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RESUMO

O manejo do nematoide das lesfes radiculares na soja (Glycine max), Pratylenchus
brachyurus, € baseado na integracdo de fatores culturais, quimicos e biologicos, sendo o
manejo cultural e o controle biol6gico considerados ferramentas indispensaveis. Na primeira
parte deste estudo é apresentada uma revisdo de literatura abordando o patossistema P.
brachyurus-soja, bem como as principais praticas de manejo. Além disso, faz-se uma
abordagem de agentes de biocontrole, com énfase no género Bacillus e os possiveis beneficios
da adog&o desse agente de controle bioldgico dentro do manejo integrado de nematoides em
campo. Na segunda parte do estudo foi realizado uma avaliagcdo da qualidade dos produtos
produzidos por fermentag&o on farm em diferentes regites do Estado do Mato Grosso, durante
0 periodo de 22 safra de 2019/20 e safra 2020/21, totalizando 125 amostras coletadas. Essas
amostras foram utilizadas para quantificacdo de células bacterianas endosporogénicas e para
avaliar o desempenho destes fermentados na reducdo da penetracdo do P. brachyurus em
raizes da soja. Foi feita andlise da microbiota entre as amostras de dois produtos comerciais,
onix e nemacontrol, e suas fermentac6es obtidas de diferentes sistemas de producdo. Para o
sequenciamento metataxonémico das amostras foi utilizado fragmento parcial da regido 16S
do rDNA. Foi obtida a alfa diversidade e beta-diversidade microbiana das amostras avaliadas.
Posteriormente foi feita a validagdo das condicdes de fermentacdo e eficiéncia em campo de
cinco ensaios realizados junto aos produtores em areas com histérico de perdas pelo
nematoide das lesbes radiculares. Para as células endosporogénicas, apenas 3 produtos se
mantiveram com  quantificacdo média de 108 UFC mL™, tanto no produto comercial, quanto
no fermentado, sendo que todos eles apresentavam Bacillus amyloliquefaciens como base.
Dentre as varidveis analisadas para o teste de eficiéncia, apenas a penetracdo de nematoides
nas raizes apresentou diferenca entre as amostras, com destaque para 4 produtos distintos.
Observou-se que a utilizacdo de produtos resultantes da fermentacdo on farm em condicGes
otimizadas pode permitir a reducdo de nematoides. A analise microbiana revelou abundancia
relativa de 100% nas amostras comerciais, enquanto as fermentadas tiveram uma grande
variacdo na sua composi¢ado de géneros de diferentes bactérias, sem nenhum padréo entre elas.
Pela alfa diversidade, foi possivel observar separacdo entre composicdo de produtos
comerciais e on farm. Enquanto a beta diversidade mostrou um agrupamento entre as amostras
fermentadas e entre as comerciais. Ressalta-se a importancia de se entender a composicao e a
eficiéncia do sistema de fermentagdo, sendo o on farm uma ferramenta para aumentar a
produtividade, e as areas devem ser manejadas com foco na integracao do controle bioldgico
com outras praticas de manejo.

Palavras-chaves: Fermentacdo. Bacillus spp.. Pratylenchus brachyurus. Manejo e
metaxondmica.



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.



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6

2.1
2.2
2.3

2.4
2.5

3.1
3.2
3.3

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ...ttt sttt
LR T0] 51U L07X o T
REFERENCIAL TEORICO......c.coiiiiceiseeeeeee ettt
Patossistema Pratylenchus brachyurus — Soja..........ccocvvieiiiiiiniiicceceee s
(Of0] 0] 170] (=l =TT0] [0 ol o S SUSUPS SRS
BaCHIUS SPP. oot
FOrmulagao de BaCIIUS..........ccoiiiiiiiiciecee s
PrOAUGAD ON TAIMN. ...ttt ettt
Metabdlitos envolvidos no controle de Nematoides...........ccvvvveeeriereieneiese s
REFERENCIAS. .....ooiiiiiieieeis ittt sttt
SEGUNDA PARTE — ARTIGOS ...t
ARTIGO 1 - QUALIDADE DE PRODUTOS COMERCIAIS E PRODUZIDOS
ON FARM A BASE DE BACILLUS EM RELACAO A CONCENTRACAO DE
CELULAS E EFICIENCIA DE CONTROLE DE PRATYLENCHUS
BRACHYURUS ... .ottt snre e e nee e
RESUMO ...ttt e et e e et e e saa e e e se e e e ne e e annaeennneeens
1N REET0] 51U L07-X o IO
MATERIAL E METODOS........cociieieeeeeteeeeseeesssesessssesessssenesses s s ssnessenens
Sumarizacgao de dados e coleta de amMOSIIa.........c.evvereeierierree e
Quantificac@o de CElUIas VIAVEIS...........cccceiiiiiieie e
Avaliacdo da eficiéncia de produtos de fermentacao on farm e comerciais na

penetracdo de Pratylenchus brachyurus em soja em casa de vegetagéo...................
ValidaGho M CAMPO.......couiiiiieieiteite ettt
Desenho experimental e analises estatiStiCas............ccovverererieieiieieresese e
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ne e
Sumarizacgao de dados e coleta de amOSTIa..........covveeieieeniiie e
Quantificagao de CEIUIAS VIAVEIS.........cccoiiiiiiiiiiiieeee e
Avaliacéo da eficiéncia de produtos de fermentacao on farm e comerciais na

penetracao de Pratylenchus brachyurus em soja em casa de vegetacgéo...................
ValidaGa0 M CAMPO....uuiiiiiiieiiete ettt e e sb et neenees
DISCUSSAD. ...ttt
CONCLUSAD. ..ottt st

12
12
13
13
16
18
19
21
22
25
34

34
34
35
37
37
37

39
41
43
44
44
46

46
47
53
58



2.1
2.2
2.3
2.4

3.1
3.2
3.3
3.4

REFERENCIAS ..o e et e et e e e s e e e et e s e e e e e et er e 59

APENDICE Aottt an sttt 61
APENDICE Bu...oooocvceetee ettt sttt st 63
APENDICE ..ot ees sttt sttt s st 64
N =] | ] ] =TT 64

ARTIGO 2 - CARACTERIZACAO METATAXONOMICA E BIOQUIMICA
DE PRODUTO COMERCIAL E FERMENTADO ON FARM PARA O

MANEJO DE PRATYLENCHUS BRACHYURUS..........cccooiiiiee e, 69
RESUMO ... ettt ettt e e et e e s sna e e s se e e e neeeaneeeenaeeas 69
INTRODUGAO. ......coouieeieieteeeeeeeeeee et asaa s s s ennens 70
MATERIAL E METODOS..... ..ottt testse s eneses sttt 72
Producdo de metabOlitos DIOAtIVOS...........cccveieiiiiicie e 72
Anélise metataxondmica das amostras comerciais e on farm..........cccccccevevvevennnn. 75
Controle de qualidade do produto Nnemacontrol.............ccccevverviiniienicie e 77
indice de qUIMIotaxia (1Q).......ccievererrreieeeeeeeeeee ettt 79
RESULTADOS. ...ttt ba e et e e b e e nbea e 81
Producdo de metabOlitos DIOAtIVOS..........coviieiieiiieee e 81
Anélise metataxondmica das amostras comerciais e on farm..........cccccoecevevvevennn. 87
Controle de qualidade do produto Nnemacontrol............ccccevveverieriieni e 91
Indice de qUIMiotaxia (1Q) ....ccoveveeieeeieeeeeeieee ettt 93
DISCUSSAOQ.......ooiiiiiiiieiiisites e 94
CONCLUSAD. ......oooiiiieiesis ettt 96
REFERENCIAS. .......coiiiiiiiietsitese et 98

APENDICE A ..o e et eeeeeeeee et e e e et e e et et e e e e e ee et e e e s e e er e e e ena, 104



12

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A soja, uma das bases do agronegocio brasileiro, tem se deparado com um aumento
crescente em area plantada e producdo e com ele, pode ter o seu rendimento afetado por
fitopatdgenos do solo, com destaque para os do género Pratylenchus, que aumentaram sua
populacdo em um cendrio de producdo com até trés safras no Estado Mato Grosso (soja, milho
ou algoddo e pastagem), causando grandes perdas de produtividade.

Algumas préticas de cultivo, como o sistema de plantio direto e o cultivo em solos
arenosos, favorecem a disseminacdo e o estabelecimento de grandes populages desse
fitoematdide, resultando em maiores perdas. O manejo de P. brachyurus é complexo e de dificil
execucdo, devido ao seu habito endoparasita migrador e polifago

O controle biol6gico tem sido uma ferramenta fundamental para o manejo desse
nematoide nas grandes culturas, através do tratamento de sementes ou aplicacdo no sulco de
plantio. Com a difusdo das técnicas de producdo massal de bactérias e a oferta dos insumos e
equipamentos necessarios para a producdo, apoiados no decreto n° 6.913, 23 de julho de 20009,
Artigo 1°, inciso § 8°, que estabelece: “Ficam isentos de registro os produtos fitossanitarios com
uso aprovado para a agricultura organica produzidos exclusivamente para uso proprio", houve
um aumento na préatica de multiplicacdo de microrganismos nas fazendas para uso préprio, que
ficou conhecida por producao on farm.

Porém, em decorréncia das condicdes variaveis dessa producao, pouco se sabe sobre a
eficiéncia do processo de multiplicacdo de células e da capacidade de controle para o alvo e
manutencdo de sua eficiéncia apos producdo. Levando em consideracdo que as bactérias do
género Bacillus predominam entre os microrganismos empregados na agricultura brasileira, se
faz necessario a criacdo de mecanismos que possam garantir o controle de qualidade dessa
producao.

Quando nos referimos as formas de multiplicacdo e aos sistemas usados pelos
produtores € possivel perceber que ndo existe um padrdo a ser utilizado. Os sistemas de cultivo,
em sua maioria, sao realizados em caixa d'agua, mas alguns produtores utilizam tanque de inox
ou ainda tanques de empresa em comodato, variando de instalaces simples a estruturas muito
bem elaboradas, 0 mesmo ocorre com o0s sistemas de aeracao.

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 a

0s tipos de sistemas de producdo, meios de cultura e indculo inicial utilizados, bem como a
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eficiéncia 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 atuacdo na atracdo ou repeléncia deste fitonematoide

e seu hospedeiro.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Patossistema Pratylenchus brachyurus — soja

Nas duas Ultimas décadas, o Brasil esteve como segundo maior produtor e exportador
de soja. Na safra 2021/22, o pais alcancou o titulo de maior produtor mundial de soja, com
125.552,3 milhdes de toneladas produzidas e uma area plantada de 41.452,0 milhdes de
hectares. O Estado do Mato Grosso ocupa o lugar de maior produtor brasileiro, com uma area
cultivada equivalente a 11.108,5 milhdes de hectares, producdo de 41.490,2 milhdes de
toneladas, e produtividade de 3.735 kg ha (CONAB 2022).

Embora seja claro a expansao desta cultura, a soja pode ter seu rendimento afetado
por doencas causadas por diferentes agentes fitopatogénicos, como fungos, nematoides, virus
e bactérias (GODOY et al., 2016), resultando em danos econdmicos. Nesses cenarios,
destacam-se os fitonematoides que causam perda de produtividade anual estimada em mais
de US$ 173 bilhdes em todo o mundo (ABAD et al., 2008; ELLING, 2013). Nos paises de
climas tropicais e subtropicais foram estimadas perdas de producao atribuidas a nematoides
em 14,6%, em comparagdo com 8,8% em paises temperados (NICOL 2011).

Mundialmente, hé relatos de mais de 100 espécies de nematoides de 50 géneros
distintos na cultura da soja (BRIDA et al., 2016). Nas areas cultivadas no Brasil, e
considerando as culturas anuais agricolas de maior expressao, as cinco espécies de
nematoides mais frequentemente envolvidas com perdas na producéo séo: 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 lesdes
radiculares Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev e Sch. Stekhoven, 1941 (DIAS
etal., 2010; GALBIERI et al., 2012). Levantamentos realizados no Cerrado do pais indicam
que essas espécies estdo presentes nas principais areas de producdo de Mato Grosso, Babhia,
Goiéas e Mato Grosso do Sul (GALBIERI et al., 2012; SILVA et al., 2003).

A maioria dos fitonematoides se desenvolvem rapidamente em condicdes 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 condi¢Ges de baixo teor de matéria orgénica,
completando o ciclo entre 20 e 30 dias (FERRAZ; BROWN, 2016).

Entre as espécies consideradas mais prejudiciais a agricultura, destaca-se P.
brachyurus, em decorréncia da sua distribuicdo geografica ampla gama de hospedeiros
(GOULART, 2008), ocasionando perdas na ordem de 20% da producdo (ANTONIO et al.,
2012). Esse ato é potencializado por se tratar de uma espécie polifaga, que se alimenta de
diversas culturas (DIAS-ARIEIRA et al.,2009) e com acdo destrutiva do sistema radicular,
resultando na reducdo do volume total das raizes, que afeta diretamente 0 metabolismo das
plantas e pode levar & morte (MARTINS, 2016).

O ciclo de vida dos Pratylenchus spp. tem em média trés a seis semanas, podendo
variar conforme a planta hospedeira e temperatura, principalmente (FERRAZ, 1999). A
temperatura 6tima para o desenvolvimento e reproducdo em P. brachyurus esta na faixa de
29-30 °C. Envolve as fases de ovo, juvenis (J1, J2, J3 e J4) e adultos. A eclosdo do ovo ocorre
no 2° estadio juvenil (J2) que sdo infectantes, podendo penetrar e abandonar repetidamente
as raizes 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 a cultura da batata. Na década de 1970, o género Pratylenchus foi
considerado o segundo em importancia agrondmica no Brasil, atras apenas dos nematoides
de galhas (FERRAZ; BROWN, 2016). Nos ultimos anos tornou-se um sério problema
sanitario para a soja, principalmente nos Estados produtores da regido Centro-Oeste, onde
96% de suas areas de cultivo indicavam prevaléncia do nematoide das lesées (RIBEIRO et
al., 2010), registrando perdas de até 50% na produtividade (FRANCHINI et al., 2014).

Mudancas no sistema de producdo, como a pratica de sucessao de culturas dentro do
sistema de plantio direto e incorporacdo de &reas com solo arenoso, aumentam a
vulnerabilidade da cultura. Até pouco tempo, as plantas empregadas na sucessdo eram milho
e sorgo, dentre outras espécies desfavoraveis a nematoides como Meloidogyne spp. e H.
glycines, os quais por varios anos foram extremamente problematicos na regido. No entanto,
as mesmas eram hospedeiras de P. brachyurus, favorecendo a sua multiplicagéo, permitindo
que assumisse o lugar de maior preocupacao dos sojicultores da regido (FERRAZ; BROWN,
2016).

A incidéncia de P. brachyurus em plantacGes de soja é caracterizada pela mudanca

de coloracéo nas folhas, embora sem o0 amarelecimento tipico da maioria das infestacGes de
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nematoides, e presenca de lesdes marrom-avermelhadas nas raizes, progredindo para necrose
(DIAS et al., 2010; INOMOTO, 2008). O intenso ataque as plantacdes de soja por este
nematoide destréi inicialmente a raiz principal e, posteriormente, as raizes laterais (DIAS-
ARIEIRA et al., 2018).

Endoparasita migrador, P. brachyurus penetra nas raizes, se locomove, se alimenta e,
quando a raiz entra em decomposicao retorna ao solo para parasitar outra raiz (MICHEREFF,
2001). Durante esse processo, ataca as células do parénquima cortical das raizes de soja, por
meio da injecdo de toxinas, e também por sua movimentacdo, desorganizando e destruindo
células, o que resulta em areas necrosadas nas raizes (HENNING et al., 2014), predispondo
as plantas a infeccdes por patégenos secundarios, como bactérias e fungos (GOULART,
2008).

O manejo da populacéo de fitonematoides em areas infestadas é um dos desafios para
o cultivo da soja. Uma vez introduzido na area, a erradicacéo é muito dificil, sendo necessério
0 uso de diferentes medidas de controle, sendo a rotagdo de culturas, o uso de cultivares
resistentes e o controle quimico as medidas mais recomendadas (DIAS et al., 2009).

Embora o uso de cultivares resistentes seja 0 método mais econémico e eficaz de
controlar as doencas, na maioria das vezes, elas ndo estdo disponiveis ou existe pouca
disponibilidade no mercado, ou ainda apresentam um baixo nivel de resisténcia, que pode ser
quebrado em decorréncia da variabilidade do patégeno (YORINORI; KIIHL, 2001). Como a
interacdo de P. brachyurus com a soja é menos complexa, ndo ha necessidade de formacao
de nenhuma célula especializada de alimentacdo, como ocorre com outros nematoides,
diminuindo as chances de encontrar fontes de resisténcia (DIAS et al., 2010). Seu manejo é
desafiador porque os meios disponiveis séo limitados (MAY et al., 2016). O manejo cultural,
com a rotacdo de culturas, na pratica € inviavel, por haver inmeros hospedeiros alternativos
para esse fitonematoide (FERRAZ; BROWN, 2016), e 0 manejo quimico dispde de poucas
moléculas, que por sua vez sdo muito toxicas para o ser humano e para o ambiente, além de
apresentar elevado custo para o produtor (AGROFIT, 2020).

A utilizacdo de medidas adequadas, bem como o manejo integrado de diferentes formas
de controle, possibilita ao agricultor a redugdo da populagdo ou até mesmo o controle do
nematoide a niveis populacionais que permitam a convivéncia, fitoparasita e hospedeiro, sem
que haja perda na produtividade (FERRAZ et al., 2010). Dentre os metodos de controle de
nematoides mais utilizados pelos produtores de soja, destacam-se o alqueive do solo, rotacdo
de culturas, uso de cultivares resistentes quando existentes e o tratamento das sementes por

meio de nematicidas quimicos a base de abamectina ou tiodicarbe (HOMIAK et al., 2017;
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RIBEIRO et al., 2014), e bioldgicos (KLEPADLO et al., 2018). Os dois métodos apresentam
limitacdes e, muitas vezes, ndo tém sido suficientes para reduzir as perdas. Além disso, existe
uma resisténcia por parte dos produtores em substituir as safras de soja com plantas hospedeiras
antagobnicas, restringindo-se a cultura secundaria, o que nem sempre é suficiente para manter a
populagéo abaixo do limiar econdmico. Estudos de patogenicidade para o género Pratylenchus
sugerem que, até mesmo com populagdes extremamente altas no solo, estes ndo chegam a matar
a planta hospedeira. Porém, os niveis de danos sdo muito variaveis, dependendo da combinacéo
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 quimicos em sementes apresentarem importancia estratégica para reducao da
penetracdo e reproducdo dos nematoides (HOMIAK et al., 2017; RIBEIRO et al., 2014), o
efeito residual dos produtos tem baixa persisténcia e & desfavordvel a biota do solo,
diferentemente do uso de microrganismos como forma de tratamento das sementes (SOARES
etal., 2017). A baixa eficiéncia dos métodos de controle disponiveis, embora sejam capazes de
estimular o crescimento das plantas e de induzir resisténcia ao ataque desses parasitas
(MOURA; CARNEIRO, 2020), tem despertado o interesse e a busca por novas estratégias.

Nesse contexto, a utilizacdo de produtos bioldgicos € uma opcéo interessante, visto que
apresenta maior persisténcia no solo, nao é toxico e pode contribuir para sua supressividade.
Outro beneficio € apresentar custo relativamente baixo, além de ter, em alguns casos, eficiéncia
superior aos produtos quimicos disponiveis no mercado, se combinado com boas préaticas de
manejo do solo (SOARES et al., 2017).

Bactérias do género Bacillus apresentam grande potencial para supressdo de nematoides
em area de cultivo de forma sustentavel. Presentes na rizosfera, podem ser capazes de matar, e
de competir com nematoides por nutriente e espaco (MOURA; CARNEIRO, 2020).

2.2 Controle Bioldgico

O uso de microrganismos, formulados ou ndo, para manter as populac6es de organismos
prejudiciais na agricultura em niveis aceitaveis tém se tornado cada vez mais comuns. Esse
processo é¢ denominado de controle biologico, caracterizado por promover a reducdo da
densidade de in6culo ou atividades determinantes da doenca causada por um patdgeno, por um

ou mais organismos (COOK; BAKER, 1983). Pode ocorrer de maneira espontanea ou como
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resultado da manipulagéo de organismos pelo homem, sendo condicionado pelo hospedeiro ou
meio ambiente (SOGLIO, 2004).

Do ponto de vista econémico, um inimigo natural efetivo é aquele capaz de regular a
densidade populacional de uma praga ou patégeno e manté-lo em niveis abaixo do dano
econdmico estabelecido para um determinado cultivo. Dentro desse contexto, o uso de
microrganismos que antagonizam patdgenos de plantas é uma opgao sustentavel para o controle
de doencas na agricultura (RIBEIRO, 2009).

No Brasil, a aplicacdo de controle biologico ndo é ainda a primeira op¢do para 0s
produtores e entre 0s aspectos que justificam a baixa aplicabilidade desta forma de controle esta
ainda deficiente difusdo de conceitos, principios e vantagens envolvidos no uso de bioprodutos
e a limitacdo do conhecimento dos consumidores sobre as consequéncias para a satde publica
e ambiental do uso intensivo de agrotoxicos (MACHADO et al., 2012).

Agentes de controle bioldgico sdo capazes de se estabelecer, colonizar e dispersar no
ecossistema (AVILA et al., 2005) além de uma opcdo vidvel para diminuir o potencial de
indculo de patdgenos presentes no solo, sem trazer danos ao meio ambiente (MELLO et al.,
2007). A eficiéncia desses agentes em doencas da parte aérea depende da capacidade de
sobrevivéncia e manutengdo de populacGes em alta densidade nesse ambiente (HALFELD-
VIEIRA et al., 2004).

Nos grupos mais estudados, promissores e utilizados, entre 0s organismos antagonicos
a nematoides, estdo os fungos e bactérias (ASKARY E MARTINELLI 2015). Dentre esses
organismos, as bactérias do género Bacillus merecem destaque por apresentar caracteristicas
distintas, tanto no ponto de vista antagnico, como na promogdo de crescimento vegetal, além
de apresentarem pouca complexidade no processo de multiplicacdo em larga escala (XIANG et
al., 2018; MHATRE et al., 2019).

Existem varios studos que correlacionam os diferentes modos de acdo de Bacillus spp.
a supressao de nematoides, podendo se destacar o antagonismo por meio da producdo de
enzimas liticas, indugdo de resisténcia sistémica, antibiose e reducdo de estresse oxidativo
(KLOEPPER et al., 2004; LIU et al., 2016; XIANG et al., 2017b, 2018; ZHOU et al., 2017).

2.3 Bacillus spp.
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Dentre os géneros mais utilizados em biocontrole de doengas de plantas destaca-se
Bacillus, com grande vantagem em relacdo a outros agentes de biocontrole, em decorréncia da
sua atividade bioldgica contra diversos microrganismos responsaveis por doencgas em plantas,
sendo considerada um dos mais eficazes para o biocontrole. A atividade pode estar relacionada
aproducéo de lipopeptideos ativos, a facilidade de colonizar plantas (ASAKA e SHODA, 1996)
e também a facilidade na formulacéo.

O género Bacillus pode ser utilizado na formulacdo de produtos mais estaveis e viaveis,
aplicacdo no tratamento por via foliar (KLOEPPER et al., 1989) e producdo de compostos
antimicrobianos como antibidticos lipopeptidicos (YANEZ-MENDIZABAL et al., 2012).
Outra vantagem deste género, se deve ao rapido crescimento em meio liquido e ndo ser agente
de patogenicidade para homens e animais (SHODA, 2000). Além disso, 0 género €
caracterizado pela capacidade de formacdo de enddsporos, estrutura de resisténcia capaz de
suportar condi¢cGes ambientais adversas como dessecacéo, radiacao solar, altas temperaturas, e
pela producdo de antibidticos de amplo espectro (DE JENSEN et al., 2002; BACON et al.,
2001; CAVAGLIERI et al.,, 2005; ZANOTTO et al., 2016; PEREIRA et al., 2010;
MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2016).

Bacillus spp. € 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 liberacao
de substéncias tdxicas aos patdgenos, na competicdo por espaco e nutriente e na sintese de
compostos volateis com propriedades inibitérias (RYU et al., 2004; ONGENA et al., 2007;
LEELASUPHAKUL et al., 2008). J& 0 mecanismo indireto é exercido por meio da resisténcia
sistémica induzida (LEELASUPHAKUL et al., 2008) e formacdo de biofilme nas raizes,
protegendo-as contra patdgenos (GOU et al., 2015).

Diferentes cepas bacterianas ja foram identificadas com atividade nematicida e 56
produtos registrados para 0 manejo de nematoides fitopatogénicos, sendo 44 para o alvo
Pratylenchus brachyurus, e 38 deles compostos por, pelo menos uma espécie pertencente ao
género Bacillus (AGROFIT, 2023).

Bacillus tém sido relatadas como capazes de promover protecdo substancial contra o
parasitismo de nematoides (SIDDIQUI et al. 2001). Algumas espécies desse género apresentam
antagonismo direto aos fitonematoides, provocando a redugdo na frequéncia de doencas em
condigdes de campo (SHANTI; RAJEDRAN, 2006; OLIVEIRA et al., 2009; ALVES et al.,
2011).

B. subtilis produz metabdlitos toxicos que afetam o movimento de nematoides, podendo

inibir a eclosdo de juvenis e interferir no processo pelo qual eles penetram nas raizes (ARAUJO
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et al., 2002). Além da producdo de 12 proteases e a inducdo de enzimas de defesa na planta
hospedeira sdo mecanismos atribuidos a B. subtilis no controle de nematoides (LIAN et al.,
2007; KAVITHA et al., 2007).

Arguelles-Arias et al. (2009), ao estudar o isolado GAl de B. amyloliquefaciens
identificaram sua capacidade de producéo de antibidticos e outros metabolitos secundarios, que
podem ser aplicados no biocontrole de patdgenos de plantas.

Lanna Filho et al. (2010), afirmaram que B. subtilis pode colonizar todos os 6rgéos
vegetativos das plantas, de forma epifitica, endofitica ou na forma de rizobactéria,
possibilitando um amplo espectro para o uso agronémico. Além disso, alguns isolados
apresentarem facilidades para a manutencdo de sua viabilidade em bio formulados, tornando
evidente o seu potencial para incremento da produtividade vegetal e reducao de doencas.

Ensaios utilizando B. subtilis em sementes tém sido realizados desde a década de 80.
Recentemente, a inoculagéo de cepas de B. subtilis em sementes de soja foi avaliada por Tavanti
et al. (2020), mostrando um aumento de 25% na produtividade de grdos quando comparadas ao
controle e um aumento de 70% na germinacdo. De acordo com estudos Fernandes et al., (2014)
observaram uma reducdo de aproximadamente 60% no nimero de ovos de M. incognita
utilizando como controle a microbiolizag&o de sementes com B. subtilis.

A eficiéncia de Bacillus spp. para controle de nematoides como Pratylenchus
brachyurus, Meloidogyne incognita e H. glycines, considerados de grande importancia para a
agricultura mundial, também ja 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 Formulacéo de Bacillus

O uso dos microrganismos na agricultura sustentavel possibilitou novos avangos para a
agroeconomia, sendo uma das principais inovag¢fes permitidas o desenvolvimento de bio
inoculantes, visando a promocédo de crescimento das plantas e erradicagdo de patdgenos nas
culturas de importancia econdmica. Porém, algumas questfes primordiais para uso desses
microrganismos como produtos formulados foram sendo negligenciadas, causando obstaculos
e atrasos na producdo de biofertilizantes quando comparados a seus analogos sintéticos.

Para o desenvolvimento de produtos de biocontrole ha necessidade de varios passos,

como: coleta, isolamento, identificacdo e caracterizagcdo dos microrganismos; desenvolvimento
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da producdo dos mesmos em meios de cultivo; otimizagdo do processo fermentativo e
escalonamento dos processos; estudos de formulagdo e aplicagdo em campo; obtencdo do
Registro Especial Temporario; registro e comercializagdo do produto (SILVA; MELLO, 2007).

A producdo e comercializacdo dos produtos bioldgicos passa pela otimizacdo de sua
producdo em massa, sendo considerado de grande relevancia aqueles oriundos de fermentacdes.
Os processos microbianos ocorrem na fermentacdo submersa (FSM ou fermentacéo liquida) e
na em estado semi-solido ou sélido (FES). No entanto, para escala industrial a fermentacéo
submersa é a mais utilizada (CASTRO; FERREIRA, 2010), onde a utilizacdo de agua &
ilimitada, a alimentacdo de oxigénio se da por aeracdo, o volume da mistura de fermentacgdo é
amplo, ha um grande consumo de energia e alto investimento (PANDEY et al., 2001).

O uso comercial de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas requer um
indculo com alta viabilidade celular, de facil transporte e aplicacéo, para aumentar a sua eficacia
(FILHO et al., 2001). Para comercializacdo, uma vida Gtil longa é uma vantagem para qualquer
inoculante (FAGES, 1992).

Atualmente existe grande empenho nas pesquisas para se chegar a produtos formulados
que sejam de utilizacdo mais facil, com melhor resposta em relacdo aos fitopatdgenos e possam
alcancar um maior numero de culturas-alvo. Para isso, € necessario levar em consideracéao todo
0 processo da bioformulagdo, desde a triagem dos microrganismos até o desenvolvimento,
implementacao e validacdo do produto (ARORA; MISHRA, 2016).

Ainda hoje ndo existe uma definicdo consensual para o termo, mas para Arora et al.
(2010) bioformulacgdes sdo prepara¢bes com microrganismos que podem substituir parcial ou
totalmente os fertilizantes quimicos e/ou pesticidas. No entanto, qualquer defini¢do deve incluir
um ingrediente ativo, um material transportador e um aditivo. O ingrediente ativo é o organismo
Vivo ou esporos, sendo sua sobrevivéncia essencial para o sucesso da formulacdo desenvolvida
(AULD et. al., 2003; HYNES; BOYETCHKO, 2006), ou ainda compostos semioquimicos
(feroménios e substancias aleloquimicas) e bioquimicos (enzimas e hormdnios) (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
0 crescimento da planta e atingir o patégeno alvo (BURGES; JONES, 1998). Por fim, os
aditivos atuardo na protecdo das células as condi¢cGes ambientais e melhorar as propriedades
fisicas, quimicas e nutricionais das formulagdes (SCHISLER et al., 2004; HYNES;
BOYETCHKO, 2006).
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Basicamente existem 2 tipos de bioformulagdes: solidas e liquidas (BURGES; JONES,
1998). As solidas incluem granulos, pés molhaveis ou ndo e granulos dispersiveis em agua. Ja
as formulacGes liquidas podem ser de 2 tipos: Suspens@es de concentracdes ou concentracdes
fluidas em 6leo. Segundo Brar et al. (2006), uma formulacéo liquida tipica contém de 10-40%
de microrganismos, 1-3% ingrediente de suspenséo, 1-5% de ingrediente dispersante, 3-8% de
surfactante e 35-65% de material de transporte liquido (6leo ou &gua). Em geral, os agricultores
preferem concentrados de suspensdes por serem mais faceis de medir e despejar no tanque de
pulverizacdo (ARORA; MISHRA; 2016). No Brasil existe crescente demanda de assisténcia na
formulacdo de produtos com fermentacdo liquida, tanto para empresas quanto para produtores,
0 que torna necessaria a oferta de cursos que permitam a formacao de recursos humanos capazes

preencher esta lacuna.

2.5 Producéo on farm

Uma alternativa para elevar o uso e a aceitacdo de um biofertilizante € o
desenvolvimento de um inoculante produzido pelo usuario final, no local onde sera
posteriormente utilizado, evitando os custos associados com a compra de um produto comercial,
abordagem conhecida como método on farm (SHARMA; ADHOLEYA, 2011).

Resumidamente, a producdo on farm trata € um método de multiplicacdo de
microrganismos na propriedade rural, permitindo a utilizacdo de seus proprios agentes
inoculantes no controle bioldgico de pragas e doencas (SANTOS et al., 2020; LANA et al.,
2019, VALICENTE et al., 2018).

Segundo relato de produtores, o sistema de producdo prioriza praticidade na operacao,
facilidade no manuseio, manutencdo e desinfeccdo, além de obtencdo de elevadas
concentracdes de células bacterianas viaveis, consistindo na utilizacdo de 3 equipamentos
basicos: Turbina sopradora, tubos de PVC soldados e uma caixa de agua. Além disso, €
imprescindivel um ambiente com estrutura adequada para o processo de multiplicacdo de
celulas bacterianas, com piso impermeavel e de facil higienizagéo, abastecimento de 4gua limpa
e estéril e condicdes ideais para estocagem de meio de cultura utilizado (SANTOS et al., 2020;
LANA et al., 2019).

Ja existem no mercado empresas trabalhando com a produgdo on farm, como
Agrobiologica, Fotossintese Biologic, Profarm, BioBoaVista, Solubio, entre outras, que
propdem aos produtores reducdo de custos nos cultivos de café, soja, milho, trigo, algoddo, cana

e hortifruti, com o uso de sua tecnologia de producdo de defensivos e inoculantes na fazenda.
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Elas fornecem assisténcia aos produtores desde a utilizacdo dos meios de cultura, a utilizacéo
do indculo, o processo de fermentacéo até a aplicacdo 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 instalacdes
ndo possuem condi¢cBes minimas para manter o ambiente com baixa carga microbiana,
esterilizacdo do meio de cultura, além da padronizacdo de todo o sistema de producédo e do
produto final. Para este sistema de producéo, o que se tem observado € a utilizacdo de diferentes
fontes de indculo, meios de cultura e condi¢cdes de cultivo. Normalmente os on farm séo
produzidos em tanques metalicos ou caixas d’agua que ndo sdo adequados, pois possuem
aberturas que facilitam a contaminacdo durante todo o processo, inviabilizando o uso do
produto final na forma de pulverizacdo. No caso de producdo on farm, os perigos do
crescimento de contaminantes sdo mais evidentes, uma vez que normalmente ndo séo utilizados
produtos esterilizados nem fermentadores adequados, e 0s contaminantes podem ser mais
competitivos no crescimento do que o préprio inoculante.

De acordo com levantamento da consultoria Blink, o mercado de produ¢do on-farm no
Brasil na safra 2021/2022 foi de 35% do mercado total de biologicos. Os especialistas estimam
que esse numero vai decrescer nos préximos anos, mas se estabilizando em torno de 10% do
mercado total de bioinsumos (MEDEIROS e BETTIOL, 2023).

Além disso, destaca-se a legislacdo vigente, onde no Decreto N° 6.913, de 23 de julho
de 2009, o inciso 8°, do “Art. 10-D, 1é-se que “Ficam isentos de registro os produtos
fitossanitarios com uso aprovado para a agricultura organica produzidos exclusivamente para
uso proprio”. Recomenda-se que ao iniciar o processo de producdo on farm, o produtor tenha

seu préprio microrganismo para multiplicacdo, o que permite uma maior autonomia.

2.6 Metabadlitos envolvidos no controle de nematoides

A producéo de bactérias pode gerar resultados no manejo de fitonematoides advindos
diretamente das células bacterianas ou dos metabdlitos produzidos por elas no meio de cultura.
As células colonizam raizes e produzem metabdlitos. Estes metabdlitos sdo diretamente toxicos
aos fitonematoides ou indiretamente pela ativacao de respostas de defesa, como a desencadeada
por lipopeptideos (RAAIJIMAKERS et al., 2010).

Segundo Machado (2012), os produtos metabdlicos liberados pelas rizobactérias podem
ter efeitos negativos sobre a reproducéo, postura e eclosdo de ovos, sobrevivéncia nos estagios

iniciais de desenvolvimento dos nematdides e/ou provocar a morte dos individuos adultos.
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Grande parte do efeito de controle dos nematoides é devido a producdo de metabolitos
secundarios, tais como enzimas e toxinas, que podem inibir a reproducdo de nematoides, a
ecloséo e a sobrevivéncia de juvenis de Heterodera glycines (XIANG et al., 2018).

Os lipopeptideos sdo moléculas de superficie ativa que possuem atividade
antimicrobiana e podem induzir respostas de imunizacdo nas plantas (YOSHIDA et al., 2001;
RICHARDSON et al., 2009; RAAIJMAKERS et al., 2010; CAWOQY et al., 2015). Entre muitos
compostos ativos produzidos por Bacillus spp., surfactinas, fengicinas e iturinas sdo os que
mais frequentemente desempenham papel no controle biolégico de fitopatdgenos. As
surfactinas sdo bioemulsificantes que apresentam atividade antimicrobiana e agem promovendo
0 aumento da area de superficie para crescimento em substratos insolUveis em agua; e atuam
na fixacdo e desprendimento de bactérias em superficies (ROSENBERG; RON, 1999).
Fengicina e as iturinas apresentam atividade antimicrobiana e antifungica, mais
especificamente para fungos filamentosos (VANITTANAKOM et al., 1986, STELLER et al.,
2004).

Diferentes cepas bacterianas ja foram identificadas com atividade nematicida e 56
produtos registrados para 0 manejo de nematoides fitopatogénicos, destes 44 sdo registrados
para o alvo Pratylenchus brachyurus, sendo 38 deles compostos por, pelo menos uma espécie
pertencente ao género Bacillus (AGROFIT, 2023). Algumas bactérias podem produzir
substancias capazes de afetar o desenvolvimento dos nematoides, como antibi6ticos,
sideroforos e enzimas (XIA et al. 2011; TIAN et al. 2007), além de atuar na competicao por
sitios de colonizacdo e nutrientes com os nematoides (DONG; ZHANG 2006). B. subtilis atua
interferindo no ciclo reprodutivo do nematoide e na migracao do juvenil em direcdo a planta
hospedeira (SHARMA; GOMES 1996).

Estudos realizados por Berlitz et al (2016) avaliaram a eficiéncia de um produto
constituido de cepas de B. subtilis e sua interacdo em ovos e juvenis de M. javanica na alface e
concluiram que o tratamento com B. subtilis reduziu o nimero de ovos e juvenis em 90%. Este
achado pode estar relacionado ao conjunto de antibioticos, enzimas e proteases produzidas por
este isolado. Similarmente, estudo realizado por Araujo e Marchesi (2009) indica promogéo de
crescimento e reducdo na reproducdo de nematoide formador de galhas em raizes de tomateiro
tratadas com B. subtilis.

Em alguns casos, bactérias antagonistas sdo capazes de produzir enzimas como
proteases, colagenases e lipases que atuam como fatores de patogenicidade e de viruléncia

contra 0s nematoides. A espécie Bacillus nematocida estirpe B16 produz a serina protease
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alcalina que degrada a cuticula de juvenil e a casca de ovo de Panagrellus redivivus (NIU et al.,
2006).

Espécies pertencentes ao género Pseudomonas sdo capazes de produzir uma série de
compostos com atividade contra nematoides. A protease extracelular aprA da estirpe CHAO de
P. fluorescens provoca a morte e inibe a incubagdo de ovos em M. incognita (SIDDIQUI et al.,
2005). Pseudomonas fluorescens, produz uma substéncia ativa no controle de Globodera
rostochiensis em batata, o 2,4-diacetilfloroglucinol (CRONIN et al., 1997).

Bacillus megaterium YFM3.25 produziu varios compostos volateis, COVs, que
mataram os juvenis de M. incognita e inibiram a ecloséo (Huang et al., 2010; Yang et al., 2012).
Vaérias espécies de Bacillus foram capazes de produzir dissulfureto de dimetilo, que apresenta
atividade inibitoria contra nematoides e estimula a induz resisténcia sistémica em plantas
(SCHOLLER et al., 2002; FARUK et al., 2010).

Conhecendo todas as possibilidades de sucesso proporcionadas por Bacillus dentro do
sistema agricola, é importante identificar os pontos chaves do seu manejo para que uma correta
e eficiente técnica de multiplicacdo on farm seja implementada, com uso de cepas eficientes,
sistema de fermentacdo reprodutivel, com as fracdes 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 RELACAO A CONCENTRACAO DE CELULASE
EFICIENCIA DE CONTROLE DE PRATYLENCHUS BRACHYURUS

RESUMO

Nematoides praga, como Pratylenchus brachyurus, aumentaram sua populacdo em um
cendrio de producdo com até trés safras no Estado Mato Grosso (soja, milho ou algodéo e
pastagem), causando perdas de produtividade. Justifica-se assim a necessidade de se integrar
métodos de controle para sustentabilidade da producéo de gréos onde esta praga é encontrada.
Neste contexto, o controle bioldgico tem sido uma ferramenta fundamental para tratamento
de sementes ou aplicacdo no sulco de plantio. Com a difusao das técnicas de producdo massal
de bactérias e a oferta dos insumos e equipamentos necessarios para a producdo, muitos
produtores aderiram a multiplicacdo de microrganismos na propria fazenda, procedimento
este denominado de producdo on farm. Porém, em decorréncia das condic¢Ges varidveis dessa
producdo, pouco se sabe sobre a eficiéncia do processo de multiplicacdo de células e da
capacidade de controle para o alvo e manutencdo de sua eficiéncia apds producdo. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de produtos comerciais formulados a base de
Bacillus spp. e de seus subprodutos produzidos on farm, para 0 manejo do nematoide das
lesBes radiculares. As amostras foram coletadas em diferentes propriedades do Estado do
Mato Grosso e diferentes condi¢cdes de producdo (caixa d'dgua, tanque de inox ou sistema
comercial de fermentacdo), na 22 safra de 2019/20, logo apoés a safra, e na safra 2020/21. As
células endosporogénicas nas amostras foram quantificadas por meio de plaqueamento e 0
teste de eficiéncia no controle da penetracdo do P. brachyurus foi conduzido. Em relacdo a
quantificacdo de células endosporogénicas, trés produtos se mantiveram com a concentracao
média de 108 UFC mL?. Todos esses produtos pertencentes a espécie Bacillus
amyloliquefaciens, porém de cepas e formulacGes diferentes (Rudder, cepa referida como da
Embrapa e Nemacontrol). No teste de eficiéncia, ndo houve diferenca quando se comparou
as amostras comerciais e fermentadas. Alguns produtos foram capazes de inibir a penetracao
do nematoide, sendo quatro amostras do produto Bacillus subtilis cnpso 2657 (Vult, Tacto
Biotecnologia e Agropecuéria Ltda), uma do produto Nemacontrol (B. amyloliquefaciens) e
outra do produto Onix (B. methilotrophicus). Para as variaveis de peso fresco da raiz, peso
fresco da parte aérea e peso seco da parte aérea, ndo houve efeito significativo observado
entre as amostras. Portanto, existem condi¢cdes de producdo on farm que apresentaram
eficiéncia semelhante ao do produto comercial, mas ndo houve relagcdo entre 0 nimero de
células produzidas e a eficiéncia de controle para o alvo.

Palavras-chave: Bioinsumo. Nematoide das lesdes radiculares . Soja.
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1 INTRODUCAO

Com um cenario de producéo de 2 safras no Estado do Mato Grosso (soja, milho ou
algodéo e pastagem), ha necessidade de se integrar métodos de controle para sustentabilidade
da producéo de gréos. Além disso, para 0 manejo de pragas e doencas causadas por patégenos
habitantes do solo, apenas o tratamento de sementes, mesmo quando eficiente para um alvo,
ndo garante o controle de outras pragas e doencas e estas tém aumentado em importancia na
maior parte das regides produtoras.

Neste contexto, a adog¢do do controle bioldgico como ferramenta para manejo de doenca
tem aumentado, com o uso de fungos e bactérias para o tratamento de sementes, aplica¢do no
sulco de plantio ou aplicacdo via pulverizador logo apds a emergéncia de plantas e até
aplicacdes no periodo reprodutivo, visando qualidade de pds-colheita. Dentre as principais
doencas, para as quais esta sendo recomendado o controle biolégico, destacam-se 0s nematoides
e fungos de solo, a saber: nematoide de galhas (Meloidogyne spp.) e nematoide das lesdes
radiculares (Pratylenchus brachyurus), fungo da podridao de caule e raiz (Fusarium solani),
fungo do tombamento de plantas (Rhizoctonia solani) e em algumas regides, de maior altitude
e temperatura amena, para 0 mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) (FUNDACAO MT, 2019).

Pratylenchus brachyurus é a espécie relatada como mais frequentemente encontrada na
maior parte das regides de produc¢do do Estado do Mato Grosso, causando prejuizos nas diversas
lavouras. N&o se tem uma métrica especifica de perda para os danos trazidos por P. brachyurus
mas para nematoides fitopatogénicos o prejuizo é estimado em 35 bilhdes de reais ao ano
(CROP GLOBAL PROTECTION, 2023). Por ser endoparasita migrador, abre também porta
de entrada para infec¢des por fungos habitantes do solo, potencializando ainda mais 0s prejuizos
(OYEKANMI e FAWOLL, 2010).

A comprovada eficiéncia de controle bioldgico para manejo destas doencas tem atraido
a atencdo de produtores rurais, mas muitas vezes, 0 custo impeditivo de aquisicdo desses
produtos aliado a crescente oferta de servicos de fermentacéo na fazenda, tem fomentado a
expansédo desta modalidade de produgéo, denominada genericamente de fermentacdo on farm.
Nesta fermentagdo, o produtor adquire o produto comercial como indculo inicial (ou cultura
starter), multiplica em meio de cultura adquirido comercialmente ou de fabricacéo artesanal e
procede & fermentacdo em um biorreator, que pode ser fornecido pela mesma empresa do meio
de cultivo ou confeccionado por conta prépria.

Além da diversidade microbiana, outro ponto a ser considerado é a concentragcdo minima

de células microbianas para que o controle exercido seja efetivo. Analises preliminares de
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produtos obtidos por meio da fermentagdo on farm indicaram que a produg&o de células sempre
esteve abaixo daquela do produto usado como indculo inicial em pelo menos 1.000 vezes, se
considerada apenas as células classificadas como ativo responsavel pelo controle da doenca. Os
metabolitos também exercem importante papel no manejo de doencas, mas, apesar de ndo haver
limitagdes técnicas, ainda ndo existem metodologias padronizadas de caracterizacdo nem para
produtos comerciais, nem para aqueles de producéo on farm (BETTIOL et al., 2022).

Portanto, justifica-se a necessidade de se estabelecer metodologias para padronizacao e
para avaliacdo de eficiéncia dos produtos de fermentacdo on farm, a fim de se garantir as
condi¢des adequadas para obtencdo de produtos realmente efetivos e seguros, similar ao
anteriormente proposto para quantificagdo de produtos bioldgicos a base de bactérias e de
fungos (BETTIOL et al., 2013; BETTIOL et al., 2022).

Quando nos referimos as formas de multiplicacdo e aos sistemas usados pelos
produtores € possivel perceber que ndo existe um padrao a ser utilizado. Os sistemas de cultivo,
em sua maioria, sdo realizados em caixa d'agua, mas alguns produtores utilizam tanque de inox
ou ainda tanques de empresa em comodato, variando de instalac6es simples a estruturas muito
bem elaboradas, 0 mesmo ocorre com 0s sistemas de aeracao.

O indculo inicial e 0 meio de cultura utilizados sdo os mais diversos, desde produtos
comerciais legalmente registrados, a produtos sem identificacdo. Este indculo costuma ser um
produto comercial registrado, outros sem registro, ou ainda cepas do proprio produtor. Um
sistema de injecdo de ar € instaurado para oxigenar a mistura, e entre 24 a 48h esta pronto para
uso. Entretanto, o que se costuma ver sdo ambientes sem 0 minimo de assepsia necessario,
apresentando riscos, sendo o maior deles a contaminacdo do produto com patégenos de
humanos e de animais, 0 que inviabiliza a sua aplicacdo (SANTOS et al, 2020; LANA et al,
2019; VALICENTE et al., 2018).

Valicente et al (2018) avaliaram a composi¢do microbiana de produtos oriundos da
fermentagdo on farm de B. thuringiensis e foi verificado que predominavam contaminantes,
alguns dos quais ndo tinham efetividade para controle de pragas e podiam representar risco a
salde humana.

Buscando uma metodologia que seja validada como controle para avaliar a eficiéncia de
biocontrole dos produtos de fermentagé@o on farm no controle do alvo bioldgico P. brachyurus,
utilizou-se a metodologia do teste de penetracdo, baseado em Byrd et al (1983).

O objetivo com este trabalho foi comparar produtos produzidos na fermentagéo on farm
em diferentes condi¢cBes com os produtos comerciais, quanto a concentracdo de células,

metabolitos, eficiéncia de controle do P. brachyurus e produtividade na soja.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Sumarizacéo de dados e coleta de amostras

No periodo da segunda safra do ano de 2020 e da safra 2021/22 da soja, em parceria
com a Associacdo dos Produtores de Soja e Milho do Estado do Mato Grosso
(APROSOJA/MT), foi feito um levantamento de informacdes referentes ao processo de
multiplicagdo de cepas para controle biol6gico na fazenda por meio de um questionario aplicado
junto aos produtores, com informacdes sobre as condi¢des de cultivo; indculo inicial; meio de
cultura; equipamentos e processos utilizados. Além das informacdes, foram coletadas amostras
bioldgicas dos produtos fermentados na fazenda, bem como os produtos comerciais usados
como inoculo inicial.

As coletas das amostras dos produtos fermentados e comerciais foram feitas em diversas
regibes do Estado do Mato Grosso, incluindo também diferentes sistemas utilizados na
multiplicagdo e variados periodos de fermentagdo das amostras. As primeiras coletas foram nas
principais regides 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 regides visitadas anteriormente, incluiu-se as
regides Leste e Sudoeste, coletando mais 94 amostras coletadas. As amostras dos produtos
comerciais (inéculo inicial) e dos produtos on farm foram mantidas a 4 °C, com objetivo de
manter a viabilidade dos produtos e reduzir a taxa de multiplicagdo. O processamento se deu
em até duas semanas ap0s a coleta, a fim de garantir que as amostras ndo passassem por
alteracdes, no Laboratério de Controle Bioldgico de Doencas de Plantas da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). Também foram coletadas amostras para analise de metabdlitos, os

quais foram mantidas congeladas a -6 °C até o processamento.

2.2. Quantificacdo de células viaveis

ApoOs a coleta, todas as amostras passaram pelo processo de quantificacdo de células
bacterianas totais (BT) e células bacterianas endosporogénicas (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 °C por 12 minutos, para inativacao de células vegetativas

e quantificacao das endosporogénicas, qu ndo séo inativadas por altas temperaturas. O numero
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de células viaveis, de bactérias produtoras de endodsporos, foi baseado na metodologia de
quantificacdo de Bacillus sp. (EMBRAPA, 2012), com algumas adaptac¢des. As amostras foram
diluidas da base inicial do produto (10) na proporcao de 1:9 com solugio de 4gua peptonada.
As diluicbes seriadas foram feitas em tubos de microcentrifuga de 2 mL de capacidade,
transferindo 0,1 mL da diluigdo anterior (10™%), para 0,9 mL de dgua peptonada, até chegar na
diluicéo de 108,

O plagueamento foi realizado com base na técnica de microgotas (ROMEIRO, 2001),
sendo cada placa de Petri dividida em 8 partes devidamente identificadas (FIGURA 1). Com
auxilio da micropipeta, as gotas foram depositadas em meio de cultura agar nutriente (3g L™ de
extrato de carne; 5g L! de peptona bacterioldgica; 20 g de agar bacterioldgico). Cada diluigéo
foi plagueada com gotas de 0,01 mL. As células foram incubadas em estufa B.O.D. a 30 + 2
°C, por um periodo de 24 h e fotoperiodo de 12 h. Apds o periodo de incubacdo, as colénias
foram contadas para se obter o nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC), por meio
do seguinte céalculo: N° UFC mL™: n° coldnias x fator diluicdo / aliquota (mL) (BETTIOL et
al., 2022).

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

amostras e contar apenas 0s Bacillus, optamos por realizar a estatistica apenas com as BE.

Figura 1 - Amostras plaqueadas nas diferentes diluicdes em contendo meio agar nutriente.
206FBT — Bactérias totais em uma amostra fermentada. 206SBT — Bactérias totais
do produto comercial utilizado como indculo inicial da amostra 206FBT.

Fonte: Do autor (2023)

Os resultados foram submetidos a analise de variancia utilizando o programa Sisvar,
versdo 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 (APENDICE A).

2.3 Avaliacdo da eficiéncia de produtos de fermentacdo on farm e comerciais na

penetracdo de Pratylenchus brachyurus em soja em casa de vegetacao

O int6culo do nematoide foi obtido a partir de uma populacdo pura de P. brachyurus
multiplicada por 90 dias em plantas de milho e soja, em casa de vegetacdo. As raizes 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 aliquota coletada foi levada para
quantificacdo dos fitonematoides em microscopio éptico invertido, utilizando-se uma camara
de Peters para ajustar a concentracao necessaria de 100 juvenis e/ou adultos por mL do in6culo.

A cultivar de soja usada neste estudo foi a variedade 6410, Intacta PR2 Pro da Monsoy.
Essa variedade é suscetivel ao nematoide do cisto (Heterodera glycines) e da galha
(Meloidogyne spp.) e ndo existem relatos de resisténcia ao nematoide das lesbes, 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 aplicacdo das amostras comerciais e fermentadas.

A aplicacdo dos tratamentos foi diretamente no sulco de plantio. Para calculo da
quantidade do produto a ser testado considerou-se a aplicacdo de 5 L ha‘de cada amostra,
diluido em 35 L de agua, recomendacdo que os produtores do Mato Grosso seguem nas
aplicacdes dos seus fermentados. Preparou-se uma diluicdo de 125 pL do produto a ser testado
em 875 pL de agua, aplicando 114 pL por semente.

Os tratamentos utilizados nesta etapa foram as amostras fermentadas coletadas na 22
safra 2019/20 e seus respectivos produtos usados como indculo inicial (APENDICE B). Para o
controle negativo, apenas agua foi aplicada nos tubetes. Apos a aplicacdo dos tratamentos, 0s
tubetes foram mantidos em casa de vegetacdo com temperatura controlada (28°C +/-2) e a
irrigacdo realizada uma vez por dia.

Apbs 14 dias da semeadura (DAS), as plantulas foram infestadas com uma suspenséo
de 2 mL contendo 200 juvenis e/ou adultos de P. brachyurus, distribuida em dois orificios de
aproximadamente 2 cm de profundidade proximos ao caule de cada planta.

A avaliacédo da penetracdo de P. brachyurus no sistema radicular da soja foi realizada
apos 11 dias da infestaco, utilizando a metodologia de coloracdo de nematoides no interior das

raizes com fucsina acida, proposta por Byrd et al. (1983) e adaptada por Zamboni et al (2019).
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Inicialmente, as raizes foram cuidadosamente lavadas em agua corrente sobre uma
peneira para evitar perda de pequenos pedacos, secas em papel absorvente e pesadas, para o
calculo do numero de nematoides por grama de raizes. Em seguida, foram colocadas em potes
plasticos devidamente identificados e cobertas com solucédo de hipoclorito (50 mL de agua; 30
mL de hipoclorito de sodio a 2,5%), o suficiente para submergir a raiz por inteiro, durante 6
minutos, sob agitagdo constante com um bastdo de vidro. Apds esse tempo, foram novamente
lavadas em agua corrente e deixadas cobertas com agua por um periodo minimo de 15 minutos
e, em seguida, passadas novamente pelo processo de lavagem com agua corrente e colocadas
no pote, onde foram cobertas com 30 mL de &gua destilada. Em seguida, foi acrescentado 1 mL
do corante (Fucsina &cida: 75 mL de &gua destilada, 25 mL de Acido acético e 0,35 g de
Fucsina) e a raiz foi levada imediatamente ao micro-ondas para fervura. Apos a fervura por um
minuto, os potes foram deixados em temperatura ambiente por 5 minutos e em seguida as raizes
foram lavadas novamente em agua corrente, colocadas de volta ao pote e cobertas com glicerina
suficiente para umedecer e manter as raizes hidratadas (1:1, agua e glicerina).

As raizes foram armazenadas em potes com tampas, em camara fria até 0 momento da
contagem. Para quantificacdo dos nematoides no interior da raiz foram montadas laminas de
vidro (20 x 6 cm) com as raizes. Uma lamina foi utilizada como base, onde foi colocada a raiz
cortada em segmentos do tamanho da lamina e comprimida com outra lamina para fechar. Em
seguida, foram observadas em microscopio estereoscopico para a contagem.

Os dados de penetracdo foram relativizados para a testemunha, ou seja, a penetracao
obtida na testemunha representou o 100% de penetracao, representando o maximo potencial de
penetracdo do indculo usado e todos os outros tratamentos foram relativizados de acordo com
esta testemunha.

Além da avaliacdo da penetracdo da populacdo de P. brachyurus no sistema radicular
da soja e peso fresco das raizes, avaliou-se também o peso fresco e seco da parte aérea. Para
avaliacdo do peso seco da parte aérea 0 material foi seco em estufaa 70 = 2 ° C por 48 horas e

pesado em balanga de preciséo, sendo os resultados expressos em gramas (g).

2.4 Validagdo em campo

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

conduzidas até o final. Na area de Queréncia, o produtor colheu por engano a area onde estava

localizado o experimento e, portanto, ndo pode ser feita a ultima coleta de nematoides nem a
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determinacéo da colheita. No ensaio de Sorriso, a area ndo foi manejada adequadamente quanto
as plantas invasoras e também ndo pudemos colher os resultados desta area. Para escolha das
areas, alem do interesse em participar do projeto, foi levado em consideracao o histérico de
incidéncia de nematoides informado pelo produtor, bem como laudos feitos em laboratérios

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

Tabela 1 - Laudos apresentados pelos produtores nas areas onde foram instalados o0s
experimentos com o Levantamento de Pratylenchus brachyurus. Para as analises
foram usados 5 g de raizes e 100 cm® de solo, com base nas metodologias de
Jenkins, 1964 e Coolen& D Herde, 1972).

Area P. brachyurus P. brachyurus. Data do laudo
100 cm? solo 5 g de raiz

Campo Novo do Parecis 60 1240 29/09/21

Campo Verde 100 0 01/10/21

Nova Mutum * * *

Sorriso 20 0 30/09/21

Queréncia 80 180 30/09/21

Fonte: Do autor (2023).

Na safra 2021/22, foram montados 5 experimentos, sendo dois na regido Centro (Sorriso
e Nova Mutum), um na regido Sudeste (Campo Verde), um na regido Oeste (Campo Novo do
Parecis) e um na Regido Leste (Queréncia) do Estado do Mato Grosso, considerando a as
regides 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 Laboratério de Controle
Bioldgico da UFLA, em dissertacdo defendida por Livia Emmanuelle Simdes de Oliveira
(OLIVEIRA, L.E.S., 2022) além de ser o produto e 0 meio de cultura mais utilizados pelos
produtores consultados. J& a escolha do produto oriundo do sistema de producdo comercial
Solubio se deu por este ser um sistema fechado de produgdo on farm, com tanque de
multiplicacdo, meio de cultura e produto comercial usado como indculo inicial determinados

pela empresa que os fornece.
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Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos ao acaso, com 30
parcelas constituidas por 6 linhas de 5 m de comprimento e espacamento entre linhas de 0,45
m, 0,50 m ou 0,60 m, seguindo as particularidades de cada produtor.

Foram utilizados 6 repeti¢fes para cada um dos 5 tratamentos: Testemunha com agua
(T1), Produto Comercial Rizos Bacillus subtilis cepa UFPEDA 764 (Rizos, Lallemand Plant
Care) (T2), Producdo do fermentado Bacillus subtilis cepa UFPEDA 764 (Rizos, Lallemand
Plant Care) em caixa d'agua sem controle de temperatura (T3), Producdo do fermentado
Bacillus subtilis cepa UFPEDA 764 (Rizos, Lallemand Plant Care) em caixa d'agua com
controle de temperatura a 30 °C + 2°C (T4) e a producdo de fermentado por meio do sistema
fechado da Solubio com indculo inicial e meio de cultura préprios com detalhes da cepa de
Bacillus e meio de cultura ndo informados (T5).

Foi feita a fermentacdo no municipio de Campo Verde (MT) e utilizada para aplicacéo
em todos os 5 experimentos. O transporte foi feito em caixas térmicas, mantendo-as refrigeradas
a 4 °C, até o momento de aplicacao por até trés dias.

Foram utilizadas plantadeiras para adubar de acordo com o recomendado para a cultura,
o plantio das sementes e aplicacdo no sulco foram feitos a mdo de acordo com cada tratamento.
Apos a aplicagdo dos tratamentos via sulco de plantio, os sulcos foram fechados manualmente.
A aplicacdo no sulco foi feita com pulverizador costal e bico do micron de jato dirigido, com
pressdo em torno de 20 psi e 40L de calda por hectare, sendo a proporgdo de 5 L de cada
tratamento e 35 L de &gua.

Cada area experimental seguiu as recomendac@es locais de cada produtor em relacéo
aos tratos culturais para manejo de pragas e doencas, com excecdo do nematicida quimico que
foi excluido em todas as aplicacGes. As condi¢cdes edafoclimaticas costumam ser muito
diferentes entre as regides no MT e, consequentemente, direciona para diferentes praticas de
manejo. Na tabela 2 sdo apresentadas as cultivares utilizadas, espacamento, nimero de
sementes por metro, data de plantio e colheita de cada experimento nas diferentes regides,
usando todos os tratos culturais padrao da fazenda.
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Tabela 2 - Informacdes das areas onde foram montados os experimentos no Estado do Mato
Grosso para avaliacdo da eficiéncia do controle biolégico comercial e produzido on
farm na dindmica da populacédo de Pratylenchus brachyurus e produtividade de soja
realizado na safra 2021/22.

Fazenda Semente Espacamento Sementes Colheita
Regido por metro

Campo Verde Sudeste Desafio 0,60m 20 112 dias ap6s
plantio

Sorriso Centro Nidera 7901 0,5m 14a15 108 dias apos
plantio

Campo Novo do Oeste Nidera 7901 0,45m 15a16 113 dias ap6s
Parecis plantio

Queréncia Leste Neogen 0,5m 14 110 dias ap6s
Neo790 plantio

Nova Mutum Centro TMG - FT3179 0,5m 11.2 110 dias ap6s
plantio

Os parametros utilizados foram de acordo com o uso padrdo de cada fazenda. A
padronizagédo se deu apenas nos tratamentos aplicados.
Fonte: Do autor (2023).

As coletas de amostras compostas de solo e de raizes foram formadas por cinco amostras
simples por parcela, desprezando a borda do talhdo. As coletas ocorreram nos dias zero (antes
da semeadura), 60 (correspondente ao estadio R1) e no momento da colheita (correspondente
ao estadio R8), na safra 2021/2022. As coletas de material vegetal e solo foram conservadas em
caixa de isopor até chegar ao laboratoério para analise.

Uma aliquota de 100 cm3 de solo e o peso de todas as raizes de cada amostra composta
foi utilizada para extracdo dos nematoides P. brachyurus. A densidade total dos nematoides foi
calculada em funcdo de 100 cm? de solo e do nimero por grama de raizes. Para determinar a
flutuacdo populacional de P. brachyurus, foram extraidos os nematoides pelos métodos de
flotacdo de centrifuga em solucdo de sacarose, conforme Jenkins (1964) e o método de extracdo
de nematoides de raiz conforme Coolen e D’Herde (1972), com modificagdes. Nao foi
adicionado o caulim em pd no processo de centrifugacdo. Por fim, a produtividade liquida
(kg/ha) da soja, o peso por mil grédos (PMG) e o nimero de gréos por vagem (NGV) em cada

um dos experimentos foram estimados.

2.5 Desenho experimental e analises estatisticas

Os experimentos de campo foram conduzidos em blocos casualizados com seis

repeticGes por tratamento. Para todas as analises, foram realizados o teste de normalidade de
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Shapiro-Wilk e o teste de hipGtese com teste F para igualdade de variancias usando o software
Sigma Plot. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e para os efeitos
significativos as medias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<5%), utilizando o programa
Sisvar (Build 72) (FERREIRA, 2008).

3 RESULTADOS

3.1 Sumarizacao de dados e coleta de amostras

Com o levantamento realizado, observou-se uma ampla gama de variedade dos produtos
comerciais usados como indculo inicial (FIGURA 2), havendo predominéncia do produto
Biobaci (12,1%); da Cepa do préprio produtor (11,3%) e da Cepa da Embrapa (10,5%). Foi
possivel perceber que questdes como preco do indculo, indicacdo de outros produtores e
comodato com empresas que forneciam equipamentos para a multiplicagdo influenciaram na
escolha por determinado produto.

O mesmo critério de escolha também predominou para escolha do meio de cultura
utilizado no processo de multiplicacdo do indculo, no entanto com um numero reduzido de
produtos (FIGURA 3). Foi possivel determinar uma dominancia do meio de cultura Multibacter
(42,34%); seguido por Agropaccelli (20,16%) e Solubio (9,7%). No Apéndice C é possivel

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 regides Centro, Centro Oeste, Norte, Centro Norte e Sudeste, na 22
safra 2019/20 e safra 2020/21, e usados como in6culo inicial para multiplicacdo
on farm. Os produtos que apresentaram maior adesdo foram o Biobaci (12,1%);
Cepa propria (11,3%) e Cepa da Embrapa (10,5%).
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Figura 3 - Levantamento dos tipos de meio de cultura adotados pelos produtores de Soja no
Estado do Mato Grosso, nas regides Centro, Centro Oeste, Norte, Centro Norte e
Sudeste, na 22 safra2019/20 e safra 2020/21, usados na multiplicagdo on farm. Os

produtos que apresentaram uma maior adesdo foram o Multibacter (42,34%);
Agropaccelli (20,16%) e Solubio (9,7%)
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As principais variaveis qualitativas levantadas durante o periodo de sondagem e coleta
das amostras, na 22 safra 2019/20, e na safra 2020/21, podem ser consultadas no Apéndice D.

3.2 Quantificacdo de células

Os melhores produtos comerciais na quantificacdo 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
8,12x10°% e 3,02x108 a 4,07x108 UFC mL™, respectivamente. Ja para os produtos fermentados,
0s que apresentaram melhores resultados foram: 153 e 187, seguidos por 159, 117, 125, 119 e
192, com média de UFC mL* variando entre 6,02x108 e 8,51x108 e 3,01x108 a 3,71x10® UFC
mL, respectivamente.

Em relacdo aos produtos comerciais com pior quantificacdo de BE tiveram destaque
0 141 e 182, seguidos dos produtos 170 e 168, com média de 3,01x10% e 4,89x10? UFC mL"
! respectivamente. Neste mesmo quesito, os produtos fermentados com pior desempenho
foram os 150 e 149 com média de 1,0x10® UFC mL, 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 3,01x10%e 5,37x10° UFC mL™.

3.3 Avaliagdo da eficiéncia de produtos de fermentagdo on farm e comerciais na

penetracdo de Pratylenchus brachyurus em soja em casa de vegetacao.

Ao avaliar o teste de eficiéncia, ndo houve significancia entre a amostra e natureza (p =
0,3967), o que significa que a reducdo de penetracdo independeu de o produto ter origem
comercial ou de fermentacdo on farm. Ao comparar apenas a natureza das amostras
(Fermentado ou Comercial) também ndo houve efeito significativo (p = 0,7343). Houve
diferenca significativa entre as amostras apenas para a variavel penetracdo de nematoides (CV
43,22%). Quatro amostras, 22, 19, 20 e 17, apresentaram maior controle, com porcentagem de
penetracdo variando de 3,67 a 34,5%. Nas amostras com os produtos 11, 13 e 15 foram
observados aumento de até 110% na penetracdo de nematoides nas raizes (FIGURA 4). Para as
variaveis de peso fresco da raiz (média de 0,65 a 0,89, CV 25%), peso fresco da parte aérea
(0,59a0,75, CV 18,4%) e peso seco da parte aérea (0,11 a 0,17, CV 22%) ndo houve diferenca.
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Figura 4 - Teste de eficiéncia no controle penetracdo de P. brachyurus (%) em soja realizado
com os produtos fermentados e seus respectivos produtos comerciais.
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3.4 Validagdo em campo

Na Tabela 3 estdo apresentados os diferentes efeitos entre os tratamentos nas variaveis
estudadas.
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Tabela 3 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre 0 numero de gréos por vagem (NGV), Peso
de mil grédos (PMG) e produtividade (PROD.) MT 2021.

Area 1- Campo Novo do Parecis Area 2 - Campo Verde (CV) Area 3 - Nova Mutum (NM)
(CNP) (Cultivar Desafio) (Cultivar TMG - FT3179)
(Cultivar Nidera 7901)
Trat NGV PMG PROD NGV PMG PROD NGV PMG PROD

T1- testemunha 135,3a® 169,87a 33,44a 151,00a 187,58ab 47,74a 202,17a 122,99b 23,672

T2 — comercial 147,00a 166,87a 35,54a 180,172 182,09ab 49,08a 198,00a 156,5a 20,512
Rizos

T3 — fermentado 142,66a 165,52a 40,79a 152,332 171,02b 49,94a 188,50a 151,84a 23,362
Rizos sem
controle
temperatura
T4- fermentado 147,33a 166,29a 35,89 155,678 189,00a 50,13a 198,33a 152,91a 26,252
Rizos com
controle
temperatura
T5 - fermentado 136,17a 172,17a 33,45a 153,332 188.67ab 50,37a 227,67a 154,99a 26,282
por meio do
sistema fechado
da Solubio.

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p <
0, 05). PROD - Produtividade - sc/ha; PMG - Peso de mil gréos (g); NVG — Numero de gréos por
vagem (unid.)

Fonte: Do autor (2023).

Para a variavel NVG, nenhuma das areas apresentou diferenca entre os tratamentos
(p>0,05).

Para 0 Peso de Mil Grdaos (PMG), na area CNP ndo houve diferenca entre 0s seus
tratamentos, embora foi possivel 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 area CV expressou diferenca entre seus tratamentos em
relacdo a variavel PMG (p< 0,05). A testemunha, 0 comercial Rizos e o fermentado por meio
do sistema fechado da Solubio ndo diferiram entre si, mas apresentaram diferenca quanto ao
fermentado Rizos sem controle temperatura, com uma reducdo de 8,33%, e ao fermentado
Rizos com controle temperatura, com aumento de 0,8% em relacdo a testemunha.

Para a area NM, apenas a testemunha apresentou diferenca em relacdo aos demais
tratamentos, que tiveram aumento variando de 23,4 (fermentado Rizos sem controle
temperatura) a 27,25% (comercial Rizos) no peso de mil gréaos.

Por fim, quanto a produtividade, nenhuma das trés areas apresentaram diferenca entre
seus tratamentos. Embora o tratamento fermentado Rizos sem controle temperatura tenha
apresentado um acréscimo de 22% na sua produtividade liquida, na area CNP. Nas areas 2 e

3, o fermentado por meio do sistema fechado da Solubio. demonstrou um aumento de 5,5% e
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11%, respectivamente.

Com relacdo a variacdo da populagdo de P. brachyurus (FIGURA 5), nas trés areas
experimentais a populacéo inicial, ao zero dia, foi muito baixa. Com excec¢éo da area CV, que
apresentou uma pequena populacdo na sua testemunha, diferindo dos demais tratamentos da
area (p<0,05).

Figura 5 - Representacdo gréfica da flutuacdo da populacdo do Pratylenchus brachyurus
(Densidade populacional) ao zero dia (0), 60 dias e na colheita (120 dias
aproximadamente), nas 3 areas avaliadas (Solo + raiz). A - Campo Novo do
Parecis; B - Campo Verde; C- Nova Mutum. Médias seguidas de mesma letra, na
mesma coluna, ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0, 05).
(T1). Testemunha com agua; (T2) Produto Comercial Rizos; (T3) Producdo do
fermentado Rizos em caixa d'agua sem controle de temperatura; (T4) Producéo do
fermentado Rizos em caixa d'agua com controle de temperatura a 30 °C + 2 °C;
(T5) Producéo de fermentado por meio do sistema fechado da Solubio.

a y z ab

Do autor (2023)

Aos 60 dias, 0s 3 experimentos apresentaram um comportamento diferente. Na area A
- CNP, a populacdo de nematoides, de todos os 5 tratamentos apresentou um grande aumento,
de forma que ndo houve diferenciagdo entre eles. Na area B - CV, com exce¢do da testemunha,
que se manteve estavel, os demais tratamentos também tiveram um aumento na populagéo,

diferindo entre eles. O fermentado Rizos sem controle temperatura teve 0 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. J& na area NM,
a Testemunha se diferenciou dos demais tratamentos, apresentando significativo aumento da
populacéo de P. brachyurus.

Por fim, na colheita, aos 120 dias pos plantio, as areas CNP e NM ndo apresentaram
diferenga entre os tratamentos quanto a densidade populacional. Ja na &rea CV, o tratamento
comercial Rizos mostrou um acréscimo significativo na sua populacdo 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 populagéo na fase da colheita.

No entanto, ao comparar cada tratamento de forma isolada com a testemunha (FIGURA
6), podemos ver que existe uma diferenca (p<0,05) entre a testemunha e os tratamentos
fermentado Rizos com controle temperatura e fermentado por meio do sistema fechado da
Solubio. na &rea experimental de CNP.



o1

Figura 6 - Comparacdo entre a testemunha e os demais tratamentos aplicados no ensaio de
campo da area de Campo Novo do Parecis para populacdo de P. brachyurus. (T1)
Testemunha com 4agua; (T2) Produto Comercial Rizos; (T3) Producdo do
fermentado Rizos em caixa d'agua sem controle de temperatura; (T4) Producao do
fermentado Rizos em caixa d'agua com controle de temperatura a 30 °C + 2°C; (T5)
Producdo de fermentado por meio do sistema fechado da Solubio. Médias seguidas
de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, de acordo com o teste de

Tukey (p <0, 05).
140 160
ns (p=0,96)
ns (p=0,47) g
12¢ 140
- @ o
3 a8 a ‘i
< = 12
s 100 >
ﬁz 2 o
= = ~
I @ 100
& - &
g 80 ?
= k] 80
5 £
c [y ‘i
X 2 o
b o
g
-] 40 ]
g =
a [\
20 20
1 T n n
Tratamentos Tratamentos
140 140
(p=0,039) (p=0,001)
120 120
IS
a B a
F : 00
b g
! b H
£ 80 e (]
% £
i £
¥ g
' 60 = 80
] c b
d w & w
o
a
20 20
0 1]
T T4 1 5

Do autor (2023).

Para a area de Campo Verde ndo houve diferenca entre a testemunha e os demais
tratamentos (FIGURA 7).
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Figura 7: Comparacgdo entre a testemunha e os demais tratamentos aplicados no ensaio de
campo da &rea de Campo Verde para populacdo de P. brachyurus.. (T1) Testemunha
com agua; (T2) Produto Comercial Rizos; (T3) Producdo do fermentado Rizos em
caixa d'agua sem controle de temperatura; (T4) Producdo do fermentado Rizos em
caixa d'agua com controle de temperaturaa 30 °C + 2°C; (T5) Producéo de fermentado
por meio do sistema fechado da Solubio. Médias seguidas de mesma letra, na mesma
coluna, ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p <0, 05).

300 ns (p=0,34) 2%
a
" 250 ns (p=0,10)
§ a8 200 4
& v
3 200 £
2 _ o d
c n
_“:‘I 3 c
2 | 9 150
5 150 g
§ z
5 3
~ S
‘: 100 o 100
s 3
2 N a
3 ]
> & . |
_g 50 a
=]
3 o %
G
0
0
T T 18 T
Tratamentos Tratamenios
250 250
ns {(p=0,48)
ns (p=0,40)
200
200
g 200 g
2 2 a
=] a a ©
Qo L5
o ] 150
2 150 g a
z 5 2
z z
Q o 100
2 g
2 o
o 100 o
2 g
g g %
g =
a =%
a 30 O.D
0
0
T T4 ™ 5
Tratamentos Tralamentos
Do autor (2023)

Ao compararmos a testemunha com os demais tratamentos, na area de Nova Mutum,
apenas foi possivel perceber diferenca com o comercial Rizos. Ja na comparagdo com 0
fermentado Rizos sem controle temperatura, ndo foi possivel observar as premissas
estatisticas no teste F (FIGURA 8).

Figura 8 - Comparagéo entre a testemunha e os demais tratamentos aplicados no ensaio de
campo da area de Nova Mutum para populacéo de P. brachyurus (T1) Testemunha
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com agua; (T2) Produto Comercial Rizos; (T4) Producdo do fermentado Rizos em
caixa d'agua com controle de temperatura a 30 °C + 2°C; (T5) Producdo de
fermentado por meio do sistema fechado da Solubio. Médias seguidas de mesma
letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p <0,

05).
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4 DISCUSSAO

Dos produtos analisados, trés (117, 119 e 159) se mantiveram com a melhor
quantificacdo de BE, tanto no produto comercial como no fermentado. Os 3 produtos, apesar
de apresentarem origem comercial diferente (Rudder, cepa de especificacdo de referéncia da
Embrapa e Bacillus amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600, Nemacontrol, Simbiose),
possuem sua formulacdo baseada na espécie Bacillus amyloliquefaciens. Como ndo foi

realizada uma analise total dos microrganismos a nivel molecular, atraves do gene
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ribossomal 16S ndo ha como inferir sobre qualidade e/ou sucesso da multiplicacéo.

Vérios fatores estdo envolvidos diretamente no processo de multiplicacdo, podendo
impactar os resultados, tanto de forma positiva como negativa (FLORENCIO et. al., 2022).
Desde a qualidade do produto usado como inoculo inicial, das condi¢des que enfrenta do
momento que sai da fabrica até chegar nas maos do produtor, a forma de armazenamento a
qual é submetida e a dosagem utilizada para iniciar o processo de multiplicacéo

O sistema de producéo, como um todo, também esté diretamente relacionado ao sucesso
deste processo. E nele temos inUmeras variaveis interferindo, além da qualidade do inéculo
inicial, como o tipo de tanque de armazenamento, sistema de aeracdo, o meio de cultura
utilizado, controle de temperatura, pH, tempo de batelada, dose utilizada e condigcdes de
assepsia. O fato de o sistema de producdo on farm ndo ser estéril, ao adicionar a fonte de
microrganismo alvo, havera a presenca de diversos outros provenientes da agua, do ar, do
acucar, do antiespumante e do préprio meio de cultura. A esterilizagao é um processo, fisico ou
quimico, que elimina as formas de vida vegetativas e esporuladas. A presenca de uma Unica
célula de um microrganismo contaminante pode ser suficiente para garantir sua multiplicacao
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 agronémico e
com contaminantes que podem representar riscos para humanos.

O género Bacillus encontra-se praticamente em todos os ambientes, com
multiplicacdo em temperatura 6tima 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 ecolégicos em que as espécies de Bacillus sdo capazes de ocupar e
diferentes substratos que podem ser utilizados no seu crescimento (LOGAN, 2009;
ROONEY et al., 2009). Limitacdes de nutrientes resultam na iniciacdo de diferentes
estratégias de adaptacdo bacteriana, entre elas a esporulacdo (BURKHOLDER e
GROSSMAN, 2014; PEREGO e HOCH, 2014).

Dos produtos analisados, dois (168 e 170) apareceram com baixa quantificagdo de
BE, tanto nos produtos comerciais como nos fermentados. Ambos de origem distinta
(AMTEC e Biobaci), mas oriundos da espécie B. subtilis.

Né&o existe um padrdo minimo entre a producdo das amostras que permita afirmar o
que pode estar interferindo no processo para um maior ou menor numero de unidades
formadoras de colénias. Em geral, nos processos de fermentagdo foi observado que as
instalagdes dos tanques de multiplicadores ndo possuem a condigdo necessaria para garantir

um ambiente livre de contaminagdo, com aberturas que permitem o0 contato com 0 meio
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externo, ou sem o uso devido de tampas. Os meios de cultura e tanques usados na
multiplicagdo, em sua maioria, também ndo sdo submetidos a processos de esterilizagdo,
concordando com resultados encontrados no trabalho de Valicente, et al. (2018). Todos esses
fatores podem contribuir para o crescimento de organismos contaminantes, dando condi¢fes
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 numero de células endosporogénicas desses
produtos fermentados. Mesmo com as condic¢Bes nao sendo favoraveis e com a presenca de
possiveis contaminantes, muitos produtos mostraram uma concentracdo de células
endosporogénicas elevada.

Na fase de enddsporo, o microrganismo tem sua atividade reduzida, sendo
considerada uma fase de repouso, mas apresentam uma maior resisténcia. Quando expostas
a uma temperatura de 60 °C, as células vegetativas podem ser destruidas em um tempo menor
que 1 minuto. Os esporos podem resistir a 121 °C por varios minutos. 1sso pode ser devido a
aspectos intrinsecos, desidratacdo e mineralizacdo, pois 0s esporos necessitam de ions
minerais na sua formacdo, como calcio, que podem ajudar na sua resisténcia térmica
(MASSAGUER, 2005).

Ao fim da fase vegetativa, a escassez dos nutrientes do meio de cultura, entre outros
fatores, induz o inicio da esporulacdo. Multiplos fatores podem desencadear a diferenciacdo
de células vegetativas em enddsporos a partir de mudancas estruturais e metabolicas, no
momento em que 0 microrganismo esporulante se encontra em condi¢fes adversas, como
esgotamento de nutrientes, alta composi¢do mineral, pH neutro, temperatura, alta densidade
ou ainda no final da fase exponencial (MASSAGUER, 2005; CARBALLIDO LOPEZ;
FORMSTONE, 2007; SELLA S.R., et al, 2014).

Os endosporos sdo 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 composicao quimica dos esporos de Bacillus diferem consideravelmente
de células vegetativas. Essas diferencas, em grande parte, explicam as propriedades Unicas
de resisténcia do esporo ao meio ambiente, estresses ambientais, incluindo calor, radiacao,
desinfetantes e esterilizantes. O esporo dormente pode sobreviver por longos periodos de
tempo, mesmo em estado hidratado (SETLOW, P. I, 2007; LEGGETT et al. 2012).

Quando temos uma predominancia de uma bactéria com células totais, ndo podemos

afirmar com segurancga que o que tem no fermentado ndo seja contaminante, se ndo foi dado
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condicdes para que ela esporulasse, ou simplesmente o tempo de fermentacdo néo permitiu
que a bactéria atingisse a curva de esporulacéo. Isso interfere diretamente na capacidade desse
produto fermentado ser ou néo eficiente quanto ao organismo alvo, levando em consideragédo
apenas o numero de células. O que vai de fato determinar a eficiéncia deste produto € se ele
consegue, e quanto, reduzir os danos causados pelo patdégeno. A forma para fazer essa
determinacdo correta € por uma técnica molecular como o PCR quantificativo, conforme
realizado por Nunes et al. (2023).

Como ndo houve diferenca entre os produtos fermentados e comerciais, podemos
sugerir que existe algum outro fator, além do nimero de células, que esta interferindo na
penetracdo dos nematoides nas raizes, até mesmo os distintos mecanisos de acdo que podem
estar envolvidos nesse processo. Além disso, na fermentacdo pode haver bactérias
endosporogénicas como contaminantes atuando também na penetracdo do P. brachyurus na
raiz, mas esta caracteristica ndo foi reprodutivel, conforme pode ser observado na Figura 5.
Para um mesmo produto comercial como o Bacillus subtilis CNPSo 2657 (Vult, Tacto
Biotecnologia e Agropecuaria Ltda), foram obtidos fermentados com reducdo de penetracdo em
todos os grupos de eficiéncia de reducdo de penetracdo, a saber, no de baixo, médio e até no
grupo que aumentou a penetracdo do namtoide nas raizes de soja.

As bactérias possuem a capacidade de recrutar outras através do quorum sensing e,
mesmo bactérias ndo pertencentes a mesma espécie pode participar de uma mesma atividade
(KALAMARA et al., 2018), como por exemplo a formacédo de biofilme (MARTINS et al.,
2018), que vai atuar na protecdo da raiz contra esses fitonematoides.

A capacidade de reducdo de penetracdo do nematoide obtido em algumas
fermentagdes pode ser resultado das substancias volateis. Bacillus produzem substancias
volateis com atividade nematicida ou de repeléncia contra nematoides (CHEN et al., 2022),
além de produzirem enzimas hidroliticas e induzirem resisténcia no hospedeiro.

As penetragdes de P. brachyurus variaram de 3,0 a 110,8% quando comparadas a
testemunha (Figura 5). Para M. incognita, o esperado de reducdo de penetracdo para plantas
tratadas com Bacillus megaterium é de 40% (PADGHAM e SIKORA, 2007) mas até onde
buscamos ndo foram encontrados valores de reducdo da penetragcdo de P. brachyurus
mediado por nematicidas como os produtos a base de Bacillus. Na verdade, a reducdo de
penetracdo pode ser o resultado da acdo toxica direta, da inducao de resisténcia sistémica ou
colonizacdo radicular. Essa colonizagdo da bactéria no sistema radicular da planta reduz em
até 60% a migracdo do nematoide para a rizosfera e seus metabolitos reduziram em 60% a
eclosdo de ovos (PADGHAM e SIKORA, 2007).
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Analisando a varidvel produtividade, ndo houve diferenga estatistica entre o0s
tratamentos de nenhum dos 3 ensaios montados. Em todas as areas onde foram conduzidos o0s
ensaios, a produtividade foi bem inferior a 62 sacas por hectare que é a média obtida no estado
do Mato Grosso. Portanto, além da presenca de P. brachyurus, conforme histérico das areas,
outros fatores podem estar contribuindo para reducéo da produtividade de plantas como fungos
de solo, compactacdo de solo e estresse hidrico. Na verdade, estes fatores também estéo
relacionados com o aumento dos danos dos nematoides (DIAS-ARIEIRA et al., 2021).

Em relacdo a densidade da populacdo do nematoide, a populacéo inicial relatada foi
muito baixa em todas as areas, e aumentou em todos o0s tratamentos nas amostragens aos 60
dias apos o plantio e na colheita, mas esse aumento aconteceu de forma diferente de acordo
com a area 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 préprio desenvolvimento da cultura com um maior sistema radicular. A
reducdo significativa observada foi aos 60 dias para a rea de Nova Mutum e apesar da curva
menos acentuada de progresso da populacdo para o tratamento com o produto comercial, ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos. Esta variacdo no desempenho dos
tratamentos pode estar relacionada aos fatores abidticos, como altas temperaturas e baixa
disponibilidade de 4gua, onde restringem o desenvolvimento das plantas, reduzindo a oferta de
raizes para a alimentacao e reproducao desses microrganismos e, consequentemente, a reducdo
da sua densidade populacional (SOUZA JUNIOR 2020).

Para uma das areas de estudo (Campo Novo dos Parecis), 0 solo era de textura mais
arenosa dentre todas as areas do estudo. Esta propriedade por si s ja torna a soja mais
vulneravel ao parasitismo por P. brachyurus, sobretudo em anos com ma distribuicdo de chuvas
(DIAS et al., 2007).

Outro fato interessante a ser observado é que ainda ha poucas cultivares de soja (BRIDA
et al., 2016) e hibridos de milho e até planta daninha, como o capim amargoso, (MATIAS et
al., 2018) com baixo fator de reproducédo para nematoide das lesfes. Ou seja, a populacgao do P.
brachyurus que ja aumentou na safra, que se faga uma segunda safra ou a area esteja a mercé
das plantas invasoras que aparegam, tendera a aumentar e 0s danos na segunda cultura podem
ser ainda maiores, conforme vem sendo observado ano apos ano por OLIVEIRA et al. (2022)
em varios municipios do Mato Grosso.

Outro fator que pode estar contribuindo para uma variagdo no progresso do nematoide
é o reconhecimento da importancia de realizar o manejo adequado das lavouras (INOMOTO e

ASMUS, 2010) mas nem sempre 0 uso exclusivo do produto a base de uma espécie pertencente
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ao género Bacillus pode resultar em controle da populagio do nematoide (HIGAKI E ARAUJO,
2012).

5. CONCLUSAO

Foi possivel observar variagdo na comunidade de bactérias endosporogénicas nos
produtos avaliados. Houve redugdo multiplicacdo populacional e na penetracdo do nematoide
das lesdes (Pratylenchus brachyurus) nas raizes de soja com o uso dos produtos comerciais e
na producdo on farm. Os produtos B. methylotrophicus UFPEDA20 e B. amyloliquefaciens
simbi bs 10 cct 7600 garantiram menor penetracdo de nematoides. A produtividade obtida nos
experimentos de campo ndo foi satisfatoria. Apesar da variagdo na eficiéncia de reducdo na
penetracdo do nematdide das lesbes (Pratylenchus brachyurus) na producdo on farm feita em
diferentes condicBes de cultivo, a multiplicacdo pode levar a reducdo na populacdo do

nematoide.
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APENDICE A

Tabela 1. Quantificacio de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC mL™) de bactérias
endosporogénicas nos produtos fermentados e comerciais analisados

(Continua).
Fermentado Comercial
Amostra  Produto comercial Microrganismo Média Erro Scott Média Erro Scott
padrdo  Knott padrdo  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 |
4 Biobaci B. subtilis 5.00 0,04 h 5.16 0,02 |
8 Cepa Propria B. subtilis 4.14 0,07 j 5.83 0,03 G
12 Cepa Propria 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 531 0,04 |
100 Bio Raiz B. amyloquefacens 451 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 descricao 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 454 0,03 K
109 Biobaci B. subtilis 6.48 0,00 e 4.565 0,05 K
110 Cepa prépria B. aryabhattai 3.48 0,00 k 551 0,03 H
111 Cepa Propria B. megaterium 3.48 0,00 k 5.54 0,06 H
112 Cepa Propria 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 451 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 351 0,08 k 4.57 0,05 K
134 Vult Bacillus subtilis cnpso 2657 5.48 0,00 g 591 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 551 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 (e}
142 Zuppa Max B. subtillis 391 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



Tabela 1. Quantificacio de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC mL™) de bactérias
endosporogénicas nos produtos fermentados e comerciais analisados

(Concluséo).
Fermentado Comercial
Amostra  Produto comercial Microrganismo Média Erro Scott Média Erro Scott
padrdo  Knott padrdo  Knott
146 Bacforce B. amyloliquefaciens 3.66 0,08 k 3.54 0,03 M
147 Cepa Propria B. subtilis 4.48 0,00 i 3.82 0,05 L
148 Cepa Propria B. amyloliquefaciens 3.48 0,00 k 5.26 0,03 |
149 Cepa propria B. methylotrophicus 3.0 0,00 | 451 0,03 K
150 Cepa propria B. licheniformis 3.0 0,00 | 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 4715 0,04 K
168 AMTEC B. subtillis 351 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 454 0,03 K
182 BioAction B. amyloliquefaciens 7.61 0,10 c 2.48 0,00 O
186 Presence B.subtilis/ licheniforms 777 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 Propria B. subtilis 8.48 0,00 b 4.63 0,09 K

62

(1) Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo 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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Tabela 2 - Identificacdo dos produtos bioldgicos coletados no estado do Mato Grosso durante
a 22 safra 2019/20 e a safra 2020/21.

Codigo Produto Ingrediente ativo Fabricante Classe
1 Amtec Bacillus subtilis Agrobiolégica -
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 microbiolégico
8 Bioimune® Bacillus subtilis BV02 Grupo Vittia Fungicida e bactericida
Microbiolégico
9 Bioma fx Bacillus subtillis Bmf organicos Aditivo para compostagem
10 Biomon - - -
11 Biosphera
12 Cepa prépria 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 solugdes biolégicas -
18 N&o informado
19 Nemacontrol ~ Bacillus amyloliquefaciens simbi bs 10 Simbiose Fungicida e
cct 7600 Nematicida microbiol4gico
20 No-nema Bacillus amyloliquefaciens bv03 Grupo vittia Nematicida e fungicida
microbiolégico
21 Onix® Bacillus methylotrophicus Lallemand Nematicida microbiol4gico
UFPEDA20
22 Panta premium Bacillus subtilis cepa ufmt pant001 Geoclan Inoculante promotor de
crescimento
23 Presence Bacillus subtilis fmch002(dsm32155) Fmc Nematicida microbioldgico
bacillus licheniformis para tratamento de sementes
fmch001(dsm32154)
24 Rizos® Bacillus subtilis Lallemand Nematicida microbiol4gico
UFPEDA 764
25 Rudder Bacillus velezensis Biotrop solugdes bioldgicas Fungicida e nematicida
Itda microbiolégico
26 Serenade Bacillus subtilis linhagem gst 713 Bayer s.a. Fungicida bactericida
microbioldgico
27 Sem registro
28 Vult Bacillus subtilis cnpso 2657 Tacto Biotecnologia e Nematicida microbiol4gico
Agropecudria Ltda
29 Xentari Bacillus thuringiensis, subsp. Aizawai ~ Sumitomo chemical brasil  Inseticida microbiolégico de

industria quimica s.a.

acdo por ingestdo

Do autor (2023).
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APENDICE C

Tabela 3 - Identificacdo dos produtos bioldgicos coletados no estado do Mato Grosso durante
a 22 safra2019/20 e a safra 2020/21.

Meio de cultura Fabricante
Agropacceli Agropacceli
Bbv Bio Boa Vista
Biofertility Biogen
Customizado Padréo do produtor.
Nutribac Sum 15 Fertech
Fotossintese Fotossintese nutricdo de planta e controle biolégico
Hilyses Icc Brazil
Hubio BioPar
MCM Amazon Bioquim
Multibacter Agrobiolégica

Néo informado
Nutribacter Rizosferars

Sem registro

Sme
Solubio Solubio Tecnologias Agricolas Onfarm
Zuppa max Amdagro

Fonte: Do autor (2023).



APENDICE D

Tabela 4 - Variaveis qualitativas levantadas durante o periodo de sondagem e coleta das
amostras, na 22 safra 2019/20, e na safra 2020/21 (Continua).

Amostra Produt_o Microrganismo S|stema~de Método de esterilizagdo Te”?po Meio de
comercial producao cultivo cultura
Bacillus subtilis cnpso
Vult P Tanque com Fervura do meio 24 h Customizado
1 2657 aerador
As caixas sao lavadas com agua
Bacillus subtilis cnpso  Tanque com e sab&o e em seguida .
Vult 2657 aerador esterilizadas com iodo por 20 48h Nutribacter
10 minutos.
Bacillus subtilis cnpso . . .
Vult Inox Pastilha da multibacter 48 h Multibacter
11 2657
Bacillus subtilis cnpso . .
Vult p Inox Pastilhas de cloro 24 h Multibacter
16 2657
Bacillus subtilis cnpso .
Vult Inox Sabao e cloro 24 h Multibacter
17 2657
Bacillus subtilis cnpso ixad' .
Vult P Caixad agua lodo 24 h Multibacter
20 2657 aeracao
Bacillus subtilis cnpso Caixa
126 Vult 2657 d'agua/Turbina  Pastilha de cloro multibacter 24 h Multibacter
Bacillus subtilis cnpso  cajxa d'agua,
131 Vult 2657 aerador Fertech (limpador alcalino/) 48 h
Bacillus subtilis cnpso  cajxa d'agua,
134 Vult 2657 aerador iodo 1h 48h SME
Bacillus subtilis cnpso
136 Vult 2657 Inox Pastilha de cloro multibacter 48 h Fotossintese
Bacillus subtilis cnpso
155 Vult 2657 Inox Cloro 24h Multibacter
Bacillus subtilis cnpso 4ixa d'agua com
160 vult 2657 aerador padr&o multibacter 24h Multibacter
2 Nemacontrol ~ B. amyloliquefaciens Calxaagé%%? com  Pastilha de sca:g;?) & lava com 24 h Multibacter
Caixa d'agua com
Nemacontrol ~ B. amyloliquefaciens sistema de lodo 48h Sem registro
19 aereacao.
ICC HilySes H
117 Nemacontrol ~ B. amyloliquefaciens Inox, Né&o informado 48 h (po)
Caixa d'agua com
154 Nemacontrol  B. amyloliquefaciens aerador Né&o informado 48 h Fotossintese
Caixa d'agua com
173 Nemacontrol ~ B. amyloliquefaciens aerador Néo informado 48h MCM
15 Nonema B. amyloliquefaciens - - - -
. s Lava com detergente de
Biobaci B. subtilis Calxzzgigg?;com cozinha. Estereliza o meiopor 72 h Caseiro
3 fervura
. s Lava com detergente de
Biobaci B. subtilis Cal);ii;idgrgua’ cozinha. Estereliza o meiopor 72 h Caseiro
4 fervura
Desinfesta as caixas com
. - caixas d’agua, hipoclorito 10%. Enxagua, .
Biobac B. subtilis aerador enche 4gua e multiplica 72h Caseiro
5 novamente.
Lava sob pressao, esfrega com
sabéo de soda e depois passa
Biobaci B. subtilis Sls_tema Jato sob Pressdo nqv_amente. 24 h Multibacter
Multibacter ~ Completa a agua, adiciona cloro
da multibacter e deixa por 1
13 hora.
Sistema
109 Biobaci B. subtilis (BVV09) Multibacter Pastilha de cloro 24 h Multibacter
caixa d'agua

127 Biobaci B. subtillis turbina Pastilha de cloro multibacter 24 h Multibacter



Tabela 4 - Variaveis qualitativas levantadas durante o periodo de sondagem e coleta das

amostras, na 22 safra 2019/20, e na safra 2020/21 (Continua).

Amostra Produt_o Microrganismo Slstema~de Método de esterilizagdo Tem.p" Meio de
comercial producao cultivo cultura
Sistema
128 Biobaci B. subtillis Multibacter Pastilha de cloro multibacter 24 h Multibacter
Caixa d'agua,
132 Biobaci B. subtillis venturi Pastilha de cloro multibacter 24 h Multibater
Caixa d'agua,
133 Biobaci B. subtillis aerador iodo 1h 72h  Nao informado
Caixa d'agua,
166 Biobaci B. subtillis aerador Nao informado 48 h Multibacter
Caixa d'agua,
170 Biobaci B. subtillis aerador Usa pastilha de cloro 24 h Multibacter
Caixa d'agua
179 Biobaci B. subtilis Venturi Sabdo e cloro 24 h Multibacter
Caixa d'agua
180 Biobaci B. subtilis Venturi Sabdo e cloro 24 h Multibacter
Sistema Agua e sab#o,e uso da pastilha
181 Biobaci B. subtilis Multibacter multibacter 24 h Multibacter
Caixa d'agua
183 Biobaci B. subtilis Venturi Cloro e Sabéo 24 h Multibacter
Sistema
109 Biobaci B. subtilis (BV09) Multibacter Pastilha de cloro 24 h Multibacter
fertbokashi Caixa d'agua, Para Iimp~ar a caixa _apés a 48h Caseiro.
6 aerador produgéo ele usa iodo
7 Xentari B. thuringiensis Caixa de agua lodo 48 h Nutribacter
8 c L B. subtilis Fermer)tadores de esterilizagdo por ozonio (meio) 48 h Caseiro
epa Propria inox
12 Cepa Propria B. subtilis Calxaiggfgua € Agua sanitéria e pastilha 48 h Multibacter
Cepa Propria - Caixa d' aguae Utiliza lodo para a esterilizagdo -
59 P P B. subtilis bomba de a%ragéo dos tanques ¢ 24 h Multibacter
Caixa d'agua com
147 Cepa Propria B. subtilis aerador Cloro 12h Multibacter
Caixa d'agua,
192 Cepa propria B. subtilis aerador pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
112 Cepa prépria B. subtilis Caixa d'agua Acido Peracético 48h Hubio
Cepa Propria B. megaterium Caixa d'agua com lava e passa iodo 48h AgroPacceli
52 aerador
111 Cepa propria B. megaterium Inox, Acido Peracético 48 h Hubio
Caixa d'agua com
148 Cepa Propria  B. amyloliquefaciens aerador Cloro 24 h Multibacter
Caixa d'agua,
193 Cepapropria  B. amyloliquefaciens aerador pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
149 Cepa prépria  B. methylotrophicus Caixa d'agua com Cloro 48 h Multibacter
(Onix) aerador
150 Cepa prépria B. licheniformis  Caixa d'agua com Cloro 48h Multibacter
aerador
110 Cepa propria B. aryabattae Caixa d'agua Acido Peracético 48 h Hubio
9 Rudder B. amyloliquefaciens Ferme?;%cj(ores de Pastilha da multibacter 48 h Multibacter
Caixa d'agua com
Rudder B. amyloliquefaciens sistema de lodo 24 h Multibacter
21 aeracdo
Caixa d'agua,
130 Rudder B. amyloliquefaciens aerador Fertech (limpador alcalino/) 48 h
Caixa d'agua,
135 Rudder B. amyloliquefaciens aerador iodo 1h 48 h SME
137 Rudder B. amyloliquefaciens Inox Pastilha de cloro multibacter 48 h Fotossintese
Caixa d'agua com
145 Rudder B. amyloliquefaciens turbina lodo 48 h Nutribacter
caixa de inox com
156 Rudder B. amyloliquefaciens aerador Cloro 24 h Multibacter
caixa d'agua com
159 rudder B. amyloliquefaciens aerador Lavagem com sabao 24 h Multibacter
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Tabela 4 - Variaveis qualitativas levantadas durante o periodo de sondagem e coleta das

amostras, na 22 safra 2019/20, e na safra 2020/21 (Continua).

Amostra Produt_o Microrganismo Slstema~de Método de esterilizagdo Tem.p" Meio de
comercial producao cultivo cultura
Tanque com
175 Ruder B. amyloliquefaciens aeracdo nao informado 28 h Nutribacter
Rizos B. subtilis Lavagem das caixas comiodo  ,q, MSM
14 apos 0 uso
Caixa d'agua com
Rizos B. subtilis sistema de lodo 48 h Sem registro
18 aeracao.
153 Rizos B. subtilis UFPEDA Caixa d'agua com Nao informado 48 h Fotossintese
764 aerador
158 Rizos B. subtilis caixa d'agua com Lavagem com sabao 24 h zuppa max
aerador
172 Rizos B. subtilis UFPEDA Caixa d'agua com nao informado 48 h MCM
764 aerador
29 Onix. B. methylotrophicus Cal;:;;j di;\)%ua, lodo 24 h Multibacter
51 Onix. B. methylotrophicus Ca;z;la(ézgua lava e passa iodo 48 h AgroPacceli
Caixa d'agua com
171 Onix B. metylotrophicos aerador nao informado 48 h MCM
Caixa d'agua,
191 Onix B. metylotrophicos aerador pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
- Tanque Utiliga past~ilha de cloro para _
Serenade B. subtilis multibacter ) desinfecgdo do_s tanques e 24 h Multibacter
57 hidrosan para desinfetar a agua
- Biorre_ator inox Utiliza lodo para a esterilizacéo .
Serenade B. subtilis com S|ste~ma de dos tanques 36 h Caseiro
60 aeracdo,
Sem registro B. amyloliquefaciens Caixa dagua lava e passa iodo 48 h AgroPacceli
53 aerador
54 Sem registro B. aryabhattai Ca;?a(ézgua lava e passa iodo 48 h AgroPacceli
58 Sem registro  B. amyloliquefaciens Cag;;ig;c?ua Utiliza Io%cz)sfgﬁguis;tenhzagao 24 h Multibacter
Caixa d'agua
139 Sem registro B. subtillis aeragdo Cloro 48 h BBV
140 Sem registro B. subtillis Caixa d'agua Cloro e uv 48 h BBV
141 Sem registro  B. amyloliquefaciens  Caixa d'agua Cloro e uv 48 h BBV
B. subtilis/ Caixad'dgua  Pastilha de cloro na agua faz o :
61 Presence licheniforms aera(;ég descarte e coloca ou?ra agua 24h Multibacter
B. subtilis/ Sistema
116 Presence licheniforms Multibacter Pastilha de cloro 48 h Multibacter
113 EMBRAPA B. ariabhattai Caixa d'agua Pastilha de cloro 48h Fertech
Caixa d'agua,
124 EMBRAPA B. ariabhattai aerador Pastilha de cloro 48h AgroPasseli
114 EMBRAPA B. megaterium Caixa d'agua Pastilha de cloro 48 h Fertech
Caixa d'agua,
120 EMBRAPA B. megaterium aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
Caixa d'agua,
125 EMBRAPA B. megaterium aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
115 EMBRAPA B. subtilis Caixa d'agua Pastilha de cloro 48 h Fertech
Caixa d'agua,
121 EMBRAPA B.subtillis (715) aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
Caixa d'agua,
123 EMBRAPA B.subtillis (715) aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
Caixa d'agua,
165 EMBRAPA B.subtillis (715) aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
Caixa d'agua,
118 EMBRAPA B. methilotropicus aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
Caixa d'agua,
122 EMBRAPA B. methilotropicus aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
Caixa d'agua,
119 EMBRAPA  B. amyloliquefaciens aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
Caixa d'agua,
163 EMBRAPA  B. amyloliquefaciens aerador Pastilha de cloro 48 h AgroPasseli
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Tabela 4 - Variaveis qualitativas levantadas durante o periodo de sondagem e coleta das
amostras, na 22 safra 2019/20, e na safra 2020/21 (Conclusao).

Amostra Produt_o Microrganismo S|stema~de Método de esterilizagdo Te”?po Meio de
comercial producéo cultivo cultura
101 Bio Hidric B. aryabhattai Sistema Solubio Acido Peracético 24 h Solubio
107 Bio Hidric B. aryabhattai Sistema Solubio Acido Peracético 24 h Solubio
Caixa d'agua,
167 AMTEC B. subtillis aerador Nao informado 48 h Caseiro
Caixa d'agua,
168 AMTEC B. subtillis aerador Hipoclorito 48 h Caseiro
Caixa d'agua,
169 AMTEC B. subtillis aerador &gua sanitéria 53 h Multibacter
Caixa d'agua,
184 Nao informado B. Subtilis Venturi Cloro e luz UV 48 h BBV
Caixa d'agua,
185 Nao informado B. megaterium Venturi Cloro e luz UV 48h BBV
Tanque inox, Hipoclorito/pastilha para
146 Bacforce B. amyloliquefaciens venturi piscina 48h  Nao informado
103 Bio Mega B. megaterium Sistema Solubio Acido Peracético 24 h Solubio
104 Bio Mega B. megaterium Sistema Solubio Acido Peracético 24 h Solubio
152 Bio Mega B. megaterium Sistema Solubio Acido piracético 24h  SoluFarm Bac
105 Bio Mon Sem descrigéo Sistema Solubio Acido Peracético 24 h Solubio
102 Bio Raiz B. subtilis Sistema Solubio Acido Peracético 24h Solubio
106 Bio Raiz B. subtilis Sistema Solubio Acido Peracético 24h Solubio
151 Bio Raiz B. subtilis Sistema Solubio Acido piracético 24 h SoluFarm Bac
100 Bio Raiz B. amyloquefacens  Sistema Solubio Acido Peracético 24 h Solubio
Sistema
108 BioAction B. megaterium Multibacter Pastilha de cloro 24 h Multibacter
Tanque com
176 Bioaction B. megaterium aeracdo Néo informado 28 h Nutribacter
Caixa d'agua,
182 BioAction B. amyloliquefaciens venturi Cloro e Sabdo 24h Multibacter
Caixa d'agua,
138 Bioma Fx B. subtillis aeracdo Biofor 24 h Biofertility
Caixa d'agua,
129 Bior M B. Megaterium aerador lodo 52h  Néo informado
162 Bio Raiz B. licheniformis  biorreator de inox acido piracetico 24 h Solubio
161 Bio Raiz B. megaterium biorreator de inox &cido piracetico 24 h Solubio
144 Biosphera B. subtillis Caixa d'agua lodo 48 h Nutribacter
190 COMPOFIX A B. aryabhattai Caixa d'agua cloro 48 h Multibacter
188 Galleon Green B. amyloliquefaciens  Caixa d'agua iodo 12h Agropacceli
187 Galleon Red B. subtilis Caixa d'agua iodo 12h Agropacceli
189 Galleon Write B. aryabhattai Caixa d'agua iodo 12h Agropacceli
142 Zuppa Max B. subtillis Inox aeracéo Cloro e 0zbnio 24h  Néo informado
143 Zuppa Max BT B. megaterium Inox aeragéo Cloro e o0zbnio 24h  Néo informado
157 Panta Premium B. amyloliquefaciens  N&o informado Néo informado - N4o informado
Caixa d'agua
177 N&o informado B. Subtilis aerador oz6nio e luz UV 48 h Caseiro
Caixa d'agua
178 Né&o informado  B. methylotrophicus aerador Lavagem com sabao 48 h Caseiro

Fonte: Do autor (2023).
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ARTIGO 2 - CARACTERIZACAO METATAXONOMICA E BIOQUIMICA DE
PRODUTO COMERCIAL E FERMENTADO ON FARM PARA O MANEJO DE
PRATYLENCHUS BRACHYURUS

RESUMO

A soja, uma das bases do agronegdcio brasileiro, vem em um aumento crescente e junto com
ele, pode ter seu rendimento afetado por fitopatogenos, com destaque para os do género
Pratylenchus. A adesao por producdo on farm no Brasil vem crescendo como estratégia para
controle deste fitonematoide e, levando em consideragdo que as bactérias do género Bacillus
predominam entre 0s microrganismos empregados na agricultura brasileira, se faz necessario a
criagdo de mecanismos que possam garantir o controle de qualidade dessa producdo. Assim
objetivou-se comparar o perfil metataxonomico e metabolomico das amostras comerciais e
fermentadas e avaliar sua atuagdo no controle de Pratylenchus brachyurus na soja. Para
extracdo e identificacdo de grupos quimicos dos metabdlitos ligados a biossintese de
micromoléculas de Bacillus spp. nas amostras (produto comercial e fermentados), foi utilizada
a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas de
alta resolucdo (HPLC-HRMS). Amostras dos produtos comerciais B. methylotrophicus (Onix,
Lallemand) e B. subtilis (Nemacontrol, Simbiose) e de produtos derivados de sua fermentacédo
on farm foram submetidas a analise metataxondmica 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 indculo inicial. Foi feito um teste de
penetracdo em casa de vegetacao com fermentacdo otimizada em laboratério do Nemacontrol,
bem como com os produtos que tiveram seus metabdlitos e perfil de microbiota avaliados,
visando estabelecer padrdes de qualidade em relacdo aos metabdlitos para cada um dos
produtos. Por fim foi realizado um teste de quimiotaxia com os produtos para verificar a
capacidade de influenciar na atracdo ou repeléncia do nematoide. Os resultados indicam
reducdo na penetracdo de P. brachyurus nas raizes pela aplicacdo dos produtos comercial e
fermentado, porém ndo se pdde afirmar o que esta causando este efeito. As amostras do produto
fermentado ndo mantiveram a mesma abundancia relativa encontrada nas amostras do produto
comercial analisadas, enquanto a analise metataxonémica revelou a presenca de espécies
contaminantes em todas as amostras fermentadas. O indice de quimiotaxia apresentou uma
atividade de resposta aleatéria para todos os tratamentos avaliados.

Palavras-chave: Comunidade microbiana. Quimiotaxia. Metabolitos.
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1 INTRODUCAO

A soja é uma das bases do agronegdcio brasileiro, com expressivo crescimento da
producdo total colhida. Segundo a Conab (2022) houve incremento de 1,8 milhdo de hectares
de soja plantada no pais e, no estado do Mato Grosso, 0 aumento foi de 6,3% na safra 21/22 em
comparacdo a 20/21. No entanto, junto com sua expansdo, a soja pode ter seu rendimento
afetado devido a infestacdo por agentes patogénicos e outras pragas (GODOY et al., 2016;
MACHADO; AMARO; SILVA, 2019), destacando-se os fitonematoides. No Brasil, merecem
destaque os nematoides do género Pratylenchus, conhecidos por causarem lesGes radiculares
nas plantas e, consequentemente, perdas na produtividade (GOULART, 2008; DIAS-ARIEIRA
etal., 2018).

Algumas praticas de cultivo, como o sistema de plantio direto e o cultivo em solos
arenosos, favorecem a disseminacdo e o estabelecimento de grandes populagGes desse
patégeno, resultando em maiores perdas (CRUZ; ASMUS; GARCIA, 2020). O manejo de P.
brachyurus é complexo e de dificil execucdo, devido ao seu habito endoparasita migrador e
polifago (GOULART 2008). Em areas infestadas, recomenda-se a integracdo de diferentes
estratégias de controle, como produtos quimicos, rotagdo de culturas, produtos biol6gicos,
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 reducgéo da
populacdo do nematoide a niveis populacionais que permitam a convivéncia do fitoparasita e
hospedeiro, sem que haja perda na produtividade (FERRAZ et al., 2010).

A baixa eficiéncia dos métodos de controle disponiveis, embora sejam capazes de
estimular o crescimento das plantas e de induzir a sua resisténcia ao ataque desses parasitas
(MOURA,; CARNEIRO, 2020), tém despertado o interesse e a busca por novas estratégias. O
uso de produtos bioldgicos surge como uma ferramenta interessante de controle, apresentando
maior persisténcia no solo, ndo é toxico e pode contribuir para um solo mais supressivo, e, em
alguns casos, tem eficiéncia superior aos produtos quimicos disponiveis no mercado,
principalmente se combinado com boas praticas de manejo do solo (SOARES et al., 2017).

Presentes na rizosfera, bactérias do género Bacillus apresentam grande potencial para
supressdo de nematoides em areas de cultivo de forma sustentavel, sendo capazes de predar,
matar, e de competir com nematoides por nutriente e por espaco (MOURA; CARNEIRO,
2020).

A industria disponibiliza varios produtos compostos por agentes de controle biol6gico,

eficientes contra os nematoides, reduzindo danos causados por eles (BARBOSA et al., 2019).
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Segundo Agrofit (2023), atualmente existem 56 produtos bioldgicos registrados para uso como
nematicidas. Destes, 44 tém como alvo o P. brachyurus, sendo 38 deles formulados com ao
menos uma espécie de bactéria pertencente ao género Bacillus. ZHENG et al. (2016) afirmam
que esse género, contra nematoides, apresenta como mecanismos de acdo a producdo de
metabdlitos toxicos que afetam negativamente os ovos de nematoides e juvenis de segundo
estagio (J2); a alteracdo da comunidade microbiana da rizosfera; competicdo por sitios de
penetracdo; colonizacdo do rizoplano e inducao de defesa da planta contra nematoides.

A partir do decreto n° 6.913, 23 de julho de 2009, Artigo 1°, inciso § 8°, que estabelece:
“Ficam isentos de registro os produtos fitossanitarios com uso aprovado para a agricultura
organica produzidos exclusivamente para uso préprio”, houve um aumento na pratica de
multiplicacdo de microrganismos nas fazendas para uso proprio, que ficou conhecida por
producdo on farm (SANTOS et al., 2020; LANA et al., 2019).

Existe uma variedade quanto a essa forma de multiplicacdo e sistemas utilizados entre
os produtores. Em sua maioria, consiste em uma caixa d'agua, com agua, adicao de um meio de
cultura e do inéculo com o microrganismo. Este in6culo costuma ser um produto comercial
registrado, outros sem registro, ou ainda cepas do proprio produtor. Um sistema de injecéo de
ar é instalado para oxigenar a mistura, e entre 24 a 48h esta pronto para uso. Entretanto, o que
se costuma ver sdo ambientes sem um minimo de assepsia necessaria, apresentando riscos,
sendo o maior deles a contaminacgdo do produto com patégenos para humanos e outros animais,
0 que inviabiliza a sua aplicacdo (SANTOS et al., 2020; VALICENTE, 2018; LANA et al.,
2019).

Levando em consideracdo que as bactérias do género Bacillus predominam entre os
microrganismos empregados na agricultura brasileira, se faz necessario a criagdo de
mecanismos que possam garantir o controle de qualidade dessa producdo, através da
padronizacdo de metodologias, protegendo a satde dos produtores e dos consumidores. Nesse
sentido, foi delineado um projeto de pesquisa, iniciado em 2008, denominado ‘Projeto
Qualibio: Desenvolvimento de metodologia analitica e amostral para avaliacdo de
conformidade e da inocuidade de produtos comerciais formulados a base de agentes
microbianos”, focando no desenvolvimento de metodologias para andlise da qualidade de
produtos formulados com bactérias do género Bacillus e com fungos do género Trichoderma,
que sdo os principais agentes de controle bioldgico de doencas de plantas no Brasil.

Sentindo a necessidade de ampliar a difusdo desses conhecimentos, foi publicado um
documento para apresentar um método para analise da qualidade de produtos a base de Bacillus,

para produtos registrados junto ao Mapa, ou obtidos via fermentagdo caseira ou “on farm”, ou
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ainda em instituigcdes publicas ou privadas, contribuindo para que seja mantida a qualidade dos
produtos a base de Bacillus produzidos no pais, e na ampliacdo do mercado e da adogdo de
agentes de biocontrole no Brasil. (BETTIOL et al. 2022).

Considerando o alvo biologico P. brachyurus, também existe a necessidade de
padronizacdo e multiplicacdo de metodologia que comprove a eficiéncia do produto
multiplicado na inibi¢do ou diminuicdo da penetracdo do nematoide nas raizes, pelo método de
coloracé@o de nematoides em raizes (BYRD et al., 1983). Ja se sabe que B. subtilis interfere no
ciclo reprodutivo do nematoide, atuando na migracédo do juvenil em direcéo a planta hospedeira
(SHARMA; GOMES 1996).

Com o advento das técnicas moleculares de sequenciamento de alto rendimento (Next
Generation Sequencing, NGS) é possivel avaliar a estrutura da comunidade microbiana e
abundancia relativa de seus membros em amostras diversas, por meio da amplificacdo de
marcadores filogenéticos de bactérias/arquéias (rDNA 16S) e fungos (ITS) e posterior
sequenciamento, abordagem essa conhecida como metataxonomica (MARCHESI e RAVEL,
2015). Tal abordagem tem permitido o conhecimento da diversidade em relacdo a presenca
de patdgenos humanos e vegetais, bem como o0s microrganismos benéficos e estabelecer
hipoteses sobre o impacto desses organismos na supressdo a fitopatdgenos radiculares
(SILVA et al., 2021).

A producdo de bactérias pode gerar resultados de manejo de fitonematoides advindos
diretamente das células bacterianas ou dos metabdlitos produzidos por elas no meio de
cultura. As células colonizam raizes e produzem metabdlitos. Estes metabdlitos podem atuar
diretamente aos fitonematoides por toxidez, ou indiretamente pela ativagdo de respostas de
defesa na planta, como a desencadeada por lipopeptideos (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 atuacdo no controle de Pratylenchus brachyurus na

soja.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Producéo de metabdlitos bioativos

Para extracdo e identificacdo de grupos quimicos dos metabdlitos ligados a biossintese

de micromoléculas de Bacillus spp. nas amostras (produto comercial e fermentados), foi
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utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de
massas de alta resolugédo (HPLC-HRMS).

De acordo com os resultados obtidos no teste prévio de penetracdo 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
eficiéncia no controle, além de serem produtos com recomendacao técnica para tratamento
do nematoide Pratylenchus brachyurus. Também foram selecionados os meios de cultura que
foram usados para as fermentagdes dessas amostras.

Dada a auséncia de conhecimento prévio sobre os possiveis metabdlitos presentes nas
amostras, optou-se por utilizar dois tipos de extracéo: a liofilizacdo, que nos permite verificar
0S compostos como um todo, porém com um direcionamento voltado aos compostos polares;
e a extracdo por particdo LL, que nos permite identificar os compostos lipofilicos. As
amostras foram enviadas em tubos tipo microcentrifuga de 2,0 mL ao Laboratério de Quimica
Bio-organica Otto Richard Gottlieb (LaBiORG), do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP, para processamento.
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Tabela 1 - Especificacdo das amostras para analise de metabolitos via HPwLC.

Tratamento Descricdo
UFLA1 Meio de cultura Multibacter LL
UFLA2 Meio de cultura MCM LL
UFLA3 Meio de Fotossintese LL
UFLA4 Meio de cultura Agropaccelli LL

UFLAS B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A22 LL

UFLAG6 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A51 LL

UFLA7 B. methylotrophicus UFPEDA20 (Onix, Lallemand) fermentado fazenda A102/149 LL

UFLAS8 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 Fotossintese 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 - extragdo da amostra por particao liquido-liquido; LF - Extracdo da amostra por liofilizag&o.
Fonte: Do autor (2023).

As amostras foram transferidas para ampolas de 1,5 mL, sendo cada amostra
posteriormente analisada em sistema de cromatografia liquida de alta performance acoplada
a espectrometria de massas de alta resolucdo (HPLC-HRMS). O equipamento abrange um
cromatografo liquido Nexera X2 (Shimadzu, Japdo) com detector de arranjos de diodos
(DAD) - SPD M20A acoplado a um e espectrémetro com analisador tipo quadrupolo-tempo-
de-voo (QTOF), MicroTOF-QII (Bruker Daltonics, EUA), equipado com fonte eletrospray
(ESI), operando no modo positivo de ionizagdo, com tempo de transferéncia de ions de 70 us
e prepulse de 5 ps. O intervalo de massas selecionado foi de m/z 50-1200, modo AutoMS,
com energia de coliséo 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 0 maximo
de cinco ions precursores por ciclo. Os parametros de funcionamento do equipamento foram:
capilar 4500 V, gas nebulizador (nitrogénio) 4 bars, gas secante (nitrogénio) 9,0 L minte

temperatura da fonte de 200 °C. Para calibracdo interna do sistema foi utilizada solugéo de
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formiato de sddio 10 nM em isopropanol/agua (1:1 v/v).

Para a separacdo cromatogréfica utilizou-se uma coluna analitica Kinetex C18 (100 x
2,1mm, 2.6 pm) (Phenomenex, EUA) mantida em 50 °C, com vazio de 0,35 mL mint. A
fase mdvel (A) foi constituida de agua deionizada enquanto a fase (B) constituida de
acetonitrila, ambas grau HPLC, contendo 20 mM de acido férmico como aditivo.
Inicialmente foi aplicada eluigdo isocratica de 0 - 2 min em 15 % de (B), com posterior
gradiente de eluicdo de 2-12 min de 15 % até 95 % de (B) e novamente eluicdo isocratica de
12-17 min a 95 % de (B). 5 pL de amostra foram injetados em cada analise.

Para a desreplicacdo das amostras através dos espectros obtidos de MS/MS via anélise
de rede molecular (GNPS), foi utilizado o modo AutoMS e feita a converséo 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:
/lgnps.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 ions precursores serdo 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 tolerancia de
0,02 Da para ions precursores e 0,02 Da para ions fragmentos na construcao de espectros de
“consenso” para cada precursor, combinados para criar o no visualizado. Espectros de
consenso com menos de dois espectros ndo foram considerados.

Conexoes entre nés foram filtradas para valores maiores que 0,7 do parametro
cosseno, com compatibilidade para mais de seis picos. Pela desreplicacdo de compostos, 0s
espectros de rede gerados serdo consultados nas bibliotecas GNPS, usando o0 mesmo critério
de selecdo para as amostras analisadas. Os dados do GNPS foram analisados e visualizados
usando o Cytoscape 3.7.0 (Instituto Nacional de Ciéncias Médicas Gerais dos EUA,
Bethesda, MD, EUA).

2.2 Andlise metataxondmica 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 fermentacdo on farm foram
submetidas a analise metataxondmica (TABELA 2). Tal analise 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

inéculo inicial.

Tabela 2 - Descricao das amostras utilizadas na analise de HPLC e metataxonimica.

Amostra Produto Natureza Sistema Meio de Esterilizagdlo ~ Tempo Coleta Produtor
de cultura de
produgdo cultivo
UFLA 37 Onix Fermentada Caixa Multibacter lodo 24h 2% safra A
d'agua c/ 2019/20
aerador
UFLA 38 Onix Fermentada Caixa Agropacceli lodo, Agua e 48h 2% safra B
d'agua c/ sabdo 2019/20
aerador
UFLA 39 Onix Fermentada Caixa Multibacter Cloro 48h Safra C
d'agua c/ 2020/21
aerador
UFLA 40 Onix Fermentada Caixa MCM N. L. 48h Safra D
d'agua c/ 2020/21
aerador
UFLA 29  Nemacontrol Fermentada Caixa Multibacter Cloro e 4gua 24h 2% safra E
d'agua c/ e sabdo 2019/20
aerador
UFLA 30  Nemacontrol Fermentada Caixa N.I. lodo 48h 2% safra D
d'agua c/ 2019/20
aerador
UFLA 31  Nemacontrol Fermentada Caixa MCM N. L. 48h Safra D
d'agua c/ 2020/21
aerador
UFLA 32  Nemacontrol Fermentada Caixa Fotossintese N. 1. 48h Safra D
d'agua c/ 2020/21
aerador
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- Ndo informado; N.A — N&o se aplica.
Fonte: Do autor (2023).

O DNA gendémico foi extraido das amostras utilizando o DNeasy PowerSoil kit
(Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. A regido 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 lon Torrent (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA). As amostras foram amplificadas por PCR usando iniciadores fusionados com 0s
barcodes. As reacoes 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 proporgdes equimolares. Esta
amostra composta foi utilizada para a preparagdo da biblioteca com o sistema Ion OneTouch™
2 utilizando o kit [on PGM™ Hi-Q™ View OT2 400 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA). O sequenciamento foi realizado usando o lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit em
um sistema lon 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 0 QIIME ver. 1.9.1
(CAPORASO et al., 2010), respectivamente. Brevemente, agrupamento de sequéncias 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). Apds o
agrupamento, as sequéncias foram alinhadas contra o banco de dados de referéncia SILVA
(QUAST et al., 2013). Os conjuntos de dados de rRNA 16S foram rarefeitos para 0 mesmo
namero de sequéncias (LEMOS et al., 2011) e usados para construir matrizes de dissimilaridade
geradas por distancias Binarias e Bray-Curtis. O conjunto de dados foi sumarizado em nivel de
género para cada amostra, as mudancgas 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 vegetacdo com a fermentacdo otimizada em laboratorio
do Nemacontrol, bem como com os produtos que tiveram seus metaboélitos e perfil de
microbiota avaliados, visando estabelecer padroes de qualidade em relacdo aos metabolitos para
cada um dos produtos.

O in6culo de P. brachyurus foi obtido através da empresa C.L. empreendimentos
biol6gicos, a qual garantiu a qualidade do mesmo.

No Laboratorio de Controle Biologico de Doengas em Plantas (DFP/UFLA), foi
realizada a multiplicacdo do produto biolégico comercial selecionado, 0 Nemacontrol, para
obtencdo do seu produto fermentado sob condig¢des controladas.

A fermentacdo se deu atraves de frascos de Erlenmeyer (250 mL) tampados com
algodéo e papel aluminio, contendo 90mL de meio de cultura multibacter (1,5 g de meio,
0,95 g de acucar; 90 mL de &gua destilada) e autoclavados por 15 minutos a 121°C. Foi
preparada uma suspensdo do produto bioldgico comercial, na concentragdo de 1x10% UFC

mLbactérias endosporogénicas do produto, pipetando-se 10 mL da suspensdo nos frascos
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contendo 90 mL do meio de cultura (1:10). Foi adicionado um sistema de oxigenagdo com
bomba e filtro de aquario aos Erlenmeyers e estes mantidos em mesa de agitagdo orbital
(TECNAL) a 200 RPM e 28 °C por 48h.

Ap0s transcorridas as 48h de cultivo do produto comercial, foi realizada a
contagem de células endosporogénicas, seguindo o método de quantificacdo proposto por
ROMEIRO (2001).

Para os demais tratamentos, as amostras fermentadas coletadas nas fazendas, ndo
foram realizados novo processo fermentativo apds a coleta, apenas foram submetidas a
extragdo por particdo liquido-liquido, liofilizacdo 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 aplicacdo das amostras comerciais e
fermentadas em cima das sementes, diretamente no sulco de plantio.

Para calculo da quantidade do produto a ser testado considerou-se a aplicacdo de 5 L
por hectare de cada amostra, diluido em 35 L de &gua, recomendacdo que os produtores do
MT seguem nas aplica¢Oes dos seus fermentados.

Apos aplicacédo dos tratamentos (TABELA 3), as bandejas foram mantidas em casa de
vegetacdo com temperatura controlada (28°C +/-2) e a irrigacdo 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 repeticdes em cada tratamento.
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Tabela 3 - Especificacdo dos tratamentos utilizados durante o teste.

Tratamento Descricao Caddigo

T1 Agua autoclavada esterilizada UFLA34

T2 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) comercial UFLA 33

T3 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentadona  UFLA 29
fazenda A2 congelado

T4 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na UFLA 30
fazenda A19 congelado

T5 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentadona  UFLA 31
fazenda A125/173 congelado

T6 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentadona  UFLA 32
fazenda A107/154 congelado

T7 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) comercial LF UFLA 28

T8 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentadona  UFLA 23
fazenda A2 LF

T9 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentadona  UFLA 24
fazenda A19 LF

T10 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na UFLA 25
fazenda A125/173 LF

T11 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na UFLA 26
fazenda A207/154 LF

T12 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) comercial LL UFLA 14

T13 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na UFLA9
fazenda A2 LL

T14 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na UFLA 10
fazenda A19 LL

T15 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na UFLA 11
fazenda A125/173 LL

T16 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) fermentado na UFLA 12
fazenda A207/154 LL

T17 B. amyloliquefaciens simbi bs 10cct 7600 (Nemacontrol, Simbiose) comercial UFLA 35

fermentado no Laborat6rio

* LL - extracdo da amostra por parti¢do liquido-liquido; LF - Extracdo da amostra por liofilizag&o.
Fonte: Do autor (2023).

2.4 Indice de quimiotaxia (1Q)

O indculo foi obtido através da extracdo da populacdo pura de P. brachyurus de
plantas de soja mantidas em casa de vegetacdo (Coolen e D Herde, 1972). A suspenséo foi
ajustada para a concentracao de 100 espécimes de P. brachyurus em até 40 pL.

Para os tratamentos, foram selecionados o0s que apresentaram melhores caracteristicas
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 modificacOes. Placas de Petri com 9 cm de
didmetro, contendo meio agua-agar (20 g agar; 1 L de &gua destilada), foram divididas em
trés areas: A) area de controle; B) area neutra, localizada no centro da placa; C) area de teste
(FIGURA 1). A area neutra foi padronizada em 1 cm, as areas de controle e teste tiveram
uma distancia de 1,5 cm até as bordas da area neutra (B). Aproximadamente 100 especimes
foram depositados no centro da placa, com até 40 pL (B). Uma gota contendo 10 pL do
produto testado e outra apenas com agua foram depositados nas posicdes C e A,
respectivamente. Em seguida, as placas foram deixadas em temperatura ambiente e, apos 30
h, foi contabilizado o nimero de individuos nas areas teste (C) e controle (A), com o auxilio

de um microscépio Optico invertido.

Figura 1 - Desenho do teste de quimiotaxia usando J2 e adultos de P. brachyurus em placa de
Petri (9 cm) contendo meio &gar-agua. Trés areas distintas foram definidas: A) area
de controle, B) area neutra e C) area de teste. Aproximadamente 100 especimes
foram depositados no centro da placa, com até 40 pL (B). Uma gota contendo 10
pL do produto testado e outra apenas com agua foram depositados nas posicdes C
e A, respectivamente. Decorridas 30 h, o nimero de especimes em cada area foi
determinado separadamente. Os nematoides que permaneceram na area B néo
foram contabilizados.

Do autor (2023)

O indice de quimiotaxia (IQ) foi obtido através da subtracdo do nimero de individuos
presentes na area de teste (C) pelo nimero de individuos na area de controle (A) e dividido pelo
numero total de individuos colocados na area 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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interpretacdo de resultados foi considerado um 1Q = 0,2 como altamente atraente, um 1Q = 0,1
mas < 0,2 como ligeiramente atraente, um IQ > -0,1 mas < 0,1 como uma resposta aleatoria,
um 1Q > -0,2 mas < -0,1 como ligeiramente repelente ¢ um IQ < -0,2 como altamente repelente
(WANG et al., 2019 ). O experimento foi realizado duas vezes, com cinco repeticdes em cada
tratamento.

Na Tabela 1 (Apéndice A) pode ser consultado todos os tratamentos usados nos teste de

HPL, Metataxon6mica e Quimiotaxia.

3. RESULTADOS

3.1 Producéo de metabdlitos bioativos

As bactérias do género Bacillus produzem comumente moléculas com grupo dos
lipopeptideos, mas neste estudo, nenhuma das bactérias foi capaz de produzir estas moléculas,
nem mesmo no produto comercial. Cabe ressaltar que parte destas moléculas séo proenientes
do metabolismo secundario e sdo produzidas em condi¢cdes nutricionais e ambientais
especificas. Tendo em vista que ambos os produtos estudados sdo voltados para 0 manejo de
fitonematoides, a diversidade de moléculas produzidas pode ser diferente daquelas
normalmente reportadas como de acdo anti-fangica.

Em relacdo a cromatografia realizada por HPLC-HRMS para Bacillus methylotropicus
UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) ndo foram encontrados lipopeptideos tanto no produto
comercial quanto nos fermentados com base deste produto. As moléculas encontradas eram
predominantemente lipideos (esfingolipideos, esteroides, fenol lipideo) ou uma combinacdo de
lipidios com um nucleo de carbono (glicerolipideos e glicerolfosfolipideos), conforme
apresentado na Figura 2, que ndo sdo tdo comuns ao género Bacillus como lipopeptideos do
tipo surfactinas, iturinas e fengicinas (KEARNS, et al., 2004; CHOWDHURY et al., 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501321002317#bib0375
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Figura 2 - Principais moléculas encontradas nos produtos bionematicidas comerciais e on farm

estudados, determinados por HPLC e comparadas com a base de dados Sirius.
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Do autor (2023).

Quando se observa os perfis cromatograficos derivado das bactérias presentes no
produto comercial, ou seja, coldnias puras, apesar de pertencerem a espécies diferentes tém
perfis muito semelhante (FIGURA3) com excecao para 0 pico de absorc¢ao de 12 minutos e esta

pode ser a diferenca predominante no perfil metabélico de ambos os produtos.
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Figura 3 - Analise de cromatograma: Comparativo de metabolitos encontrados nos produtos
comerciais Bacillus methylotrophicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) e B.
amyloliquefaciens (Nemacontrol, Simbiose).

Bacillus methylotrophicus

Bacillus amyloliguefaciens (A
n

| | Iy Iii “ i

| l,’ |
( ,\ l i | [1 »
| L A\ AMYSU A VY J | A
Do i.».'_“A.'_‘L:’X‘-.t'Z'e:’.\-_":eA-J’ PUANYY T LA A 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, sdo metabolitos
produzidos completamente diferentes do ponto de vista de composicdo quimica ou
eventualmente sdo 0s mesmos, mas que sofrem alteracdo durante o processo fermentativo com
culturas ndo axénicas, ja que esses metabolitos sdo produzidos de acordo com fatores
nutricionais e ambientais especificos. Entretanto, para alguns compostos ha mudancas sutis na
composicao, como o pico dos 13 minutos de retencdo 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 né&o encontrado na producdo nos
demais meios de cultura, mas também uma sobreposicao 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 niveis de saturacéo
diferentes (FIGURA 6). No entanto, uma variacdo na estrutura do poliéter pode ser identificado
exclusivamente na amostra de maior eficiéncia para reducgéo na penetracao (UFLAOQ5) e amostra
comercial do produto com a presenca 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 + AGROBIOLOGICA, UFLA 6: ONIX +
AGROPACCELLI, UFLA 7: ONIX + MULTIBACTER, UFLA 8: ONIX + MCM
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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 + AGROBIOLOGICA, UFLA 6: ONIX +
AGROPACCELLI, UFLA 7: ONIX + MULTIBACTER, UFLA 8: ONIX + MCM
com detalhe para 0s picos com maior sobreposi¢édo entre as amostras para um mesmo
pico de retencéo.
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Do autor (2023).

Figura 6 - Principais poliéteres produzidos em comum entre todas as amostras de produtos comerciais e
fermentados.
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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 in6culo inicial UFLA 5: producdo no meio AGROBIOLOGICA,
UFLA 6: producdo 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 FOTOSSINTESE,
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.

»
a8 Gl . UFLA 13: ONIX COMERCIAL

. . o e N_0 8 o"°
..- -’ o." e ® %o o 0 s
T - . ®

-~
L
'..D '.”."'o "0,::::::::::::::::::: GS Metanol preparo de amostras

L L J
oeoococo.oe..e.-ue..tno.uoooooo
OO0V ONOPPOONGONAOERDOINBENBOLLY
L T T T T T T T
LA A L AL DAL AL L AL L Ll L) LA A R L L L L L

A
-u:u-ll'o O
1
1 f\;.'_. Q O %
- ‘\,‘.. QOQ S
m/z 309 . Q Q
@‘ .‘ € g
@ 5
- N mlz}og
\
_—
m/1509
B

Do autor (2023).



87

3.2 Anélise metataxondmica das amostras comerciais e on farm

Apos a filtragem por qualidade foram obtidas 610.093 sequéncias parciais do gene

ribossomal 16S de entre as 10 amostras analisadas (Tabela 4).

Tabela 4 - Descricdo das amostras analisadas por metataxondmica Numero de sequéncias
parciais do gene ribossomal 16S obtidas em cada uma das amostras analisadas.

Amostra Produto N° 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
UELA30 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 nimero de reads da mesma ordem de
grandeza ou até superior (Tabela 4), as amostras dos dois produtos comerciais possuem baixa
diversidade, amostras praticamente homogéneas (ao nivel género), o que ndo ocorre com as
amostras fermentadas (FIGURA 8).
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Figura 8 - Alfa-diversidade das amostras comerciais e de producdo on farm calculadas pelo
indice de Shannon. (p-value: 0.044444). UFLAS33 - 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;
UFLAS39 - Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A102/149 on
farm congelado; UFLA40 - Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix,
Lallemand) A123/171 on farm congelado.

p-value: 0.044444; [Mann-Whitney] statistic: 0
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Do autor (2023).

De acordo com a PERMANOVA, houve diferenca significativa (p= 0,028) entre as
amostras comerciais e as produzidas on farm. Os resultados da taxonomia revelam abundancia
relativa de cada género bacteriano identificado nas amostras dos produtos comerciais e dos seus

derivados na producédo on farm (FIGURA 9).
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Figura 9 - Beta-diversidade das amostras de produtos comerciais e de producdo on farm
calculada pelo indice de Bray-Curtis.

[PERMANOVA] F-value: 2.8406; R-squared: 0.26203; p-value: 0.028
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Do autor (2023).

Apenas nas amostras comerciais é possivel perceber a predominancia do género de
interesse do produto comercial usado como indculo inicial (Bacillus). Das amostras
fermentadas avaliadas, todas revelaram contamina¢do com outros géneros e mesmo quando o
género Bacillus foi encontrado na amostra, o contaminante perfazia uma abundéncia relativa
maior que ele (FIGURA 10). De fato, para duas delas, UFLA30 oriunda da producao de B.
amyloliquefaciens e UFLA37 oriunda da producéo de B. methylotrophicus foi encontrada uma
abundancia relativa superior a 25% de bactérias pertencentes ao género Bacillus. Para todas as
outras amostras, a abundancia relativa de bactérias pertencentes ao género da bactéria usada
como inéculo semente foi inferior a 1%. Os géneros de bactérias encontrados com maior
abundancia 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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Metataxondmica 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 22 safra @ 2019/20 e safra de 2020/21. Abundéncia
relativa a nivel de género. 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;
UFLAZ39 - Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A102/149 on
farm congelado; UFLA40 - Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix,
Lallemand) A123/171 on farm congelado.
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3.3 Controle de qualidade do produto nemacontrol

Os testes para avaliar a eficiéncia da penetracdo dos nematoides nas raizes foram
realizados duas vezes. A Tabela 5, apresenta a comparagdo das médias dos tratamentos, onde
observa-se que o UFLA 34, a testemunha, com o pior resultado, visto que obteve a maior média
de penetracdo de P. brachyurus, juntamente com o tratamento UFLA 11, apenas no primeiro
ensaio. O tratamento UFLA 23 apresentou os melhores resultados com menor penetracdo do
fitonematoide em relacdo 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 n&o 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 existéncia de algum composto responsavel por atrair ou repelir

0s nematoides na penetracao das raizes.
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Tabela 5: Teste para avaliar a eficiéncia dos produtos na penetracdo do P. brachyurus na raiz.
Dados significantes pelo teste de Tukey (P<0,05) para os tratamentos estudados na
selecdo do produto comercial.

Repeticdo 1 | Repeticdo 2
Tratamentos % de Penetracéo Grupo % de Penetracéo 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
UFLA9 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, ndo 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;
UFLAL11 - 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 - Agua
autoclavada esterilizada.
Fonte: Do autor (2023).
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3.4 indice de quimiotaxia (1Q)

No indice de quimiotaxia, em ambos 0s ensaios realizados, ndo houve atratividade ou
repeléncia aos nematoides durante o periodo avaliado. A resposta foi semelhante ao tratamento
de a&gua. Portanto, a resposta foi considerada aleatoria (-0,1 < IC <0,1) para todos os

tratamentos, incluindo o controle (Tabela 6).

Tabela 6 - Respostas quimiotaticas de individuos de P. brachyurus a tratamentos oriundos de
fermentacdo on farm.

Tratamento IQ Ensaio 1 IQ Ensaio 2 Legenda do indice

UFLA34 0.024 -0.030 |Q = 0,2 -altamente atraente

IQ = 0,1 mas < 0,2 - ligeiramente
UFLA33 -0,090 -0,064 atraente

1Q >-0,1 mas < 0,1 como uma resposta
UFLA30 -0,038 -0,046 aleatoria

IQ > -0,2 mas < -0,1 - ligeiramente

UFLA32 0,052 -0,086 repelente

UFLAZ28 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

UFLAL0 - B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A19 on farm LL;
UFLAL11 - 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 - Agua autoclavada
esterilizada.
Fonte: Do autor (2023).
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4 DISCUSSAO

A espécie Bacillus amyloliquefaciens e B. methylotrophicus possuem capacidade de se
associar as raizes da planta estimulando seu crescimento e favorecendo a supressdo de
patdgenos, e inibindo outras bactérias competitivas dentro da rizosfera da planta. Seu genoma
esta constituido por um grupo de genes implicados nas sinteses de lipopeptideos e policetideos
com atividade antifungica, antibacteriana e nematicida (DIAZ, 2018). De acordo com Lisboa
(2016), muitas bactérias pertencentes ao género Bacillus produzem peptideo antimicrobiano de
amplo espectro de acdo, que inibe bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo
importantes patdgenos. 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 ndo sdo necessariamente aquelas
comumente reportadas para 0 manejo de doencas fungicas e bacterianas. Boa parte das
moléculas produzidas pelos microrganismos que sao o ingrediente ativo do produto comercial,
sO serdo sintetizadas quando eles estiverem colonizando o solo e/ou sistema radicular.
Invariavelmente, dependendo da formulacéo do produto, poderemos sim ter metabdlitos ativos
presentes, mesmo isso ndo sendo uma garantia.

De fato, o perfil metabdlico dos produtos, as moléculas encontradas como produzidas
por ambos os produtos estudados foi muito semelhante (Figura 3), o que pode representar a
caracteristica intrinseca de biocontrole.

Dentre as moléculas encontradas, aquelas mais frequentemente reportadas entre as
amostras avaliadas destacaram-se glicerolipideos, policetonas, fenol-lipideos, esterol-lipideos,
esfingolipideos e acido graxo ligado a acido carboxilico. Estas moléculas sdo pouco relatadas
como de acgdo toxica direta a fitopatdgenos mas tem um papel de regulacdo génica. A miriocina
por exemplo € uma molécula produzida por Bacillus amyloliquefaciens com acdo anti-fangica
contra Fusarium oxysporum f.sp. niveum e estudos de transcriptdmica e protedbmica revelaram
que sua producdo esta associada a genes relacionados ao metabolismo de esfingolipideo,
glicerofosfolipideo e biosintese de esterdis (WANG et al., 2021). Em funcdo do periodo de
amostragem do crescimento bacteriano, moléculas sinalizadoras podem ter predominado em
relacdo as com atividade toxica direta a fitopatdgenos. O que pode inclusive representar se a
ferementacdo esta sendo eficiente, ndo apenas em relacdo a concentracdo de células, mas
também a presenca de metabolitos bioativos, como por exemplo a miriocina.

Considerando um dos mecanismos de acdo dos metabdlitos, resultados obtidos por

Araujo et al (2002), indicam que o uso de Bacillus reduz a migra¢do do nematoide, afetando a
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orientacdo e interferindo na producdo de exsudatos das raizes. Os exsudatos especificos das
raizes de plantas hospedeiras atraem nematoides parasitas de plantas, enquanto substancias de
plantas ndo hospedeiras podem repeli-los (BIRD 1959; PAPADEMETRIOU e BONE, 1983,
DIEZ e DUSENBERY, 1989; HALLEM et al., 2011; YANG ET Al . 2016).

Esta alteracdo na atratividade pode ser resultado da interacdo da bactéria e ou
metabdlitos com a raiz da soja, tendo em vista que ndo foi identificada acdo direta de
atratividade ou repeléncia dos produtos ao verme (TABELA 6). Bactérias do género Bacillus
sdo rizobactérias que podem sintetizar metabolitos secundarios, intervindo no ciclo dos
nematoides e/ou transformando os exsudados das raizes, ocasionando interferéncias no
processo de reconhecimento do nematoide a planta. (ARAUJO, 2018).

Segundo Aradjo et al., (2002), Bacillus subtilis interfe na producéo de exsudados das
raizes que servem como orientacdo para nematoides, alterando a reproducdo e orientacdo do
fitoparasita em direcdo as raizes. 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 o0 caso de espécies de
Enterococcus, frequentemente presentes na microbiota intestinal de seres humanos e animais,
e amplamente distribuidas no ambiente (BIAVASCO et al., 2007; CAMPOS et al., 2013) e
também de bactérias pertencentes ao género Salmonella. Por mais rapido que seja o crescimento
de Bacillus em meio de cultura e a diversidade de metabdlitos por eles produzida reduzir as
chances de contaminantes se proliferarem, os produtos comerciais estdo na fase de endésporo
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 género
Enterobacter, crescerem mais rapidamente e ndo permitirem o desenvolvimento do Bacillus
introduzido. Por outro lado, bactérias pertencentes a este género Bacillus tem a competicéo pela
colonizacdo da rizosfera como um dos mecanismos de biocontrole e, mesmo com um
contaminante, com risco de ser um potencial patdgeno 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 toxica
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contra nematoides. Estas moléculas incluem a fenazina e cianeto de hidrogénio 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 reducdo da penetracdo de nematoides em amostras contaminadas com bactérias
pertencentes a géneros de patdgenos humanos.

Esta colonizacdo de raizes por microrganismos pode modular a producdo ou secrecédo
de compostos quimiotaticos em torno das plantas, ou a rede de sinalizacdo de horménios
vegetais para aumentar a resisténcia contra nematoides das galhas (DABABAT e SIKORA,
2007; VOS et al., 2013; SELIM et al., 2014; MARTINEZ-MEDINA et al., 2017). Até onde se

sabe, este tipo de estudo ainda nédo foi reportado para Pratylenchus brachyurus.

5. CONCLUSAO

Os resultados indicam reducdo na penetracao de P. brachyurus nas raizes pela aplicacao
dos produtos comercial e fermentado, porém néo se pode afirmar se o que esta causando este
efeito é apenas a concentracdo de células, sendo que temos dentro deste tipo de fermentacéo
ndo s6 a multiplicacdo de celulas de Bacillus como também a producdo de metabolitos
secundarios, que pode atuar também na defesa das plantas na reducdo dos danos causados por
P. brachyurus.

As amostras do produto fermentado ndo mantiveram a mesma abundancia relativa
encontrada nas amostras do produto comercial analisadas, enquanto a analise metataxondmica
revelou a presenca de espécies contaminantes em todas as amostras fermentadas. O perfil
metabolico do produto comercial ndo é o0 mesmo obtido na amostra fermentada. O indice de
guimiotaxia apresentou uma atividade de resposta aleatdria para todos os tratamentos avaliados.
O tempo de avaliacdo do experimento pode ter sido insuficiente para verificar diferenca entre
0s tratamentos.

A recorrente presenca de contaminantes nas amostras estudadas somadas a eventual
capacidade de reducdo da penetracdo de nematoides pela comunidade bacteriana e/ou seus
metabolitos, pede uma revisdo nas métricas de controle de qualidade e sistemas de producéo,
para que a producdo nas fazendas possa garantir estabilidade de controle e sustentabilidade no
manejo do nematoide das lesdes e reducdo dos danos.

Tendo em vista a recorrente presenga de contaminante nas amostras estudadas mas a

eventual capacidade de reducdo da penetracdo de nematoide pela comunidade bacteriana
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predominante, seus metabolitos ou ambos, métricas de controle de qualidade e sistema de
producdo precisam ser revistas para que a producao do bioinsumo realizado pelos produtores
possa garantir estabilidade de controle e sustentabilidade no manejo do nematoide das lesGes
e reducdo dos danos causados por estes fitonematoides a soja e as culturas plantadas na

sequéncia no sistema de producdo de grdos com culturas susceptiveis.
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APENDICE A

Tabela 1 - lidentificacdo de todas as amostras usadas nas etapas de metataxondmica,
quimiotaxia, HPLC e teste de penetracdo (Continua).

Amostra Descricao Coleta
UFLA1  Meio de cultura Multibacter LL Safra 2020/21
UFLA2  Meio de cultura MCM LL Safra 2020/21
UFLA3  Meio de Fotossintese LL Safra 2020/21
UFLA4  Meio de cultura Agropaccelli LL Safra 2020/21
UFLAS  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A22 on farm 2°safra 2019/2020
LL

UFLA6  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A51 on farm 2°safra 2019/2020
LL

UFLA7  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A149 on farm  Safra 2020/21
LL

UFLA8  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A171 on farm  Safra 2020/21
LL

UFLA9  B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 2*safra 2019/2020
on farm LL

UFLA10  B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A19 2°safra 2019/2020
on farm LL

UFLA11 B, amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A173  Safra 2020/21
on farm LL

UFLA12 B, amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A154  Safra 2020/21
on farm LL

UFLAI3  Comercial Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) LL N.A
UFLAl4  Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct N.A

7600(Nemacontrol,Simbiose) LL

UFLA15  Meio de cultura Multibacter LF Safra 2020/21
UFLA16  Meio de cultura MCM LF Safra 2020/21
UFLA17  Meio de Fotossintese LF Safra 2020/21
UFLA18  Meio de cultura Agropaccelli LF Safra 2020/21
UFLA19  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A22 on farm 2°safra 2019/2020

LF
UFLA20  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A51 on farm 2*safra 2019/2020
LF

UFLA21  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) on farm LF Safra 2020/21

UFLA22  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A171 on farm  Safra 2020/21
LF

UFLA23  B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 2*safra 2019/2020

on farm LF

UFLA24 B, amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A19 2°safra 2019/2020

on farm LF

UFLA25 B, amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A173  Safra 2020/21

on farm LF

UFLA26 B, amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A154  Safra 2020/21

on farm LF

UFLA27  Comercial Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) LF N.A
UFLA28  Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct N.A

7600(Nemacontrol,Simbiose) LF

UFLA 29 2% safra 2019/2020

B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose) A2 on
farm congelado
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Tabela 1 - lidentificacdo de todas as amostras usadas nas etapas de metataxondmica,

quimiotaxia, HPLC e teste de penetracdo (Conclusao).

Amostra Descrigéo Coleta

UFLA30  B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)A19 2° safra 2019/2020
on farm congelado

UFLA31 B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol,  Safra2020/21
Simbiose)A125/173 on farm congelado

UFLA32 B, amyloliquefaciens simbi bs 10 cct 7600(Nemacontrol, Simbiose)  Safra 2020/21
A107/154 on farm congelado

UFLA33  Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct N.A
7600(Nemacontrol,Simbiose)

UFLA34  Agua autoclavada esterilizada N.A

UFLA35  Comercial B. amyloliquefaciens simbi bs 10 cct N.A
7600(Nemacontrol,Simbiose) fermentado no Laboratorio

UFLA36  Comercial Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand)

UFLA37  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A22 on farm 2°safra 2019/2020
congelado

UFLA38  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A51 on farm 2°safra 2019/2020
congelado

UFLA39  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A102/149 on  Safra 2020/21
farm congelado

UFLA40  Bacillus methylotropicus UFPEDA 20 (Onix, Lallemand) A123/171 on  Safra 2020/21

farm congelado

Fonte: Do autor (2023).
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