes condições de produção (caixa d'água, tanque de inox ou sistema 

comercial de fermentação), na 2ª safra  de 2019/20, logo após a safra, e na safra 2020/21. As 

células endosporogênicas nas amostras foram quantificadas por meio de plaqueamento e o 

teste de eficiência no controle da penetração do P. brachyurus foi conduzido. Em relação á 

quantificação de células endosporogênicas, três produtos se mantiveram com a concentração 

média de 108 UFC mL-1. Todos esses produtos pertencentes à espécie Bacillus 

amyloliquefaciens, porém de cepas e formulações diferentes (Rudder, cepa referida como da 

Embrapa e Nemacontrol). No teste de eficiência, não houve diferença quando se comparou 

as amostras comerciais e fermentadas. Alguns produtos foram capazes de inibir a penetração 

do nematoide, sendo quatro amostras do produto Bacillus subtilis cnpso 2657 (Vult, Tacto 

Biotecnologia e Agropecuária Ltda), uma do produto Nemacontrol (B. amyloliquefaciens) e 

outra do produto Onix (B. methilotrophicus). Para as variáveis de peso fresco da raiz, peso 

fresco da parte aérea e peso seco da parte aérea, não houve efeito significativo observado 

entre as amostras. Portanto, existem condições de produção on farm que apresentaram 

eficiência semelhante ao do produto comercial, mas não houve relação entre o número de 

células produzidas e a eficiência de controle para o alvo. 

 

Palavras-chave: Bioinsumo.  Nematoide das lesões radiculares . Soja.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Com um cenário de produção de 2 safras no Estado do Mato Grosso (soja, milho ou 

algodão e pastagem), há necessidade de se integrar métodos de controle para sustentabilidade 

da produção de grãos. Além disso, para o manejo de pragas e doenças causadas por patógenos 

habitantes do solo, apenas o tratamento de sementes, mesmo quando eficiente para um alvo, 

não garante o controle de outras pragas e doenças e estas têm aumentado em importância na 

maior parte das regiões produtoras. 

Neste contexto, a adoção do controle biológico como ferramenta para manejo de doença 

tem aumentado, com o uso de fungos e bactérias para o tratamento de sementes, aplicação no 

sulco de plantio ou aplicação via pulverizador logo após a emergência de plantas e até 

aplicações no período reprodutivo, visando qualidade de pós-colheita. Dentre as principais 

doenças, para as quais está sendo recomendado o controle biológico, destacam-se os nematoides 

e fungos de solo, a saber: nematoide de galhas (Meloidogyne spp.) e nematoide das lesões 

radiculares (Pratylenchus brachyurus), fungo da podridão de caule e raiz (Fusarium solani), 

fungo do tombamento de plantas (Rhizoctonia solani) e em algumas regiões, de maior altitude 

e temperatura amena, para o mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) (FUNDAÇÃO MT, 2019). 

Pratylenchus brachyurus é a espécie relatada como mais frequentemente encontrada na 

maior parte das regiões de produção do Estado do Mato Grosso, causando prejuízos nas diversas 

lavouras. Não se tem uma métrica específica de perda para os danos trazidos por P. brachyurus 

mas para nematoides fitopatogênicos o prejuízo é estimado em 35 bilhões de reais ao ano 

(CROP GLOBAL PROTECTION, 2023). Por ser endoparasita migrador, abre também porta 

de entrada para infecções por fungos habitantes do solo, potencializando ainda mais os prejuízos 

(OYEKANMI e FAWOLI, 2010). 

A comprovada eficiência de controle biológico para manejo destas doenças tem atraído 

a atenção de produtores rurais, mas muitas vezes, o custo impeditivo de aquisição desses 

produtos aliado á crescente oferta de serviços de fermentação na fazenda, tem fomentado a 

expansão desta modalidade de produção, denominada genericamente de fermentação on farm. 

Nesta fermentação, o produtor adquire o produto comercial como inóculo inicial (ou cultura 

starter), multiplica em meio de cultura adquirido comercialmente ou de fabricação artesanal e 

procede á fermentação em um biorreator, que pode ser fornecido pela mesma empresa do meio 

de cultivo ou confeccionado por conta própria. 

Além da diversidade microbiana, outro ponto a ser considerado é a concentração mínima 

de células microbianas para que o controle exercido seja efetivo. Análises preliminares de 
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produtos obtidos por meio da fermentação on farm indicaram que a produção de células sempre 

esteve abaixo daquela do produto usado como inóculo inicial em pelo menos 1.000 vezes, se 

considerada apenas as células classificadas como ativo responsável pelo controle da doença. Os 

metabólitos também exercem importante papel no manejo de doenças, mas, apesar de não haver 

limitações técnicas, ainda não existem metodologias padronizadas de caracterização nem para 

produtos comerciais, nem para aqueles de produção on farm (BETTIOL et al., 2022). 

Portanto, justifica-se a necessidade de se estabelecer metodologias para padronização e 

para avaliação de eficiência dos produtos de fermentação on farm, a fim de se garantir as 

condições adequadas para obtenção de produtos realmente efetivos e seguros, similar ao 

anteriormente proposto para quantificação de produtos biológicos à base de bactérias e de 

fungos (BETTIOL et al., 2013; BETTIOL et al., 2022). 

Quando nos referimos às formas de multiplicação e aos sistemas usados pelos 

produtores é possível perceber que não existe um padrão a ser utilizado. Os sistemas de cultivo, 

em sua maioria, são realizados em caixa d'água, mas alguns produtores utilizam tanque de inox 

ou ainda tanques de empresa em comodato, variando de instalações simples a estruturas muito 

bem elaboradas, o mesmo ocorre com os sistemas de aeração. 

O inóculo inicial e o meio de cultura utilizados são os mais diversos, desde produtos 

comerciais legalmente registrados, a produtos sem identificação.  Este inóculo costuma ser um 

produto comercial registrado, outros sem registro, ou ainda cepas do próprio produtor. Um 

sistema de injeção de ar é instaurado para oxigenar a mistura, e entre 24 a 48h está pronto para 

uso.  Entretanto, o que se costuma ver são ambientes sem o mínimo de assepsia necessário, 

apresentando riscos, sendo o maior deles a contaminação do produto com patógenos de 

humanos e de animais, o que inviabiliza a sua aplicação (SANTOS et al, 2020; LANA et al, 

2019; VALICENTE et al., 2018). 

Valicente et al (2018) avaliaram a composição microbiana de produtos oriundos da 

fermentação on farm de B. thuringiensis e foi verificado que predominavam contaminantes, 

alguns dos quais não tinham efetividade para controle de pragas e podiam representar risco à 

saúde humana. 

Buscando uma metodologia que seja validada como controle para avaliar a eficiência de 

biocontrole dos produtos de fermentação on farm no controle do alvo biológico P. brachyurus, 

utilizou-se a metodologia do teste de penetração, baseado em Byrd et al (1983). 

O objetivo com este trabalho foi comparar produtos produzidos na fermentação on farm 

em diferentes condições com os produtos comerciais, quanto à concentração de células, 

metabólitos, eficiência de controle do P. brachyurus e produtividade na soja. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Sumarização de dados e coleta de amostras 

 

No período da segunda safra do ano de 2020 e da safra 2021/22 da soja, em parceria 

com a Associação dos Produtores de Soja e Milho do Estado do Mato Grosso 

(APROSOJA/MT), foi feito um levantamento de informações referentes ao processo de 

multiplicação de cepas para controle biológico na fazenda por meio de um questionário aplicado 

junto aos produtores, com informações sobre as condições de cultivo; inóculo inicial; meio de 

cultura; equipamentos e processos utilizados.  Além das informações, foram coletadas amostras 

biológicas dos produtos fermentados na fazenda, bem como os produtos comerciais usados 

como inóculo inicial. 

As coletas das amostras dos produtos fermentados e comerciais foram feitas em diversas 

regiões do Estado do Mato Grosso, incluindo também diferentes sistemas utilizados na 

multiplicação e variados períodos de fermentação das amostras. As primeiras coletas foram nas 

principais regiões produtoras de soja do Estado Mato Grosso, abrangendo o Centro, Centro 

Oeste, Norte, Centro Norte e Sudeste, com um total de 31 amostras fermentadas e comerciais 

coletadas. Na segunda coleta, além das mesmas regiões visitadas anteriormente, incluiu-se as 

regiões Leste e Sudoeste, coletando mais 94 amostras coletadas. As amostras dos produtos 

comerciais (inóculo inicial) e dos produtos on farm foram mantidas a 4 ºC, com objetivo de 

manter a viabilidade dos produtos e reduzir a taxa de multiplicação. O processamento se deu 

em até duas semanas após a coleta, a fim de garantir que as amostras não passassem por 

alterações, no Laboratório de Controle Biológico de Doenças de Plantas da Universidade 

Federal de Lavras (UFLA). Também foram coletadas amostras para análise de metabólitos, os 

quais foram mantidas congeladas a -6 ºC até o processamento.  

 

2.2. Quantificação de células viáveis  

 

Após a coleta, todas as amostras passaram pelo processo de quantificação de células 

bacterianas totais (BT) e células bacterianas endosporogênicas (BE). A metodologia foi a 

mesma utilizada tanto para as amostras fermentadas quanto para as amostras comerciais, 

fazendo-se uso do banho maria a 80 ºC por 12 minutos, para inativação de células vegetativas 

e quantificação das endosporogênicas, qu não são inativadas por altas temperaturas.  O número 
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de células viáveis, de bactérias produtoras de endósporos, foi baseado na metodologia de 

quantificação de Bacillus sp. (EMBRAPA, 2012), com algumas adaptações. As amostras foram 

diluídas da base inicial do produto (10-1) na proporção de 1:9 com solução de água peptonada. 

As diluições seriadas foram feitas em tubos de microcentrífuga de 2 mL de capacidade, 

transferindo 0,1 mL da diluição anterior (10-1), para 0,9 mL de água peptonada, até chegar na 

diluição de 10-8. 

O plaqueamento foi realizado com base na técnica de microgotas (ROMEIRO, 2001), 

sendo cada placa de Petri dividida em 8 partes devidamente identificadas (FIGURA 1). Com 

auxílio da micropipeta, as gotas foram depositadas em meio de cultura ágar nutriente (3g L-1 de 

extrato de carne; 5g L-1 de peptona bacteriológica; 20 g de ágar bacteriológico). Cada diluição 

foi plaqueada com gotas de 0,01 mL. As células foram incubadas em estufa B.O.D. a 30 + 2 

°C, por um período de 24 h e fotoperíodo de 12 h. Após o período de incubação, as colônias 

foram contadas para se obter o número de unidades formadoras de colônias (UFC), por meio 

do seguinte cálculo: N° UFC mL-1: n° colônias x fator diluição / alíquota (mL) (BETTIOL et 

al., 2022). 

Para padronizar a quantificação, minimizar a probabilidade de haver contaminantes nas 

amostras e contar apenas os Bacillus, optamos por realizar a estatística apenas com as BE. 

 

Figura 1 - Amostras plaqueadas nas diferentes diluições em contendo meio ágar nutriente.   

206FBT – Bactérias totais em uma amostra fermentada. 206SBT – Bactérias totais 

do produto comercial utilizado como inóculo inicial da amostra 206FBT. 

 

 

                                               Fonte: Do autor (2023) 
 

Os resultados foram submetidos à análise de variância utilizando o programa Sisvar, 

versão 4.0 (FERREIRA, 2008). As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% 
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(P<0,05) de probabilidade, quando o efeito do tratamento foi significativo para os produtos 

comerciais e fermentados (APÊNDICE A). 

 

2.3 Avaliação da eficiência  de produtos de fermentação on farm  e comerciais na 

penetração de Pratylenchus brachyurus em soja em casa de vegetação 

 

O inóculo do nematoide foi obtido a partir de uma população pura de P. brachyurus 

multiplicada por 90 dias em plantas de milho e soja, em casa de vegetação. As raízes foram 

trituradas em liquidificador, despejadas sobre peneira de 200 mesh, sobreposta a de 500 mesh, 

para a limpeza e coleta apenas de P. brachyurus. A alíquota coletada foi levada para 

quantificação dos fitonematoides em microscópio óptico invertido, utilizando-se uma câmara 

de Peters para ajustar a concentração necessária de 100 juvenis e/ou adultos por mL do inóculo. 

A cultivar de soja usada neste estudo foi a variedade 6410, Intacta PR2 Pro da Monsoy. 

Essa variedade é suscetível ao nematoide do cisto (Heterodera glycines) e da galha 

(Meloidogyne spp.) e não existem relatos de resistência ao nematoide das lesões, objeto deste 

estudo. As sementes de soja foram semeadas em tubetes de polietileno com volume de 55 mL, 

preenchido com areia. Cada tubete recebeu um furo com 2 cm de profundidade, onde foi feita 

a semeadura das sementes e a aplicação das amostras comerciais e fermentadas. 

A aplicação dos tratamentos foi diretamente no sulco de plantio. Para cálculo da 

quantidade do produto a ser testado considerou-se a aplicação de 5 L ha-1de cada amostra, 

diluído em 35 L de água, recomendação que os produtores do Mato Grosso seguem nas 

aplicações dos seus fermentados. Preparou-se uma diluição de 125 µL do produto a ser testado 

em 875 µL de água, aplicando 114 µL por semente. 

Os tratamentos utilizados nesta etapa foram as amostras fermentadas coletadas na 2ª 

safra 2019/20 e seus respectivos produtos usados como inóculo inicial (APÊNDICE B). Para o 

controle negativo, apenas água foi aplicada nos tubetes. Após a aplicação dos tratamentos, os 

tubetes foram mantidos em casa de vegetação com temperatura controlada (28°C +/-2) e a 

irrigação realizada uma vez por dia. 

Após 14 dias da semeadura (DAS), as plântulas foram infestadas com uma suspensão 

de 2 mL contendo 200 juvenis e/ou adultos de P. brachyurus, distribuída em dois orifícios de 

aproximadamente 2 cm de profundidade próximos ao caule de cada planta. 

A avaliação da penetração de P. brachyurus no sistema radicular da soja foi realizada 

após 11 dias da infestação, utilizando a metodologia de coloração de nematoides no interior das 

raízes com fucsina ácida, proposta por Byrd et al. (1983) e adaptada por Zamboni et al (2019). 

 

https://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/caatinga/article/view/6834/9908
https://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/caatinga/article/view/6834/9908
https://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/caatinga/article/view/6834/9908
https://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/caatinga/article/view/6834/9908
https://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/caatinga/article/view/6834/9908
https://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/caatinga/article/view/6834/9908
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Inicialmente, as raízes foram cuidadosamente lavadas em água corrente sobre uma 

peneira para evitar perda de pequenos pedaços, secas em papel absorvente e pesadas, para o 

cálculo do número de nematoides por grama de raízes. Em seguida, foram colocadas em potes 

plásticos devidamente identificados e cobertas com solução de hipoclorito (50 mL de água; 30 

mL de hipoclorito de sódio a 2,5%), o suficiente para submergir a raiz por inteiro, durante 6 

minutos, sob agitação constante com um bastão de vidro. Após esse tempo, foram novamente 

lavadas em água corrente e deixadas cobertas com água por um período mínimo de 15 minutos 

e, em seguida, passadas novamente pelo processo de lavagem com água corrente e colocadas 

no pote, onde foram cobertas com 30 mL de água destilada. Em seguida, foi acrescentado 1 mL 

do corante (Fucsina ácida: 75 mL de água destilada, 25 mL de Ácido acético e 0,35 g de 

Fucsina) e a raiz foi levada imediatamente ao micro-ondas para fervura. Após a fervura por um 

minuto, os potes foram deixados em temperatura ambiente por 5 minutos e em seguida as raízes 

foram lavadas novamente em água corrente, colocadas de volta ao pote e cobertas com glicerina 

suficiente para umedecer e manter as raízes hidratadas (1:1, água e glicerina). 

As raízes foram armazenadas em potes com tampas, em câmara fria até o momento da 

contagem. Para quantificação dos nematoides no interior da raiz foram montadas lâminas de 

vidro (20 x 6 cm) com as raízes. Uma lâmina foi utilizada como base, onde foi colocada a raiz 

cortada em segmentos do tamanho da lâmina e comprimida com outra lâmina para fechar. Em 

seguida, foram observadas em microscópio estereoscópico para a contagem. 

Os dados de penetração foram relativizados para a testemunha, ou seja, a penetração 

obtida na testemunha representou o 100% de penetração, representando o máximo potencial de 

penetração do inóculo usado e todos os outros tratamentos foram relativizados de acordo com 

esta testemunha. 

Além da avaliação da penetração da população de P. brachyurus no sistema radicular 

da soja e peso fresco das raízes, avaliou-se também o peso fresco e seco da parte aérea. Para 

avaliação do peso seco da parte aérea o material foi seco em estufa a 70 ± 2 ° C por 48 horas e 

pesado em balança de precisão, sendo os resultados expressos em gramas (g).  

 

 

2.4 Validação em campo 

 

O experimento foi conduzido na safra 2021/2022. Das 5 áreas montadas, apenas 3 foram 

conduzidas até o final. Na área de Querência, o produtor colheu por engano a área onde estava 

localizado o experimento e, portanto, não pode ser feita a última coleta de nematoides nem a 
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determinação da colheita. No ensaio de Sorriso, a área não foi manejada adequadamente quanto 

às plantas invasoras e também não pudemos colher os resultados desta área.  Para escolha das 

áreas, além do interesse em participar do projeto, foi levado em consideração o histórico de 

incidência de nematoides informado pelo produtor, bem como laudos feitos em laboratórios 

especializados para a presença de P. brachyurus (TABELA 1). 

 

Tabela 1 - Laudos apresentados pelos produtores nas áreas onde foram instalados os 

experimentos com o Levantamento de Pratylenchus brachyurus. Para as análises 

foram usados 5 g de raízes e 100 cm3 de solo, com base nas metodologias de 

Jenkins, 1964 e Coolen& D´Herde, 1972). 

 
 

Área 

 
P. brachyurus 

100 cm3 solo 

P. brachyurus. 

5 g de raiz 

Data do laudo 

Campo Novo do Parecis 60 1240 29/09/21 

Campo Verde 100 0 01/10/21 

Nova Mutum  * * * 

Sorriso 20 0 30/09/21 

Querência 80 180 30/09/21 

 

Fonte: Do autor (2023). 

 

Na safra 2021/22, foram montados 5 experimentos, sendo dois na região Centro (Sorriso 

e Nova Mutum), um na região Sudeste (Campo Verde), um na região Oeste (Campo Novo do 

Parecis) e um na Região Leste (Querência) do Estado do Mato Grosso, considerando a as 

regiões conforme a Lei Estadual 10.340, de 2015. 

A escolha do produto comercial Bacillus subtilis cepa UFPEDA 764 (Rizos, Lallemand 

Plant Care) e do meio de cultura Multibacter foi baseada em resultados positivos para o controle 

de P. brachyurus, obtidos trabalhos prévios, desenvolvido no Laboratório de Controle 

Biológico da UFLA, em dissertação defendida por Lívia Emmanuelle Simões de Oliveira 

(OLIVEIRA, L.E.S., 2022) além de ser o produto e o meio de cultura mais utilizados pelos 

produtores consultados. Já a escolha do produto oriundo do sistema de produção comercial 

Solubio se deu por este ser um sistema fechado de produção on farm, com tanque de 

multiplicação, meio de cultura e produto comercial usado como inóculo inicial determinados 

pela empresa que os fornece. 
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Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos ao acaso, com 30 

parcelas constituídas por 6 linhas de 5 m de comprimento e espaçamento entre linhas de 0,45 

m, 0,50 m ou 0,60 m, seguindo as particularidades de cada produtor. 

Foram utilizados 6 repetições para cada um dos 5 tratamentos: Testemunha com água 

(T1), Produto Comercial Rizos Bacillus subtilis cepa UFPEDA 764 (Rizos, Lallemand Plant 

Care) (T2), Produção do fermentado Bacillus subtilis cepa UFPEDA 764 (Rizos, Lallemand 

Plant Care) em caixa d'água sem controle de temperatura (T3), Produção do fermentado 

Bacillus subtilis cepa UFPEDA 764 (Rizos, Lallemand Plant Care) em caixa d'água com 

controle de temperatura a 30 °C + 2ºC (T4) e a produção de fermentado por meio do sistema 

fechado da Solubio com inóculo inicial e meio de cultura próprios com detalhes da cepa de 

Bacillus e meio de cultura não informados (T5). 

Foi feita a fermentação no município de Campo Verde (MT) e utilizada para aplicação 

em todos os 5 experimentos. O transporte foi feito em caixas térmicas, mantendo-as refrigeradas 

a 4 ºC, até o momento de aplicação por até três dias. 

Foram utilizadas plantadeiras para adubar de acordo com o recomendado para a cultura, 

o plantio das sementes e aplicação no sulco foram feitos à mão de acordo com cada tratamento. 

Após a aplicação dos tratamentos via sulco de plantio, os sulcos foram fechados manualmente. 

A aplicação no sulco foi feita com pulverizador costal e bico do mícron de jato dirigido, com 

pressão em torno de 20 psi e 40L de calda por hectare, sendo a proporção de 5 L de cada 

tratamento e 35 L de água. 

Cada área experimental seguiu as recomendações locais de cada produtor em relação 

aos tratos culturais para manejo de pragas e doenças, com exceção do nematicida químico que 

foi excluído em todas as aplicações. As condições edafoclimáticas costumam ser muito 

diferentes entre as regiões no MT e, consequentemente, direciona para diferentes práticas de 

manejo. Na tabela 2 são apresentadas as cultivares utilizadas, espaçamento, número de 

sementes por metro, data de plantio e colheita de cada experimento nas diferentes regiões, 

usando todos os tratos culturais padrão da fazenda. 
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Tabela 2 - Informações das áreas onde foram montados os experimentos no Estado do Mato 

Grosso para avaliação da eficiência do controle biológico comercial e produzido on 

farm na dinâmica da população de Pratylenchus brachyurus e produtividade de soja 

realizado na safra 2021/22. 
 

Fazenda  

Região 

Semente Espaçamento Sementes 

por metro 

Colheita 

Campo Verde Sudeste Desafio 0,60m 20 112 dias após 

plantio 

Sorriso Centro Nidera 7901 0,5m 14 a 15 108 dias após 

plantio 

Campo Novo do 

Parecis 

Oeste Nidera 7901 0,45m 15 a 16 113 dias após 

plantio 

Querência Leste Neogen 

Neo790 

0,5m 14 110 dias após 

plantio 

Nova Mutum Centro TMG - FT3179 0,5m 11.2 110 dias após 

plantio 

 

Os parâmetros utilizados foram de acordo com o uso padrão de cada fazenda. A 

padronização se deu apenas nos tratamentos aplicados. 

Fonte: Do autor (2023). 

 

As coletas de amostras compostas de solo e de raízes foram formadas por cinco amostras 

simples por parcela, desprezando a borda do talhão. As coletas ocorreram nos dias zero (antes 

da semeadura), 60 (correspondente ao estádio R1) e no momento da colheita (correspondente 

ao estádio R8), na safra 2021/2022. As coletas de material vegetal e solo foram conservadas em 

caixa de isopor até chegar ao laboratório para análise. 

Uma alíquota de 100 cm³ de solo e o peso de todas as raízes de cada amostra composta 

foi utilizada para extração dos nematoides P. brachyurus. A densidade total dos nematoides foi 

calculada em função de 100 cm³ de solo e do número por grama de raízes. Para determinar a 

flutuação populacional de P. brachyurus, foram extraídos os nematoides pelos métodos de 

flotação de centrífuga em solução de sacarose, conforme Jenkins (1964) e o método de extração 

de nematoides de raiz conforme Coolen e D’Herde (1972), com modificações. Não foi 

adicionado o caulim em pó no processo de centrifugação. Por fim, a produtividade líquida 

(kg/ha) da soja, o peso por mil grãos (PMG) e o número de grãos por vagem (NGV) em cada 

um dos experimentos foram estimados.  

2.5 Desenho experimental e análises estatísticas  

Os experimentos de campo foram conduzidos em blocos casualizados com seis 

repetições por tratamento. Para todas as análises, foram realizados o teste de normalidade de 
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Shapiro-Wilk e o teste de hipótese com teste F para igualdade de variâncias usando o software 

Sigma Plot. Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), e para os efeitos 

significativos as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<5%), utilizando o programa 

Sisvar (Build 72) (FERREIRA, 2008). 

 

3 RESULTADOS 

3.1 Sumarização de dados e coleta de amostras 

 

Com o levantamento realizado, observou-se uma ampla gama de variedade dos produtos 

comerciais usados como inóculo inicial (FIGURA 2), havendo predominância do produto 

Biobaci (12,1%); da Cepa do próprio produtor (11,3%) e da Cepa da Embrapa (10,5%). Foi 

possível perceber que questões como preço do inóculo, indicação de outros produtores e 

comodato com empresas que forneciam equipamentos para a multiplicação influenciaram na 

escolha por determinado produto. 

O mesmo critério de escolha também predominou para escolha do meio de cultura 

utilizado no processo de multiplicação do inóculo, no entanto com um número reduzido de 

produtos (FIGURA 3). Foi possível determinar uma dominância do meio de cultura Multibacter 

(42,34%); seguido por Agropaccelli (20,16%) e Solubio (9,7%). No Apêndice C é possível 

consultar os meios de cultura e seus fabricantes. 
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Figura 2 - Levantamento dos produtos adotados pelos produtores de Soja no Estado do Mato 
Grosso, nas regiões Centro, Centro Oeste, Norte, Centro Norte e Sudeste, na 2ª 
safra  2019/20 e safra 2020/21, e usados como inóculo inicial para multiplicação 
on farm. Os produtos que apresentaram maior adesão foram o Biobaci (12,1%); 
Cepa própria (11,3%) e Cepa da Embrapa (10,5%). 

 

 

Fonte: Do autor (2023) 

 

Figura 3 - Levantamento dos tipos de meio de cultura adotados pelos produtores de Soja no 

Estado do Mato Grosso, nas regiões Centro, Centro Oeste, Norte, Centro Norte e 

Sudeste, na 2ª safra2019/20 e safra 2020/21, usados na multiplicação on farm. Os 

produtos que apresentaram uma maior adesão foram o Multibacter (42,34%); 

Agropaccelli (20,16%) e Solubio (9,7%) 
 

 

Do autor (2023). 
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As principais variáveis qualitativas levantadas durante o período de sondagem e coleta 

das amostras, na 2ª safra 2019/20, e na safra 2020/21, podem ser consultadas no Apêndice D.  

 

3.2 Quantificação de células 

 

Os melhores produtos comerciais na quantificação de BE foram: 186 e 161, seguido dos 

produtos 178, 116, 117, 159, 119,118 e 160, com valores médios variando entre 5,62x108 a 

8,12x108 e 3,02x108 a 4,07x108 UFC mL-1, respectivamente. Já para os produtos fermentados, 

os que apresentaram melhores resultados foram: 153 e 187, seguidos por 159, 117, 125, 119 e 

192, com média de UFC mL-1 variando entre 6,02x108 e 8,51x108 e 3,01x108 a 3,71x108 UFC 

mL-1, respectivamente.  

Em relação aos produtos comerciais com pior quantificação de BE tiveram destaque 

o 141 e 182, seguidos dos produtos 170 e 168, com média de 3,01x102 e 4,89x102 UFC mL-

1, respectivamente. Neste mesmo quesito, os produtos fermentados com pior desempenho 

foram os 150 e 149 com média de 1,0x103 UFC mL-1, seguidos por 106, 104, 179, 170, 113, 

111, 166, 110, 128, 135, 140, 127, 154, 102, 148, 143, 168, 133, 163, 108, 51, 145, 131, 126, 

146, 181 e 114, com média variando entre 3,01x103 e 5,37x103 UFC mL-1.  

 

3.3 Avaliação da eficiência de produtos de fermentação on farm e comerciais na 

penetração de Pratylenchus brachyurus em soja em casa de vegetação. 

 

Ao avaliar o teste de eficiência, não houve significancia entre a amostra e natureza (p = 

0,3967), o que significa que a redução de penetração independeu de o produto ter origem 

comercial ou de fermentação on farm. Ao comparar apenas a natureza das amostras 

(Fermentado ou Comercial) também não houve efeito significativo (p = 0,7343). Houve 

diferença significativa entre as amostras apenas para a variável penetração de nematoides (CV 

43,22%). Quatro amostras, 22, 19, 20 e 17, apresentaram maior controle, com porcentagem de 

penetração variando de 3,67 a 34,5%. Nas amostras com os produtos 11, 13 e 15 foram 

observados aumento de até 110% na penetração de nematoides nas raízes (FIGURA 4). Para as 

variáveis de peso fresco da raiz (média de 0,65 a 0,89, CV 25%), peso fresco da parte aérea 

(0,59 a 0,75, CV 18,4%) e peso seco da parte aérea (0,11 a 0,17, CV 22%) não houve diferença. 

 

 



47 

 

 

Figura 4 - Teste de eficiência no controle penetração de P. brachyurus (%) em soja realizado 

com os produtos fermentados e seus respectivos produtos comerciais.  

 

Do autor (2023). 

 

3.4 Validação em campo 

 

 Na Tabela 3 estão apresentados os diferentes efeitos entre os tratamentos nas variáveis 

estudadas. 
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Tabela 3 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre o número de grãos por vagem (NGV), Peso 

de mil grãos (PMG) e produtividade (PROD.) MT 2021.  

 Área 1- Campo Novo do Parecis 
(CNP) 

(Cultivar Nidera 7901) 

Área 2 - Campo Verde (CV) 
(Cultivar Desafio) 

Área 3 - Nova Mutum (NM) 
(Cultivar TMG - FT3179) 

Trat NGV PMG PROD NGV PMG PROD NGV PMG PROD 

T1- testemunha 135,3aª 169,87a 33,44a 151,00a 187,58ab 47,74a 202,17a 122,99b 23,67ª 

T2 – comercial 
Rizos 

147,00a 166,87a 35,54a 180,17ª 182,09ab 49,08a 198,00a 156,5a 20,51ª 

T3 – fermentado 

Rizos sem 

controle 
temperatura 

142,66a 165,52a 40,79a 152,33ª 171,02b 49,94a 188,50a 151,84a 23,36ª 

T4- fermentado 

Rizos com 

controle 
temperatura 

147,33a 166,29a 35,89a 155,67ª 189,00a 50,13a 198,33a 152,91a 26,25ª 

T5 - fermentado 
por meio do 

sistema fechado 

da Solubio. 

136,17a 172,17a 33,45a 153,33ª 188.67ab 50,37a 227,67a 154,99a 26,28ª 

 

Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p ≤ 

0, 05). PROD - Produtividade - sc/ha; PMG - Peso de mil grãos (g); NVG – Numero de grãos por 

vagem (unid.) 

Fonte: Do autor (2023). 

 

 Para a variável NVG, nenhuma das áreas apresentou diferença entre os tratamentos 

(p>0,05).  

 Para o Peso de Mil Grãos (PMG), na área CNP não houve diferença entre os seus 

tratamentos, embora foi possível perceber discreto aumento de 1,4% no fermentado por meio 

do sistema fechado da Solubio, e uma perda de 2,56% no fermentado Rizos sem controle 

temperatura.  

 O experimento realizado na área CV expressou diferença entre seus tratamentos em 

relação a variável PMG (p≤ 0,05). A testemunha, o comercial Rizos e o fermentado por meio 

do sistema fechado da Solubio não diferiram entre si, mas apresentaram diferença quanto ao 

fermentado Rizos sem controle temperatura, com uma redução de 8,33%, e ao fermentado 

Rizos com controle temperatura, com aumento de 0,8% em relação à testemunha.  

 Para a área NM, apenas a testemunha apresentou diferença em relação aos demais 

tratamentos, que tiveram aumento variando de 23,4 (fermentado Rizos sem controle 

temperatura) a 27,25% (comercial Rizos) no peso de mil grãos. 

 Por fim, quanto à produtividade, nenhuma das três áreas apresentaram diferença entre 

seus tratamentos. Embora o tratamento fermentado Rizos sem controle temperatura tenha 

apresentado um acréscimo de 22% na sua produtividade líquida, na área CNP. Nas áreas 2 e 

3, o fermentado por meio do sistema fechado da Solubio. demonstrou um aumento de 5,5% e 



49 

 

11%, respectivamente. 

 Com relação a variação da população de P. brachyurus (FIGURA 5), nas três áreas 

experimentais a população inicial, ao zero dia, foi muito baixa. Com exceção da área CV, que 

apresentou uma pequena população na sua testemunha, diferindo dos demais tratamentos da 

área (p<0,05). 

 

Figura 5 - Representação gráfica da flutuação da população do Pratylenchus brachyurus 

(Densidade populacional) ao zero dia (0), 60 dias e na colheita (120 dias 

aproximadamente), nas 3 áreas avaliadas (Solo + raiz). A - Campo Novo do 

Parecis; B - Campo Verde; C- Nova Mutum. Médias seguidas de mesma letra, na 

mesma coluna, não diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p ≤ 0, 05). 

(T1). Testemunha com água; (T2) Produto Comercial Rizos; (T3) Produção do 

fermentado Rizos em caixa d'água sem controle de temperatura; (T4) Produção do 

fermentado Rizos em caixa d'água com controle de temperatura a 30 °C + 2 ºC; 

(T5) Produção de fermentado por meio do sistema fechado da Solubio. 

 

 

Do autor (2023) 

 

Aos 60 dias, os 3 experimentos apresentaram um comportamento diferente. Na área A 

- CNP, a população de nematoides, de todos os 5 tratamentos apresentou um grande aumento, 

de forma que não houve diferenciação entre eles. Na área B - CV, com exceção da testemunha, 

que se manteve estável, os demais tratamentos também tiveram um aumento na população, 

diferindo entre eles. O fermentado Rizos sem controle temperatura teve o maior aumento aos 
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60 dias, seguido dos tratamentos comercial Rizos, fermentado Rizos com controle temperatura 

e fermentado por meio do sistema fechado da Solubio, e por fim a testemunha. Já na área NM, 

a Testemunha se diferenciou dos demais tratamentos, apresentando significativo aumento da 

população de P. brachyurus.  

 Por fim, na colheita, aos 120 dias pós plantio, as áreas CNP e NM não apresentaram 

diferença entre os tratamentos quanto a densidade populacional. Já na área CV, o tratamento 

comercial Rizos mostrou um acréscimo significativo na sua população de nematoides, seguido 

pelos tratamentos testemunha, fermentado Rizos com controle temperatura e fermentado por 

meio do sistema fechado da Solubio, e por fim do fermentado Rizos sem controle temperatura, 

com a menor população na fase da colheita.  

 No entanto, ao comparar cada tratamento de forma isolada com a testemunha (FIGURA 

6), podemos ver que existe uma diferença (p<0,05) entre a testemunha e os tratamentos 

fermentado Rizos com controle temperatura e fermentado por meio do sistema fechado da 

Solubio. na área experimental de CNP. 
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Figura 6 - Comparação entre a testemunha e os demais tratamentos aplicados no ensaio de 

campo da área de Campo Novo do Parecis para população de P. brachyurus. (T1) 

Testemunha com água; (T2) Produto Comercial Rizos; (T3) Produção do 

fermentado Rizos em caixa d'água sem controle de temperatura; (T4) Produção do 

fermentado Rizos em caixa d'água com controle de temperatura a 30 °C + 2ºC; (T5) 

Produção de fermentado por meio do sistema fechado da Solubio. Médias seguidas 

de mesma letra, na mesma coluna, não diferem entre si, de acordo com o teste de 

Tukey (p ≤ 0, 05). 

 

Do autor (2023). 

 

Para a área de Campo Verde não houve diferença entre a testemunha e os demais 

tratamentos (FIGURA 7).  
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Figura 7: Comparação entre a testemunha e os demais tratamentos aplicados no ensaio de 

campo da área de Campo Verde para população de P. brachyurus.. (T1) Testemunha 

com água; (T2) Produto Comercial Rizos; (T3) Produção do fermentado Rizos em 

caixa d'água sem controle de temperatura; (T4) Produção do fermentado Rizos em 

caixa d'água com controle de temperatura a 30 °C + 2ºC; (T5) Produção de fermentado 

por meio do sistema fechado da Solubio. Médias seguidas de mesma letra, na mesma 

coluna, não diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p ≤ 0, 05). 

 
Do autor (2023) 

 

Ao compararmos a testemunha com os demais tratamentos, na área de Nova Mutum, 

apenas foi possível perceber diferença com o comercial Rizos. Já na comparação com o 

fermentado Rizos sem controle temperatura, não foi possível observar as premissas 

estatísticas no teste F (FIGURA 8). 

 

Figura 8 - Comparação entre a testemunha e os demais tratamentos aplicados no ensaio de 

campo da área de Nova Mutum para população de P. brachyurus (T1) Testemunha 
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com água; (T2) Produto Comercial Rizos; (T4) Produção do fermentado Rizos em 

caixa d'água com controle de temperatura a 30 °C + 2ºC; (T5) Produção de 

fermentado por meio do sistema fechado da Solubio. Médias seguidas de mesma 

letra, na mesma coluna, não diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p ≤ 0, 

05). 

 

Fonte: Do autor (2023). 

 

4 DISCUSSÃO 

 

Dos produtos analisados, três (117, 119 e 159) se mantiveram com a melhor 

quantificação de BE, tanto no produto comercial como no fermentado. Os 3 produtos, apesar 

de apresentarem origem comercial diferente (Rudder, cepa de especificação de referência da 

Embrapa e Bacillus amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600, Nemacontrol, Simbiose), 

possuem sua formulação baseada na espécie Bacillus amyloliquefaciens. Como não foi 

realizada uma análise total dos microrganismos a nível molecular, através do gene 
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ribossomal 16S não há como inferir sobre qualidade e/ou sucesso da multiplicação.  

Vários fatores estão envolvidos diretamente no processo de multiplicação, podendo 

impactar os resultados, tanto de forma positiva como negativa (FLORÊNCIO et. al., 2022).  

Desde a qualidade do produto usado como inóculo inicial, das condições que enfrenta do 

momento que sai da fábrica até chegar nas mãos do produtor, a forma de armazenamento a 

qual é submetida e a dosagem utilizada para iniciar o processo de multiplicação  

O sistema de produção, como um todo, também está diretamente relacionado ao sucesso 

deste processo. E nele temos inúmeras variáveis interferindo, além da qualidade do inóculo 

inicial, como o tipo de tanque de armazenamento, sistema de aeração, o meio de cultura 

utilizado, controle de temperatura, pH, tempo de batelada, dose utilizada e condições de 

assepsia. O fato de o sistema de produção on farm não ser estéril, ao adicionar a fonte de 

microrganismo alvo, haverá a presença de diversos outros provenientes da água, do ar, do 

açúcar, do antiespumante e do próprio meio de cultura. A esterilização é um processo, físico ou 

químico, que elimina as formas de vida vegetativas e esporuladas. A presença de uma única 

célula de um microrganismo contaminante pode ser suficiente para garantir sua multiplicação 

em taxas, algumas vezes, maior que a do microrganismo alvo, colocando a perder todo um lote 

do produto (SCHMIDELL et al., 2001), e gerando assim um produto sem efeito agronômico e 

com contaminantes que podem representar riscos para humanos.  

O gênero Bacillus encontra-se praticamente em todos os ambientes, com 

multiplicação em temperatura ótima entre 25 e 37 °C.  Quanto ao pH, suporta também valores 

extremos, podendo crescer entre um pH 2 a 10. Essa heterogeneidade constitui ampla 

variedade de nichos ecológicos em que as espécies de Bacillus são capazes de ocupar e 

diferentes substratos que podem ser utilizados no seu crescimento (LOGAN, 2009; 

ROONEY et al., 2009). Limitações de nutrientes resultam na iniciação de diferentes 

estratégias de adaptação bacteriana, entre elas a esporulação (BURKHOLDER e 

GROSSMAN, 2014; PEREGO e HOCH, 2014). 

Dos produtos analisados, dois (168 e 170) apareceram com baixa quantificação de 

BE, tanto nos produtos comerciais como nos fermentados. Ambos de origem distinta 

(AMTEC e Biobaci), mas oriundos da espécie B. subtilis.  

Não existe um padrão mínimo entre a produção das amostras que permita afirmar o 

que pode estar interferindo no processo para um maior ou menor número de unidades 

formadoras de colônias. Em geral, nos processos de fermentação foi observado que as 

instalações dos tanques de multiplicadores não possuem a condição necessária para garantir 

um ambiente livre de contaminação, com aberturas que permitem o contato com o meio 
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externo, ou sem o uso devido de tampas. Os meios de cultura e tanques usados na 

multiplicação, em sua maioria, também não são submetidos a processos de esterilização, 

concordando com resultados encontrados no trabalho de Valicente, et al. (2018). Todos esses 

fatores podem contribuir para o crescimento de organismos contaminantes, dando condições 

para que estes tenham um crescimento ainda mais agressivo do que o microrganismo de 

interesse do produtor (VALICENTE, et al., 2018).  

Um fator importante a ser considerado é o número de células endosporogênicas desses 

produtos fermentados. Mesmo com as condições não sendo favoráveis e com a presença de 

possíveis contaminantes, muitos produtos mostraram uma concentração de células 

endosporogênicas elevada.  

Na fase de endósporo, o microrganismo tem sua atividade reduzida, sendo 

considerada uma fase de repouso, mas apresentam uma maior resistência. Quando expostas 

a uma temperatura de 60 ºC, as células vegetativas podem ser destruídas em um tempo menor 

que 1 minuto. Os esporos podem resistir a 121 °C por vários minutos. Isso pode ser devido a 

aspectos intrínsecos, desidratação e mineralização, pois os esporos necessitam de íons 

minerais na sua formação, como cálcio, que podem ajudar na sua resistência térmica 

(MASSAGUER, 2005).  

Ao fim da fase vegetativa, a escassez dos nutrientes do meio de cultura, entre outros 

fatores, induz o início da esporulação. Múltiplos fatores podem desencadear a diferenciação 

de células vegetativas em endósporos a partir de mudanças estruturais e metabólicas, no 

momento em que o microrganismo esporulante se encontra em condições adversas, como 

esgotamento de nutrientes, alta composição mineral, pH neutro, temperatura, alta densidade 

ou ainda no final da fase exponencial (MASSAGUER, 2005; CARBALLIDO LÓPEZ; 

FORMSTONE, 2007; SELLA S.R., et al, 2014).  

Os endósporos são resistentes a fatores ambientais, quando comparado com as células 

vegetativas, sendo este um fator importante para o desenvolvimento de produtos comerciais 

(ONGENA e JACQUES, 2008; YAN et al., 2011, YU et al., 2011).  

A estrutura e composição química dos esporos de Bacillus diferem consideravelmente 

de células vegetativas. Essas diferenças, em grande parte, explicam as propriedades únicas 

de resistência do esporo ao meio ambiente, estresses ambientais, incluindo calor, radiação, 

desinfetantes e esterilizantes. O esporo dormente pode sobreviver por longos períodos de 

tempo, mesmo em estado hidratado (SETLOW, P. I., 2007; LEGGETT et al. 2012).  

Quando temos uma predominância de uma bactéria com células totais, não podemos 

afirmar com segurança que o que tem no fermentado não seja contaminante, se não foi dado 
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condições para que ela esporulasse, ou simplesmente o tempo de fermentação não permitiu 

que a bactéria atingisse a curva de esporulação. Isso interfere diretamente na capacidade desse 

produto fermentado ser ou não eficiente quanto ao organismo alvo, levando em consideração 

apenas o número de células. O que vai de fato determinar a eficiência deste produto é se ele 

consegue, e quanto, reduzir os danos causados pelo patógeno. A forma para fazer essa 

determinação correta é por uma técnica molecular como o PCR quantificativo, conforme 

realizado por Nunes et al. (2023). 

 Como não houve diferença entre os produtos fermentados e comerciais, podemos 

sugerir que existe algum outro fator, além do número de células, que está interferindo na 

penetração dos nematoides nas raízes, até mesmo os distintos mecanisos de ação que podem 

estar envolvidos nesse processo. Além disso, na fermentação pode haver bactérias 

endosporogênicas como contaminantes atuando também na penetração do P. brachyurus na 

raíz, mas esta característica não foi reprodutível, conforme pode ser observado na Figura 5. 

Para um mesmo produto comercial como o Bacillus subtilis CNPSo 2657 (Vult, Tacto 

Biotecnologia e Agropecuária Ltda), foram obtidos fermentados com redução de penetração em 

todos os grupos de eficiência de redução de penetração, a saber, no de baixo, médio e até no 

grupo que aumentou a penetração do namtoide nas raízes de soja.  

As bactérias possuem a capacidade de recrutar outras através do quorum sensing e, 

mesmo bactérias não pertencentes à mesma espécie pode participar de uma mesma atividade 

(KALAMARA et al., 2018), como por exemplo a formação de biofilme (MARTINS et al., 

2018), que vai atuar na proteção da raíz contra esses fitonematoides. 

A capacidade de redução de penetração do nematoide obtido em algumas 

fermentações pode ser resultado das substâncias voláteis. Bacillus produzem substâncias 

voláteis com atividade nematicida ou de repelência contra nematoides (CHEN et al., 2022), 

além de produzirem enzimas hidroliticas e induzirem resistência no hospedeiro.  

As penetrações de P. brachyurus variaram de 3,0 a 110,8% quando comparadas à 

testemunha (Figura 5). Para M. incognita, o esperado de redução de penetração para plantas 

tratadas com Bacillus megaterium é de 40% (PADGHAM e SIKORA, 2007) mas até onde 

buscamos não foram encontrados valores de redução da penetração de P. brachyurus 

mediado por nematicidas como os produtos à base de Bacillus. Na verdade, a redução de 

penetração pode ser o resultado da ação tóxica direta, da indução de resistência sistêmica ou 

colonização radicular. Essa colonização da bactéria no sistema radicular da planta reduz em 

até 60% a migração do nematoide para a rizosfera e seus metabólitos reduziram em 60% a 

eclosão de ovos (PADGHAM e SIKORA, 2007).  
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Analisando a variável produtividade, não houve diferença estatística entre os 

tratamentos de nenhum dos 3 ensaios montados. Em todas as áreas onde foram conduzidos os 

ensaios, a produtividade foi bem inferior a 62 sacas por hectare que é a média obtida no estado 

do Mato Grosso. Portanto, além da presença de P. brachyurus, conforme histórico das áreas, 

outros fatores podem estar contribuindo para redução da produtividade de plantas como fungos 

de solo, compactação de solo e estresse hídrico. Na verdade, estes fatores também estão 

relacionados com o aumento dos danos dos nematoides (DIAS-ARIEIRA et al., 2021).  

 Em relação à densidade da população do nematoide, a população inicial relatada foi 

muito baixa em todas as áreas, e aumentou em todos os tratamentos nas amostragens aos 60 

dias após o plantio e na colheita, mas esse aumento aconteceu de forma diferente de acordo 

com a área considerada e o tratamento (Figura 6).  O que pode ser um efeito de reboleiras com 

maior ou menor favorabilidade ao desenvolvimento do nematoide (FREITAS et al., 2019), ou 

ainda decorrente do próprio desenvolvimento da cultura com um maior sistema radicular. A 

redução significativa observada foi aos 60 dias para a área de Nova Mutum e apesar da curva 

menos acentuada de progresso da população para o tratamento com o produto comercial, não 

houve diferença significativa entre os tratamentos.  Esta variação no desempenho dos 

tratamentos pode estar relacionada aos fatores abióticos, como altas temperaturas e baixa 

disponibilidade de água, onde restringem o desenvolvimento das plantas, reduzindo a oferta de 

raízes para a alimentação e reprodução desses microrganismos e, consequentemente, a redução 

da sua densidade populacional (SOUZA JUNIOR 2020). 

Para uma das áreas de estudo (Campo Novo dos Parecis), o solo era de textura mais 

arenosa dentre todas as áreas do estudo. Esta propriedade por si só já torna a soja mais 

vulnerável ao parasitismo por P. brachyurus, sobretudo em anos com má distribuição de chuvas 

(DIAS et al., 2007).  

Outro fato interessante a ser observado é que ainda há poucas cultivares de soja (BRIDA 

et al., 2016) e híbridos de milho e até planta daninha, como o capim amargoso, (MATIAS et 

al., 2018) com baixo fator de reprodução para nematoide das lesões. Ou seja, a população do P. 

brachyurus que já aumentou na safra, que se faça uma segunda safra ou a área esteja a mercê 

das plantas invasoras que apareçam, tenderá a aumentar e os danos na segunda cultura podem 

ser ainda maiores, conforme vem sendo observado ano após ano por OLIVEIRA et al. (2022) 

em vários municípios do Mato Grosso.  

Outro fator que pode estar contribuindo para uma variação no progresso do nematoide 

é o reconhecimento da importância de realizar o manejo adequado das lavouras (INOMOTO e 

ASMUS, 2010) mas nem sempre o uso exclusivo do produto a base de uma espécie pertencente 
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ao gênero Bacillus pode resultar em controle da população do nematoide (HIGAKI E ARAÚJO, 

2012). 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Foi possível observar variação na comunidade de bactérias endosporogênicas nos 

produtos avaliados. Houve redução multiplicação populacional e na penetração do nematóide 

das lesões (Pratylenchus brachyurus) nas raízes de soja com o uso dos produtos comerciais e 

na produção on farm. Os produtos B. methylotrophicus UFPEDA20 e B. amyloliquefaciens 

simbi bs 10 cct 7600 garantiram menor penetração de nematoides. A produtividade obtida nos 

experimentos de campo não foi satisfatória. Apesar da variação na eficiência de redução na 

penetração do nematóide das lesões (Pratylenchus brachyurus) na produção on farm feita em 

diferentes condições de cultivo, a multiplicação pode levar a redução na população do 

nematóide. 
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APÊNDICE A 

 

Tabela 1. Quantificação de Unidades Formadoras de Colônias (UFC mL-1) de bactérias 

endosporogênicas nos produtos fermentados e comerciais analisados 

(Contínua). 
   Fermentado Comercial 

Amostra Produto comercial Microrganismo Média Erro 

padrão 

Scott 

Knott 

Média Erro 

padrão 

Scott 

Knott 

1 Vult Bacillus subtilis cnpso 2657 4.44 0,05 i 5.23 0,02 I 

3 Biobaci B. subtilis 4.40 0,07 i 5.19 0,02 I 

4 Biobaci B. subtilis 5.00 0,04 h 5.16 0,02 I 

8 Cepa Própria B. subtilis 4.14 0,07 j 5.83 0,03 G 

12 Cepa Própria B. subtilis 4.0 0,00 j 5.83 0,06 G 

13 Biobaci B. subtilis 5.0 0,00 h 6.04 0,04 F 

53 Sem registro B. amyloliquefaciens 5.72 0,04 f 5.0 0,00 J 

60 Serenade B. subtilis 5.32 0,02 g 5.31 0,04 I 

100 Bio Raiz B. amyloquefacens 4.51 0,03 i 7.48 0,00 D 

101 Bio Hidric B. aryabhattai 7.74 0,07 c 5.48 0,00 H 

102 Bio Raiz B. subtilis 3.48 0,00 k 7.48 0,00 D 

103 Bio Mega B. megaterium 6.48 0,00 e 7.48 0,00 D 

104 Bio Mega B. megaterium 3.48 0,00 k 7.48 0,00 D 

105 Bio Mon Sem descrição 7.67 0,06 c 7.67 0,06 D 

106 Bio Raiz B. subtilis 3.48 0,00 k 7.57 0,03 D 

107 Bio Hidric B. aryabhattai 6.51 0,03 e 6.64 0,06 E 

108 BioAction B. megaterium 3.57 0,05 k 4.54 0,03 K 

109 Biobaci B. subtilis 6.48 0,00 e 4.565 0,05 K 

110 Cepa própria B. aryabhattai 3.48 0,00 k 5.51 0,03 H 

111 Cepa Própria B. megaterium 3.48 0,00 k 5.54 0,06 H 

112 Cepa Própria B. subtilis 5.48 0,00 g 3.48 0,00 M 

113 EMBRAPA B. ariabhattai 3.48 0,00 k 3.48 0,00 M 

114 EMBRAPA B. megaterium 3.73 0,10 k 4.51 0,03 K 

115 EMBRAPA B.subtilis 7.54 0,06 d 7.61 0,03 D 

116 Presence B. subtilis/ licheniforms 7.48 0,00 d 8.57 0,03 B 

117 Nemacontrol B. amyloliquefaciens 8.48 0,00 b 8.48 0,00 B 

118 EMBRAPA B. methilotropicus 7.51 0,03 d 8.48 0,00 B 

119 EMBRAPA B. amyloliquefaciens 8.48 0,00 b 8.48 0,00 B 

120 EMBRAPA B. megaterium 6.48 0,00 e 7.54 0,06 D 

121 EMBRAPA B.subtilis 5.48 0,00 g 7.54 0,00 D 

122 EMBRAPA B. methilotropicus 7.48 0,00 d - - - 

123 EMBRAPA B.subtilis 7.57 0,05 d 7.48 0,00 D 

124 EMBRAPA B. ariabhattai 7.48 0,00 d 7.48 0,00 D 

125 EMBRAPA B. megaterium 8.48 0,00 b 7.54 0,06 D 

126 Vult Bacillus subtilis cnpso 2657 3.63 0,08 k 6.57 0,05 E 

127 Biobaci B. subtilis 3.48 0,00 k 4.83 0,03 J 

128 Biobaci B. subtilis 3.48 0,00 k 4.925 0,03 J 

129 Bior M B. megaterium 4.66 0,07 i 3.77 0,10 L 

130 Rudder B. amyloliquefaciens 4.48 0,00 i 5.95 0,00 F 

131 Vult Bacillus subtilis cnpso 2657 3.6 0,00 k 5.48 0,00 H 

132 Biobaci B. subtilis 5.56 0,00 g 5.54 0,06 H 

133 Biobaci B. subtilis 3.51 0,08 k 4.57 0,05 K 

134 Vult Bacillus subtilis cnpso 2657 5.48 0,00 g 5.91 0,04 F 

135 Rudder B. amyloliquefaciens 3.48 0,00 k 5.54 0,03 H 

136 Vult Bacillus subtilis cnpso 2657s 4.51 0,03 i 5.765 0,03 G 

137 Rudder B. amyloliquefaciens 4.48 0,00 i 5.51 0,03 H 

138 Bioma Fx B. subtillis 4.48 0,00 i 7.48 0,00 D 

139 Sem registro B. subtillis 5.595 0,05 f 3.48 0,00 M 

140 Sem registro B. subtillis 3.48 0,00 k 3.48 0,00 M 

141 Sem registro B. amyloliquefaciens 5.75 0,05 f 2.48 0,00 O 

142 Zuppa Max B. subtillis 3.91 0,02 j 6.51 0,03 E 

143 Zuppa Max BT B. megaterium 3.51 0,03 k 6.59 0,06 E 

144 Biosphera B. subtillis 4.48 0,00 i 7.63 0,11 D 

145 Rudder B. amyloliquefaciens 3.57 0,05 k 6.51 0,03 E 
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Tabela 1. Quantificação de Unidades Formadoras de Colônias (UFC mL-1) de bactérias 

endosporogênicas nos produtos fermentados e comerciais analisados 

(Conclusão). 
   Fermentado Comercial 

Amostra Produto comercial Microrganismo Média Erro 

padrão 

Scott 

Knott 

Média Erro 

padrão 

Scott 

Knott 

146 Bacforce B. amyloliquefaciens 3.66 0,08 k 3.54 0,03 M 

147 Cepa Própria B. subtilis 4.48 0,00 i 3.82 0,05 L 

148 Cepa Própria B. amyloliquefaciens 3.48 0,00 k 5.26 0,03 I 

149 Cepa própria B. methylotrophicus 3.0 0,00 l 4.51 0,03 K 

150 Cepa própria B. licheniformis 3.0 0,00 l 7.48 0,00 D 

151 Bio Raiz B. subtilis 3.57 0,05 k 5.73 0,05 G 

152 Bio Mega B. megaterium 6.48 0,00 e 7.28 0,50 D 

153 Rizos B. subtilis 8.93 0,01 a 7.98 0,50 C 

154 Nemacontrol B. amyloliquefaciens 3.48 0,00 k 6.48 0,00 E 

158 Rizos B. subtilis 5.6 0,05 f 6.66 0,08 E 

159 Rudder B. amyloliquefaciens 8.57 0,03 b 8.48 0,00 B 

160 Vult Bacillus subtilis cnpso 2657 - - - 8.48 0,00 B 

161 Bio Raiz B. megaterium 4.85 0,04 h 8.76 0,04 A 

162 Bio Raiz B. licheniformis 6.77 0,06 d 5.57 0,05 H 

163 EMBRAPA B. amyloliquefaciens 3.54 0,03 k 3.64 0,06 L 

166 Biobaci B. subtilis 3.48 0,00 k 4.715 0,04 K 

168 AMTEC B. subtillis 3.51 0,03 k 2.69 0,06 N 

170 Biobaci B. subtilis 3.48 0,00 k 2.69 0,06 N 

173 Nemacontrol B. amyloliquefaciens 4.48 0,00 i 5.63 0,09 H 

175 Rudder B. amyloliquefaciens 5.51 0,03 g 7.54 0,06 D 

176 BioAction B. megaterium - - - 7.48 0,00 D 

177 Nao informado B. subtilis 6.48 0,00 e 6.57 0,05 E 

178 Nao informado B. methylotrophicus 7.70 0,07 c 8.61 0,08 B 

179 Biobaci B. subtilis 3.48 0,00 k 4.48 0,00 K 

181 Biobaci B. subtilis 3.7 0,09 k 4.54 0,03 K 

182 BioAction B. amyloliquefaciens 7.61 0,10 c 2.48 0,00 O 

186 Presence B.subtilis/ licheniforms 7.77 0,05 c 8.91 0,02 A 

187 Galleon Red B. subtilis 8.78 0,03 a 7.67 0,06 D 

188 Galleon Green B. amyloliquefaciens 5.67 0,04 f 5.95 0,05 H 

189 Galleon Write B. aryabhattai 4.39 0,13 i 4.48 0,00 K 

191 Onix. B. methylotrophicus 4.48 0,00 i 7.36 0,12 D 

192 Cepa Própria B. subtilis 8.48 0,00 b 4.63 0,09 K 

(1) Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, não diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% 

de probabilidade.  (2) Médias na base LOG10.  (3) CV (%) = 2.46 

Do autor (2023). 
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APÊNDICE B 

Tabela 2 - Identificação dos produtos biológicos coletados no estado do Mato Grosso durante 

a 2ª safra 2019/20 e a safra 2020/21. 

Código Produto Ingrediente ativo Fabricante Classe 

1 Amtec Bacillus subtilis Agrobiológica - 

 Bac force    

2 Bio hidric B. arybhattai - - 

3 Bio Mega    

4 Bio Mon    

5 Bio Raiz    

6 Bioaction subtillis Bacillus subtilis Biosphera Agro solutions - 

7 Biobac® Bacillus subtilis Y1336 UPL do Brasil Fungicida, bactericida e 

Nematicida microbiológico 

8 Bioimune® Bacillus subtilis BV02 Grupo Vittia Fungicida e bactericida 

Microbiológico 

9 Bioma fx Bacillus subtillis Bmf organicos Aditivo para compostagem 

10 Biomon - - - 

11 Biosphera    

12 Cepa própria  Produtor  

13 Compofix a Bacillus arybhattai  - - 

14 Embrapa Bacillus subtilis 715 - - 

15 Fertbokashi Extrato de levedura  Fertilizante 

16 Galleon  Vector control - 

17 Inocular Bacillus subtilis Inocular soluções biológicas - 

18 Não informado    

19 Nemacontrol Bacillus amyloliquefaciens simbi bs 10 

cct 7600 

Simbiose Fungicida e 

Nematicida microbiológico 

20 No-nema Bacillus amyloliquefaciens bv03 Grupo vittia Nematicida e fungicida 

microbiológico 

21 Onix® 
 

Bacillus methylotrophicus 
UFPEDA20 

Lallemand Nematicida microbiológico 

22 Panta premium Bacillus subtilis cepa ufmt pant001 Geoclan Inoculante promotor de 

crescimento 

23 Presence Bacillus subtilis fmch002(dsm32155) 

bacillus licheniformis 

fmch001(dsm32154) 

Fmc Nematicida microbiológico 

para tratamento de sementes 

24 Rizos® Bacillus subtilis 
UFPEDA 764 

Lallemand Nematicida microbiológico 
 

25 Rudder Bacillus velezensis Biotrop soluções biológicas 

ltda 

Fungicida e nematicida 

microbiológico 

26 Serenade Bacillus subtilis linhagem qst 713 Bayer s.a. Fungicida bactericida 

microbiológico 

27 Sem registro    

28 Vult Bacillus subtilis cnpso 2657 Tacto Biotecnologia e 

Agropecuária Ltda 

Nematicida microbiológico 

29 Xentari Bacillus thuringiensis, subsp. Aizawai Sumitomo chemical brasil 

indústria química s.a. 

Inseticida microbiológico de 

ação por ingestão 

 

Do autor (2023). 
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APÊNDICE C 

Tabela 3 - Identificação dos produtos biológicos coletados no estado do Mato Grosso durante 

a 2ª safra2019/20 e a safra 2020/21. 

Meio de cultura Fabricante 

Agropacceli  Agropacceli  

Bbv Bio Boa Vista 

Biofertility Biogen 

Customizado Padrão do produtor. 

Nutribac Sum 15 Fertech 

Fotossintese Fotossintese nutrição de planta e controle biológico 

Hilyses Icc Brazil 

Hubio BioPar 

MCM Amazon Bioquim  

Multibacter  Agrobiológica 

Não  informado - 

Nutribacter Rizosferars 

Sem registro - 

Sme - 

Solubio Solubio Tecnologias Agrícolas Onfarm 

Zuppa max Amdagro 

 

Fonte: Do autor (2023). 
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APÊNDICE D 

 

Tabela 4 - Variáveis qualitativas levantadas durante o período de sondagem e coleta das 

amostras, na 2ª safra 2019/20, e na safra 2020/21 (Contínua). 

 

Amostra 
Produto 

comercial 
Microrganismo 

Sistema de 

produção 
Método de esterilização 

Tempo 

cultivo 

Meio de 

cultura 

1 
Vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 

Tanque com 

aerador 
Fervura do meio 24 h Customizado 

10 

Vult 
Bacillus subtilis cnpso 

2657 

Tanque com 

aerador 

As caixas são lavadas com água 

e sabão e em seguida 

esterilizadas com iodo por 20 
minutos. 

48 h Nutribacter 

11 
Vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 
Inox Pastilha da multibacter 48 h Multibacter 

16 
Vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 
Inox Pastilhas de cloro 24 h Multibacter 

17 
Vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 
Inox Sabao e cloro 24 h Multibacter 

20 
Vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 

Caixa d'agua 
aeração 

Iodo 24 h Multibacter 

126 Vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 
Caixa 

d'água/Turbina Pastilha de cloro multibacter 24 h Multibacter 

131 Vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 
Caixa d'água, 

aerador Fertech (limpador alcalino/) 48 h  

134 Vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 
Caixa d'água, 

aerador iodo 1h 48 h SME 

136 Vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 Inox Pastilha de cloro multibacter 48 h Fotossíntese 

155 Vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 Inox Cloro 24 h Multibacter 

160 vult 

Bacillus subtilis cnpso 

2657 
caixa d'agua com 

aerador padrão multibacter 24 h Multibacter 

2 
Nemacontrol B. amyloliquefaciens 

caixa d'agua com 
aerador 

Pastilha de cloro e lava com 
sabão 

24 h Multibacter 

19 

Nemacontrol B. amyloliquefaciens 

Caixa d'agua com 
sistema de 

aereação. 

Iodo 48 h Sem registro 

117 Nemacontrol B. amyloliquefaciens Inox, Não informado 48 h 

ICC HilySes H 

(pó) 

154 Nemacontrol B. amyloliquefaciens 

Caixa d'água com 

aerador Não informado 48 h Fotossíntese 

173 Nemacontrol B. amyloliquefaciens 
Caixa d'água com 

aerador Não informado 48 h MCM 

15 Nonema B. amyloliquefaciens - - -  - 

3 

Biobaci B. subtilis 
caixas d’agua com 

aeradores 

Lava com detergente de 
cozinha. Estereliza o meio por 

fervura 

72 h Caseiro 

4 

Biobaci B. subtilis 
caixas d’agua, 

aerador 

Lava com detergente de 

cozinha. Estereliza o meio por 
fervura 

72 h Caseiro 

5 

Biobac B. subtilis 
caixas d’agua, 

aerador 

Desinfesta as caixas com 
hipoclorito 10%. Enxagua, 

enche água e multiplica 

novamente. 

72 h Caseiro 

13 

Biobaci B. subtilis 
Sistema 

Multibacter 

Lava sob pressão, esfrega com 
sabão de soda e depois passa 

jato sob pressão novamente. 

Completa a água, adiciona cloro 
da multibacter e deixa por 1 

hora. 

24 h Multibacter 

109 Biobaci B. subtilis (BV09) 

Sistema 

Multibacter Pastilha de cloro 24 h Multibacter 

127 Biobaci B. subtillis 

caixa d'água 

turbina Pastilha de cloro multibacter 24 h Multibacter 
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Tabela 4 - Variáveis qualitativas levantadas durante o período de sondagem e coleta das 

amostras, na 2ª safra 2019/20, e na safra 2020/21 (Contínua). 
 

Amostra 
Produto 

comercial 
Microrganismo 

Sistema de 

produção 
Método de esterilização 

Tempo 

cultivo 

Meio de 

cultura 

128 Biobaci B. subtillis 

Sistema 

Multibacter Pastilha de cloro multibacter 24 h Multibacter 

132 Biobaci B. subtillis 

Caixa d'água, 

venturi Pastilha de cloro multibacter 24 h Multibater 

133 Biobaci B. subtillis 
Caixa d'água, 

aerador iodo 1h 72 h Não informado 

166 Biobaci B. subtillis 
Caixa d'água, 

aerador Nao informado 48 h Multibacter 

170 Biobaci B. subtillis 

Caixa d'água, 

aerador Usa pastilha de cloro 24 h Multibacter 

179 Biobaci B. subtilis 

Caixa d'água 

Venturi Sabão e cloro 24 h Multibacter 

180 Biobaci B. subtilis 

Caixa d'água 

Venturi Sabão e cloro 24 h Multibacter 

181 Biobaci B. subtilis 

Sistema 

Multibacter 

Água e sabão,e uso da pastilha 

multibacter 24 h Multibacter 

183 Biobaci B. subtilis 
Caixa d'água 

Venturi Cloro e Sabão 24 h Multibacter 

109 Biobaci B. subtilis (BV09) 
Sistema 

Multibacter Pastilha de cloro 24 h Multibacter 

6 
fertbokashi  

Caixa d'água, 

aerador 

Para limpar a caixa após a 

produção ele usa iodo 
48 h Caseiro. 

 

7 
Xentari B. thuringiensis Caixa de água Iodo 48 h Nutribacter 

8 

 

Cepa Própria 
B. subtilis 

Fermentadores de 

inox 
esterilização por ozônio (meio) 48 h Caseiro 

12 
Cepa Própria B. subtilis 

Caixa de água e 
inox 

Água sanitária e pastilha 48 h Multibacter 

59 

Cepa Própria 
B. subtilis 

Caixa d' água e 
bomba de aeração 

Utiliza Iodo para a esterilização 
dos tanques 

24 h Multibacter 

147 Cepa Própria B. subtilis 

Caixa d'água com 

aerador Cloro 12 h Multibacter 

192 Cepa própria B. subtilis 

Caixa d'água, 

aerador pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

112 Cepa própria B. subtilis Caixa d'água Ácido Peracético 48 h Hubio 

52 

Cepa Própria 
B. megaterium 

Caixa d'água com 

aerador 
lava e passa iodo 48 h AgroPacceli 

111 Cepa própria B. megaterium Inox, Ácido Peracético 48 h Hubio 

148 Cepa Própria B. amyloliquefaciens 

Caixa d'água com 

aerador Cloro 24 h Multibacter 

193 Cepa própria B. amyloliquefaciens 

Caixa d'água, 

aerador pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

149 Cepa própria 

(Onix) 

B. methylotrophicus Caixa d'água com 

aerador 

Cloro 48 h Multibacter 

150 Cepa própria B. licheniformis Caixa d'água com 
aerador 

Cloro 48 h Multibacter 

110 Cepa própria B. aryabattae Caixa d'água Ácido Peracético 48 h Hubio 

9 
Rudder B. amyloliquefaciens 

Fermentadores de 
inox 

Pastilha da multibacter 48 h Multibacter 

21 

Rudder B. amyloliquefaciens 

Caixa d'agua com 

sistema de 

aeração 

Iodo 24 h Multibacter 

130 Rudder B. amyloliquefaciens 

Caixa d'água, 

aerador Fertech (limpador alcalino/) 48 h  

135 Rudder B. amyloliquefaciens 
Caixa d'água, 

aerador iodo 1h 48 h SME 

137 Rudder B. amyloliquefaciens Inox Pastilha de cloro multibacter 48 h Fotossíntese 

145 Rudder B. amyloliquefaciens 
Caixa d'água com 

turbina Iodo 48 h Nutribacter 

156 Rudder B. amyloliquefaciens 
caixa de inox com 

aerador Cloro 24 h Multibacter 

159 rudder B. amyloliquefaciens 

caixa d'agua com 

aerador Lavagem com sabao 24 h Multibacter 
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Tabela 4 - Variáveis qualitativas levantadas durante o período de sondagem e coleta das 

amostras, na 2ª safra 2019/20, e na safra 2020/21 (Contínua). 
 

Amostra 
Produto 

comercial 
Microrganismo 

Sistema de 

produção 
Método de esterilização 

Tempo 

cultivo 

Meio de 

cultura 

175 Ruder B. amyloliquefaciens 

Tanque com 

aeração nao informado 28 h Nutribacter 

14 
Rizos B. subtilis  

Lavagem das caixas com iodo 

após o uso 
48 h MSM 

18 

Rizos B. subtilis 

Caixa d'agua com 
sistema de 

aeração. 

Iodo 48 h Sem registro 

153 Rizos B. subtilis UFPEDA 

764 

Caixa d'água com 

aerador 

Nao informado 48 h Fotossíntese 

158 Rizos B. subtilis caixa d'agua com 

aerador 

Lavagem com sabao 24 h zuppa max 

172 Rizos B. subtilis UFPEDA 

764 

Caixa d'água com 

aerador 

nao informado 48 h MCM 

22 
Onix. B. methylotrophicus 

Caixa d'agua, 
aerador 

Iodo 24 h Multibacter 

51 
Onix. B. methylotrophicus 

Caixa d'água 
aerador 

lava e passa iodo 48 h AgroPacceli 

171 Onix B. metylotrophicos 

Caixa d'água com 

aerador nao informado 48 h MCM 

191 Onix B. metylotrophicos 

Caixa d'água, 

aerador pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

57 

Serenade B. subtilis 
Tanque 

multibacter 

Utiliza pastilha de cloro para 

desinfecção dos tanques e 
hidrosan para desinfetar a agua 

24 h Multibacter 

60 

Serenade B. subtilis 

Biorreator inox 

com sistema de 

aeração, 

Utiliza Iodo para a esterilização 
dos tanques 

36 h Caseiro 

53 

Sem registro 
B. amyloliquefaciens 

Caixa d'água 

aerador 
lava e passa iodo 48 h AgroPacceli 

54 

Sem registro 
B. aryabhattai 

Caixa d'água 

aerador 
lava e passa iodo 48 h AgroPacceli 

58 
Sem registro B. amyloliquefaciens 

Caixa d' água 
aeração 

Utiliza Iodo para a esterilização 
dos tanques 

24 h Multibacter 

139 Sem registro B. subtillis 

Caixa d'água 

aeração Cloro 48 h BBV 

140 Sem registro B. subtillis Caixa d'água Cloro e uv 48 h BBV 

141 Sem registro B. amyloliquefaciens Caixa d'água Cloro e uv 48 h BBV 

61 
Presence 

B. subtilis/ 
licheniforms 

Caixa d'água 
aeração 

Pastilha de cloro na água faz o 
descarte e coloca outra água 

24 h Multibacter 

116 Presence 

B. subtilis/ 

licheniforms 

Sistema 

Multibacter Pastilha de cloro 48 h Multibacter 

113 EMBRAPA B. ariabhattai Caixa d'água Pastilha de cloro 48 h Fertech 

124 EMBRAPA B. ariabhattai 

Caixa d'água, 

aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

114 EMBRAPA B. megaterium Caixa d'água Pastilha de cloro 48 h Fertech 

120 EMBRAPA B. megaterium 

Caixa d'água, 

aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

125 EMBRAPA B. megaterium 

Caixa d'água, 

aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

115 EMBRAPA B. subtilis Caixa d'água Pastilha de cloro 48 h Fertech 

121 EMBRAPA B.subtillis (715) 

Caixa d'água, 

aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

123 EMBRAPA B.subtillis (715) 

Caixa d'água, 

aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

165 EMBRAPA B.subtillis (715) 
Caixa d'água, 

aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

118 EMBRAPA B. methilotropicus 
Caixa d'água, 

aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

122 EMBRAPA B. methilotropicus 

Caixa d'água, 

aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

119 EMBRAPA B. amyloliquefaciens 

Caixa d'água, 

aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 

163 EMBRAPA B. amyloliquefaciens 

Caixa d'água, 

aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli 
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Tabela 4 - Variáveis qualitativas levantadas durante o período de sondagem e coleta das 

amostras, na 2ª safra 2019/20, e na safra 2020/21 (Conclusão). 

 
 

Amostra 
Produto 

comercial 
Microrganismo 

Sistema de 

produção 
Método de esterilização 

Tempo 

cultivo 

Meio de 

cultura 

101 Bio Hidric B. aryabhattai Sistema Solubio Ácido Peracético 24 h Solubio 

107 Bio Hidric B. aryabhattai Sistema Solubio Ácido Peracético 24 h Solubio 

 

167 AMTEC B. subtillis 
Caixa d'água, 

aerador Nao informado 48 h Caseiro 

168 AMTEC B. subtillis 

Caixa d'água, 

aerador Hipoclorito 48 h Caseiro 

169 AMTEC B. subtillis 

Caixa d'água, 

aerador água sanitária 53 h Multibacter 

184 Nao informado B. Subtilis 

Caixa d'água, 

Venturi Cloro e luz UV 48 h BBV 

185 Nao informado B. megaterium 

Caixa d'água, 

Venturi Cloro e luz UV 48 h BBV 

146 Bacforce B. amyloliquefaciens 
Tanque inox, 

venturi 
Hipoclorito/pastilha para 

piscina 48 h Não informado 

103 Bio Mega B. megaterium Sistema Solubio Ácido Peracético 24 h Solubio 

104 Bio Mega B. megaterium Sistema Solubio Ácido Peracético 24 h Solubio 

152 Bio Mega B. megaterium Sistema Solubio Ácido piracético 24 h SoluFarm Bac 

105 Bio Mon Sem descrição Sistema Solubio Ácido Peracético 24 h Solubio 

102 Bio Raiz B. subtilis Sistema Solubio Ácido Peracético 24 h Solubio 

106 Bio Raiz B. subtilis Sistema Solubio Ácido Peracético 24 h Solubio 

151 Bio Raíz B. subtilis Sistema Solubio Acido piracético 24 h SoluFarm Bac 

100 Bio Raiz B. amyloquefacens Sistema Solubio Ácido Peracético 24 h Solubio 

108 BioAction B. megaterium 
Sistema 

Multibacter Pastilha de cloro 24 h Multibacter 

176 Bioaction B. megaterium 
Tanque com 

aeração Não informado 28 h Nutribacter 

182 BioAction B. amyloliquefaciens 

Caixa d'água, 

venturi Cloro e Sabão 24 h Multibacter 

138 Bioma Fx B. subtillis 

Caixa d'água, 

aeração Biofor 24 h Biofertility 

129 Bior M B. Megaterium 

Caixa d'água, 

aerador Iodo 52 h Não informado 

162 Bio Raiz B. licheniformis biorreator de inox ácido piracetico 24 h Solubio 

161 Bio Raiz B. megaterium biorreator de inox ácido piracetico 24 h Solubio 

144 Biosphera B. subtillis Caixa d'água Iodo 48 h Nutribacter 

190 COMPOFIX A B. aryabhattai Caixa d'água cloro 48 h Multibacter 

188 Galleon Green B. amyloliquefaciens Caixa d'água iodo 12 h Agropacceli 

187 Galleon Red B. subtilis Caixa d'água iodo 12 h Agropacceli 

189 Galleon Write B. aryabhattai Caixa d'água iodo 12 h Agropacceli 

142 Zuppa Max B. subtillis Inox aeração Cloro e ozônio 24 h Não informado 

143 Zuppa Max BT B. megaterium Inox aeração Cloro e ozônio 24 h Não informado 

157 Panta Premium B. amyloliquefaciens Não informado Não informado - Não informado 

177 Não informado B. Subtilis 
Caixa d'água 

aerador ozônio e luz UV 48 h Caseiro 

178 Não informado B. methylotrophicus 

Caixa d'água 

aerador Lavagem com sabão 48 h Caseiro 

 
Fonte: Do autor (2023). 
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ARTIGO 2 - CARACTERIZAÇÃO METATAXONÔMICA E BIOQUÍMICA DE 

PRODUTO COMERCIAL E FERMENTADO ON FARM PARA O MANEJO DE 

PRATYLENCHUS BRACHYURUS 

 

RESUMO 

A soja, uma das bases do agronegócio brasileiro, vem em um aumento crescente e junto com 

ele, pode ter seu rendimento afetado por fitopatogenos, com destaque para os do gênero 

Pratylenchus. A adesão por produção on farm no Brasil vem crescendo como estratégia para 

controle deste fitonematoide e, levando em consideração que as bactérias do gênero Bacillus 

predominam entre os microrganismos empregados na agricultura brasileira, se faz necessário a 

criação de mecanismos que possam garantir o controle de qualidade dessa produção. Assim 

objetivou-se comparar o perfil metataxonomico e metabolomico das amostras comerciais e 

fermentadas e avaliar sua atuação no controle de Pratylenchus brachyurus na soja. Para 

extração e identificação de grupos químicos dos metabólitos ligados a biossíntese de 

micromoléculas de Bacillus spp. nas amostras (produto comercial e fermentados), foi utilizada 

a técnica de cromatografia líquida de alta eficiência, acoplada à espectrometria de massas de 

alta resolução (HPLC-HRMS).  Amostras dos produtos comerciais B. methylotrophicus (Onix, 

Lallemand) e B. subtilis (Nemacontrol, Simbiose) e de produtos derivados de sua fermentação 

on farm foram submetidas a análise metataxonômica para avaliar se existia conformidade dos 

produtos comerciais e se a estrutura da comunidade microbiana nos produtos on farm se 

mantinha similar a do produto comercial utilizado como inóculo inicial. Foi feito um teste de 

penetração em casa de vegetação com fermentação otimizada em laboratório do Nemacontrol, 

bem como com os produtos que tiveram seus metabólitos e perfil de microbiota avaliados, 

visando estabelecer padrões de qualidade em relação aos metabólitos para cada um dos 

produtos. Por fim foi realizado um teste de quimiotaxia com os produtos para verificar a 

capacidade de influenciar na atração ou repelência do nematoide. Os resultados indicam 

redução na penetração de P. brachyurus nas raízes pela aplicação dos produtos comercial e 

fermentado, porém não se pôde afirmar o que está causando este efeito. As amostras do produto 

fermentado não mantiveram a mesma abundancia relativa encontrada nas amostras do produto 

comercial analisadas, enquanto a análise metataxonômica revelou a presença de espécies 

contaminantes em todas as amostras fermentadas. O índice de quimiotaxia apresentou uma 

atividade de resposta aleatória para todos os tratamentos avaliados. 

 

 

Palavras-chave: Comunidade microbiana.  Quimiotaxia.  Metabólitos.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A soja é uma das bases do agronegócio brasileiro, com expressivo crescimento da 

produção total colhida.  Segundo a Conab (2022) houve incremento de 1,8 milhão de hectares 

de soja plantada no país e, no estado do Mato Grosso, o aumento foi de 6,3% na safra 21/22 em 

comparação à 20/21. No entanto, junto com sua expansão, a soja pode ter seu rendimento 

afetado devido a infestação por agentes patogênicos e outras pragas (GODOY et al., 2016; 

MACHADO; AMARO; SILVA, 2019), destacando-se os fitonematóides. No Brasil, merecem 

destaque os nematoides do gênero Pratylenchus, conhecidos por causarem lesões radiculares 

nas plantas e, consequentemente, perdas na produtividade (GOULART, 2008; DIAS‐ARIEIRA 

et al., 2018). 

Algumas práticas de cultivo, como o sistema de plantio direto e o cultivo em solos 

arenosos, favorecem a disseminação e o estabelecimento de grandes populações desse 

patógeno, resultando em maiores perdas (CRUZ; ASMUS; GARCIA, 2020). O manejo de P. 

brachyurus é complexo e de difícil execução, devido ao seu hábito endoparasita migrador e 

polifago (GOULART 2008). Em áreas infestadas, recomenda-se a integração de diferentes 

estratégias de controle, como produtos químicos, rotação de culturas, produtos biológicos, 

tratos culturais e uso de cultivares resistentes, quando houver, (LOPES et al.,2017; 

BERNARDES et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019), possibilitando ao agricultor a redução da 

população do nematoide a níveis populacionais que permitam a convivência do fitoparasita e 

hospedeiro, sem que haja perda na produtividade (FERRAZ et al., 2010). 

A baixa eficiência dos métodos de controle disponíveis, embora sejam capazes de 

estimular o crescimento das plantas e de induzir a sua resistência ao ataque desses parasitas 

(MOURA; CARNEIRO, 2020), têm despertado o interesse e a busca por novas estratégias. O 

uso de produtos biológicos surge como uma ferramenta interessante de controle, apresentando 

maior persistência no solo, não é tóxico e pode contribuir para um solo mais supressivo, e, em 

alguns casos, tem eficiência superior aos produtos químicos disponíveis no mercado, 

principalmente se combinado com boas práticas de manejo do solo (SOARES et al., 2017).   

Presentes na rizosfera, bactérias do gênero Bacillus apresentam grande potencial para 

supressão de nematoides em áreas de cultivo de forma sustentável, sendo capazes de predar, 

matar, e de competir com nematoides por nutriente e por espaço (MOURA; CARNEIRO, 

2020). 

A indústria disponibiliza vários produtos compostos por agentes de controle biológico, 

eficientes contra os nematoides, reduzindo danos causados por eles (BARBOSA et al., 2019). 
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Segundo Agrofit (2023), atualmente existem 56 produtos biológicos registrados para uso como 

nematicidas. Destes, 44 têm como alvo o P. brachyurus, sendo 38 deles formulados com ao 

menos uma espécie de bactéria pertencente ao gênero Bacillus. ZHENG et al. (2016) afirmam 

que esse gênero, contra nematoides, apresenta como mecanismos de ação a produção de 

metabólitos tóxicos que afetam negativamente os ovos de nematoides e juvenis de segundo 

estágio (J2); a alteração da comunidade microbiana da rizosfera; competição por sítios de 

penetração; colonização do rizoplano e indução de defesa da planta contra nematoides.  

A partir do decreto nº 6.913, 23 de julho de 2009, Artigo 1°, inciso § 8º, que estabelece: 

“Ficam isentos de registro os produtos fitossanitários com uso aprovado para a agricultura 

orgânica produzidos exclusivamente para uso próprio", houve um aumento na prática de 

multiplicação de microrganismos nas fazendas para uso próprio, que ficou conhecida por 

produção on farm (SANTOS et al., 2020; LANA et al., 2019). 

Existe uma variedade quanto a essa forma de multiplicação e sistemas utilizados entre 

os produtores. Em sua maioria, consiste em uma caixa d'água, com água, adição de um meio de 

cultura e do inóculo com o microrganismo. Este inóculo costuma ser um produto comercial 

registrado, outros sem registro, ou ainda cepas do próprio produtor. Um sistema de injeção de 

ar é instalado para oxigenar a mistura, e entre 24 a 48h está pronto para uso.  Entretanto, o que 

se costuma ver são ambientes sem um mínimo de assepsia necessária, apresentando riscos, 

sendo o maior deles a contaminação do produto com patógenos para humanos e outros animais, 

o que inviabiliza a sua aplicação (SANTOS et al., 2020; VALICENTE, 2018; LANA et al., 

2019). 

Levando em consideração que as bactérias do gênero Bacillus predominam entre os 

microrganismos empregados na agricultura brasileira, se faz necessário a criação de 

mecanismos que possam garantir o controle de qualidade dessa produção, através da 

padronização de metodologias, protegendo a saúde dos produtores e dos consumidores. Nesse 

sentido, foi delineado um projeto de pesquisa, iniciado em 2008, denominado “Projeto 

Qualibio: Desenvolvimento de metodologia analítica e amostral para avaliação de 

conformidade e da inocuidade de produtos comerciais formulados à base de agentes 

microbianos”, focando no desenvolvimento de metodologias para análise da qualidade de 

produtos formulados com bactérias do gênero Bacillus e com fungos do gênero Trichoderma, 

que são os principais agentes de controle biológico de doenças de plantas no Brasil.  

Sentindo a necessidade de ampliar a difusão desses conhecimentos, foi publicado um 

documento para apresentar um método para análise da qualidade de produtos à base de Bacillus, 

para produtos registrados junto ao Mapa, ou obtidos via fermentação caseira ou “on farm”, ou 
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ainda em instituições públicas ou privadas, contribuindo para que seja mantida a qualidade dos 

produtos à base de Bacillus produzidos no país, e na ampliação do mercado e da adoção de 

agentes de biocontrole no Brasil.  (BETTIOL et al. 2022).   

Considerando o alvo biológico P. brachyurus, também existe a necessidade de 

padronização e multiplicação de metodologia que comprove a eficiência do produto 

multiplicado na inibição ou diminuição da penetração do nematoide nas raízes, pelo método de 

coloração de nematoides em raízes (BYRD et al., 1983). Já se sabe que B. subtilis interfere no 

ciclo reprodutivo do nematoide, atuando na migração do juvenil em direção a planta hospedeira 

(SHARMA; GOMES 1996).  

Com o advento das técnicas moleculares de sequenciamento de alto rendimento (Next 

Generation Sequencing, NGS) é possível avaliar a estrutura da comunidade microbiana e 

abundância relativa de seus membros em amostras diversas, por meio da amplificação de 

marcadores filogenéticos de bactérias/arquéias (rDNA 16S) e fungos (ITS) e posterior 

sequenciamento, abordagem essa conhecida como metataxonômica (MARCHESI e RAVEL, 

2015). Tal abordagem tem permitido o conhecimento da diversidade em relação à presença 

de patógenos humanos e vegetais, bem como os microrganismos benéficos e estabelecer 

hipóteses sobre o impacto desses organismos na supressão a fitopatógenos radiculares 

(SILVA et al., 2021).  

A produção de bactérias pode gerar resultados de manejo de fitonematoides advindos 

diretamente das células bacterianas ou dos metabólitos produzidos por elas no meio de 

cultura. As células colonizam raízes e produzem metabólitos. Estes metabólitos podem atuar 

diretamente aos fitonematoides por toxidez, ou indiretamente pela ativação de respostas de 

defesa na planta, como a desencadeada por lipopeptídeos (TIAN et al. 2007; 

RAAIJMAKERS et al., 2010; XIA et al. 2011; DONG; ZHANG 2006).  

Assim objetivou-se comparar o perfil metataxonomico e metabolomico das amostras 

comerciais e fermentadas e avaliar sua atuação no controle de Pratylenchus brachyurus na 

soja.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Produção de metabólitos bioativos 

 

 Para extração e identificação de grupos químicos dos metabólitos ligados a biossíntese 

de micromoléculas de Bacillus spp. nas amostras (produto comercial e fermentados), foi 
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utilizada a técnica de cromatografia líquida de alta eficiência, acoplada à espectrometria de 

massas de alta resolução (HPLC-HRMS).  

De acordo com os resultados obtidos no teste prévio de penetração de nematoides, 

foram selecionadas as amostras (TABELA 1) dos produtos Bacillus methylotrophicus 

UFPEDA 20 (ONIX, Lallemand) e Bacillus amyloliquefaciens SIMBI BS 10 CCT 7600 

(NEMACONTROL, Simbiose) que apresentaram resultados variados de alta e baixa 

eficiência no controle, além de serem produtos com recomendação técnica para tratamento 

do nematoide Pratylenchus brachyurus. Também foram selecionados os meios de cultura que 

foram usados para as fermentações dessas amostras.  

Dada a ausência de conhecimento prévio sobre os possíveis metabólitos presentes nas 

amostras, optou-se por utilizar dois tipos de extração: a liofilização, que nos permite verificar 

os compostos como um todo, porém com um direcionamento voltado aos compostos polares; 

e a extração por partição LL, que nos permite identificar os compostos lipofílicos. As 

amostras foram enviadas em tubos tipo microcentrífuga de 2,0 mL ao Laboratório de Química 

Bio-orgânica Otto Richard Gottlieb (LaBiORG), do Departamento de Química da 

Universidade Federal de São Paulo - UNIFESP, para processamento. 
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Tabela 1 - Especificação das amostras para análise de metabólitos via HPwLC. 
 

Tratamento                                                                    Descrição 

UFLA1 Meio de cultura Multibacter LL 

UFLA2 Meio de cultura MCM LL 

UFLA3 Meio de Fotossíntese LL 

UFLA4 Meio de cultura Agropaccelli LL 

UFLA5 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A22 LL 

UFLA6 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A51 LL 

UFLA7 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A102/149 LL 

UFLA8 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A123/171 LL 

UFLA9 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)fermentado fazenda A2 LL 

UFLA10 B. amyloliquefaciens simbi bs10 cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)fermentado fazenda A19 LL 

UFLA11 B. amyloliquefaciens simbi bs10 cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado fazenda A173 LL 

UFLA12 B. amyloliquefaciens simbi bs10 cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado fazenda A154 LL 

UFLA13 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) comercial LL 

UFLA14 B. amyloliquefaciens simbi bs10 cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) comercial LL 

UFLA15 Meio de cultura Multibacter LF 

UFLA16 Meio de cultura MCM LF 

UFLA17 Meio de Fotossíntese LF 

UFLA18 Meio de cultura Agropaccelli LF 

UFLA19 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A22 LF 

UFLA20 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A51 LF 

UFLA21 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A149 LF 

UFLA22 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A171 LF  

UFLA23 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado fazenda A2 LF 

UFLA24 B. amyloliquefaciens simbi bs10 cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)fermentado da fazenda A19 LF 

UFLA25 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)fermentado fazenda A173 LF 

UFLA26 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado fazenda A154 LF 

UFLA27 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) LF 

UFLA 28 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) LF 

 

* LL - extração da amostra por partição liquido-liquido; LF - Extração da amostra por liofilização. 

Fonte: Do autor (2023). 

 

As amostras foram transferidas para ampolas de 1,5 mL, sendo cada amostra 

posteriormente analisada em sistema de cromatografia líquida de alta performance acoplada 

à espectrometria de massas de alta resolução (HPLC-HRMS). O equipamento abrange um 

cromatógrafo líquido Nexera X2 (Shimadzu, Japão) com detector de arranjos de diodos 

(DAD) - SPD M20A acoplado a um e espectrômetro com analisador tipo quadrupolo-tempo-

de-vôo (QTOF), MicroTOF-QII (Bruker Daltonics, EUA), equipado com fonte eletrospray 

(ESI), operando no modo positivo de ionização, com tempo de transferência de íons de 70 µs 

e prepulse de 5 µs. O intervalo de massas selecionado foi de m/z 50-1200, modo AutoMS, 

com energia de colisão variando de 20-65 eV de acordo com m/z 50 - 700, mantendo-se a 

energia constante em 65 eV para valores de massa acima de m/z 700. Foi adquirido o máximo 

de cinco íons precursores por ciclo. Os parâmetros de funcionamento do equipamento foram: 

capilar 4500 V, gás nebulizador (nitrogênio) 4 bars, gás secante (nitrogênio) 9,0 L min-1 e 

temperatura da fonte de 200 °C. Para calibração interna do sistema foi utilizada solução de 
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formiato de sódio 10 nM em isopropanol/água (1:1 v/v).  

Para a separação cromatográfica utilizou-se uma coluna analítica Kinetex C18 (100 x 

2,1mm, 2.6 µm) (Phenomenex, EUA) mantida em 50 °C, com vazão de 0,35 mL min-1. A 

fase móvel (A) foi constituída de água deionizada enquanto a fase (B) constituída de 

acetonitrila, ambas grau HPLC, contendo 20 mM de ácido fórmico como aditivo. 

Inicialmente foi aplicada eluição isocrática de 0 - 2 min em 15 % de (B), com posterior 

gradiente de eluição de 2-12 min de 15 % até 95 % de (B) e novamente eluição isocrática de 

12-17 min a 95 % de (B). 5 µL de amostra foram injetados em cada análise.  

Para a desreplicação das amostras através dos espectros obtidos de MS/MS via análise 

de rede molecular (GNPS), foi utilizado o modo AutoMS e feita a conversão para o formato 

mzXML utilizando-se o software MS-Convert, que faz parte do programa ProteoWizard 

(Palo Alto, CA, EUA).  

As redes foram geradas usando a plataforma online (https: 

//gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp) (WANG, M., et al., 2016). Todos os 

picos de MS/MS que atingirem desvios de 17 Da dos íons precursores serão filtrados. Os 

espectros de MS/MS foram selecionados apenas entre os seis melhores picos, considerando 

uma faixa de 50 Da em todo o espectro. Os dados foram agrupados com uma tolerância de 

0,02 Da para íons precursores e 0,02 Da para íons fragmentos na construção de espectros de 

“consenso” para cada precursor, combinados para criar o nó visualizado. Espectros de 

consenso com menos de dois espectros não foram considerados.  

Conexões entre nós foram filtradas para valores maiores que 0,7 do parâmetro 

cosseno, com compatibilidade para mais de seis picos. Pela desreplicação de compostos, os 

espectros de rede gerados serão consultados nas bibliotecas GNPS, usando o mesmo critério 

de seleção para as amostras analisadas. Os dados do GNPS foram analisados e visualizados 

usando o Cytoscape 3.7.0 (Instituto Nacional de Ciências Médicas Gerais dos EUA, 

Bethesda, MD, EUA). 

 

2.2 Análise metataxonômica das amostras comerciais e on farm 

  

Amostras dos produtos comerciais B. methylotrophicus (Onix, Lallemand) e B. subtilis 

(Nemacontrol, Simbiose) e de produtos derivados de sua fermentação on farm foram 

submetidas a análise metataxonômica (TABELA 2). Tal análise objetivou avaliar se existia 

conformidade dos produtos comerciais e se a estrutura da comunidade microbiana nos produtos 
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on farm se mantém como esperado, ou seja, similar a do produto comercial utilizado como 

inóculo inicial.  

 

Tabela 2 - Descrição das amostras utilizadas na análise de HPLC e metataxonîmica. 
 

Amostra Produto Natureza Sistema 

de 

produção 

Meio de 

cultura 

Esterilização Tempo 

de 

cultivo 

Coleta Produtor 

UFLA 37 Onix Fermentada Caixa 
d'água c/ 

aerador 

Multibacter Iodo 24h 2ª safra  
2019/20 

A 

UFLA 38 Onix Fermentada Caixa 

d'água c/ 
aerador 

Agropacceli Iodo, Água e 

sabão 

48h 2ª safra  

2019/20 

B 

UFLA 39 Onix Fermentada Caixa 
d'água c/ 

aerador 

Multibacter Cloro 48h Safra 
2020/21 

C 

UFLA 40 Onix Fermentada Caixa 

d'água c/ 
aerador 

MCM N. I. 48h Safra 

2020/21 

D 

UFLA 29 Nemacontrol Fermentada Caixa 

d'água c/ 

aerador 

Multibacter Cloro e água 

e sabão 

24h 2ª safra  

2019/20 

E 

UFLA 30 Nemacontrol Fermentada Caixa 
d'água c/ 

aerador 

N.I. Iodo 48h 2ª safra  
2019/20 

D 

UFLA 31 Nemacontrol Fermentada Caixa 

d'água c/ 
aerador 

MCM N. I. 48h Safra 

2020/21 

D 

UFLA 32 Nemacontrol Fermentada Caixa 

d'água c/ 
aerador 

Fotossíntese N. I. 48h Safra 

2020/21 

D 

UFLA 36 Onix Comercial N.A N.A N.A N.A N.A N.A. 

UFLA 33 Nemacontrol Comercial N.A N.A N.A N.A N.A N.A. 

 

*N.I- Não informado; N.A – Não se aplica. 

Fonte: Do autor (2023). 
 

O DNA genômico foi extraído das amostras utilizando o DNeasy PowerSoil kit 

(Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. A região V4 do gene codificador do rRNA 16S 

foi amplificada com os primers 515F e 806R (CAPORASO et al. 2012) e posteriormente 

sequenciada usando uma plataforma PGM Ion Torrent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EUA). As amostras foram amplificadas por PCR usando iniciadores fusionados com os 

barcodes. As reações de PCR foram realizadas conforme proposto por DOBBLER et al., 2017. 

Os produtos de PCR foram purificados com Agencourt® AMPure® XP Reagent (Beckman 

Coulter, Brea, CA, EUA), quantificados com o kit Qubit Fluorometer - DNA High Sensitivity 
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Assay kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e combinados em proporções equimolares. Esta 

amostra composta foi utilizada para a preparação da biblioteca com o sistema Ion OneTouch™ 

2 utilizando o kit Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2 400 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EUA). O sequenciamento foi realizado usando o Ion PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit em 

um sistema Ion PGM™, usando o Ion 318™ Chip v2. 

O pré-processamento dos dados do gene ribossomal 16S e as estimativas de diversidade 

foram realizados usando VSEARCH ver. 2.3.4 (ROGNES et al., 2016) e o QIIME ver. 1.9.1 

(CAPORASO et al., 2010), respectivamente. Brevemente, agrupamento de sequências foi 

realizado usando o método UPARSE com corte de similaridade de 97% seguindo o método 

UPARSE (EDGAR, 2013), conforme recomendado pelo Brazilian Microbiome Project 

(PYLRO et al. 2014) usando o Sistema Operacional BMPOS (PYLRO et al. 2016). Após o 

agrupamento, as sequências foram alinhadas contra o banco de dados de referência SILVA 

(QUAST et al., 2013). Os conjuntos de dados de rRNA 16S foram rarefeitos para o mesmo 

número de sequências (LEMOS et al., 2011) e usados para construir matrizes de dissimilaridade 

geradas por distâncias Binárias e Bray-Curtis. O conjunto de dados foi sumarizado em nível de 

gênero para cada amostra, as mudanças na diversidade microbiana foram medidas usando 

métricas de alfa-diversidade e de beta-diversidade entre as amostras avaliadas.  

 

2.3 Controle de qualidade do produto nemacontrol  

 

Foi feito um teste em casa de vegetação com a fermentação otimizada em laboratório 

do Nemacontrol, bem como com os produtos que tiveram seus metabólitos e perfil de 

microbiota avaliados, visando estabelecer padrões de qualidade em relação aos metabólitos para 

cada um dos produtos. 

O inóculo de P. brachyurus foi obtido através da empresa C.L. empreendimentos 

biológicos, a qual garantiu a qualidade do mesmo.   

No Laboratório de Controle Biológico de Doenças em Plantas (DFP/UFLA), foi 

realizada a multiplicação do produto biológico comercial selecionado, o Nemacontrol, para 

obtenção do seu produto fermentado sob condições controladas.  

A fermentação se deu através de frascos de Erlenmeyer (250 mL) tampados com 

algodão e papel alumínio, contendo 90mL de meio de cultura multibacter (1,5 g de meio, 

0,95 g de açúcar; 90 mL de água destilada) e autoclavados por 15 minutos a 121°C. Foi 

preparada uma suspensão do produto biológico comercial, na concentração de 1x108 UFC 

mL-1bactérias endosporogênicas do produto, pipetando-se 10 mL da suspensão nos frascos 
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contendo 90 mL do meio de cultura (1:10). Foi adicionado um sistema de oxigenação com 

bomba e filtro de aquário aos Erlenmeyers e estes mantidos em mesa de agitação orbital 

(TECNAL) a 200 RPM e 28 °C por 48h.  

     Após transcorridas as 48h de cultivo do produto comercial, foi realizada a 

contagem de células endosporogênicas, seguindo o método de quantificação proposto por 

ROMEIRO (2001). 

Para os demais tratamentos, as amostras fermentadas coletadas nas fazendas, não 

foram realizados novo processo fermentativo após a coleta, apenas foram submetidas a 

extração por partição líquido-líquido, liofilização ou mantidas no congelador.  

O ensaio foi montado usando a cultivar M 6410 IPRO da Monsoy. As sementes de 

soja foram semeadas em substrato para plantas (Turfa Sphagnum, Vermiculita e Perlita), em 

bandejas com compartimentos de volume de 55 mL. Cada compartimento recebeu um furo 

com 2 cm de profundidade onde foi feita a semeadura e aplicação das amostras comerciais e 

fermentadas em cima das sementes, diretamente no sulco de plantio. 

Para cálculo da quantidade do produto a ser testado considerou-se a aplicação de 5 L 

por hectare de cada amostra, diluído em 35 L de água, recomendação que os produtores do 

MT seguem nas aplicações dos seus fermentados.  

Após aplicação dos tratamentos (TABELA 3), as bandejas foram mantidas em casa de 

vegetação com temperatura controlada (28°C +/-2) e a irrigação realizada uma vez por dia, 

ou conforme necessidade. O procedimento seguiu conforme descrito no item 2.3 (capitulo 1). 

O experimento foi realizado duas vezes, com seis repetições em cada tratamento. 
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Tabela 3 - Especificação dos tratamentos utilizados durante o teste. 

 
Tratamento Descrição Código 

T1 Água autoclavada esterilizada UFLA34 

T2 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)  comercial UFLA 33 

T3 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)  fermentado na 

fazenda A2 congelado 

UFLA 29 

T4 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na 

fazenda A19 congelado 

UFLA 30 

T5 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)  fermentado na 

fazenda A125/173 congelado 

UFLA 31 

T6 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)  fermentado na 

fazenda A107/154 congelado 

UFLA 32 

T7 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)  comercial LF UFLA 28 

T8 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)  fermentado na 

fazenda A2 LF 

UFLA 23 

T9 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose)  fermentado na 

fazenda A19 LF 

UFLA 24 

T10 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na 

fazenda A125/173 LF 

UFLA 25 

T11 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na 

fazenda A207/154 LF 

UFLA 26 

T12 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) comercial LL UFLA 14 

T13 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na 

fazenda A2 LL 

UFLA 9 

T14 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na 

fazenda A19 LL 

UFLA 10 

T15 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na 

fazenda A125/173 LL 

UFLA 11 

T16 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na 

fazenda A207/154 LL 

UFLA 12 

T17 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) comercial 

fermentado no Laboratório 

UFLA 35 

 

* LL - extração da amostra por partição líquido-líquido; LF - Extração da amostra por liofilização. 

Fonte: Do autor (2023). 

 

 

2.4 Índice de quimiotaxia (IQ) 

 

O inóculo foi obtido através da extração da população pura de P. brachyurus de 

plantas de soja mantidas em casa de vegetação (Coolen e D`Herde, 1972). A suspensão foi 

ajustada para a concentração de 100 espécimes de P. brachyurus em até 40 µL. 

Para os tratamentos, foram selecionados os que apresentaram melhores características 

no controle de qualidade in vitro do produto Nemacontrol (UFLA34, UFLA 33, UFLA 30, 

UFLA 32, UFLA 28, UFLA 23, UFLA 24, UFLA 10, UFLA 11, UFLA 29).  

Os ensaios de quimiotaxia foram realizados de acordo com Bargmann et 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chemotaxis-assay
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501321002317#bib0040
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al. (1993) e Wang et al. (2019) com algumas modificações. Placas de Petri com 9 cm de 

diâmetro, contendo meio água-ágar (20 g ágar; 1 L de água destilada), foram divididas em 

três áreas: A) área de controle; B) área neutra, localizada no centro da placa; C) área de teste 

( FIGURA 1). A área neutra foi padronizada em 1 cm, as áreas de controle e teste tiveram 

uma distância de 1,5 cm até as bordas da área neutra (B). Aproximadamente 100 especimes 

foram depositados no centro da placa, com até 40 µL (B). Uma gota contendo 10 µL do 

produto testado e outra apenas com água foram depositados nas posições C e A, 

respectivamente. Em seguida, as placas foram deixadas em temperatura ambiente e, após 30 

h, foi contabilizado o número de indivíduos nas áreas teste (C) e controle (A), com o auxílio 

de um microscópio óptico invertido. 

 

Figura 1 - Desenho do teste de quimiotaxia usando J2 e adultos de P. brachyurus em placa de 

Petri (9 cm) contendo meio ágar-água. Três áreas distintas foram definidas: A) área 

de controle, B) área neutra e C) área de teste. Aproximadamente 100 especimes 

foram depositados no centro da placa, com até 40 µL (B). Uma gota contendo 10 

µL do produto testado e outra apenas com água foram depositados nas posições C 

e A, respectivamente. Decorridas 30 h, o número de especimes em cada área foi 

determinado separadamente. Os nematoides que permaneceram na área B não 

foram contabilizados. 
 

 

Do autor (2023) 

 

O índice de quimiotaxia (IQ) foi obtido através da subtração do número de indivíduos 

presentes na área de teste (C) pelo número de indivíduos na área de controle (A) e dividido pelo 

número total de indivíduos colocados na área neutra (B) (BARGMMAN et al., 1993 ). Para 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501321002317#bib0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501321002317#bib0375
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501321002317#fig0010
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chemotaxis-assay
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/009286749380053H
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/009286749380053H
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interpretação de resultados foi considerado um IQ ≧ 0,2 como altamente atraente, um IQ ≧ 0,1 

mas < 0,2 como ligeiramente atraente, um IQ ≥ -0,1 mas < 0,1 como uma resposta aleatória, 

um IQ > -0,2 mas < -0,1 como ligeiramente repelente e um IQ ≤ -0,2 como altamente repelente 

(WANG et al., 2019 ). O experimento foi realizado duas vezes, com cinco repetições em cada 

tratamento. 

Na Tabela 1 (Apêndice A) pode ser consultado todos os tratamentos usados nos teste de 

HPL, Metataxonômica e Quimiotaxia.  

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Produção de metabólitos bioativos 

 

As bactérias do gênero Bacillus produzem comumente moléculas com grupo dos 

lipopeptídeos, mas neste estudo, nenhuma das bactérias foi capaz de produzir estas moléculas, 

nem mesmo no produto comercial. Cabe ressaltar que parte destas moléculas são proenientes 

do metabolismo secundário e são produzidas em condições nutricionais e ambientais 

específicas. Tendo em vista que ambos os produtos estudados são voltados para o manejo de 

fitonematoides, a diversidade de moléculas produzidas pode ser diferente daquelas 

normalmente reportadas como de ação anti-fúngica.  

Em relação a cromatografia realizada por HPLC-HRMS para Bacillus methylotropicus 

UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) não foram encontrados lipopeptídeos tanto no produto 

comercial quanto nos fermentados com base deste produto. As moléculas encontradas eram 

predominantemente lipídeos (esfingolipídeos, esteroides, fenol lipídeo) ou uma combinação de 

lipídios com um núcleo de carbono (glicerolipídeos e glicerolfosfolipídeos), conforme 

apresentado na Figura 2, que não são tão comuns ao gênero Bacillus como lipopeptídeos do 

tipo surfactinas, iturinas e fengicinas (KEARNS, et al., 2004; CHOWDHURY et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501321002317#bib0375


82 

 

Figura 2 - Principais moléculas encontradas nos produtos bionematicidas comerciais e on farm 

estudados, determinados por HPLC e comparadas com a base de dados Sirius. 

 
 

Do autor (2023).  

 

 

Quando se observa os perfis cromatográficos derivado das bactérias presentes no 

produto comercial, ou seja, colônias puras, apesar de pertencerem a espécies diferentes têm 

perfis muito semelhante (FIGURA3) com exceção para o pico de absorção de 12 minutos e esta 

pode ser a diferença predominante no perfil metabólico de ambos os produtos. 
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Figura 3 - Análise de cromatograma: Comparativo de metabólitos encontrados nos produtos 

comerciais Bacillus methylotrophicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) e B. 

amyloliquefaciens (Nemacontrol, Simbiose). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Do autor (2023). 

 

No entanto, o cromatograma é diferente do perfil dos produtos comerciais (FIGURA 3) 

quando se consideram os produtos fermentados (FIGURA 4), ou seja, são metabólitos 

produzidos completamente diferentes do ponto de vista de composição química ou 

eventualmente são os mesmos, mas que sofrem alteração durante o processo fermentativo com 

culturas não axênicas, já que esses metabolitos são produzidos de acordo com fatores 

nutricionais e ambientais específicos. Entretanto, para alguns compostos há mudanças sutis na 

composição, como o pico dos 13 minutos de retenção encontrado em todas as quatro amostras 

de produtos fermentados a partir da cultura pura de B. methylotrophicus. Houve um pico 

exclusivo da amostra da bactéria produzida no meio MCM não encontrado na produção nos 

demais meios de cultura, mas também uma sobreposição de diversas amostras que puderam ser 

encontradas em todas as amostras, comerciais e fermentadas desta mesma bactéria (FIGURA 

5) e estas foram identificadas predominantemente como poliéteres com níveis de saturação 

diferentes (FIGURA 6).  No entanto, uma variação na estrutura do poliéter pode ser identificado 

exclusivamente na amostra de maior eficiência para redução na penetração (UFLA05) e amostra 

comercial do produto com a presença de um grupamento pentose na cadeia de poliéter ao invés 

de um grupamento fostato (FIGURA 7).  
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Figura 4. Cromatograma da amostra de Bacillus methylotrophicus UFPEDA 20 (Onix, 

Lallemand) do produto comercial (amostra 13) e amostras fermentadas em diferentes 

meios de cultura UFLA 5: ONIX + AGROBIOLÓGICA, UFLA 6: ONIX + 

AGROPACCELLI, UFLA 7: ONIX + MULTIBACTER, UFLA 8: ONIX + MCM 

 

 

Do autor (2023). 
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Figura 5. Cromatograma da amostra de Bacillus methylotrophicus UFPEDA 20 (Onix, 

Lallemand) do produto comercial (amostra 13) e amostras fermentadas em diferentes 

meios de cultura UFLA 5: ONIX + AGROBIOLÓGICA, UFLA 6: ONIX + 

AGROPACCELLI, UFLA 7: ONIX + MULTIBACTER, UFLA 8: ONIX + MCM 

com detalhe para os picos com maior sobreposição entre as amostras para um mesmo 

pico de retenção. 

 

 

Do autor (2023). 

 

Figura 6 - Principais poliéteres produzidos em comum entre todas as amostras de produtos comerciais e 

fermentados.  

 

Do autor (2023). 
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Figura 7 - Agrupamento de amostras de acordo com diversidade de moléculas obtidas de 

Bacillus methylotrophicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) do produto comercial 

(amostra 13) e amostras fermentadas em diferentes meios de cultura do mesmo 

produto como inóculo inicial UFLA 5: produção no meio AGROBIOLÓGICA, 

UFLA 6: produção no meio AGROPACCELLI, UFLA 7: produzido meio meio 

MULTIBACTER, UFLA 8: produzido no meio MCM e os controles UFLA 1: MEIO 

MULTIBACTER, UFLA 2: MEIO MCM, UFLA 3: MEIO FOTOSSÍNTESE, 

UFLA 4: MEIO AGROPACCELLI. A. Panorama geral de agrupamento das 

amostras. B.  Detalhe para agrupamento com molécula em comum entre a amostra 

fermentada em produto comercial. 

 

 

A 

 

B 

Do autor (2023). 
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3.2 Análise metataxonômica das amostras comerciais e on farm 

 

Após a filtragem por qualidade foram obtidas 610.093 sequências parciais do gene 

ribossomal 16S de entre as 10 amostras analisadas (Tabela 4).  

 

Tabela 4 - Descrição das amostras analisadas por metataxonômica Número de sequências 

parciais do gene ribossomal 16S obtidas em cada uma das amostras analisadas. 
 

Amostra Produto Nº reads 

UFLA 37 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A22 on farm congelado 48852 

UFLA38 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A51 on farm congelado 47500 

UFLA39 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A102/149 68698 

UFLA40 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A123/171 on farm congelado 56363 

UFLA29 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 on farm congelado 58866 

UFLA30 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A19 on farm congelado 72015 

UFLA31 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A125/173 on farm congelado 53111 

UFLA32 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A107/154 on farm congelado 58094 

UFLA36 Comercial Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) 72605 

UFLA33 Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol,Simbiose) 73989 

 

Fonte: Do autor (2023). 

 

De acordo com a alfa-diversidade, mesmo com número de reads da mesma ordem de 

grandeza ou até superior (Tabela 4), as amostras dos dois produtos comerciais possuem baixa 

diversidade, amostras praticamente homogêneas (ao nível gênero), o que não ocorre com as 

amostras fermentadas (FIGURA 8).  
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Figura 8 - Alfa-diversidade das amostras comerciais e de produção on farm calculadas pelo 

índice de Shannon. (p-value: 0.044444). UFLA33 - Comercial B. amyloliquefaciens 

simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol,Simbiose); UFLA30 - B. amyloliquefaciens simbi 

bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A19 on farm congelado; UFLA31 - B. 

amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A125/173 on farm 

congelado; UFLA32 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, 

Simbiose) A107/154 on farm congelado; UFLA29 - B. amyloliquefaciens simbi bs 

10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 on farm congelado;  UFLA36 - Comercial 

Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand); UFLA 37 - Bacillus 

methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A22 on farm congelado; UFLA38 

- Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A51 on farm congelado; 

UFLA39 - Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A102/149 on 

farm congelado; UFLA40 - Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, 

Lallemand) A123/171 on farm congelado. 

 

Do autor (2023). 

 

De acordo com a PERMANOVA, houve diferença significativa (p= 0,028) entre as 

amostras comerciais e as produzidas on farm. Os resultados da taxonomia revelam abundância 

relativa de cada gênero bacteriano identificado nas amostras dos produtos comerciais e dos seus 

derivados na produção on farm (FIGURA 9). 
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Figura 9 - Beta-diversidade das amostras de produtos comerciais e de produção on farm 

calculada pelo índice de Bray-Curtis. 

 

 

Do autor (2023). 

 

Apenas nas amostras comerciais é possível perceber a predominância do gênero de 

interesse do produto comercial usado como inóculo inicial (Bacillus). Das amostras 

fermentadas avaliadas, todas revelaram contaminação com outros gêneros e mesmo quando o 

gênero Bacillus foi encontrado na amostra, o contaminante perfazia uma abundância relativa 

maior que ele (FIGURA 10).  De fato, para duas delas, UFLA30 oriunda da produção de B. 

amyloliquefaciens e UFLA37 oriunda da produção de B. methylotrophicus foi encontrada uma 

abundância relativa superior a 25% de bactérias pertencentes ao gênero Bacillus. Para todas as 

outras amostras, a abundância relativa de bactérias pertencentes ao gênero da bactéria usada 

como inóculo semente foi inferior a 1%. Os gêneros de bactérias encontrados com maior 

abundância relativa nas amostras foram Weissella (UFLA31), Enterococcus (UFLA39), 

Enterobacter (UFLA30, 32, 29,38 e 40), Paenibacillus (UFLA39), Lactobacillus, 

Pseudomonas, Staphylococcus, Clostridium, Klebsiella, Streptococcus e Salmonella.  
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Figura 10 - Metataxonômica realizada com dois produtos comerciais registrados para controle 

de nematoides, Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) e 

Nemacontrol, e seus respectivos produtos fermentados em fazendas do estado do 

Mato Grosso, com coleta ente a 2ª safra ª 2019/20 e safra de 2020/21.  Abundância 

relativa a nível de gênero. UFLA33 - Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 

cct 7600(Nemacontrol,Simbiose); UFLA30 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 

7600(Nemacontrol, Simbiose) A19 on farm congelado; UFLA31 - B. 

amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A125/173 on farm 

congelado; UFLA32 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, 

Simbiose) A107/154 on farm congelado; UFLA29 - B. amyloliquefaciens simbi bs 

10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 on farm congelado;  UFLA36 - Comercial 

Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand); UFLA 37 - Bacillus 

methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A22 on farm congelado; UFLA38 

- Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A51 on farm congelado; 

UFLA39 - Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A102/149 on 

farm congelado; UFLA40 - Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, 

Lallemand) A123/171 on farm congelado. 

 

 

Do autor (2023) 
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3.3 Controle de qualidade do produto nemacontrol 

  

 Os testes para avaliar a eficiência da penetração dos nematoides nas raízes foram 

realizados duas vezes. A Tabela 5, apresenta a comparação das médias dos tratamentos, onde 

observa-se que o UFLA 34, a testemunha, com o pior resultado, visto que obteve a maior média 

de penetração de P. brachyurus, juntamente com o tratamento UFLA 11, apenas no primeiro 

ensaio. O tratamento UFLA 23 apresentou os melhores resultados com menor penetração do 

fitonematoide em relação aos demais tratamentos, nos dois ensaios, juntamente com o 

tratamento UFLA 10 no primeiro ensaio e UFLA 26 e UFLA 30, no ensaio 2. Os demais 

tratamentos não diferenciam entre si. 

Sendo assim, selecionou-se os tratamentos: UFLA 10; UFLA 11; UFLA 23; UFLA 24; 

UFLA 25; UFLA 28; UFLA 30; UFLA 32; UFLA 33 e UFLA 34 para a etapa do teste de 

quimiotaxia, visando elucidar a existência de algum composto responsável por atrair ou repelir 

os nematoides na penetração das raízes. 
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Tabela 5: Teste para avaliar a eficiência dos produtos na penetração do P. brachyurus na raiz. 

Dados significantes pelo teste de Tukey (P<0,05) para os tratamentos estudados na 

seleção do produto comercial. 

 
 Repetição 1 Repetição 2 

Tratamentos % de Penetração Grupo % de Penetração Grupo 

UFLA34 23,5 a 16,2 A 

UFLA 33 15,3 ab 8,0 Cd 

UFLA 29 19,3 ab 8,0 Cd 

UFLA 30 14,3 ab 6,7 D 

UFLA 31 15,3 ab 11,8 Bc 

UFLA 32 12,0 ab 7,7 Cd 

UFLA 28 13,8 ab 7,7 Cd 

UFLA 23 13,8 b 4,5 D 

UFLA 24 13,0 ab 8,2 Cd 

UFLA 25 13,2 ab 8,5 Cd 

UFLA 26 13,5 ab 6,7 D 

UFLA 14 16,5 ab 8,0 Cd 

UFLA 9 19,0 ab 7,8 Cd 

UFLA 10 8,7 b 8,0 Cd 

UFLA 11 2,2 a 11,8 Bc 

UFLA 12 14,2 ab 15,2 Ab 

UFLA 35 17,8 ab 8,2 Cd 

 

Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, não diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey 

(p ≤ 0, 05). UFLA9 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 on farm 

LL; UFLA10 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A19 on farm LL; 

UFLA11 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A173 on farm LL; 

UFLA12 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A154 on farm LL; 

UFLA14 - Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol,Simbiose) LL; UFLA23 

- B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 on farm LF; UFLA24 - B. 

amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A19 on farm LF; UFLA25 - B. 

amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A173 on farm LF; UFLA26 - B. 

amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A154 on farm LF; UFLA28 - Comercial 

B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol,Simbiose) LF; UFLA29 - B. amyloliquefaciens 

simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 on farm congelado; UFLA30 - B. amyloliquefaciens 

simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A19 on farm congelado; UFLA31 - B. amyloliquefaciens 

simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A125/173 on farm congelado; UFLA32 - B. 

amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A107/154 on farm congelado; UFLA33 

- Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol,Simbiose); UFLA34 - Água 

autoclavada esterilizada.  

Fonte: Do autor (2023). 
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3.4 Índice de quimiotaxia (IQ) 

No índice de quimiotaxia, em ambos os ensaios realizados, não houve atratividade ou 

repelência aos nematoides durante o período avaliado. A resposta foi semelhante ao tratamento 

de água. Portanto, a resposta foi considerada aleatória (-0,1 ≤ IC <0,1) para todos os 

tratamentos, incluindo o controle (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Respostas quimiotáticas de indivíduos de P. brachyurus a tratamentos oriundos de 

fermentação on farm. 

 

Tratamento IQ Ensaio 1 IQ Ensaio 2 Legenda do índice 

UFLA34 0,024 -0,030 IQ ≧ 0,2 -altamente atraente 

UFLA33 -0,090 -0,064 

IQ ≧ 0,1 mas < 0,2 - ligeiramente 

atraente 

UFLA30 -0,038 -0,046 

IQ ≥ -0,1 mas < 0,1 como uma resposta 

aleatória 

UFLA32 0,052 -0,086 

IQ > -0,2 mas < -0,1 - ligeiramente 

repelente 

UFLA28 0,016 -0,072 IQ ≤ -0,2 como altamente repelente 

UFLA23 -0,054 -0,084  

UFLA24 0,072 -0,014  

UFLA25 0,080 0,020  

UFLA10 -0,020 0,020  

UFLA11 -0,032 -0,006  

 

UFLA10 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A19 on farm LL; 

UFLA11 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A173 on farm LL; 

UFLA23 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 on farm LF; UFLA24 

- B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A19 on farm LF; UFLA25 - B. 

amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A173 on farm LF; UFLA28 - Comercial 

B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol,Simbiose) LF; UFLA30 - B. amyloliquefaciens 

simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A19 on farm congelado; UFLA32 - B. amyloliquefaciens 

simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A107/154 on farm congelado; UFLA33 - Comercial B. 

amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol,Simbiose); UFLA34 - Água autoclavada 

esterilizada.  

Fonte: Do autor (2023). 
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4 DISCUSSÃO 

 

A espécie Bacillus amyloliquefaciens e B. methylotrophicus possuem capacidade de se 

associar às raízes da planta estimulando seu crescimento e favorecendo a supressão de 

patógenos, e inibindo outras bactérias competitivas dentro da rizosfera da planta. Seu genoma 

está constituído por um grupo de genes implicados nas sínteses de lipopeptídeos e policetídeos 

com atividade antifúngica, antibacteriana e nematicida (DIAZ, 2018). De acordo com Lisbôa 

(2016), muitas bactérias pertencentes ao gênero Bacillus produzem peptídeo antimicrobiano de 

amplo espectro de ação, que inibe bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo 

importantes patógenos. No entanto, para nenhuma das amostras dos produtos comerciais ou 

fermentados este grupo de moléculas foi identificado. Tendo em vista o registro destes produtos 

ser como bionematicida, as moléculas predominantes não são necessariamente aquelas 

comumente reportadas para o manejo de doenças fúngicas e bacterianas. Boa parte das 

moléculas produzidas pelos microrganismos que são o ingrediente ativo do produto comercial, 

só serão sintetizadas quando eles estiverem colonizando o solo e/ou sistema radicular. 

Invariavelmente, dependendo da formulação do produto, poderemos sim ter metabólitos ativos 

presentes, mesmo isso não sendo uma garantia. 

De fato, o perfil metabólico dos produtos, as moléculas encontradas como produzidas 

por ambos os produtos estudados foi muito semelhante (Figura 3), o que pode representar a 

característica intrínseca de biocontrole. 

Dentre as moléculas encontradas, aquelas mais frequentemente reportadas entre as 

amostras avaliadas destacaram-se glicerolipídeos, policetonas, fenol-lipídeos, esterol-lipídeos, 

esfingolipídeos e ácido graxo ligado a ácido carboxílico. Estas moléculas são pouco relatadas 

como de ação tóxica direta a fitopatógenos mas tem um papel de regulação gênica. A miriocina 

por exemplo é uma molécula produzida por Bacillus amyloliquefaciens com ação anti-fúngica 

contra Fusarium oxysporum f.sp. niveum e estudos de transcriptômica e proteômica revelaram 

que sua produção está associada a genes relacionados ao metabolismo de esfingolipídeo, 

glicerofosfolipídeo e biosíntese de esteróis (WANG et al., 2021). Em função do período de 

amostragem do crescimento bacteriano, moléculas sinalizadoras podem ter predominado em 

relação às com atividade tóxica direta a fitopatógenos. O que pode inclusive representar se a 

ferementação está sendo eficiente, não apenas em relação a concentração de células, mas 

também a presença de metabólitos bioativos, como por exemplo a miriocina. 

Considerando um dos mecanismos de ação dos metabólitos, resultados obtidos por 

Araújo et al (2002), indicam que o uso de Bacillus reduz a migração do nematoide, afetando a 
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orientação e interferindo na produção de exsudatos das raízes. Os exsudatos específicos das 

raízes de plantas hospedeiras atraem nematoides parasitas de plantas, enquanto substâncias de 

plantas não hospedeiras podem repeli-los (BIRD 1959; PAPADEMETRIOU e BONE, 1983; 

DIEZ e DUSENBERY, 1989; HALLEM et al., 2011; YANG ET AI . 2016). 

Esta alteração na atratividade pode ser resultado da interação da bactéria e ou 

metabólitos com a raiz da soja, tendo em vista que não foi identificada ação direta de 

atratividade ou repelência dos produtos ao verme (TABELA 6). Bactérias do gênero Bacillus 

são rizobactérias que podem sintetizar metabólitos secundários, intervindo no ciclo dos 

nematoides e/ou transformando os exsudados das raízes, ocasionando interferências no 

processo de reconhecimento do nematoide à planta. (ARAUJO, 2018). 

Segundo Araújo et al., (2002), Bacillus subtilis interfe na produção de exsudados das 

raízes que servem como orientação para nematoides, alterando a reprodução e orientação do 

fitoparasita em direção as raízes. Além disso, podem produzir proteases e induzir enzimas de 

defesa da planta hospedeira (KAVITHA et. al., 2007). 

Trabalho realizado por Lana et al. (2019) encontraram, entre os diversos contaminantes 

identificados, espécies com potencial risco para humanos e animais. Foi o caso de espécies de 

Enterococcus, frequentemente presentes na microbiota intestinal de seres humanos e animais, 

e amplamente distribuídas no ambiente (BIAVASCO et al., 2007; CAMPOS et al., 2013) e 

também de bactérias pertencentes ao gênero Salmonella. Por mais rápido que seja o crescimento 

de Bacillus em meio de cultura e a diversidade de metabólitos por eles produzida reduzir as 

chances de contaminantes se proliferarem, os produtos comerciais estão na fase de endósporo 

e este germina de forma mais lenta que células vegetativas (PETRAS e CASILDA, 1985; 

COLLINS e JACOBSEN, 2003; HASHMI et al., 2019). Esta desvantagem competitiva de 

crescimento pode levar os contaminantes como as bactérias pertencentes ao gênero 

Enterobacter, crescerem mais rapidamente e não permitirem o desenvolvimento do Bacillus 

introduzido. Por outro lado, bactérias pertencentes a este gênero Bacillus tem a competição pela 

colonização da rizosfera como um dos mecanismos de biocontrole e, mesmo com um 

contaminante, com risco de ser um potencial patógeno a animais (DE CHAMPS et al., 1996; 

ALLERBERGER et al., 1996; AKBARI, BAKHSHI e PEERYEH, 2016), pode desempenhar 

um papel de biocontrole dos nematoides encontrados (OLIVEIRA et al., 2007; MUNIF, 

HALLMANN e SIKORA, 2013). 

Pseudomonas aeruginosa e outras bactérias patogénicas humanas, como Burkholderia 

pseudomallei, Stenotrophomonas maltophilia, Serratia marcescens, Enterococcus faecalis, 

Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus, produzem moléculas com atividade tóxica 
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contra nematoides. Estas moléculas incluem a fenazina e cianeto de hidrogênio de P. 

aeruginosa, e uma endotoxina neuromuscular, uma citolisina, duas proteases extracelulares 

(gelatinase e serina protease) e uma variedade diversa de toxinas de outras bactérias (KURZ e 

EWBANK, 2000; QIN et al., 2000; GARSIN et al., 2001; SIFRI et al., 2002), fato que pode 

nortear a redução da penetração de nematoides em amostras contaminadas com bactérias 

pertencentes a gêneros de patógenos humanos. 

Esta colonização de raízes por microrganismos pode modular a produção ou secreção 

de compostos quimiotáticos em torno das plantas, ou a rede de sinalização de hormônios 

vegetais para aumentar a resistência contra nematoides das galhas (DABABAT e SIKORA, 

2007; VOS et al., 2013; SELIM et al., 2014; MARTÍNEZ-MEDINA et al., 2017). Até onde se 

sabe, este tipo de estudo ainda não foi reportado para Pratylenchus brachyurus. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Os resultados indicam redução na penetração de P. brachyurus nas raízes pela aplicação 

dos produtos comercial e fermentado, porém não se pode afirmar se o que está causando este 

efeito é apenas a concentração de células, sendo que temos dentro deste tipo de fermentação 

não só a multiplicação de células de Bacillus como também a produção de metabólitos 

secundários, que pode atuar também na defesa das plantas na redução dos danos causados por 

P. brachyurus. 

As amostras do produto fermentado não mantiveram a mesma abundancia relativa 

encontrada nas amostras do produto comercial analisadas, enquanto a análise metataxonômica 

revelou a presença de espécies contaminantes em todas as amostras fermentadas. O perfil 

metabólico do produto comercial não é o mesmo obtido na amostra fermentada. O índice de 

quimiotaxia apresentou uma atividade de resposta aleatória para todos os tratamentos avaliados. 

O tempo de avaliação do experimento pode ter sido insuficiente para verificar diferença entre 

os tratamentos. 

A recorrente presença de contaminantes nas amostras estudadas somadas a eventual 

capacidade de redução da penetração de nematoides pela comunidade bacteriana e/ou seus 

metabólitos, pede uma revisão nas métricas de controle de qualidade e sistemas de produção, 

para que a produção nas fazendas possa garantir estabilidade de controle e sustentabilidade no 

manejo do nematoide das lesões e redução dos danos.  

Tendo em vista a recorrente presença de contaminante nas amostras estudadas mas a 

eventual capacidade de redução da penetração de nematoide pela comunidade bacteriana 
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predominante, seus metabólitos ou ambos, métricas de controle de qualidade e sistema de 

produção precisam ser revistas para que a produção do bioinsumo realizado pelos produtores 

possa garantir estabilidade de controle e sustentabilidade no manejo do nematoide das lesões 

e redução dos danos causados por estes fitonematoides à soja e às culturas plantadas na 

sequência no sistema de produção de grãos com culturas susceptíveis. 
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APÊNDICE A 

 

Tabela 1 - Iidentificação de todas as amostras usadas nas etapas de metataxonômica, 

quimiotaxia, HPLC e teste de penetração (Contínua). 

 
Amostra Descrição Coleta 

UFLA1 Meio de cultura Multibacter LL Safra 2020/21 

UFLA2 Meio de cultura MCM LL Safra 2020/21 

UFLA3 Meio de Fotossíntese LL Safra 2020/21 

UFLA4 Meio de cultura Agropaccelli LL Safra 2020/21 

UFLA5 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A22 on farm 

LL 

2ª safra 2019/2020 

UFLA6 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A51 on farm 

LL 

2ª safra 2019/2020 

UFLA7 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A149 on farm 

LL 

Safra 2020/21 

UFLA8 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A171 on farm 

LL 

Safra 2020/21 

UFLA9 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 

on farm LL 

2ª safra 2019/2020 

UFLA10 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A19 

on farm LL 

2ª safra 2019/2020 

UFLA11 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A173 

on farm LL 

Safra 2020/21 

UFLA12 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A154 

on farm LL 

Safra 2020/21 

UFLA13 Comercial Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) LL N.A 

UFLA14 Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 

7600(Nemacontrol,Simbiose) LL 

N.A 

UFLA15 Meio de cultura Multibacter LF Safra 2020/21 

UFLA16 Meio de cultura MCM LF Safra 2020/21 

UFLA17 Meio de Fotossíntese LF Safra 2020/21 

UFLA18 Meio de cultura Agropaccelli LF Safra 2020/21 

UFLA19 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A22 on farm 

LF 

2ª safra 2019/2020 

UFLA20 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A51 on farm 

LF 

2ª safra 2019/2020 

UFLA21 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) on farm LF Safra 2020/21 

UFLA22 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A171 on farm 

LF 

Safra 2020/21 

UFLA23 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 

on farm LF 

2ª safra 2019/2020 

UFLA24 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A19 

on farm LF 

2ª safra 2019/2020 

UFLA25 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A173 

on farm LF 

Safra 2020/21 

UFLA26 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A154 

on farm LF 

Safra 2020/21 

UFLA27 Comercial Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) LF N.A 

UFLA28 Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 

7600(Nemacontrol,Simbiose) LF 

N.A 

UFLA 29 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A2 on 

farm congelado 

2ª safra 2019/2020 
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Tabela 1 - Iidentificação de todas as amostras usadas nas etapas de metataxonômica, 

quimiotaxia, HPLC e teste de penetração (Conclusão). 
 

Amostra Descrição Coleta 

UFLA 30 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A19 

on farm congelado 

2ª safra 2019/2020 

UFLA 31 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, 

Simbiose)A125/173 on farm congelado 

Safra 2020/21 

UFLA 32 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) 

A107/154 on farm congelado 

Safra 2020/21 

UFLA 33 Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 

7600(Nemacontrol,Simbiose) 

N.A 

UFLA34 Água autoclavada esterilizada N.A 

UFLA 35 Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 

7600(Nemacontrol,Simbiose) fermentado no Laboratorio 

N.A 

UFLA 36 Comercial Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand)  

UFLA 37 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A22 on farm 

congelado 

2ª safra 2019/2020 

UFLA 38 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A51 on farm 

congelado 

2ª safra 2019/2020 

UFLA 39 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A102/149 on 

farm congelado 

Safra 2020/21 

UFLA 40 Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A123/171 on 

farm congelado 

Safra 2020/21 

Fonte: Do autor (2023). 
 


