41 \UFLN

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

PAMELLA DE SA CAETANO

Bacillus amyloliquefaciens CN 307 E SUA FORMULACAO
COMERCIAL NA QUIMIOTAXIA DE Meloidogyne incognita

LAVRAS -MG
2026



PAMELLA DE SA CAETANO

Bacillus amyloliguefaciens CN 307 E SUA FORMULACAO COMERCIAL NA
QUIMIOTAXIA DE Meloidogyne incognita

Dissertagao apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das exigéncias
do Programa de P6s Graduagdo em
Agronomia/Fitopatologia, para a obtencdo do
titulo de Mestre.

Prof. Dr. Willian César Terra
Orientador
Dra. Vytdria Piscitelli Cavalcanti

Coorientadora

LAVRAS -MG
2026



Ficha Catalogr &fica elaborada pelo Sistema de Geragéo
de Ficha Catalogr éfica da Biblioteca Universitaria da UFLA, com
dadosinformados pelo(a) proprio(a) autor (a).

Caetano, Pamella de Sa

Bacillus amyloliquefaciens CN 307 e sua formulagéo comercial na quimiotaxia de
Meloidogyne incognita/ Pamella de S Caetano. - 2026.

46 p. :il.

Orientador: Willian Cesar Terra
Coorientadora: Vytoria Piscitelli Caval canti

Dissertacdo (Mestrado Académico) - Universidade Federal de Lavras, 2026.
Bibliografia.

1. Fitonematoides. 2. Quimiotaxia. 3. Bacillus amyloliquefaciens. . Terra,
Willian Cesar . I1. Piscitelli Cavalcanti, Vytoria. I11. Universidade Federal de Lavras.
V. Titulo.




PAMELLA DE SA CAETANO

Bacillus amyloliquefaciens CN 307 E SUA FORMULACAO COMERCIAL NA
QUIMIOTAXIA DE Meloidogyne incognita

Bacillus amyloliquefaciens CN 307 AND ITS COMMERCIAL FORMULATION IN
THE CHEMOTAXIS OF Meloidogyne incognita

Dissertag@o apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das exigéncias
do Programa de P6s Graduagao em
Agronomia/Fitopatologia, para a obtencao do
titulo de Mestre.

APROVADA em 12 de dezembro de 2025

Prof. Dr. Willian César Terra— UFLA/DFP

Prof. Dr. Eduardo Alves — UFLA/DFP

Prof. Dra. Carolina da Silva Siqueira — UFLA/DFP
Dra. Livia Pimenta Teixeira - EPAMIG

Documento assinado digitalmente
b WILLIAN CESAR TERRA
g ol Data: 12/01/2026 10:46:25-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br
Prof. Dr. Willian César Terra
Orientador
Dra. Vytéria Piscitelli Cavalcanti

Coorientadora

LAVRAS -MG
2026



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Lavras e ao Departamento de Fitopatologia, pela oportunidade
concedida para a realizagdo do mestrado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa de
estudos durante o mestrado.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Willian Terra, pela orientagdo, dedicagdo e valiosos ensinamentos
ao longo desses anos.

A minha coorientadora Dra. Vytéria Piscitelli Cavalcanti, por toda contribui¢io e ensinamentos.
Aos professores do Programa de P6s-Graduagdo em Fitopatologia, pelo apoio e orientacdo para
a realizagao deste trabalho.

Aos Laboratérios de Microscopia Eletronica e Patologia de Sementes, pela parceria durante a
realizagdo dos experimentos.

A todos do Laboratorio de Nematologia, pelo auxilio e parceria.



RESUMO

O nematoide das galhas, Meloidogyne incognita, causa expressivos prejuizos a agricultura
mundial. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e no Laboratério de
Nematologia da Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil. Os tratamentos
consistiram na aplica¢do do produto comercial Auba® ou do isolado B. amyloliquefaciens CN
307 em sementes de soja (Glycine max L.), cv. M 6410 IPRO, feijao (Phaseolus vulgaris L.),
cv. 2051, e milho (Zea mays L.), hibrido P 3707VYH CI1. Ensaios de quimiotaxia mostraram
que exsudatos radiculares e raizes tratadas apresentaram efeito repelente sobre os J2, resultado
também observado quando apenas o produto ou o isolado foram testados. A formagao de
biofilme ocorreu apenas em raizes de feijao tratadas com o produto. Em feijao, o produto
comercial e o isolado reduziram o nimero de galhas por grama de raiz em 31,24% e 42,96%,
respectivamente, € o nimero de ovos por grama de raiz em 55,32% e 40%. No segundo
experimento, ndo houve reducdo significativa no nimero de galhas, porém ocorreram reducdes
no nimero de ovos por grama de raiz de 59,78% com o produto e 32,14% com o isolado. Em
soja, no primeiro experimento, ndo houve reducao significativa no nimero de galhas por grama
de raiz, entretanto o nimero de ovos foi reduzido em 64,18% com o produto e 38,31% com o
isolado. No segundo experimento, as redugdes no nimero de galhas por grama de raiz foram
de 38,33% com o produto e 27,80% com o isolado, sem efeito significativo sobre o nimero de
ovos. Anélises por microscopia com espectroscopia Raman indicaram, nas raizes tratadas, picos
associados a celulose, xilana e lignina, com predominéncia de celulose em feijdo e lignina em
soja. Os resultados indicam que o produto e o isolado apresentam potencial para o manejo
biologico de M. incognita, atuando por efeitos diretos e por alteragdes bioquimicas nos tecidos

radiculares.

Palavras-chave: Meloidogyne incognita; Quimiotaxia; Bacillus amyloliquefaciens.



ABSTRACT

The root-knot nematode, Meloidogyne incognita, causes significant damage to agriculture
worldwide. Experiments were conducted in a greenhouse and at the Nematology Laboratory of
the Federal University of Lavras, Minas Gerais, Brazil. Treatments consisted of applying the
commercial product Auba® or the isolate B. amyloliquefaciens CN 307 to seeds of soybean
(Glycine max L.), cv. M 6410 IPRO, common bean (Phaseolus vulgaris L.), cv. 2051, and corn
(Zea mays L.), hybrid P 3707VYH C1. Chemotaxis assays showed that treated root exudates
and roots exhibited a repellent effect on J2 nematodes, a result also observed when only the
product or the isolate was tested. Biofilm formation occurred only in bean roots treated with
the product. In beans, the commercial product and the isolate reduced the number of galls per
gram of root by 31.24% and 42.96%, respectively, and the number of eggs per gram of root by
55.32% and 40%. In the second experiment, there was no significant reduction in the number
of galls, but there were reductions in the number of eggs per gram of root of 59.78% with the
product and 32.14% with the isolate. In soybeans, in the first experiment, there was no
significant reduction in the number of galls per gram of root; however, the number of eggs was
reduced by 64.18% with the product and 38.31% with the isolate. In the second experiment, the
reductions in the number of galls per gram of root were 38.33% with the product and 27.80%
with the isolate, with no significant effect on the number of eggs. Microscopic analysis with
Raman spectroscopy indicated, in the treated roots, peaks associated with cellulose, xylan, and
lignin, with a predominance of cellulose in beans and lignin in soybeans. The results indicate
that the product and the isolate have potential for the biological management of M. incognita,

acting through direct effects and biochemical alterations in root tissues.

Keywords: Meloidogyne incognita; Chemotaxis; Bacillus amyloliquefaciens.



INDICADORES DE IMPACTOS

Os fitonematoides representam uma grande ameaga a agricultura mundial. Entre os métodos
de controle desse fitopatogeno, o controle bioldgico com microrganismos antagonistas, como
Bacillus spp., tem crescido de forma expressiva nos ultimos anos. Os resultados obtidos
indicam que o uso do produto Auba® e do isolado Bacillus amyloliquefaciens CN 307
apresenta impacto relevante para o manejo biologico de M. incognita. Os ensaios de
quimiotaxia demonstraram efeito repelente dos exsudatos radiculares e das raizes tratadas com
o produto ou o isolado sobre os J2, sugerindo interferéncia no processo inicial de parasitismo.
Além disso, a formagdo de biofilme observada em raizes de feijdo tratadas com o produto
indica possivel papel protetivo associado a colonizagdo bacteriana da rizosfera. As analises
por microscopia com espectroscopia Raman evidenciaram alteragdes estruturais relacionadas
a celulose, xilana e lignina, indicando que os tratamentos também podem atuar por meio de
modifica¢des bioquimicas nos tecidos radiculares. Esses resultados sugerem que o controle
bioldgico ndo ocorre apenas por acao direta do microrganismo, mas também por modificacdes
estruturais que podem aumentar a resisténcia da planta ao fitonematoide. Assim, os impactos
deste estudo ampliam o conhecimento sobre agentes biologicos aplicados as culturas da soja e
do feijao e fornecem bases para o desenvolvimento de estratégias mais sustentdveis de manejo
de M. incognita, com potencial de reduzir o uso de nematicidas quimicos e os impactos

ambientais associados.



IMPACT INDICATORS

Plant-parasitic nematodes represent a major threat to global agriculture. Among the methods
for controlling this phytopathogen, biological control with antagonistic microorganisms, such
as Bacillus spp., has grown significantly in recent years. The results obtained indicate that the
use of the product Auba® and the isolate Bacillus amyloliquefaciens CN 307 has a relevant
impact on the biological management of M. incognita. Chemotaxis assays demonstrated a
repellent effect of root exudates and roots treated with the product or isolate on J2 plants,
suggesting interference in the initial parasitism process. Furthermore, the biofilm formation
observed in bean roots treated with the product indicates a possible protective role associated
with bacterial colonization of the rhizosphere. Microscopy analyses with Raman spectroscopy
revealed structural alterations related to cellulose, xylan, and lignin, indicating that the
treatments may also act through biochemical modifications in root tissues. These results
suggest that biological control occurs not only through the direct action of the microorganism,
but also through structural modifications that can increase the plant's resistance to the plant-
parasitic nematode. Thus, the impacts of this study broaden the knowledge about biological
agents applied to soybean and bean crops and provide a basis for the development of more
sustainable management strategies for M. incognita, with the potential to reduce the use of

chemical nematicides and the associated environmental impacts.
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1 INTRODUCAO

Os fitonematoides sdo um dos fatores limitantes da produtividade agricola (Sikora et
al., 2018). As espécies do género Meloidogyne, comumente chamadas de nematoides das
galhas, estdo entre os fitonematoides de maior importancia econdmica (Aioub et al., 2022).
Anualmente, elas sdo responsaveis por causar perdas estimadas em US$ 173 bilhdes em
escala mundial (Elling, 2013). Quando os nematoides do género Meloidogyne parasitam as
raizes e estabelecem estruturas alimentares especializadas, o principal sintoma observado ¢ a
formag¢ao de engrossamentos radiculares (galhas) nas plantas suscetiveis (Radwan et al. 2012;
Aioub et al., 2022). Além dos danos ao sistema radicular, os nematoides das galhas suprimem
as defesas do hospedeiro, tornando a planta mais suscetivel ao ataque de outros fitopatdgenos
(Goverse e Smant, 2014).

As espécies Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria € M. hapla sdo
responsaveis pelos maiores prejuizos dentre os nematoides das galhas (Gao et al., 2016). Devido
aos danos econdmicos, o controle dos nematoides das galhas ¢ uma demanda global (Poveda et
al., 2020). Os métodos de controle incluem rotacdo de cultura com espécies ndo hospedeiras,
uso de cultivares resistentes, utilizacdo de material de propagacdo isento do nematoide,
aplicacdo de nematicidas sintéticos e controle biologico. Globalmente, a aplicacdo de
nematicidas sintéticos e a utilizacdo de cultivares resistentes sdo os métodos mais utilizados
pelos produtores (Mhatre et al. 2019). Entretanto, os nematicidas quimicos apresentam
inespecificidade de alvo bioldgico, alto custo e beneficios de curta duracdo. Muitos deles ndo
sdo seletivos e podem reduzir os microrganismos do solo, incluindo os antagonistas naturais
dos nematoides (Cheng et al., 2017).

O uso excessivo de nematicida sintético potencializa riscos de contamina¢do ambiental,
por isso varios deles foram banidos do mercado (Cao et al., 2019). Um exemplo, o brometo de
metila, que foi proibido na maioria dos paises, fato que afetou as estratégias de controle de
fitonematoides (Oka, 2010). Assim, a busca por novas estratégias de controle tem se
intensificado nos ultimos anos (Cheng et al., 2017). Dentre as estratégias, podemos citar o
controle bioldgico com o uso de microrganismos antagonistas e seus metabolitos (Poveda et al.,
2021). Muitos desses metabodlitos tém atividade nematicida e, portanto, podem se tornar

substitutos de nematicidas quimicos altamente toxicos (Zhai et al., 2018). A aplicacdo de
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produtos bioldgicos tem sido considerado um método eficiente, ambientalmente correto e
economicamente sustentavel para o manejo de fitonematoides (Sasanelli et al., 2021).

No Brasil, atualmente, se comercializa mais nematicidas bioldgicos que nematicidas
quimicos (Machado, 2022), sendo bactérias do género Bacillus o ingrediente ativo da grande
maioria dos nematicidas biologicos registrados (Agrofit, 2025). As espécies do género Bacillus
sdo as mais utilizadas em formula¢des de bionematicidas, pois possuem rapido crescimento,
produzem endosporos viaveis, colonizam o sistema radicular e apresentam diferentes modos de
agdo contra os nematoides, como a antibiose, indugdo de resisténcia sist€émica e interferéncia
no reconhecimento das plantas hospedeiras (Vishwakarma et al., 2024).

Dentre os mecanismos de a¢ao de Bacillus contra os fitonematoides, a interferéncia no
reconhecimento das plantas hospedeiras vém sendo estudada nos ultimos anos (Cavalcanti et
al., 2024). Apo6s a eclosdo ha uma ocasido que € crucial para o sucesso do parasitismo dos
nematoides das galhas. O nematoide precisa localizar o seu hospedeiro por meio da quimiotaxia
(migragdo orientada em relagdo a um gradiente de estimulo quimico) detectando
quimioatraentes (Terra et al., 2023).

No solo os principais quimioatraentes sdo os exsudatos secretados pelas raizes das
plantas, assim como substancias produzidas por microrganismos como 0s compostos organicos
volateis (COVs) (Hu et al., 2017; Pacheco et al., 2021). Além dos COVs, os agentes de
biocontrole podem liberar outras substincias que alteram a composicdo do solo ou dos
exsudatos radiculares, assim, interferindo na quimiotaxia dos fitonematoides (Hu et al., 2017;
Li et al., 2019). Algumas bactérias do género Bacillus, podem modificar os compostos dos
exsudatos radiculares tornando-os repelentes aos J2 (Hu et al. 2017; Cavalcanti et al., 2024).
Por isso, entendimento sobre a quimiotaxia dos J2 ¢ fundamental para o desenvolvimento de
estratégias de controle por meio da interferéncia na sua orientacao (Cheng et al., 2017).

Além de afetar a quimiotaxia dos J2, as espécies de Bacillus atuam contra os
fitonematoides por meio da inibicao direta que envolve a produgido de compostos metabolitos
com atividade nematicida (Mhatre et al., 2019). Esse processo ¢ denominado de antibiose,
definido como a sintese de compostos bioativos que apresentam efeitos toxicos ou inibitorios
sobre os nematoides (Stenberg et al., 2021). Varias espécies de Bacillus , como B.
amyloliquefaciens, B. subtilis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. mycoides e B.
pumilus sao conhecidos como produtores eficientes de moléculas com atividade nematicida

(Cawoy et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

1) isolar Bacillus amyloliquefaciens do produto comercial Auba® (Bacillus
amyloliquefaciens isolado CN 307,

2) definir as respostas quimiotaticas do juvenil de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita aos exsudatos radiculares de diferentes espécies tratadas e nao tratadas com o produto
biologico Auba®;

3) definir as respostas quimiotaticas do juvenil de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita aos exsudatos radiculares de diferentes espécies vegetais tratadas e nao tratadas com
Bacillus amyloliquefaciens isolado CN 307;

4) avaliar a eficicia do produto comercial Auba® na colonizagio e formagao de biofilme
em raizes de diferentes espécies vegetais;

5) avaliar a eficacia da formulagdo comercial Auba® no controle de Meloidogyne
incognita, por meio da avalia¢ao da reproducdo do nematoide;

6) avaliar a eficiéncia de Bacillus amyloliquefaciens isolado CN 307 no controle de
Meloidogyne incognita por meio da avalia¢do da reprodug@o do nematoide;

7) identificar os possiveis compostos que interferem na quimiotaxia de M. incognita.

3 HIPOTESES

As hipoteses do presente estudo sdo que: i) o isolado Bacillus amyloliquefaciens CN
307, assim como, o produto comercial Auba® interferem na quimiotaxia do juvenil de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne incognita em dire¢@o ao sistema radicular da planta hospedeira; ii)
existe variacdo na capacidade de colonizacdo do sistema radicular utilizando o produto
comercial a depender da espécie vegetal; iii) existe variagdo na capacidade de Bacillus
amyloliquefaciens isolado CN 307, assim como, do produto comercial em controlar a

reproducdo de Meloidogyne incognita em diferentes espécies vegetais.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Meloidogyne spp. e sua relacio com o hospedeiro

O género Meloidogyne tfoi descrito por Emilio Goeldi em 1887, no Brasil, para designar
o grupo de fitonematoides que causava galhas radiculares no café, sendo a espécie tipo
Meloidogyne exigua (Ferraz ¢ Brown, 2016). Até o momento sdo conhecidas mais de 100
espécies no género Meloidogyne capazes de parasitar cerca de 3.000 espécies de plantas
(Jagdale et al., 2021). As principais espécies sao de clima tropical, como M. incognita, M.
Jjavanica, M. arenaria, ¢ M. hapla de clima temperado (Jones et al., 2013). Sendo M. incognita
considerado o patdgeno agricola mais prejudicial no mundo, pois parasita varias culturas de
importancia econdmica, como soja, milho, feijao, algodao, café entre outras (Ferraz e Brown,
2016; Xiang et al.,2018).

O ciclo de vida dos nematoides do género Meloidogyne incognita é de aproximadamente
30 dias com as fases de ovo, juvenil do primeiro estadio (J1), juvenil do segundo estadio (J2),
juvenil do terceiro estadio (J3), juvenil do quarto estadio (J4) e adulto (Diyapoglu et al., 2022).
As fémeas de Meloidogyne depositam em média 500 ovos em uma massa gelatinosa produzida
em suas glandulas retais (Jones et al., 2013). Essas massas sdo compostas por glicoproteinas,
com a funcao de agregar e proteger os ovos na superficie externa ou no interior da raiz (Saucet,
2016).

No ovo ocorre a embriogénese resultando na formagao do juvenil de primeiro estadio
(JT) (Jones et al., 2013). O J1 sofre a primeira ecdise dentro do ovo e eclode como juvenil de
segundo estadio (J2), o estadio infectante do género (Ferraz e Brown, 2016). A eclosdo do J2
ocorre em condi¢des ideais de umidade e temperaturas de aproximadamente 20 a 30 °C (Goto
et al., 2013). Apds encontrar a raiz, os J2 utilizam seu estilete bucal, localizado na extremidade
anterior do corpo, para perfurar mecanicamente a parede celular da planta hospedeira (Jagdale
et al.,, 2021). Além da agdo mecanica do estilete, secre¢des enzimaticas produzidas nas
glandulas esofagianas do J2 sdo injetadas pelo estilete na parede celular da planta. Enzimas,
como endoglucanase, endoxilanase, pectatoliase, amilase, celulase e pectinase auxiliam o J2 a
degradar a parede celular, facilitando a penetracao, migragdo interna e parasitismo dos mesmos
(Bartlem et al., 2013; Azlay et al., 2023). Ap6s penetram na regido da coifa ou zona de
alongamento radicular, os J2 migram de forma intercelular em direcdo ao cilindro vascular
onde, selecionam de cinco a sete células e estabelecem o sitio de alimentagdo (Tapia-Vazquez

et al., 2022).
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As secregdes esofagianas injetadas no interior das células induzem a reprogramacao das
células para formar estruturas altamente especializadas (Siddique e Grundler, 2018). Essas
estruturas sdo células nutridoras (células gigantes), que formam um tecido diferenciado, o
cenocito, que servira de alimento necessario ao desenvolvimento do nematoide até a fase adulta.
As células gigantes possuem metabolismo ativo, citoplasma denso e nucleos expandidos (Tapia-
Vazquez et al., 2022). Com a ingestao de alimento, os J2 perdem a mobilidade e tornam-se
sedentarios (Ferraz e Brown, 2016).

Com o desenvolvimento do nematoide, no sistema radicular surgem as galhas,
resultantes de reagdes de hipertrofia e hiperplasia no tecido cortical adjacente ao corpo do
nematoide. O J2 passa por mais trés ecdises (J3 e J4) até o estddio adulto (Ferraz e Brown,
2016). Os estadios J3 e J4 ndo possuem estilete, portanto ndo se alimentam. O J4 sofre a Gltima
ecdise entrando na fase adulta, que apresenta dimorfismo sexual (Tapia-Véazquez et al., 2022).
Os machos possuem forma filiforme e migram para o exterior da raiz, enquanto as fémeas

permanecem sedentarias em forma de péra e iniciam o processo de oviposi¢ao (Aioub et al.,

2022).

4.2 Utiliza¢ao de Bacillus spp. no controle dos nematoides das galhas

O controle dos nematoides das galhas ¢ um desafio devido a sua ampla gama de
hospedeiros, curto ciclo de vida, elevada multiplicagdo e lacunas nas medidas de manejo. Sendo
assim, a reducao das populacdes abaixo do nivel de dano econdmico envolve diferentes taticas,
incluindo resisténcia do hospedeiro (quando disponivel), rotacdo de culturas, uso de
nematicidas quimicos, entre outros (Diaz-Manzano et al., 2022).

Nos ultimos anos, o controle biologico tem ganhado destaque como uma estratégia

promissora para o manejo de fitonematoides, sendo considerado ambientalmente seguro,
economicamente vidvel e com menos riscos aos seres humanos e aos microrganismos nao alvo.
O controle biologico de fitonematoides pode ser definido como o uso de microrganismos
antagonistas vivos ou seus metabolitos para suprimir a densidade populacional de
fitonematoides ou reduzir a sua capacidade de causar danos. Microrganismos antagonistas aos
fitonematoides sdo referidos como agentes de controle biologico (BCAs) (Poveda et al., 2021).
Diversas espécies do género Bacillus sao uteis com BCAs, entre elas B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. megaterium, B. pumilus, B. firmus, B. thuringiensis, B. nematocida, e B.
cereus (Jamal et al., 2017). Elas podem antagonizar diretamente os fitonematoides produzindo

toxinas, enzimas € outros compostos bioativos que impactam a mobilidade, o desenvolvimento
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e a reproducao dos fitonematoides (Migunova e Sasanelli, 2021; Vasantha-Srinivasan et al.,
2025).

As espécies de Bacillus também podem promover o crescimento das plantas colonizadas
(Horak et al., 2019). Esse crescimento ajuda a diminuir a intensidade da doenca, pois as plantas
apresentam maior tolerancia aos fitonematoides (Mhatre et al., 2019). Por exemplo,
Bacillus spp. pode melhorar o crescimento das plantas por meio da fixagdo de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato, ou mitigagdo do impacto de alguns fatores de estresse abioticos
(Saxena et al., 2020). Dessa forma, as plantas colonizadas por determinadas estirpes de Bacillus
apresentam sintomas menos acentuados do ataque dos nematoides que plantas ndo colonizadas.

A colonizagao das raizes ¢ uma etapa crucial para que as rizobactérias possam exercer
seus efeitos benéficos, que estdo associados a sua capacidade de formar biofilmes (Beauregard
et al., 2013; Xu et al., 2014). Biofilmes sdo conjuntos de células encapsuladas em uma matriz
composta de exopolissacarideos (EPSs), proteinas e, as vezes, DNA (Morris et al., 2003; Branda
et al., 2005; Beauregard et al., 2013).

Em relagdo aos produtos biologicos a base de Bacillus, alguns fatores podem interferir
na sua eficacia. Entre eles, a espécie vegetal, a suscetibilidade da planta, a capacidade do BCA
de se estabelecer, as condigdes ambientais, além da formulagdo comercial (Horak et al., 2019).
No pais, existem mais de 500 produtos registrados no Ministério da Agricultura e Pecuaria
(MAPA) como insumo biologico, sendo a maior parte destinada ao controle de pragas e doencas
(Embrapa, 2024).

Os registros de produtos biologicos sdo regulados pela Lei de Agrotoxicos (Lei n°
7.802/1989) (Embrapa, 2023). Outra via de registro de bioprodutos foi criada no inicio dos anos
2000, o registro de produtos para o uso na agricultura organica. Essa via trouxe um incremento
significativo no niumero de produtos biologicos registrados (Embrapa, 2023). Outro avanco na
legislagdo foi o registro de produtos bioldgicos levando em consideracdo apenas o alvo
biologico, independentemente da cultura, como ocorre com os agrotoxicos (Embrapa, 2023).

Em funcdo do alvo, os produtos biologicos sdo categorizados como bioinseticidas,
biofungicidas, bioacaricidas e bionematicidas (Santos, 2024). Atualmente existem 116 produtos
formulados e registrados na classe de bionematicidas (Agrofit, 2025). Estes bionematicidas sdo
produtos biologicos a base de Bacillus spp., Purpureocillium lilacinum, Paenibacillus azoto-
xans, Pasteuria nishizawae, Pochonia chlamydosporia, Priestia megaterium, Pseudomonas

oryzihabitans e Trichoderma spp. (Agrofit, 2025).


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2024.1510036/full#ref160
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2023.1213306/full#ref25
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2023.1213306/full#ref25
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4.2.1 Potenciais mecanismos de controle de Bacillus spp. contra os nematoides das

galhas.

4.2.1.1 Mecanismos diretos

Isolados de Bacillus spp. produzem e secretam uma grande variedade de substancias
quimicas, incluindo metabolitos secundarios e enzimas hidroliticas com comprovada atividade
nematicida (Fira et al., 2018). Os metabolitos secundarios produzidos por Bacillus spp sao
biomoléculas de baixo peso molecular obtidas no final ou durante a fase estacionaria do
crescimento bacteriano (Horak et al., 2019).

Chung et al. (2008) relataram que Bacillus spp. pode produzir 24 peptideos
antimicrobianos (AMP), entre eles iturina, surfactina, bacilomicina e micosubtilina, que
desempenham um importante papel no biocontrole de fitopatogenos. Os antibiodticos
lipopolipeptidicos como surfactina, fengicina e iturina produzidos por B. subtilis sdo
responsaveis pela atividade nematicida contra M. incognita (Kavitha et al., 2012; Gowda et al.,
2022). Em trabalho conduzido por Xiao et al., (2012), esses lipopolipeptidicos reduziram a
eclosdo e aumentaram a mortalidade do J2 de M. incognita.

As espécies de Bacillus também pode produzir enzimas, como quitinase e protease que

tem comprovada atividade toxica aos fitonematoides (Page et al., 2014; Chen et al., 2015;
Nadeem et al., 2021). As proteases e quitinases podem hidrolisar ligagdes peptidicas e cadeias
polissacaridicas de N-acetil-D-glucosamina, afetando a cuticula dos juvenis e ovos dos
nematoides. Essas enzimas afetam os fitonematoides, pois os principais constituintes da casca
do ovo e da cuticula s@o a quitina e membranas proteicas, respectivamente (Lee e Kim, 2016).

Os COVs emitidos por Bacillus spp. também apresentam atividades nematicidas, sendo
que alguns deles apresentam atividades fumigantes. O efeito fumigante desses compostos ¢ de
grande importancia, pois alcanca os fitonematoides que estdo mais distantes no solo. Esses
COVs podem penetrar na cuticula do J2 ou causar sua morte por meio de mecanismos que

afetam sistema nervoso, faringe, intestino ou outros tecidos (Cheng et al., 2017).


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2023.1213306/full#ref25
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4.2.1.2 Mecanismos indiretos de acao

4.2.1.2.1 Quimiotaxia

ApOs a eclosdao dos ovos, os juvenis, também chamados de J2 pré-parasitas, migram no
solo até encontrarem as raizes das plantas hospedeiras susceptiveis para iniciar o processo de
infec¢do (Reynolds et al., 2011). A busca pelas raizes pode durar dias, no entanto, a permanéncia
dos J2 no solo depende de suas reservas lipidicas previamente acumuladas no intestino (Ferraz
e Brown, 2016). Portanto, a quimiotaxia ¢ fundamental para os J2 localizarem as raizes das
plantas hospedeira antes que suas reservas acabem (Jones et al., 2013). A quimiotaxia pode ser
definida como a orientacdo direta dos J2 em direcdo ou para longe da fonte de estimulos
(Rasmann et al., 2012).

Os estimulos quimicos presentes na rizosfera das plantas sdo reconhecidos pelos
fitonematoides por meio de 6rgaos receptores sensoriais, como os anfidios, localizados junto
aos labios laterais, e os fasmideos, situados lateralmente na regido caudal (Terra et al., 2023).
Esses estimulos sdo produtos quimicos vegetais originarios de exsudatos radiculares liberados
pela planta hospedeira, assim como do metabolismo de microrganismos habitantes de solo que
colonizam a superficie radicular (Dutta et al., 2012). Estudos anteriores relataram que exsudatos
radiculares de plantas hospedeiras liberam estimulos que atraem os fitonematoides, enquanto
substancias de plantas nao hospedeiras podem repeli-los (Reynolds et al., 2011; Wang et al.,
2019; Cavalcanti et al., 2024).

Alguns estimulos sdo formados por atrativos de longa distancia (centimetros), como os
compostos organicos volateis (COVs), enquanto outros constituem-se de atrativos de curta
distancia (milimetros), como as moléculas quimicas soltveis em agua (Reynolds et al., 2011).
Os COVs, como salicilato de metila, d-3-careno, sabineno, 2-isopropil-3-metoxipirazina e
tridecano, sdo exemplos de volateis atrativos aos J2 (Sikder e Vestergard, 2020). Exsudatos
soluveis em agua oriundos de raizes de soja, ervilha, batata, tomate e arroz demonstraram ser
atrativos os J2. Destaque para os compostos como o catecol, acido cafeico, fenolicos e
flavonoides (Tsai et al., 2020). Por outro lado, moléculas lipofilicas, como &cidos graxos
volateis, podem resultar em repeléncia, inibicdo da motilidade ou até mesmo morte dos J2
(Dutta et al., 2012).

A exsudacdo radicular ¢ fundamental no processo de rizodeposi¢do, que ¢ uma
importante fonte de carbono orgéanico no solo (Liu et al., 2014). Os exsudatos radiculares sao
misturas altamente complexas de moléculas quimicas (Feng et al., 2021). Eles sdo compostos

por mucilagem, proteinas, aminoacidos, acidos organicos, agucares e outros metabolitos



19

secundarios de baixo peso molecular (Bais et al., 2006). A quantidade e a qualidade dos
exsudatos radiculares sdo determinadas pelas espécies vegetal, intensidade luminosa,
temperatura, atividades de microrganismos benéficos e patogénicos (Liu et al., 2014). Os
exsudatos radiculares também desempenham um papel fundamental nos processos de
sinalizagdo entre as plantas e os microrganismos do solo (Chagas et al., 2018). Sabe-se que as
bactérias do género Bacillus sdo atraidas para rizosfera por quimioatrativos que incluem os
aminoacidos, acidos organicos e acucares (Feng et al., 2021). Esses compostos aumentam o
potencial das bactérias em colonizar e formar biofilme nas raizes das plantas, fato que
potencialmente pode protegé-las da a¢do dos fitonematoides (Melo et al., 2021).
Fitonematoides de determinados géneros requerem a presenga de fatores especificos nos
exsudatos da planta hospedeira para estimular a eclosdo, um exemplo o género Heterodera. Da
mesma forma, a fase infectiva dos nematoides necessitam de estimulos especificos para
encontrar o local de penetragdo nas raizes. Portanto, os exsudatos radiculares podem afetar a
eclosdo e a capacidade de identificar hospedeiros adequados (Sikora et al., 2007). Estudos
relataram que alteragdes na composicdo dos exsudatos radiculares sdo uma forma de
biocontrole por meio da interferéncia na quimiotaxia (Dutta et al., 2012; Hu et al., 2017).
Cavalcanti et al. (2024) demonstraram que os exsudatos radiculares da alface (Lactuca sativa)
sdo atrativos aos J2 de M. incognita. Entretando, a aplicacdo de um produto comercial a base
de Bacillus subtilis nas raizes torna seus exsudatos repelentes aos J2 de M. incognita. A
colonizagdo do sistema radicular por B. cereus induziu as raizes do tomateiro a produzir maiores
quantidades de 3,3-dimetiloctano e n-tridecano, tornando-as repelentes a M. incognita (Li et al.,
2019). As espécies de Bacillus também podem emitir COVs para atrair ou repelir os
fitonematoides (Gattoni et al., 2023). Por exemplo, a emissdo de 2-nonanona e 2-decanona por
Paenibacillus polymyxa, atrairam os J2 para proximo da bactéria. Contudo, conforme os J2 se
aproximaram da bactéria eles eram mortos devido a exposicdo a alta concentragao dos

compostos em uma estratégia conhecida como “honey trap” (Cheng et al., 2017).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Inéculo de Meloidogyne incognita.

Os ovos de M. incognita foram obtidos de populagdo pura multiplicada em plantas de
tomateiro (Solanum lycopersicum), cultivar Santa Clara, mantidas em casa de vegetacao, do
laboratorio de Nematologia. A pureza do inoculo utilizado foi confirmada por eletroforese
isoenzimatica (Carneiro e Almeida 2001). Para obter a suspensao de ovos foi utilizada a técnica
de Hussey e Barker (1973). As raizes foram cuidadosamente lavadas em agua parada, cortadas
em pedagos de aproximadamente 2 cm e trituradas em liquidificador com solugdo de hipoclorito
de sodio 0,5% por, aproximadamente, 30 s. A suspensao foi vertida em uma peneira de 0,074
mm sobre outra de 0,025 mm de abertura, os ovos ficaram retidos na ultima peneira. A
suspensdo de ovos foi colocada em tubos de centrifuga com aproximadamente 3 g de caulim,
para a limpeza seguindo a técnica de Coolen e D’ Herde (1972).

Apds a centrifugacdo, os ovos foram colocados em camara de eclosdo, utilizando-se a
técnica de funil de Baermann (1917). Os J2 eclodidos utilizados para os ensaios foram coletados
entre 48 h — 72 h apds a montagem da cdmara de eclosdo. Para calibrar a suspensdo, os J2s

foram transferidos para camara de Peters e quantificados em microscdpio de objetiva invertida.

5.2 Obtencao do inéculo bacteriano

O microrganismo utilizado nos experimentos foi isolado do produto comercial Auba®
por meio do método de estrias paralelas realizadas em placas de Petri, de 9 cm de diametro,
contendo meio de cultura agar nutriente (AN). As placas foram vedadas e incubadas em camara
de crescimento a 28 °C por 48 h. Apos este periodo, uma colonia pura do isolado bacteriano foi
transferida para frascos de vidro contendo 50 mL de caldo nutriente e levados para um agitador
a 170 rpm e temperatura de 28 °C por 24 h. Apos esse periodo, a suspensdo foi filtrada em uma
gaze e foram transferidos aproximadamente 40 mL para tubos de centrifuga. Na sequéncia, a
suspensao foi centrifugada por 20 min a 4000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
e 0s esporos bacterianos foram suspensos em solucao salina estéril a 0,85%. A suspensao salina
contendo os esporos foi transferida para tubos de ensaio que foram agitados até formar uma

suspensao homogénea. A suspensdo bacteriana utilizada foi ajustada, em espectrofotometro,
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para ODe00=0,7 (108 UFC/mL). O isolado B. amyloliquefaciens CN-307 foi preservado em meio

Peptona-glicerol e armazenado a -20 °C para o uso em experimentos posteriores.

5.3 Coleta dos exsudatos radiculares

Os exsudatos radiculares foram coletados de acordo com a metodologia desenvolvida
por Wang et al. (2019). Para isso, 5 g de sementes de soja, cv. M 6410 IPRO, feijao, cv. 2051,
e milho hibrido P 3707VYHCI1, foram previamente desinfestadas em hipoclorito de s6dio 1%
por 30 s e lavadas em agua destilada estéril trés vezes por 5 min (Yaryura et al., 2008). Em
seguida, as sementes de cada espécie vegetal foram tratadas por 10 min com 1 mL de suspensao
de cada tratamento (20 uL + 980 pL de 4gua destilada) de acordo com a recomendacdo da bula
do produto comercial Auba® (2 a 4 mL/kg de sementes). Apds o tratamento, as sementes foram
depositadas em bandejas de isopor preenchias com uma mistura (1:1) dos substratos (Carolina
Soil® e Tropstrato®). Os tratamentos foram: 1) sementes tratadas com Auba®; 2) sementes
tratadas com o isolado B. amyloliquefaciens CN 307; e 3) sementes tratadas com 4gua destilada
estéril. Apds 15 dias, as raizes foram lavadas em dgua destilada estéril e submersas em frascos
de vidros com aproximadamente 30 mL de dgua destilada estéril para coleta dos exsudatos. Os
frascos receberam 3 raizes de cada tratamento. As plantas ficaram com a parte aérea para fora
e os frascos foram envoltos com papel aluminio para proteger as raizes da luz. Os frascos foram
colocados em uma bandeja com 4gua para manter a umidade e mantidos em bancada na casa
de vegetagdo por 24 h. Apds esse periodo, os exsudatos foram coletados separadamente,
filtrados utilizando membrana millipore de 0.22 pm de didmetro de poro, transferidos para
tubos Falcon e congelados a -20 °C até serem levados ao Laboratorio de Quimica, da

Universidade Federal de Lavras, para a liofilizagao.

5.4 Quimiotaxia de M. incognita para os exsudatos radiculares.

Os ensaios de quimiotaxia foram realizados de acordo com o método descrito por Wang
et al. (2019). Placas de Petri foram preenchidas com aproximadamente 10 mL de meio 4gar-
agua 2%, e entdo divididas em area teste (A), neutra (B) e controle (C) (Figura 1). A distancia
das areas A e C até as bordas da area neutra (B) foi de 2 cm. Para o primeiro ensaio de
quimiotaxia, foram utilizados exsudatos radiculares das raizes de milho, feijdo e soja tratadas e

ndo tratadas. Para isso, os exsudatos radiculares liofilizados, foram ressuspensos em 500 pL de
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agua destilada estéril e uma aliquota de 30 puL do exsudato radicular de cada tratamento foi
pipetado na area A. Em B foram adicionados 30 pL com os 100 J2 de M. incognita € em C 30
uL do exsudato radicular da raiz ndo tratada. As testemunhas receberam exsudatos radiculares
de raizes ndo tratadas. Todos os ensaios de quimiotaxia foram avaliados ap6s 18h da insercao
dos J2 no meio. O numero de J2 da area A e C foram quantificados e os indices de quimiotaxia
(IC) foram calculados subtraindo o nimero de J2 na area A daquele na area C e dividindo pelo
total de J2 fora da area neutra (B) (Bargmann et al., 1993). Se IC > 0,2, os exsudatos foram
considerados altamente atrativos, 0,1 < IC < 0,2 foram considerados levemente atrativos, -0,1
<IC <0,1, foram considerados como resposta aleatdria, -0,2 < IC < -0,1, foram considerados

repelentes e IC < -0,2 como altamente repelente (Wang et al., 2019).

J2 de M.
incognita

T

)
- ) 2
z = £
p 2cm B 2cm =
7 2 g
8 = g
< ]
Exsudatos radiculares das sementes Exsudatos radiculares das
tratadas com o produto comercial sementes tratadas com agua.

ou com B. amyloliquefaciens.

Figura 1. Esquema do ensaio de quimiotaxia para juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita em uma placa de Petri. Trés areas distintas foram definidas: (A) area
teste; (B) area neutra e (C) area de controle. Foram depositados no centro da area B 100 J2.
Foram transferidos 30 uL do exsudato radicular da semente exposta ao produto comercial ou
ao isolado bacteriano por 10 min para area A e na area C foram depositados 30 uLL do exsudato
radicular da semente tratada com agua(controle). Apds 18 h, o numero de J2 em cada éarea foi
quantificado para se obter o IC.
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5.5 Quimiotaxia de M. incognita para as raizes cultivadas in vitro.

As sementes de soja, milho e feijdo foram desinfestadas e tratadas por 10 min em 1 mL
de suspensdo bacteriana conforme descrito no item (5.3). Apds o tratamento, as sementes foram
distribuidas em placas de Petri preenchidas com meio agar-dgua 2%. Na area teste (A)
depositou-se a semente tratada com a suspensdo de B. amyloliquefaciens ou com o produto
comercial e em C inseriu-se a semente que recebeu apenas adgua destilada estéril (Figura 2).
Como testemunha utilizou-se apenas sementes ndo tratadas. Na sequéncia, as placas de Petri
com as sementes foram transferidas para cdmara de crescimento a 27 °C por 5 dias. Apods a
germinacgdo, foram adicionados 30 uL com 100 J2 de M. incognita na area neutra (B). Apos 18

h, foi avaliada a quimiotaxia, seguindo a metodologia de (Bargmann et al., 1993).

J2 de M. incognita
(area B)

Semente de feijao tratada com  Semente de feijdo tratada

produto comercial ou B. com 4gua destilada (4rea C).
amyloliquefaciens (area A).

Figura 2. Esquema do ensaio de quimiotaxia para juvenis de segundo estaddio (J2) de
Meloidogyne incognita em uma placa de Petri. Trés areas distintas foram definidas: (A) area
teste; (B) area neutra e (C) area de controle. Foram transferidos no centro da area B 100 J2. As
sementes expostas ao produto comercial ou ao isolado bacteriano por 10 min foram transferidos
para area A e na area C ficou apenas as sementes tratadas com agua (controle). Apés 18 h, o
numero de J2 em cada area foi quantificado para o IC.
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5.6 Quimiotaxia de Meloidogyne incognita ao produto e ao isolado.

Seguindo a metodologia apresentada anteriormente, foi avaliada a quimiotaxia dos J2
de M. incognita ao produto comercial Auba® e ao seu ingrediente ativo B. amyloliquefaciens
CN 307. Para tanto, foi realizado um orificio de 2 cm de didmetro na area A do meio agar-agua
que posteriormente foi preenchido com aproximadamente 2 mL de &gar nutriente (AN). Entdo,
em A foram adicionados 30 pL da suspensdo de B. amyloliquefaciens isolado CN 307 ou do
produto comercial. Em C foram adicionados 30 uL de 4gua destilada e B recebeu os 100 J2 de
Meloidogyne incognita. Para o controle foram utilizados os 100 J2 de M. incognita depositados

na area B com meio AN e meio dgar-agua em cada um dos lados da placa.

5.7 Ensaio de formacao de biofilme

O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia de Moreira et al. (2025). As
sementes de soja, feijao e milho previamente desinfestadas e tratadas com o produto comercial,
foram colocadas para germinar em placas de Petri, de 9 cm de didmetro, preenchidas com meio
agar-agua, incubadas em cadmara de crescimento a 27 °C por 5 dias. Apos este periodo, as raizes
foram cortadas em sec¢des de aproximadamente 2 mm e fixadas em solugdo de Karnovsky (2,5%
de glutaraldeido, 2,5% de formaldeido em tampao cacodilato de so6dio 0,05 M, pH 7,5). Apds
24 h, os tecidos foram lavados trés vezes por 10 min em tampao cacodilato de sédio 0,05 M,
pH 7,5. Posteriormente, as amostras foram desidratadas com solugdes de concentracdes
crescentes de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%, 10 min cada). O tratamento com acetona
100% foi realizado trés vezes por 10 min cada, seguido de secagem usando um aparelho de
secagem de ponto critico. As amostras foram metalizadas com ouro usando um aparelho de
pulverizagdo catddica e observadas em um microscopio eletronico de varredura por emissao de
campo Tescan Clara no Laboratorio de Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural da

Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil.
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5.8 Efeito do produto e do isolado sobre a reproducio de M. incognita.

As sementes de soja e feijao foram desinfestadas conforme descrito anteriormente.
Entdo receberam os seguintes tratamentos: 1) Auba®; 2) B. amyloliquefaciens CN 307 ou; 3)
testemunha (agua). O experimento foi realizado com 6 repeti¢des. As sementes foram tratadas
por 10 min em ImL (20 pL + 980 uL de agua destilada) de suspensdo de cada um dos
tratamentos. O substrato utilizado para o plantio foi constituido de uma mistura (1:1) dos
substratos (Carolina Soil® e Tropstrato®). Esse substrato foi previamente infestado com 6000
ovos de M. incognita. Em seguida, as sementes de cada cultura foram depositadas nos copos
plasticos de 400 ml. Os copos ficaram na casa de vegetagdo por 60 dias. As plantas foram
adubadas semanalmente com 10 mL do fertilizante comercial Forth® hortaligas. Apds 60 dias,

foi avaliado o numero de ovos e galhas por grama de raiz.

5.9 Analise por microscopia com espectroscopia Raman de raizes de soja e feijao

Para as andlises foi utilizado um sistema de Microscopia Confocal Raman - modelo
WilTec alpha300, marca WlTec, utilizando Laser 785 nm com objetivas de 10 e 50 vezes. As
sementes de feijdo e soja foram submetidas a trés tratamentos: 1) produto comercial Auba®; 2)
B. amyloliquefaciens CN 307; ou 3) testemunha (agua). Apos a aplicagdo dos tratamentos, as
sementes foram colocadas para germinar em Placas de Petri e mantidas em incubadora, a 27 °C
por 5 dias. Ao final desse periodo, segmentos de 2 cm das raizes foram removidos com bisturi
estéril e posicionados sobre ldminas de microscopia para a aquisicdo dos espectros.

Para a obtengdo da amostra bacteriana, o isolado de B. amyloliquefaciens foi cultivado
em meio Agar Nutriente (NA), utilizando a técnica de estrias paralelas. As placas foram
incubadas a 27 °C por 48 horas. Apoés esse periodo, uma colonia pura foi selecionada e analisada
diretamente na propria placa de Petri, posicionada no microscopio Raman. Para cada amostra,
raiz ou colonia bacteriana, selecionou-se um ponto focal central, a partir do qual foram

adquiridos 20 espectros Raman. Cada espectro foi coletado com tempo de integragao de 120 s.
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6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS.

Todos os ensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizados, com 6
repeticdes para cada tratamento. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade
(ShapiroWilk) e de homogeneidade (Barlett). Os dados que nao atenderam aos pressupostos de
normalidade e homogeneidade foram transformados. Os niimeros de galhas por grama e ovos
por grama foram transformados para V(x). Os dados transformados foram submetidos ao teste
de Scott-Knott (P < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas no software Sisvar. Para o
ensaio de quimiotaxia foi realizado o célculo de indice de quimiotaxia. IC= (numero de J2 na

area A — o numero de J2 na area C) / (nimero de J2 na 4rea A + numero de J2 na éarea C).

7 RESULTADOS

7.1 Quimiotaxia de M. incognita para os exsudatos radiculares.

De acordo com o indice de quimiotaxia, em ambos os ensaios os exsudatos radiculares do
milho ndo afetaram a migracdo dos J2, uma vez que eles se moveram aleatoriamente (-0,1 < IC
< 0,1). Da mesma forma, os exsudatos radiculares da soja e do feijdo ndo afetaram os
nematoides no primeiro ensaio. Por outro lado, os exsudatos radiculares da soja e do feijao
foram atraentes aos J2s no segundo ensaio (tabela 1). Nos dois ensaios, os exsudatos radiculares
obtidos de raizes de soja, feijdo e milho tratadas com B. amyloliquefaciens CN-307 foram
altamente repelentes aos J2s de M. incognita, com excecdo ao exsudato da soja no segundo
ensaio, que foi apenas repelente. A mesma tendéncia foi observada com a aplicacdo da
formulagdo comercial contendo B. amyloliquefaciens CN-307, uma vez que, os exsudatos do
milho foram altamente repelentes, assim como do feijao no primeiro ensaio. Entretanto, nos
dois ensaios, atratividade/repeléncia dos exsudatos da soja nao foi afetada pela aplicagdao do

produto comercial.
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Tabela 1. indice de quimiotaxia dos juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita
em resposta aos exsudatos radiculares de diferentes espécies vegetais. Trinta microlitros do
exsudato radicular da semente exposta ao produto comercial ou ao isolado bacteriano por 10
min foram transferidos para area A e na area C foram depositados 30 uL do exsudato radicular
da semente nao tratada (controle). Entao, foram depositados no centro da area B 100 J2. Apos
18 h, o nimero de J2 em cada area foi quantificado para se obter o IC.

Tratamentos indice de quimiotaxia
Experimento 1
Soja Feijao  Milho

1) Bacillus amyloliquefaciens CN-307 -0,20 -0,27 -0,38
Il) Produto comercial Auba® 0,03 -0,20 -0,31
Ill) Somente exsudatos radiculares -0,10 0,05 -0,10
IV) Exsudatos radiculares - exsudatos -0,07 -0,08 0,01
radiculares

Experimento 2
Soja Feijao Milho

1) Bacillus amyloliquefaciens CN-307 -0,13 -0,21 -0,41
Il) Produto comercial Auba® 0,19 -0,12 -0,40
Ill) Somente exsudatos radiculares 0,17 0,10 0,09
IV) Exsudatos radiculares - exsudatos -0,12 -0,09 -0,08
radiculares

7.2 Quimiotaxia de M. incognita para as raizes cultivadas in vitro.

Nos dois ensaios, os J2 de M. incognita nao foram atraidos pelas raizes de soja, feijao e
milho, pois apresentaram movimento aleatdrio quando observamos os exsudatos de raizes nao
tratadas (testemunha) (Tabela 2). Por outro lado, a aplicacao de B. amyloliquefaciens CN-307
tornou as raizes das trés culturas altamente repelentes aos J2s. A mesma tendéncia foi observada
com a aplicagdo do produto comercial no feijdo e no milho, uma vez que as raizes foram
altamente repelentes. A aplicagdo do produto comercial tornou as raizes de soja apenas
repelentes aos J2s. No tratamento controle, no qual raizes de um mesmo tratamento foram

colocadas nas extremidades opostas das placas observou-se movimento aleatério dos J2s.
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Tabela 2. Indice de quimiotaxia dos J2 de Meloidogyne incognita em resposta as raizes
cultivadas in vitro de diferentes espécies vegetais. A semente exposta ao produto comercial ou
ao isolado bacteriano por 10 min foi transferida para area A e na area C ficou a semente nao
tratada (controle). Entdo, foram depositados no centro da area B 100 J2. Apds 18 h, o numero
de J2 em cada area foi quantificado para se obter o IC.

Tratamentos indice de quimiotaxia
Experimento 1

Soja Feijao Milho

1) Bacillus amyloliquefaciens CN-307 -0,23 -0,37 -0,33
Il) Produto comercial Auba® -0,18 -0,41 -0,31
lll) Somente sementes nao tratadas 0,01 -0,02 0,01
IV) Sementes nao tratadas - sementes -0,09 -0,12 -0,10

nao tratadas

Experimento 2

Soja Feijao Milho
1) Bacillus amyloliquefaciens CN-307 -0,25 -0,36 -0,34
Il) Produto comercial Auba® -0,14 -0,40 -0,27
lll) Somente sementes nao tratadas -0,09 0,22 -0,07
IV) Sementes nao tratadas — sementes -0,08 -0,11 -0,08

nao tratadas

7.3 Quimiotaxia de Meloidogyne incognita ao produto e ao isolado

Nos dois ensaios, B. amyloliquefaciens CN-307 e o produto comercial foram altamente
repelentes aos J2s de M. incognita. No tratamento controle, em que placas foram preenchidas
com meio Agar e nao receberam aplicagdo do isolado bacteriano e do produto comercial, o
movimento dos J2s foi aleatério. O mesmo foi observado quando nas extremidades da placa foi

colocado o meio NA (Tabela 3).
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Tabela 3. indice de quimiotaxia dos juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita
ao produto comercial e ao isolado bacteriano. Placas de Petri preenchidas com 10 mL de agar-
agua foram dividias em (A) area teste; (B) area neutra e (C) area de controle. Orificios de 2 cm
de didmetro foram realizados em A e C e preenchidos com aproximadamente 2 mL de agar
nutriente (AN). Na area A foram adicionados 30 pL da suspensdo de B. amyloliquefaciens
isolado CN 307 ou do produto comercial. Em C, 30 pL de 4gua destilada; e na area B os 100
J2 de Meloidogyne incognita. Para o controle, foram utilizados os 100 J2 de M. incognita
depositados na area B com meio AN e meio dgar-dgua em cada um dos lados da placa.

Tratamentos indice de quimiotaxia

Experimento 1 Experimento 2

1) Bacillus amyloliquefaciens CN-307 -0,92 -0,88
Il) Produto comercial Auba® -0,88 -0,89
lll) Meio NA - Meio NA 0,03 0,07
IV) Somente meio Agar -0,05 0,05

7.4 Ensaio de formacao de biofilme

O tratamento das sementes de feijao com o produto comercial resultou em formagao de
biofilme na superficie das radicelas, como observado por microscopia eletronica de varredura

(Figura 4). Entretanto, ndo foi observada a presenca de biofilme nas raizes de soja e milho.
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Figura 4. Micrografia eletronica de varredura
do biofilme formado pelo produto comercial
em rizoplano de feijdo, milho e soja. (a)
Formagdo de biofilme em raizes de feijao
(barra de escala, 20 pm); (b) Auséncia de
biofilme em raizes de milho (barra de escala,
20 pum); (c) Auséncia de biofilme em raizes de
soja (barra de escala, 20 um).




7.5 Efeito do produto e do isolado sobre a reproducio de M. incognita

Foram realizados dois experimentos para estudar o efeito do bionematicida Auba® ou o
seu isolado B. amyloliquefaciens CN 307 sobre a reproducao de M. incognita em cultivares de
feijdo e soja. No feijdo, no primeiro experimento, tanto o bionematicida quanto o isolado
reduziram significativamente (P < 0,05) o nimero de galhas por grama de raiz em 31,24% e
42,96%, respectivamente, em relagdo a testemunha (Figura 5A). No segundo experimento, ndo
houve redugdo significativa no numero de galhas/g (P > 0,05) (Figura 5B). O numero de ovos
por grama foi reduzido em 55,32% pelo bionematicida ¢ em 40% pelo isolado no primeiro
experimento (Figura 5C). No segundo experimento, as redugdes de ovos/g pelo bionematicida
ou seu isolado foram de 59,78% e 32,14%, respectivamente (Figura 5D).

Na soja, no primeiro experimento, ndo houve redu¢ao significativa no nimero de galhas
por grama (P > 0,05) (Figura 6A). No segundo experimento, as redu¢des no niimero de galhas/g
foram de 38,33% com o produto ¢ 27,80% com o isolado (Figura 6B). Para o nimero de ovos/g
a redugdo foi de 64,18% e 38,31% com o bionematicida ou seu isolado, respectivamente no
primeiro experimento (Figura 6C), entretanto no segundo experimento ndo houve redugdo

significativa no nimero de ovos/g (Figura 6D).
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Figura 5. Efeito do produto comercial Auba® ou o seu isolado B. amyloliquefaciens CN 307
sobre a reprodu¢do de M. incognita. (A e B) niimero de galhas por grama de raiz. (C e D)
numero de ovos por grama de raiz. As sementes de feijao foram tratadas com produto comercial
Auba® (PF) ou o seu isolado B. amyloliquefaciens CN 307 (BF) e a testemunha (TF) foi tratada
com agua. Apos o plantio, o substrato foi infestado com 6000 ovos de M. incognita. As plantas
de feijao foram mantidas em casa de vegetacdo e avaliadas apos 60 dias. Médias com a mesma
letra ndo diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Scott-Knott. Os valores sdo médias
de seis repeticdes. As barras representam o erro padrdo das médias.
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Figura 6. Efeito do produto comercial Auba® ou o seu isolado B. amyloliquefaciens CN 307
sobre a reprodu¢do de M. incognita. (A e B) nimero de galhas por grama de raiz. (C e D)
numero de ovos por grama de raiz. As sementes de soja foram tratadas com produto comercial
Auba® (PS) ou o seu isolado B. amyloliquefaciens CN 307 (BS) e a testemunha (TS) foi tratada
com agua. Apds o plantio, o substrato foi infestado com 6000 ovos de M. incognita. As plantas
de soja foram mantidas em casa de vegetagdo e avaliadas apos 60 dias. Médias com a mesma
letra ndo diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Scott-Knott. Os valores sao médias
de seis repeticdes. As barras representam o erro padrdo das médias.
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7.6 Analise por microscopia com espectroscopia Raman de raizes de soja e feijao.

Os espectros Raman obtidos a partir da coldnia do isolado B. amyloliquefaciens
apresentaram picos identificados como 1006 cm™, 1230-1295 cm™, 1451 cm™, 1569 cm™ ¢
1650-1680 cm™ (Figura 7A).

As raizes de soja e feijdo tratadas com o bionematicida ou com B. amyloliquefaciens
apresentaram picos predominantes nas regides 1045—-1165 cm™, 12381522 cm™ e 1549-1702
cm™! (Figuras 7B e 7C).
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Figura 7. Espectros Raman do isolado B.
amyloliquefaciens e de raizes de diferentes
culturas vegetais. (A) Espectro do isolado
B. amyloliquefaciens. (B) Espectros das
raizes de soja, tratadas e ndo tratadas com
B. amyloliquefaciens ou com o produto
comercial Auba® (C) Espectros das raizes
de feijao, tratadas e nao tratadas com B.
amyloliquefaciens ou com o produto
comercial Auba®.
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8 DISCUSSAO

O sucesso da infeccdo por Meloidogyne incognita depende da capacidade dos juvenis
de segundo estadio (J2) de localizar raizes hospedeiras, guiados por sinais quimicos presentes
nos exsudatos radiculares (Rasmann et al., 2012). Os resultados do presente estudo indicam que
tanto o isolado B. amyloliquefaciens, quanto o produto comercial Auba®, interferem nesse
processo, modificando os exsudatos e alterando a resposta quimiotatica dos J2.

Nos ensaios de quimiotaxia utilizando exsudatos radiculares, os J2 apresentaram
comportamento altamente repelente em feijao e milho apds o tratamento com o isolado ou
produto comercial. Da mesma forma, Cavalcanti et al. (2024) demonstraram que B. subtilis
induziu alteragcdes metabolomicas em exsudatos radiculares que alteraram as respostas
quimiotaticas de M. incognita em plantas hospedeiras (alface) e ndo hospedeiras (alho).

Em ensaios com raizes cultivadas in vitro, tanto o isolado quanto o produto comercial
induziram respostas repelentes em todas as culturas. Estes resultados corroboram com aqueles
que vém sendo obtidos por diferentes grupos de pesquisa (Hu et al., 2017; Messa et al., 2019;
Lietal., 2023; Moreira et al., 2025). Por exemplo, Zhao et al., 2022 demonstraram que Bacillus
spp. pode tornar as plantas de tomate repulsivas aos J2, alterando a composi¢ao dos exsudatos
radiculares ou por meio da indugdo de resisténcia sistémica.

Nos estudos in vitro com o isolado ou o produto, os J2 também apresentaram
comportamento repelente, sugerindo que, mesmo na auséncia da planta hospedeira, a bactéria
pode afetar o comportamento dos J2. Possivelmente isso ocorre por meio da liberagdo de
compostos organicos volateis (COVs) que causam mortalidade dos J2 por contato ou fumigacao
(Cheng et al., 2017).

A formacao de biofilme foi observada apenas nas raizes de feijdao, funcionando como
uma barreira fisica adicional a penetracdo dos J2. No entanto, ndo foi observada a formacdo de
biofilme nas raizes de soja e milho apo6s o tratamento de sementes com o produto comercial
Auba®. Resultados distintos foram relatados por Moreira et al (2025), que observaram a
formacdo de biofilme em raizes de soja tratadas com B. amyloliquefaciens, possivelmente a
auséncia de biofilme pode estar associada as diferengas na cultivar utilizada. Apesar da auséncia
de biofilme em soja e milho, os J2 apresentaram comportamento repelente nessas culturas,
indicando que alteragdes nos exsudatos radiculares ou a liberagdo de compostos toxicos pela
bactéria contribuem significativamente para o controle biologico. Esses resultados reforcam
que os mecanismos de agdo de B. amyloliquefaciens sao multiplos, envolvendo tanto barreiras

quimicas quanto fisicas.
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Nos ensaios de reprodugdo, tanto o isolado quanto o produto comercial reduziram o
numero de galhas e ovos de M. incognita, sendo as maiores redugdes da reproducao em feijao,
possivelmente devido a combinacdo formagdo de biofilme, liberacdo de compostos toxicos e
alteracdes quimicas nos exsudatos radiculares. Enquanto na soja, o efeito foi maior para o
numero de ovos no experimento 1 e para numero de galhas no experimento 2. Indicando que os
mecanismos de controle podem diferir conforme a interagdo microrganismo-hospedeiro (Sikora
et al., 2007).

Os espectros Raman obtidos a partir da colonia do isolado B. amyloliquefaciens
apresentaram picos identificados como 1006 cm™ (fenilalanina), 1230—1295 cm™ (amida III),
1451 cm™ (C-H2), 1569 cm™ (guanina e adenina) e 1650—-1680 cm™ (amida I). Esses picos
representam proteinas, aminoacidos, lipidios de membrana e &cidos nucleicos, sendo
compativeis com células bacterianas metabolicamente ativas (Maquelin et al., 2002).

As raizes de soja e feijdo tratadas com o produto ou com B. amyloliquefaciens
apresentaram bandas Raman predominantes nas regides 1045—-1165 cm™, 1238-1522 cm™ e
1549-1702 cm™. Essas bandas correspondem, respectivamente, a celulose e xilana, a celulose
e a lignina (Boersma et al., 2022).

Nas raizes de soja, os tratamentos com o produto ou com o isolado bacteriano resultaram
em aumento expressivo da intensidade das bandas entre 1549-1702 cm™, indicando maior teor
de lignina na parede celular. Considerando que a fenilalanina ¢ o principal precursor da via dos
fenilpropanoides, responsavel pela biossintese da lignina, e que a enzima fenilalanina amonia-
liase (PAL) catalisa a conversdo da fenilalanina em d4cido trans-cindmico, etapa inicial e
regulatoria da lignificagdo, os resultados sugerem uma associagdo entre a presenga de
compostos relacionados a fenilalanina detectados em B. amyloliquefaciens € o incremento da
lignificacao observado nas raizes de soja. O aumento do teor de lignina pode estar associado ao
reforgo da parede celular, resultando em maior rigidez e resisténcia mecanica do tecido vegetal,
caracteristicas frequentemente relacionadas a respostas de defesa induzidas (Raes et al., 2003).
Dessa forma, os dados obtidos indicam que o tratamento com B. amyloliquefaciens pode estar
envolvido na ativacdo de mecanismos de defesa da planta, possivelmente pelo aumento da
lignificagdo da parede celular. Nesse contexto, apesar da auséncia de formacao de biofilme nas
raizes de soja, o controle biologico dos J2 pode estar associado a inducdo de resisténcia da
planta hospedeira, mediada por alteragdes estruturais e bioquimicas da parede celular, como o
aumento da lignificacdo. Diferentemente da soja, as raizes de feijao apresentaram baixa

intensidade na regido associada a lignina, mas mostraram aumento nas bandas entre 1238-1522
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cm!, indicativas de maior conteido de celulose, sugerindo um fortalecimento estrutural da
parede celular primaria.

Compostos quimicos identificados nos exsudatos, como os aminoacidos, peptideos e
outros metabolitos secundarios podem desempenhar papel central na repeléncia ou atracao dos
J2 (Cavalcanti et al., 2024). Nossos estudos futuros deverao integrar analises quimicas ou
metabolomicas aos ensaios de quimiotaxia, permitindo correlacionar mudangas nos exsudatos

com respostas comportamentais dos fitonematoides.

9 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que Bacillus amyloliquefaciens e o bionematicida Auba®
estdo associados ao controle de Meloidogyne incognita por multiplos mecanismos, incluindo
alteracdes nas respostas quimiotaticas dos J2, formacdo de biofilme em raizes de feijdo e o
reforco estrutural da parede celular, evidenciado pela lignificacdo em soja e pelo aumento do

conteudo de celulose em feijdo.
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