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RESUMO

O manejo de fitonematoides no Brasil € um desafio e os bionematicidas sdo uma importante ferramenta no
manejo integrado de nematoides em diversas culturas. Atualmente, as bactérias do género Bacillus séo os
principais agentes de controle biolégico, pois apresentam vantagens agrondmicas e industriais para seu
uso. No Brasil, as espécies de fitonematoides Meloidogyne incognita e M. javanica se destacam pela
polifagia e agressividade nas principais commodities agricolas, ou mesmo em cultivos de subsisténcia.
Nessa pesquisa, isolados de Bacillus spp. foram avaliados conjuntamente quanto ao potencial de controle
do nematoide das galhas, em especifico das espécies M. incognita e M. javanica, utilizando o tomateiro
como indicador bioldgico. O experimento foi conduzido em condi¢gBes controladas seguindo delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5 com 7 repeti¢cbes. O Fator 1 foi composto por duas
espécies de nematoides das galhas (1) M. incognita e (2) M. javanica e o Fator 2 por cinco concentra¢gdes
de uma suspensdo bacteriana composta por isolados de B. subtilis e B. licheniformis (0 ml.ha?
(testemunha); 350 ml.hal; 700 ml.ha?; 1400 ml.hal e 2800 ml.ha). Adicionalmente, uma testemunha foi
inoculada com o produto biol6gico comercial Quartzo® (200 g.hal). Foram avaliados a altura da planta,
massa seca total da parte aérea, massa fresca e volume do sistema radicular, quantidade de ovos por
grama de raizes (OGR) e fator de reproducgdo. Para a espécie M. javanica, a aplicagdo da suspensdo
bacteriana se mostrou eficiente na reducéo de ovos e do fator de reproducédo, ndo apresentando diferenca
significativa entre as concentracdes avaliadas. Ja4 para a espécie M. incognita, a maior concentracéo
avaliada (2800 ml.ha-1) apresentou os melhores resultados. Nao foi observada diferenca estatistica nos
parametros fitotécnicos das plantas. O controle realizado pela inoculacdo de isolados de Bacillus spp. foi
considerado satisfatério para o controle dos fitonematoides, nas condi¢gfes avaliadas.

Palavras-chave: Nematologia; Nematoide das galhas; Controle biol6gico; Bionematicidas.
INTRODUCAO

Os nematoides das galhas sdo considerados um dos principais fitopatdgenos do mundo, podendo
causar elevados prejuizos econémicos em diversas culturas. As principais espécies de ocorréncia no pais
sdo Meloidogyne exigua, M. incognita e M. paranaenses (OLIVEIRA; ROSA, 2018), causando perdas
estimadas em US$ 6,5 bilhdes na agricultura nacional (SBN, 2016).

O controle dos fitonematoides, até o inicio do século XXIl, era realizado principalmente com
moléculas quimicas do grupo dos organofosforados ou carbamatos, de elevada toxicidade e altissimo risco
a humanidade e ao meio ambiente. Atualmente, as moléculas quimicas utilizadas sdo mais modernas, mas
apesar do risco reduzido e menor toxicidade ambiental, o uso prolongado das mesmas moléculas provoca
reducéo na eficiéncia do produto (VIAENE et al., 2013). Dessa forma, novas medidas de controle se tornam
necessarias como, por exemplo, o uso de agentes de controle bioldgico.

O uso de bionematicidas, produtos formulados a base de organismos antagonistas, € uma
ferramenta de controle de fitonematoides considerada economicamente viavel e ecologicamente
sustentavel, o qual tem crescido e se mostrado importante nos Ultimos anos, visto a crescente demanda
brasileira por biodefensivos, que registrou uma movimentacédo de US$ 340 milhdes em 2021 e proje¢Ges de
aumento de 107% até 2030 (FRAGA, 2021).

Para que os bionematicidas sejam adotados como ferramenta de uso dentro de um programa de
manejo integrado € necessario que o bioinsumo possua alta especificidade contra os patégenos alvos,
adaptabilidade as diferentes classes de solos e plantas e, principalmente, baixo custo para a producdo em
massa. Adicionalmente, é desejavel que o microrganismo antagonista proporcione vantagens competitivas a
planta diante de estresses abioticos.
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Dentro do diverso grupo de microrganismos apontados como promissores biocontroladores, se
podem destacar as bactérias, que representam uma importante classe de microrganismos antagonistas de
patdgenos radiculares (MARIANO; SILVEIRA; GOMES, 2006). Espécies do género Bacillus, como B.
subtilis, B. firmus, B. amyloliquefaciens, B. sphaericus, B. thuringiensis e B. megaterium destacam-se com
grande potencial antagdnico ao género Meloidogyne e, portanto, esperam-se grandes avancos no controle
biolégico (STIRLING, 2014).

Na corrente dessa demanda mundial, trabalhos de pesquisas que visem disponibilizar a
comunidade cientifica e ao produtor novas medidas de controle eficazes e ambientalmente sustentaveis no
manejo de fitonematoides, como o uso do controle bioldgico, sdo cada vez mais necessarios. Nesse
sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de uma suspensdo bacteriana composta por dois
isolados de Bacillus spp. no controle de duas espécies de nematoides das galhas, M. incognita e M.
javanica, patégenos de grande importancia na agricultura nacional e, concomitantemente, avaliar o efeito
dos microrganismos antagonistas no crescimento e desenvolvimento vegetativo de plantas de tomate.

METODOLOGIA

Caracterizagao da area experimental e producédo de mudas de tomate

O experimento foi realizado entre maio e dezembro de 2022 na casa de vegetacdo do centro de
pesquisas do Incaper - Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural, localizado
em Linhares-ES.

Plantas de tomate (Solanum lycopersicum) cultivar Santa Cruz Kada foram utilizadas, pois essa
cultivar é ausente de gene de resisténcia a M. incognita e M. javanica e apresenta elevada suscetibilidade, o
gue permite utiliza-la como indicador biolégico universal.

As mudas foram produzidas em bandejas de isopor de 200 células, preenchidas com substrato
comercial e mantidas em casa de vegetacdo com irrigacdo por aspersdo. Apos atingirem 3-4 pares de
folhas, as mudas foram transplantadas para vasos com capacidade de 3 L preenchidos com uma mistura de
solo classificado como Latossolo Vermelho distréfico com textura argilosa e areia, na proporgdo de 1:1,
autoclavado. O pH do solo foi aferido previamente e a fertilidade foi corrigida para a cultura do tomateiro, de
acordo com Alvarez & Ribeiro (1999).

Obtencdo de indculo de M. incognita e M. javanica

O in6culo de M. javanica e M. incognita foi cedido pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural - Incaper e retirado da colecdo ativa de Meloidogyne sp. do Incaper - Centro de
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo — Norte. As espécies foram previamente identificadas por meio de
estudo morfo-anatdmico de fémeas em microscopio 6ptico (EISENBACK; HIRSCHMANN, 1980) e pelo
fendtipo isoenzimatico para a enzima esterase (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985).

As espécies de nematoides foram multiplicadas separadamente em raizes de tomateiros, cultivados
em vasos de 2 L e mantidos em casa de vegetacdo, por 75 dias. Apés esse periodo, os ovos das duas
espécies de Meloidogyne foram extraidos conforme o método de Hussey & Barker (1973), modificado por
Bonetti & Ferraz (1981) e a concentracdo de 1000 ovos/mL foi calibrada utilizando a cAmara de contagem
de Peters.

Preparo do indculo bacteriano e inoculacdo das plantas de tomate

A suspenséo bionematicida consistiu de uma base pré-formulada, desenvolvida previamente para a
fabricagdo de um futuro produto comercial, composto de isolados de B. subtilis e B. licheniformis,
multiplicados em reatores de ago inoxidavel, na concentragédo de 2,5 x 10° UFC/mL de B. subtilis e 8 x 108
UFC/mL de B. licheniformis.

Cada muda de tomate foi inoculada com uma das cinco doses da suspensao bacteriana testadas,
sete dias apls o transplantio para os vasos. Vinte e quatro horas ap0s a inoculacdo da suspensao
bacteriana, cada vaso contendo uma muda de tomateiro foi inoculado com 5000 ovos de M. incognita ou M.
javanica, depositados em quatro orificios de aproximadamente 3 cm de profundidade, equidistantes de 1 cm
do colo da planta, com o auxilio de uma micropipeta.

As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo, com sistema de irrigacdo por gotejamento,
mantendo a umidade do solo em capacidade de campo.

Avaliagdo e delineamento experimental

Os tratamentos foram avaliados 70 dias apds a inoculacdo dos fitonematoides. A altura das plantas
foi medida a partir da superficie do solo até o 4pice da planta, com auxilio de uma régua graduada, em
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seguida, as plantas foram cortadas na base do coleto e colocadas separadamente em sacos de papel, de
acordo com o tratamento, para se obter a massa seca da parte aérea (MSPA). A massa seca foi aferida
ap6s a secagem em estufa a 65° C até atingir peso constante e determinada em balanca de precisdo. O
sistema radicular das plantas foi retirado, lavado e pesado em balanca de precisdao, obtendo-se a massa
fresca do sistema radicular (MFSR).

Apbs esse processo, 0 volume do sistema radicular (VSR) foi aferido em uma proveta com
capacidade de 1L, em seguida, medindo-se o deslocamento do volume de agua apés imersao da raiz.

Para a determinacdo da quantidade de ovos por grama de raizes (OGR), foi realizada a
guantificacdo do numero de ovos e juvenis infectivos J2, para isso o sistema radicular de cada planta
radicular foi cortado em pedacos de 0,5 cm e colocado em liquidificador com 200 mL de hipoclorito de sédio
a 0,5% e triturados durante 1 minuto, segundo o método de Hussey & Barker (1973), modificado por Bonetti
& Ferraz (1981).

Desta suspensdo, foram obtidas trés aliquotas de 1 mL que foram utilizadas para a contagem de
ovos de M. javanica e M. incognita em microscépio, obtendo-se a média. Para a contagem foi utilizada a
camera de Peters. O numero de ovos da suspensdo foi multiplicado pelo volume total da suspenséo e
obtida a populagédo final (quantidade de ovos totais por grama de raizes). Esta Ultima variavel foi utilizada
para a determinacao do fator de reproducédo (FR = Pf/Pi), em que Pf e Pi representam as populagdes final e
inicial do nematoide, respectivamente (OOSTENBRINK, 1966).

Para a determinacéo da reducado no fator de reproducéo (RFR) foi utilizada a férmula RFR = Frp-
Frt/Frp x 100, onde: Frp = fator de reproducéo na espécie utilizada como padrdo de susceptibilidade
(tratamento 1: presenca de nematoide + 0 ml de suspensao bacteriana/vaso) e Frt = fator de reproduc¢éo no
tratamento avaliado.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5
com 7 repeticBes. O Fator 1 foi composto por duas espécies de nematoides das galhas (1) M. incognita e
(2) M. javanica e o Fator 2 por cinco concentragBes de suspensdo bacteriana: a) 0 mL/vaso (testemunha
inoculada com nematoide); b) 0,035 mL/vaso; c¢) 0,07 mL/vaso; d) 0,14 mL/vaso e; e) 0,28 mL/vaso,
equivalentes a 350 ml.hal; 700 ml.hal; 1400 ml.hal; 2800 ml.ha?l, respectivamente. Adicionalmente, foi
avaliada uma segunda testemunha com o produto comercial Quartzo®, a base de B. subtilis e B.
licheniformis na concentragédo de 1 x 10! UFC/ml, na dosagem recomendada pelo fabricante de 200 g.hal.
Cada vaso de 3 L preenchido com substrato e cultivado com uma planta de tomate foi considerado uma
unidade experimental.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p < 0,05 e p < 0,01), utilizando o
programa estatistico Assistat versdo 7.4 beta. A comparac¢ao das médias entre os tratamentos foi feito pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade de ovos por grama de raizes (OGR) e o fator de reproducédo (FR) do nematoide M.
javanica foram significativamente inferiores nas plantas inoculadas com a suspensdo bacteriana quando
comparadas com a testemunha (0 mL.hal). No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre as doses
avaliadas, com excec¢do da dose de 700 mL.ha, a qual apresentou uma quantidade de ovos superior ao
restante, estatisticamente equivalente ao observado na testemunha (200 g de Quartzo®.hat) (Tabela 1).

Tabela 1. Médias das variaveis analisadas aos 70 dias apds a inoculacdo de M. javanica e uma suspensao
de Bacillus spp. em plantas de tomate. MSPA — massa seca parte aérea, VSR — volume sistema radicular,
MFSR — massa fresca do sistema radicular, OGR — ovos por grama de raizes, FR — fator de reproducéo.

Tratamento Altura MSPA VSR MFSR OGR FR
Testemunha (0 mL.hat) 7788a 38la 2214a 23.54a 2306.51a 52.01a
350 mL.hat 84.00a 348a 21.85a 2431la 1295.04b 29.87b
700 mL.ha't 83.64a 299a 18.14ab 18.30a 1644.77ab  28.33b
1400 mL.ha? 89.00a 3.58a 2042ab 21.04a 1304.32b 27.88b
2800 mL.ha? 83.78a 3.75a 2257a 23.29a 1099.25b 2545b
Testemunha (200 g de Quartzo®.ha!) 71.85a 2.78a 14.71b 21.46a 1797.94ab 38.32ab
CV (%) 14,06 28,45 21,67 22,29 37,17 31,93

As médias na vertical seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Para M. incognita, apenas a variavel ovos por grama de raizes (OGR) apresentou diferenca entre os
doses testadas, com destaque para a dose de 2800 mL.hal, que acarretou em reducéo significativa de ovos
(Tabela 2).

Os resultados observados nesse estudo corroboram com 0s encontrados por outros autores, como
por Araujo (2009) que observou diminuicdo no desenvolvimento de massas de ovos de Meloidogyne spp.
em tomateiro, ao utilizar um produto a base de B. subtilis (0,5 g do produto/planta de tomate). Este mesmo
autor ainda cita que o efeito do controle foi mais evidente na quantidade de massas de ovos nas raizes, o
mesmo observado em nosso estudo com M. incognita.

Tabela 2. Médias das variaveis analisadas aos 70 dias apés a inoculagdo de M. incognita e uma suspensao
de Bacillus spp. em plantas de tomate. MSPA — massa seca parte aérea, VSR — volume sistema radicular,
MFSR — massa fresca do sistema radicular, OGR — ovos por grama de raizes, FR — fator de reproducao.

Tratamento Altura MSPA VSR MESR  OGR FR
Testemunha (0 mL.ha'l) 71,21a 3,18a 16,57a 18,39a 1253,73ab 22,76a
350 mL.hat 80,78a 3,36a 17,57a 18,09a 1307,47ab 25,0l1a
700 mL.hat 82,07a 4,02a 19,71a 21,59a 13858la 29,98 a
1400 mL.ha 85,57a 36la 23,00a 234l1a 101501ab 23,63a
2800 mL.hat 7750a 39la 2285a 24,26a 72953 b 1844 a
Testemunha (200 g de Quartzo®.hal) 68,85a 3,56a 16,57a 20,82a 1030,68ab 21,62a
CV (%) 13,59 26,21 31,43 28,60 33,89 44,92

As médias na vertical seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

As plantas testemunhas inoculadas apresentaram varia¢cdo quanto ao fator de reproducéo, o qual foi
de 52,01 em plantas inoculadas com M. javanica e de 22,76 para plantas inoculadas com M. incognita,
demonstrando maior nivel populacional de M. javanica.

A partir dos dados obtidos, ndo houve diferenca estatistica nos parametros fitotécnicos das plantas
tratadas ou ndo com a suspensédo de Bacillus spp. Apenas o volume do sistema radicular (VSR) das plantas
inoculadas com M. javanica e tratadas com o Quartzo® foi menor do que o restante. Resultados
semelhantes foram encontrados por Voss (2013), o qual observou que mesmo havendo redugdo na
populacdo do nematoide das galhas, plantas inoculadas com 3 ml de suspensao de B. subtilis por vaso nédo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao crescimento da parte aérea.

CONCLUSOES

- A inoculacgéo associada de B. subtilis e B. licheniformis se mostrou eficaz no controle dos nematoides das
galhas M. javanica e M. incognita em plantas de tomate e ndo acarretou em alteracdes nas caracteristicas
fitotécnicas das plantas inoculadas;

- A partir das doses avaliadas, o controle de M. javanica pode ser obtido com a menor dose (350 mL.ha1),
visto que néo houve diferenca estatistica entre as demais doses;

- Para M. incognita a dose considerada eficaz na redugéo de ovos foi a maior, de 2800 mL.ha;

- Os isolados de B. subtilis e B. licheniformis utilizados mostraram-se promissores como bionematicidas e
mais estudos sé@o encorajados com doses menores, a fim de se definir a melhor dose e o menor custo.
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