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RESUMO 

 

MOREIRA, Aurélio Carneiro Soares, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, junho de 
2023. Mecanismos de ação e eficiência de Bacillus amyloliquefaciens cepa 
BaNCT02 no controle de Meloidogyne incognita. Orientador: Everaldo Antônio 
Lopes. Coorientadores: Liliane Evangelista Visôtto e Carlos Marcelo Silveira Soares. 
 
 
Em função da multiplicidade e especificidade nos quais espécies de Bacillus podem 

controlar fitonematoides, é importante estudar os eventuais mecanismos de ação de 

cada cepa, de modo a potencializar a sua aplicação e eficiência no campo. Sendo 

assim, o objetivo deste trabalho foi esclarecer os possíveis mecanismos de ação e 

eficiência de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 contra Meloidogyne incognita. 

No Capítulo I foi identificado mecanismos de ação da bactéria sobre M. incognita, 

entre eles: I) Formação de biofilme na rizosfera de soja; II) Produção de compostos 

orgânicos voláteis, com efeito de 71,0% na mortalidade de J2 e 77,3% na inibição na 

eclosão de J2, entre eles o 2-undecanona e 2-heptanona; III) Atividade nematicida 

direta com efeito de 97,2% na mortalidade de J2 e 83,2% na inibição na eclosão de J2, 

devido à produção de protease e quitinase; IV) Efeito de repelência em sementes 

tratadas com a bactéria. A indução de resistência pela cepa BaNCT02 não foi 

confirmada, após experimento com raiz bipartida. No Capítulo II, a eficácia da cepa 

BaNCT02 no controle de M. incognita foi verificada em casa de vegetação e campo. 

No experimento em casa de vegetação, houve redução de 47,1% e 47,9% nos 

números de J2 g raiz-1 e número total de fitonematoides g raiz-1, aos 50 dias após 

plantio (DAP) respectivamente. Aos 100 DAP, parcelas tratadas com bactérias tiveram 

reduções de 50,5% no número de J2 g raiz-1, 56,0% número de J2 em 200 cm3 de solo 

e 54,8% no número total de fitonematoides em 200 cm3 de solo.  O tratamento com a 

bactéria reduziu o fator de reprodução em 52,9% e aumentou a produtividade em 153 

kg ha-1, em relação ao controle não tratado. Nenhum tratamento aumentou a massa 

seca de parte aérea e das raízes das plantas. Em condições de campo, tratamentos 

com a bactéria apresentaram redução de 33,7% no número de J2 g raiz-1 e 44,0% no 

número total de fitonematoides por g raiz-1, aos 50 DAP. Desta forma, a cepa 

BaNCT02 de Bacillus amyloliquefaciens controla M. incognita pelos mecanismos 

formação de biofilme, produção de protease e quitinase, produção de compostos 

orgânicos voláteis e repelência. E, consequentemente, reduz a infecção e fator de 



 
 

 

reprodução de M. incognita na cultura da soja, resultando no incremento de 

produtividade.  

  
Palavras-chave: Controle biológico. Fitonematoides. Bactéria. 

 

 

  



 
 

 

ABSTRACT 

 

MOREIRA, Aurélio Carneiro Soares, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, June 
2023. Mechanisms of action and efficiency of Bacillus amyloliquefaciens strain 
BaNCT02 in the control of Meloidogyne incognita. Advisor: Everaldo Antônio 
Lopes. Co-advisors: Liliane Evangelista Visôtto and Carlos Marcelo Silveira Soares. 
 
 
Due to the multiplicity and specificity in which Bacillus species can control plant 

parasitic nematodes, it is important to study the eventual mechanisms of action of each 

strain, in order to enhance its application and efficiency in the field. Therefore, the 

objective of this work was to elucidate the possible mechanisms of action and efficiency 

of Bacillus amyloliquefaciens strain BaNCT02 against Meloidogyne incognita. In 

Chapter I, mechanisms of action of the bacteria on M. incognita were identified, 

including: I) Biofilm formation in the soybean rhizosphere; II) Production of volatile 

organic compounds, with an effect of 71.0% on J2 mortality and 77.3% on J2 hatching 

inhibition, including 2-undecanone and 2-heptanone; III) Direct nematicidal activity with 

an effect of 97.2% on J2 mortality and 83.2% on J2 hatching inhibition, due to protease 

and chitinase production; IV) Effect of repellency on seeds treated with the bacteria. 

Resistance induction by the BaNCT02 strain was not confirmed after an experiment 

with split root system. In Chapter II, the effectiveness of the BaNCT02 strain in 

controlling M. incognita was verified in the greenhouse and field. In the greenhouse 

experiment, there was a reduction of 47.1% and 47.9% in the numbers of J2 g root-1 

and total number of plant-parasitic nematodes g root-1, at 50 days after planting (DAP) 

respectively. At 100 DAP, plots treated with bacteria had reductions of 50.5% in the 

number of J2 g root-1, 56.0% in the number of J2 in 200 cm3 of soil and 54.8% in the 

total number of nematodes in 200 cm3 of soil. Treatment with the bacteria reduced the 

reproduction factor by 52.9% and increased productivity by 153 kg ha-1, compared to 

the untreated control. No treatment increased the dry mass of shoots and roots of 

plants. Under field conditions, treatments with the bacteria showed a reduction of 

33.7% in the number of J2 g root-1 and 44.0% in the total number of plant parasitic 

nematodes per g root-1 at 50 DAP. Thus, the BaNCT02 strain of Bacillus 

amyloliquefaciens controls M. incognita through biofilm formation, protease and 

chitinase production, production of volatile organic compounds and repellency. And, 

consequently, it reduces the infection and reproduction factor of M. incognita in 

soybean, resulting in increased productivity. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 O potencial produtivo dos cultivos agrícolas é afetado por inúmeros fatores 

bióticos e abióticos. Dentre os fatores bióticos, os fitonematoides são responsáveis 

por danos em todo o mundo em diversas culturas, incluindo batata, milho, café, 

tabaco, soja, tomate, citros, dentre outros. Mais de 4100 espécies de fitonematoides 

causam prejuízos na agricultura, agrupadas em 128 gêneros (Ferraz e Brown, 2016). 

A maioria dos fitonematoides habita o solo e ataca o sistema radicular das plantas 

(Machado et al., 2012). Estima-se que as perdas causadas por fitonematoides chegam 

a 78 bilhões de dólares por ano (Fourie et al., 2017; Lima et al., 2017). 

 Os nematoides das galhas pertencentes ao gênero Meloidogyne são os 

principais fitonematoides causadores de danos nas culturas agrícolas, devido seu alto 

grau de polifagia e distribuição cosmopolita (Adam et al., 2014). O ataque de 

Meloidogyne sp. no campo ocorre em reboleiras e as plantas atacadas apresentam 

sintomas de nanismo, murcha, clorose e amarelecimento generalizado. O juvenil de 

segundo estádio (J2) do nematoide das galhas eclode, penetra nas raízes e estabelece 

sítios de alimentação próximo aos feixes vasculares. Ao se alimentar, os 

fitonematoides injetam toxinas esofagianas que causam hipertrofia das células, 

causando o engrossamento das raízes – as galhas - que origina o nome popular do 

nematoide (Ferraz e Brown, 2016). As injúrias causadas durante a infecção dos 

fitonematoides favorecem a entrada de fungos e bactérias que causam doenças em 

plantas (Machado et al., 2012). 

 Por serem habitantes de solo e possuírem ampla gama de hospedeiros, o 

controle dos nematoides das galhas é difícil. Dentre as opções de manejo de 

fitonematoides, o uso de controle biológico tem aumentado em vários países, 

principalmente considerando os aspectos de eficiência e de menor impacto ambiental 

dessa estratégia (Cawoy, 2011; Gao et al., 2016). O controle biológico com bactérias 

colonizadoras do sistema radicular, as rizobactérias, pode ser um método eficiente 

mostrando resultados similares ou até superiores aos químicos (Galbieri e Belot, 

2016). Essas bactérias produzem substâncias, que podem ser voláteis, enzimas 

hidrolíticas e compostos secundários capazes de inibir a embriogênese do ovo e 

eclosão de J2, matar juvenis, diminuir ovoposição afetando a reprodução dos 

fitonematoides. Algumas bactérias podem produzir substâncias que ativam genes nas 

plantas, que induzem as plantas a resistência sistêmica a patógenos. Além disso, os 
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fitonematoides são orientados por substâncias exsudadas pelas raízes das plantas, 

em um processo conhecido como quimiotaxia. Com a colonização das raízes pelas 

rizobactérias ocorre a transformação dos exsudados, causando a desorientação dos 

fitonematoides e, ao não encontrarem as raízes, eles podem morrer de inanição 

(Machado et al., 2012). 

 Em função da multiplicidade de mecanismos nos quais espécies de Bacillus 

podem controlar fitonematoides, é importante estudar como cepas com eventuais 

chances de exploração comercial atuam, de modo a otimizar a sua aplicação e 

eficiência no campo. Em estudos preliminares, a cepa BaNCT02 de B. 

amyloliquefaciens demonstrou eficiência na redução populacional de Meloidogyne 

spp. e Pratylenchus spp. na cultura da soja em campo (dados não publicados). No 

entanto, torna-se necessário entender quais os mecanismos de ação dessa cepa 

sobre tais fitonematoides. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os eventuais 

mecanismos de ação e a eficiência da cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens sobre 

M. incognita. 
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CAPÍTULO I - Mecanismos de ação de Bacillus amyloliquefaciens cepa 

BaNCT02 no controle de Meloidogyne incognita 

 

RESUMO 

 
A utilização de bactérias como agentes de controle biológico tem se tornado frequente 

devido à sua eficácia e ao baixo impacto ambiental. Neste sentido, várias bactérias 

têm sido estudadas para seu potencial efeito nematicida, principalmente do gênero 

Bacillus. A eficácia dessas bactérias no controle do nematoide de galhas foi avaliada 

em vários estudos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi identificar os eventuais 

mecanismos de ação de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 sobre 

Meloidogyne incognita. Avaliou-se a formação de biofilme pela cepa através de 

microscopia eletrônica de varredura, quimiotaxia e o efeito de metabólitos voláteis e 

não voláteis sobre juvenis e ovos. Além disso, procedeu-se a determinação da 

atividade especifica de enzimas com efeito nematicidas e a identificação de voláteis 

em cromatografia gasosa. Dentre os mecanismos, foi identificada a formação de 

biofilme na rizosfera de soja; produção de compostos orgânicos voláteis, entre eles o 

2-undecanona e 2-heptanona, com efeito de 71,0% na mortalidade de J2 e 77,3% na 

inibição na eclosão de J2; atividade nematicida direta com efeito de 97,2% na 

mortalidade de J2 e 83,2% na inibição na eclosão de J2. Foi identificada a produção 

de enzimas hidrolíticas, entre eles a produção de protease e quitinase. Também foi 

observado efeito de repelência em sementes tratadas com a cepa BaNCT02 em 

relação a sementes não tratadas. Portanto, o B. amyloliquefacines cepa BaNCT02 

forma biofilme no sistema radicular de soja, produz enzimas hidrolíticas e compostos 

orgânicos voláteis com efeito de repelência e ação nematicida contra M. incognita. 

 

Palavras-chave: Controle biológico. Enzimas hidrolíticas. Compostos orgânicos 

voláteis. 
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Mechanisms of action of Bacillus amyloliquefaciens strain BaNCT02 

in the control of Meloidogyne incognita 

 

ABSTRACT 

 
 
The use of bacteria as biological control agents has become frequent due to their 

effectiveness and low environmental impact. In this sense, several bacteria have been 

studied for their potential nematicidal effect, mainly from the genus Bacillus. The 

effectiveness of these bacteria in controlling root-knot nematodes has been evaluated 

in several studies. Thus, the objective of this work was to identify the eventual 

mechanisms of action of Bacillus amyloliquefaciens strain BaNCT02 on Meloidogyne 

incognita. Biofilm formation by the strain was evaluated by scanning electron 

microscopy, chemotaxis, and the effect of volatile and non-volatile metabolites on 

juveniles and eggs. In addition, the determination of specific activity of enzymes with 

nematicidal effect and the identification of volatiles in gas chromatography. Among the 

mechanisms, biofilm formation in the soybean rhizosphere was identified; production 

of volatile organic compounds, including 2-undecanone and 2-heptanone, with a 

71.0% effect on J2 mortality and 77.3% on J2 hatching inhibition; direct nematicidal 

activity with an effect of 97.2% on J2 mortality and 83.2% on J2 hatching inhibition. The 

production of hydrolytic enzymes was identified, including the production of protease 

and chitinase. A repellency effect was also observed in seeds treated with the 

BaNCT02 strain in relation to untreated seeds. Therefore, the B. amyloliquefacines 

strain BaNCT02 forms a biofilm in the soybean root system, produces hydrolytic 

enzymes and volatile organic compounds with repellent effect and nematicidal action 

against M. incognita. 

 

Keywords: Biological control. Hydrolytic enzymes. Volatile organic compounds. 
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INTRODUÇÃO 

 

 As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPRs – ‘Plant 

Growth-Promoting Rhizobacteria’) são bactérias presentes na rizosfera com a 

capacidade de interagir com as raízes das plantas. Promovem crescimento de plantas 

e podem produzir substâncias antagonistas, modificando o ambiente e afetando de 

forma direta ou indireta os patógenos do solo, incluindo bactérias, fungos e 

fitonematoides (Machado et al., 2012; Ferreira, 2015).  

 O emprego de bactérias como tática de manejo populacional de 

fitonematoides vem ganhando espaço na agricultura. As bactérias não causam danos 

ao meio ambiente e desequilíbrio na microbiota do solo e não deixam resíduos em 

pós-colheita. Quanto à eficiência, o uso de bactérias vem mostrando resultados 

similares ou até superiores aos produtos químicos (Galbieri e Belot, 2016). A atividade 

nematicida das bactérias ocorre por indução de resistência, antibiose, interferência na 

orientação do patógeno, produção de metabólitos secundários e de voláteis (Ferraz e 

Brown, 2016). Os nematicidas biológicos, a base de bactérias disponíveis no mercado, 

apresentam em suas formulações cepas de Bacillus, Pasteuria e Pseudomonas 

(Agrofit, 2023).   

 Em geral, bactérias do gênero Bacillus produzem proteases e quitinases com 

efeito nematicida, que degradam componentes importantes da cutícula do ovo dos 

nematoides (Niu et al., 2010). Além de enzimas, espécies de Bacillus podem produzir 

substâncias com ação supressora sobre fitonematoides, incluindo ácidos orgânicos, 

lipídeos, cetonas e álcoois. Estes compostos se espalham pelos poros no solo e 

podem inibir o desenvolvimento dos fitonematoides ou matá-los (Etschmann et al., 

2002; Campos et al., 2010; Yin et al., 2021). A espécie B. amyloliquefaciens, por 

exemplo, pode produzir substâncias nematicidas, incluindo plantazolicina, dipeptídeos 

e quitinases (Abdel-Salam et al., 2018; Engelbrecht et al., 2018). 

 De acordo com Santos (2018), o primeiro relato de Bacillus amyloliquefaciens 

foi feito por Fukumoto em 1943 como uma linhagem de Bacillus subtilis. Apenas em 

1977, Priest et al. descreveram B. amyloliquefaciens como uma nova espécie. Essa 

bactéria é gram-positiva, mede de 0,7 a 3,0 µm, vive em ambientes anaeróbicos de 

forma facultativa e forma endósporos. Há registros da presença dessa espécie em 

inúmeros sistemas, incluindo solo, alimentos, plantas, fermentações, entre outros 

(Santos, 2018). Alguns autores relatam que B. amyloliquefaciens são produtores de 
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inúmeras enzimas, como por exemplo: α-amilase, protease, serino protease, 

isoamilase, fosfatase alcalina, galactonase, malanase, xilanase (Priest et al., 1977; 

Santos, 2018). 

 Na literatura há inúmeros estudos sobre o potencial uso de Bacillus no manejo 

de patógenos na agricultura (Munif et al., 2001; Padgham e Sikora, 2007; Pinho, 2010; 

Zeriouh et al., 2013; Xu et al., 2014; Araújo; Amaral, 2021). Porém, cada cepa isolada 

tem seus mecanismos de ação específicos. Sendo assim, é necessário o estudo de 

cada cepa, para otimizar a eficiência de uso no controle de fitonematoides. Desta 

forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os eventuais mecanismos de ação da cepa 

BaNCT02 de B. amyloliquefaciens sobre M. incognita. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Microrganismo 

 
A amostra foi coletada do solo de uma área de preservação permanente (APP) 

pertencente à Fazenda Recanto, município de Patos de Minas – MG. O bioma 

predominante é o Cerrado, formação florestal Cerradão. Após coleta, a amostra de 

solo foi suspendida em solução salina estéril e uma alíquota da solução foi plaqueada, 

após choque térmico, em ágar nutriente, isolando as colônias das bactérias obtidas. 

A cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens (Figura 1) utilizada nesse projeto, foi 

previamente identificada por sequenciamento por Next Generation Sequencing, 

pertence à empresa Nooa Ciência e Tecnologia Agrícola. A bactéria foi avaliada em 

suspensão concentrada com concentração 1,0 x 109 unidade formadora de colônia 

em um mililitro (UFC mL-1). O meio utilizado para cultivo da cepa é exclusivo da 

empresa detentora, sendo este não divulgado.  
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Figura 1 - Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02. A) Unidades formadoras de colônias 
em TSA (Tryptone Soy Agar). B) Esporângio com seu endósporo. C) Exósporos, observado 
em microscópio com objetiva 100x /1.25 oil Ph3. 
 

 

Formação de Biofilme 

 
 

Para avaliação da formação de biofilme por B. amyloliquefaciens cepa 

BaNCT02, sementes de soja foram submetidas à desinfestação em NaClO 2,5% e 

álcool 70%, por um e dois minutos (min), respectivamente, seguido de lavagem em 

água estéril. Em seguida foi feito o tratamento das sementes com a suspensão 

concentrada com 1 x 109 UFC mL-1, que foram colocadas em placas de Petri 

preenchidas com ágar-água para germinação das sementes por três dias em 

Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.) à 25 °C.  

As amostras foram fixadas em solução Karnovsky (glutaraldeído 2,5% e 

formaldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,05M pH 7,5). Após o tempo 

mínimo de 24 horas (h) da fixação, os tecidos foram lavados em tampão cacodilato de 

sódio 0,05M pH 7,5 por três vezes de 10 minutos. Em seguida, as amostras foram 

desidratadas com soluções de concentrações crescentes de acetona (25, 50, 75, 90 

e 100%, 10 min cada). O tratamento com a solução 100% foi realizado três vezes, 10 

min, seguido de secagem utilizando aparelho de ponto crítico. Foram metalizados com 

ouro utilizando aparelho sputtering e observadas em microscópio eletrônico de 

varredura de campo de emissão Tescan Clara no Laboratório de Microscopia 

Eletrônica e Análise Ultra estrutural da Universidade Federal de Lavras, nas condições 

de 9 mm de distância de trabalho, 15 KeV e 86 pA (Moreira et al., 2022).  
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Produção de inóculo de M. incognita 

 
 

O inóculo de M. incognita foi adquirido na empresa GeneticSeeds and 

Biocontrol, localizada em Uberlândia – MG. O patógeno, foi multiplicado em plantas 

de jiló (Solanum aethiopicum) mantidas em vasos em casa de vegetação, com solo 

previamente autoclavado a 120°C por uma hora, por duas vezes. Os ovos/J2 foram 

extraídos das raízes utilizando-se a técnica de Boneti e Ferraz (1981).  

Para confirmação da espécie de nematoide, foi realizada a reação em cadeia 

da polimerase (PCR) com conjunto de primers específicos (Kiewnick et al. 2013). Dez 

fêmeas foram coletadas em raízes de jiló e transferidas para tubos contendo 15 µL de 

água livre de nuclease e 3 µL de tampão 5X GoTaq®. Em seguida, cada tubo recebeu 

cinco esferas de vidro de um milímetro de diâmetro. As amostras foram agitadas em 

amalgamador (Dentomat®, Modelo 600 BR, Degussa, Alemanha) por 30 segundos a 

50/60 Hz para rompimento da cutícula do nematoide. Em seguida, 2 µL de proteinase-

K (100 mg mL-1) foram adicionados aos tubos, seguido de incubação em termociclador 

por 60 ºC por 60 minutos; 95 ºC por 15 minutos e, por fim, a 15 ºC por 2 min. O DNA 

extraído foi armazenado em a -20 ºC até o momento da análise. 

A reação de PCR foi realizada conforme descrito por Kiewnick et al. (2013), 

com uso dos primers MI2F4/MIR1, específico para a espécie M. incognita. Após a 

amplificação, o produto da PCR foi aplicado em gel de agarose 1% em tampão TBE 

1X, corado com 0,7 µL de SyberSafe (10.000 x, Invitrogen, Carlsbad, USA) e 

submetido à eletroforese por aproximadamente 1 h e 30 min, a 45 V, 119 W, e 301 

mA). Marcador molecular de 100 pb (DNA Ladder RTU, Kasvi, Curitiba/PR, Brasil, foi 

usado para comparação da massa molecular dos amplicons. O gel foi analisado em 

transluminador de luz UV e fotografado. Confirmado ser M. incognita (Figura 2), devido 

ao aparecimento de bandas típicas de 300 pb (Kiewnick et al. 2013). 
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Figura 2 – Bandas de 300 pares em gel de agarose típicas de Meloidogyne incognita após 
reação de cadeia de polimerase com os primers MI2F4/MIR1 (Kiewnick et al. 2013). MM = 
marcador molecular de 100 pb. Poço 1 = Controle negativo. Poço 2 = Controle positivo. Poços 
3, 4, e 5 amostras com 10 fêmeas cada. * Banda de 300 pb. 

 
 

Indução de resistência 
 

 
Para avaliação do eventual efeito da bactéria na indução de resistência ao 

nematoide das galhas, foi usada a técnica da raiz bipartida, conforme proposto por 

Fabry et al. (2007). Foram utilizadas sementes de tomate (cv. Santa Clara) em 

bandejas de isopor contendo substrato Carolina Padrão® e cultivadas em casa de 

vegetação. Após 20 dias, plântulas com aproximadamente 10 centímetros de altura, 

foram retiradas do substrato e preparadas para desenvolver sistema radicular 

bipartido. Para isso, a raiz pivotante foi eliminada por meio da uma secção transversal. 

A partir da eliminação da raiz pivotante, as raízes laterais foram divididas em duas 

partes iguais, sendo as pontas resultantes inseridas em dois vasos, para separação 

espacial. 

Foi utilizado solo peneirado e areia previamente autoclavado na proporção de 

9:1, respectivamente. Foi realizada análise química e física do solo (Tabela 2). As 

correções da fertilidade formam feitas conforme as exigências da cultura do tomate. 

Em seguida, a mistura foi disposta em vasos com capacidade de cinco litros com 

quatro quilos da mistura. O período de enraizamento foi de aproximadamente sete 

dias (Figura 3).  

 Após o enraizamento, foi feita a aplicação da suspensão bacteriana na 

concentração de 1x109 UFC mL-1, na dose de 400 mL ha-1, sete dias antes ou no 

MM 
31 2 4 5

* 
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mesmo dia da inoculação do nematoide, com separação espacial entre os tratamentos 

e o patógeno (Figura 3).  A aplicação foi realizada com pulverizador costal elétrico 

calibrada com pressão de 58 psi, ponta de pulverização tipo leque AD 11002 e vazão 

de 9 mL seg-1, perfazendo o volume de calda de 150 L ha-1. As plantas foram 

inoculadas com cinco mL de suspensão aquosa contendo 5000 ovos de M. incognita, 

aplicada no solo com auxílio de pipeta automática, em dois orifícios de dois 

centímetros de profundidade, localizados a dois centímetros do colo da planta. O 

delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, compostos por três 

tratamentos e oito repetições, totalizando 24 unidades experimentais, conforme a 

Tabela 1. 

 

 
Figura 3 - Técnica de raiz bipartida em tomateiro inoculado com Meloidogyne incognita e que 
receberam aplicações de Bacillus amyloliquefaciens. Adaptado de Fabry et al. (2007). 
 

 
Tabela 1 - Tratamentos envolvendo a aplicação combinada de Bacillus amyloliquefaciens 
cepa BaNCT02 e de Meloidogyne incognita em tomateiro para avaliação de indução de 
resistência. 

Tratamento Aplicação de B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 

T1 Sete dias antes da inoculação com M. incognita 

T2 No dia da inoculação com M. incognita 

T3 Inoculação apenas de M. incognita 
 
 

A extração dos fitonematoides das raízes foi realizada aos 50 dias após 

inoculação dos nematoides, como descrito por Boneti e Ferraz (1981). A quantificação 

dos nematoides foi realizada com auxílio de microscópio (Nikon, Modelo Eclipse 

E200). Este teste foi realizado com oito repetições.  
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Tabela 2 – Características químicas e textura do solo utilizado para condução de 
experimentos em casa de vegetação. 

pH P-Mel P-rem K+ Ca2+ Mg2+ Al3+ H + Al 

....H2O.... .......................mg dm-3.................... ..................................cmolc dm-3............................... 

5,84 6,80 9,59 338,49 3,40 1,48 0,03 2,89 

SB t T V m Areia Silte Argila 

.......................cmolc dm-3....................... ...............%................ .......................g kg-1...................... 

5,75 5,78 8,64 66,55 0,52 292 208 500 

B Cu Fe Mn Zn S M.O.  COT 

........................................................mg dm-3...................................................... ............dag kg-3............ 

0,38 1,92 31,45 40,43 5,94 12,07 3,00  1,74 
 

 

Repelência de B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 a J2 de M. incognita in vitro 

 
 

Para avaliação do efeito de repelência da bactéria a M. incognita, radículas de 

feijão ficaram embebidas por três horas em água destilada (controle) ou em 

suspensão bacteriana na concentração de 1x109 UFC mL-1, ambos foram colocados 

em béquer de 250 mL preenchidos com 50 mL do tratamento (Yin et al., 2021). Em 

seguida, as raízes foram cortadas em seções de aproximadamente um centímetro e 

transferidas para placas de Petri de dez centímetros de diâmetro contendo 0,5% de 

ágar-água (Masler e Rogers, 2011). Na borda do lado esquerdo, no terço médio da 

placa de Petri, foram colocadas as raízes embebidas na bactéria. Na borda do lado 

direito, no terço médio, foram colocadas as raízes não tratadas. Para obtenção de 

juvenis, os ovos foram extraídos (Boneti e Ferraz, 1981) e incubados em câmera de 

eclosão a temperatura ambiente. Os juvenis foram descartados após as primeiras 24 

horas e utilizados somente os juvenis eclodidos entre 48 e 72 horas. No centro da 

placa foi adicionado 100 µL de água esterilizada contendo de 10 - 20 J2 de M. 

incognita. As placas foram mantidas em incubadora a 28 °C no escuro. Após doze 

horas foi contado, com auxílio de microscópio invertido, o número de J2 em cada seção 

da placa. Os dados foram usados na Equação 1. 

 

PN(%) =
NNS.100

NTN
 [1] 
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em que: PN (%) refere-se a percentagem de nematoides, NNS número de nematoides 

na seção da esquerda (efeito neutro) ou número de nematoides a direita (repelente) e 

NTN é número total de nematoides na unidade experimental amostrada. Os 

fitonematoides que migraram para o lado direito foram considerados como repelidos 

pela bactéria, já os que se movimentaram para lado esquerdo foram considerados 

atraídos pela bactéria (Figura 4). Este teste foi realizado com oito repetições e 

conduzido duas vezes. 

 
Figura 4 – Modelo da montagem do ensaio para avaliação do efeito de repelência ou atração 
de Meloidogyne incognita a raízes de feijão tratadas ou não com Bacillus amyloliquefaciens 
cepa BaNCT02. 
 

 
Produção de compostos orgânicos voláteis de B. amyloliquefaciens com efeito 

nematicida 

 

Para avaliar o efeito de metabólitos orgânicos voláteis (COVs) produzidos por 

B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 sobre J2 de M. incognita, foi usado método 

descrito por Silva et al. (2019). Foi utilizado tubo Supelco®, sendo estes preenchidos 

com 35 mL de ágar-nutriente e, em seguida, foi introduzido um eppendorf (sem tampa) 

de 2 mL. Após o preparo do Supelco®, foi feita a adição de 100 µL de água estéril 

(controle) ou suspensão contendo B. amyloliquefaciens (1x109 UFC mL-1) no meio 

agar-nutriente. Dentro do eppendorf foram adicionados 100 µL de água esterilizada 

contendo 20-30 J2 de M. incognita. Os tubos foram lacrados e mantidos por 48 horas 

a 25 °C. Este teste foi realizado com oito repetições e conduzido duas vezes.  

O mesmo procedimento foi realizado para avaliação do efeito dos COVs de B. 

amyloliquefaciens cepa BaNCT02 na eclosão de juvenis, onde foi utilizado de 20 – 30 

ovos de M. incognita em cada tubo. A avaliação de percentagem de eclosão de juvenis 
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foi realizada após incubação por 16 dias a 25 °C. Este teste foi realizado com oito 

repetições e conduzido duas vezes. 

Para a avaliação de taxa de mortalidade, os J2 foram transferidos dos eppendorf 

para poços de placa de Elisa de 96 poços. Em seguida, foi adicionado uma alíquota 

de 10 µL de hidróxido de sódio (1 M) sobre os J2 e, após trinta segundos, foi 

contabilizado o número de J2 mortos (imóveis) e vivos (móveis) (Chen e Dickson, 

2000). A transformação dos dados para porcentagem foi realizada conforme Equação 

2. 

 

TX(%) =
NNM.100

NTN
 [2] 

 

em que: TX (%) refere-se a percentagem de taxa de mortalidade, NNM número de 

nematoides mortos e NTN é número total de nematoides na unidade experimental 

amostrada.  

Para a avaliação de percentagem de eclosão, os ovos e juvenis foram 

transferidos dos eppendorf para poços de placa de Elisa de 96 poços. A transformação 

dos dados para porcentagem foi realizada conforme Equação 3. 

 

PE(%) =
NJ.100

NO
 [3] 

 

em que: PE (%) refere-se a percentagem de eclosão, NO número de ovos e NJ é 

número juvenis na unidade experimental amostrada.  

O delineamento adotado foi inteiramente casualizados, composto por dois 

tratamentos, sendo T1 -Controle (água estéril) e T2 – B. amyloliquefaciens cepa 

BaNCT02, com oito repetições, totalizando 16 unidades experimentais. O experimento 

foi conduzido duas vezes. 

 

Identificação de compostos orgânicos voláteis de B. amyloliquefaciens cepa 

BaNCT02 com GC/MS 

 

 Com a confirmação de que a cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens produz 

COVs com efeito nematicida em ovos e J2 de M. incognita, procedeu-se a identificação 

das possíveis moléculas bioativas. Para a identificação dos COVs produzidos pelo 
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BaNCT02, foi utilizado um tubo Supelco®, preenchidos com 5 mL de ágar-nutriente 

(Tabela 3). Após o preparo do tubo foram adiconados 100 µL da suspensão contendo 

B. amyloliquefaciens (1 x 109 UFC mL-1). Os frascos foram lacrados e preparados em 

triplicata e acondicionados em B.O.D por 48 horas a 25 °C. Triplicatas do controle, 

contendo apenas 5 mL do meio de cultura, foram preparadas da mesma forma que as 

amostras. 

 
Tabela 3 - Descrição dos reagentes utilizados no meio de cultura ágar-nutriente. 

Descrição Quantidade (1000 mL H2O) 

Ágar 20 g 

Cloreto de sódio (NaCl) 8 g 
Peptona 5 g 

Extrato de carne  3 g 
 

 Para a identificação das moléculas voláteis foi utilizado o GC-MS da Central de 

Análises e Prospecção Química, do Departamento de Química da Universidade 

Federal de Lavras – UFLA, como proposto por Adams (2007). Os COVs foram 

extraídos por SPME no modo headspace, utilizando a fibra DVB/CAR/PDMS 

(divinilbenzeno, carboxen e polidimetilsiloxano). A extração foi realizada à 45 °C por 

30 minutos. Para a separação e identificação dos COVs foi utilizado o cromatógrafo a 

gás acoplado à espectrometria de massas (GC-MS QP 2010 Ultra) (Shimadzu, 

Japão), equipado com injetor automático de líquidos e gases automático AOC-5000 e 

uma coluna SBL-5 (5% fenil e 95% dimetilsiloxano) de 30 mm x 0,25 mm x 0,25 µm. 

O injetor, interface e a fonte de íons foram aquecidas à 250 °C, 240 °C e 200 °C, 

respectivamente, sendo a injeção realizada no modo splitless. Como gás de arraste 

foi usado He 5.0 a 1,0 mL min-1. A programação da temperatura do forno do GC foi de 

40 ºC até 150 ºC a 3 ºC min-1 e então até 240 ºC a 10 ºC min-1. 

Para identificar os COVs produzidos pela bactéria foi utilizado o software 

Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System (AMDIS) v. 2.63, e 

os cromatogramas dos picos das amostras gerado foram comparados com os 

espectros de padrões da National Institute of Standards and Technology (NIST) 

(Souza et al., 2022). Para a comparação entre os espectros de massas foram 

considerados somente picos em que a similaridade entre os espectros foi maior que 

80%. Solução padrão de alcanos (C6-C20) foi analisada nas mesmas condições das 

amostras para calcular o índice de retenção de cada pico do cromatograma, os quais 
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foram comparados com valores da literatura (ADAMS) e da NIST. Não foram 

identificados COVs emitidos apenas pelo meio de cultura. 

 

Detecção da atividade nematicida direta de B. amyloliquefaciens cepa 

BaNCT02 sobre M. incognita in vitro 

 
 

A suspensão bacteriana a 1,0 x 109 UFC mL-1 foi centrifugada a 9000 rpm por 

10 minutos. O sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana de nitrocelulose com 

poro de 0,45 µm. Posteriormente, aplicou-se 100 µL em uma cavidade de uma placa 

de Elisa de 96 poços juntamente com 20 a 30 J2 de M. incognita em 100 µL de água 

esterilizada. As placas foram incubadas por 48 h a 25°C (Gao et al., 2016).  

 Após esse período, os nematoides mortos foram contabilizados. Para tal, foi 

adicionado uma alíquota de 10 µL de hidróxido de sódio (1 M) sobre os J2 e, após 

trinta segundos, foi contabilizado o número de J2 mortos (imóveis) e vivos (móveis) 

(Chen e Dickson, 2000). Cada tratamento teve oito repetições e o experimento foi 

conduzido duas vezes. Além da avaliação do efeito dos metabólitos em juvenis, foi 

realizado a mesma metodologia para avaliação do efeito na eclosão de juvenis. O 

delineamento adotado foi inteiramente casualizados, composto por dois tratamentos, 

sendo T1 -Controle (água estéril) e T2 – B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02, com oito 

repetições, totalizando 16 unidades experimentais e foi conduzido duas vezes. 

 

Determinação de proteases produzido por B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 

 

Obtenção do extrato enzimático 

 

Para a análise da atividade proteolítica, B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 

foi cultivado em meio líquido, composto por 5 g de extrato de carne, 15 g de peptona, 

5 g de NaCl, 5 g de K2HPO4, 0,2 g de CaCl2 e adicionado 1000 mL de água destilada. 

Posteriormente o pH foi ajustado para 7,0. Em seguida, o meio foi fracionado em três 

erlenmeyers, onde a bactéria foi inoculada e mantida por 72 horas, a 130 rpm a 30 °C. 

Foram transferidas alíquotas de 2 mL para microtubos nos tempos de 24, 48 e 72 

horas. Para a obtenção do extrato enzimático, as amostras foram centrifugadas a 
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12000 g por 10 minutos para separação das células e, o sobrenadante foi utilizado 

para as análises.  

 

Atividade enzimática 

 

A atividade proteolítica foi determinada segundo a metodologia de Charney, 

Tomarelli et al., 1947, usando como substrato a solução de azocaseína 0,2%. Nesta 

análise, a reação foi iniciada incubando-se 60 µL da amostra (extrato enzimático) com 

50 µL da solução de azocaseína à 37 °C por 30 min. Para paralisar a reação, foi 

adicionado 240 µL de ácido tricloroacético a 10%, homogeneizado em vórtex e 

mantido em repouso por 15 minutos em banho de gelo. Posteriormente, a amostra foi 

centrifugada a 8000 g por 5 minutos e 240 µL do sobrenadante foram transferidos 

para um microtubo, onde foram adicionados 280 µL de solução de NaOH 1M. 

Paralelamente, foi feito um tubo controle contendo 50 µL de tampão de Tris- HCl 0,1 

M pH 8,0 e 60 µL de extrato enzimático e um tubo branco com 50 µL da solução de 

azocaseína e 60 µL de tampão de Tris-HCl 0,1 M pH 8,0. A determinação da 

absorbância das amostras foi realizada a 440 nm. 

 

Determinação de quitinase produzido por B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 

 
 
 A produção de quitinase pela cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens foi 

avaliada através do método do ácido dinitrosalicílico (DNS), segundo Miller, 1959. 

Este determina presença de açúcar redutor, N-acetil-glicosamina (NAG), que é o 

produto final da hidrólise da solução coloidal de quitina. 

 

Preparo dos reagentes para a determinação da atividade enzimática 

 

Para o preparo do reagente DNS, 10 g de ácido dinitrosalicílico foram 

dissolvidos em 20 mL de NaOH 2 M. A solução foi misturada a 70 °C. Paralelamente 

foi preparada uma solução com 300 g de tartarato de sódio e potássio em 500 mL de 

água destilada. A solução de DNS foi adicionada lentamente a solução de tartarato e 

o volume final foi completado para 1000 mL com água destilada. 
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O preparo de quitina coloidal foi feito conforme proposto por Souza et al. (2009), 

onde 5 g de quitina em pó (Sigma®) foram adicionados a 60 mL de ácido clorídrico 

37% (HCl) e mantidos a temperatura ambiente sob agitação vigorosa durante 1 hora. 

A preparação foi então filtrada em lã de vidro para reter frações da quitina que não 

foram dissolvidas, sendo adicionada depois a 200 mL de etanol 50%, também sob 

agitação vigorosa. Por fim, adicionou-se 1 L de água destilada para a lavagem da 

quitina. Após a decantação da quitina, a água destilada foi trocada constantemente 

até atingir um pH próximo a 7 (pH alcançado 6,3). A quitina coloidal foi estocada em 

geladeira à 4 °C. 

  

Obtenção do extrato enzimático 

 

A ativação da cepa foi realizada em 10 mL de meio líquido infusão cerebro-

coração (BHI) por 24 h, a 30°C, a 150 rpm. Em seguida, foi realizado a semeadura da 

bactéria em meio ágar Yamaguchi (Tabela 4) (1,5% ágar) e incubado por 24 h a 30 

°C. Posteriormente, uma UFC da bactéria foi transferida para 10 mL de meio líquido 

Yamaguchi e incubada por 24 h, a 150 rpm a 30 °C. Esse pré-inoculo foi transferido 

para 90 mL de meio líquido Yamaguchi e incubado novamente por 120 h, a 150 rpm 

a 30 °C. Nos períodos de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h, 5 mL da cultura foram coletados e 

centrifugados a 10.000 g, por 15 min, para a determinação da atividade enzimática. O 

mesmo volume retirado (5 mL) foram repostos aos frascos de cultivo da bactéria. 

Todos os procedimentos dessa etapa foram conduzidos em câmara de fluxo laminar 

e todos os materiais autoclavados. 

 

Tabela 4 – Descrição dos reagentes utilizados no meio de cultura Yamaguchi. 

Descrição Quantidade (% m/v) 

Extrato de levedura 0,4 
Triptona 0,2 

Sulfato de Mg (MgSO4) 0,5 

Fosfato monobásico de potássio (KH2PO4) 0,12 

Fosfato dibásico de potássio (K2HPO4) 0,28 
Quitina coloidal  1,5 
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Atividade Enzimática 

 

Para determinar a atividade enzimática, uma curva padrão de N- 

acetilglicosamina (Sigma®) foi realizada com o reagente DNS. As concentrações de 

acetilglicosamina foram: 50, 100, 300, 400 e 500 µg mL-1. Os valores da atividade 

foram expressos em unidade (U), onde 1 U representa 1 µmol de açúcar redutor 

liberados por hora de reação. 

A reação enzimática foi feita conforme proposto por Lima et al. (2001), onde 1 

mL de extrato enzimático foi homogeneizado a 1 mL de quitina coloidal 0,5% tampão 

fosfato 50 mM, pH 7,4. A mistura reacional foi incubada a 37 °C em banho maria por 

6 horas. Após esse período, 200 µL da reação foram transferidos para microtubos 

contendo 1 mL do reagente DNS. Essa mistura foi submetida a banho fervente 100 

°C por 10 minutos. O branco foi composto por 1 mL do meio Yamaguchi estéril e 1 mL 

de solução de quitina coloidal a 0,5% tampão fosfato 50 mM, pH 7,4. A leitura das 

absorbâncias foi realizada a 550 nm. 

 

Determinação da concentração de proteína totais produzido por B. 

amyloliquefaciens cepa BaNCT02 

 
 
 Para a determinação das proteínas totais presentes nos extratos 

enzimáticos de proteases e quitinases foi utilizado o método de Bradford (Bradford, 

1976). Foram adicionados 700 µL de água destilada em 200 µL da solução de 

Bradford e 100 µL do extrato enzimático. Em seguida, a mistura foi homogeneizada 

em vórtex e colocada em repouso em temperatura ambiente por dez minutos. O 

controle (branco) foi composto por 800 µL de água destilada e 200 µL da solução de 

Bradford. Em seguida foi realizada a avaliação em espectrofotômetro a 595 nm. 

 

Análise estatística 

 
 

Os dados foram submetidos aos testes de Levene (Med), Jaque-Bera, 

aditividade e ESD para avaliação das condições de homogeneidade das variâncias, 

normalidade dos resíduos, aditividade do modelo e presença de outliers, 

respectivamente. Os dados foram submetidos à análise de variância (p = 0,05). As 
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diferenças entre as médias foram avaliadas pelo teste de Tukey (p = 0,05). Todas as 

análises estatísticas foram realizadas com auxílio do SPEED Stat 2.6 (Carvalho et al. 

2020). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Formação de biofilme por B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02  

 

 Foi observado que a cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens coloniza as 

radículas de soja, formando biofilme (Figura 5). Com isso, ocorre a interferência no 

processo de sinalização para eclosão de juvenis, reconhecimento e infecção de 

fitonematoides. O sistema radicular das plantas exsuda substâncias (açúcares, CO2, 

hormônios, aminoácidos) que induzem a eclosão de juvenis e atraem os patógenos 

até a rizosfera. A formação do biofilme por bactérias no sistema radicular das plantas 

pode interferir no reconhecimento das raízes pelos fitonematoides, reduzindo assim a 

infecção e reprodução. Paralelamente, a eclosão de juvenis de fitonematoides pode 

ser reduzida devido a mudança da conformação dos exsudados das raízes que atuam 

como sinalizadores para que ocorra a eclosão (Tian, et al., 2007; Ferraz e Brown, 

2016; Gao, et al., 2016). 

 

 

Figura 5 – Micrografia eletrônica de varredura: Biofilme bacteriano do agente de controle 
biológico Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 no rizoplano de soja. A) Colônia de B. 
amyloliquefaciens (Magnificação: 50 kx, Barra de escala: 2 µm) B) Formação de biofilme pela 
cepa BaNCT02 em radículas de soja (Magnificação: 5 kx, Barra de escala: 20 µm). Laboratório 
de Microscopia Eletrônica – UFLA. 
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O processo de germinação das sementes algumas substâncias como amidos 

e carboidratos são exsudadas e servem de alimento para as rizobacterias, que irão 

colonizar as raízes (Ferraz et al., 2010). O biofilme é formado pela adesão de células 

a uma superfície, seguido pela multiplicação celular e agregação das células em 

massas, que por sua vez formam a matriz extracelular. Esta matriz é composta por 

uma variedade de moléculas secretadas pelas células bacterianas, principalmente 

polissacarídeos e proteínas. O biofilme oferece algumas vantagens para as células 

que o formam, tais como proteção contra estresses abióticos, resistência a antibióticos 

e à dessecação (Kavamura et al., 2012; Tortora, et al. 2012). 

 Os solos agrícolas são compostos por uma extensa comunidade de 

organismos que atuam em inúmeros processos, incluindo decomposição de restos 

culturais, formação de agregados, parasitismo de plantas e controle biológico de 

insetos e patógenos. Essa biota é composta principalmente por bactérias, 

protozoários, nematoides e fungos. Algumas bactérias colonizadoras da rizosfera são 

benéficas às plantas, por induzir crescimento vegetal e inibirem a ação de patógenos 

(Niu et al., 2006; Barreto, 2009). Em relação as plantas, a presença de biofilme 

bacteriano podem proteger contra patógenos, como fungos, bactérias e 

fitonematoides (Zeriouh et al., 2013; Xu et al., 2014). Yin et al. (2021), retaram que 

plantas de pepino tratadas com B. cereus cepa Bc-cm103 reduz a infecção de M. 

incognita devido a formação de biofilme pela bactéria.  

 

Indução de resistência 

 
 

A aplicação de B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 sete dias antes ou no dia 

da inoculação com M. incognita não reduziu o número de fitonematoides em tomateiro 

com sistema radicular bipartido (Tabela 5). Esse resultado sugere que a cepa 

BaNCT02 não induz a resistência sistêmica a M. incognita em tomateiros. Esses 

dados não corroboram com Burkett-Cadena et al. (2008), que relataram em seu 

trabalho que B. amyloliquefaciens cepa FZB42 atua na indução de resistência 

sistêmica em plantas contra patógenos e promove crescimento de plantas de tomate. 

Os autores observaram que essa cepa produz metabólitos secundários com efeito 

contra fitonematoides, principalmente lipopepitideos, surfactinas, iturina A e 

fengicinas. A aplicação conjunta de Pseudomonas putida, Pantoea agglomerans, 
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Cedeca davisae e Enterobacter spp. também induz a resistência sistêmica a M. 

incognita em tomateiro (Munif et al., 2001). 

A indução de resistência tem início quando moléculas produzidas pela bactéria 

indutora se ligam às moléculas receptoras nas células da planta (Silva et al., 2008). 

No caso do isolado BaNCT02, possivelmente a bactéria não produz compostos que 

ativam mecanismos de resistência de tomateiro a fitonematoides. Logo, os 

mecanismos de ação da bactéria envolvem substâncias com efeito direto sobre M. 

incognita.  

 

Tabela 5 – Efeito da indução de resistência por Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 
contra Meloidogyne incognita na cultura do tomate. 

Aplicação BaNCT02 Dose (mL ha-1) J2 g raiz-1  Ovo g raiz-1*  Total g raiz-1  

Controle - 34,3 Ns 2,1 Ns 36,4 Ns 

7 dias antes 400 23,9  0,0  23,9  

0 dias 400 28,0   0,2   28,2   

CV (%)   53,9   273,5   50,2   
Ns.: não significativo. * Para a variável ovos g de raiz-1 os dados foram transformados pelo 
método de Box-Cox γ = 0,5. 
 

 
Produção de COVs por B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 e efeito sob M. 

incognita in vitro 

 
 

A cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens produziu COVs que inibiram a 

eclosão e causaram a morte de J2 de M. incognita in vitro (Figura 6). A eclosão de J2 

foi de apenas 9% na presença dos COVs da bactéria em comparação com controle 

que obteve aproximadamente 40% de eclosão aos 16 dias (Figura 6A). COVs de B. 

amyloliquefaciens cepa BaNCT02 mataram 71% dos J2 de M. incognita após 48 h 

(Figura 6B). 
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Figura 6 – Efeito de compostos orgânicos voláteis (COVs) produzidos por Bacillus 
amyloliquefaceins cepa BaNCT02 em Meloidogyne incognita. A) Percentagem de inibição da 
eclosão de J2 de Meloidogyne incognita, após 16 dias em contato com os COVs B) 
Percentagem de mortalidade de J2 de Meloidogyne incognita, após 48 horas em contato com 
os COVs. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste F a 5% de 
probabilidade. * Para a variável Percentagem de eclosão de J2 os dados foram transformados 
pelo método de raiz cubica. 

 

Os COVs podem ser liberados por fungos, bactérias, plantas e resíduos 

orgânicos (Silva et al., 2019). Eles são solúveis em água, possuem baixo peso 

molecular e alta eficiência no controle de fitonematoides. A volatilidade permite que 

esses compostos sejam transportados para locais distantes através de macroporos 

presentes no solo, aumentando a área de controle. A solubilidade em água ajuda na 

distribuição uniforme do COVs para as camadas mais profundas do solo. E o baixo 

peso molecular permite a penetração mais fácil e rápido nas membranas celulares, o 

que aumenta a eficiência do composto (Pinho, 2010). 

As bactérias podem produzir COVs, incluindo terpenos, pirazinas, pirróis, 

aldeídos, álcoois, cetonas, ácidos orgânicos e lipídeos (Niu et al., 2010). Os COVs se 

difundem no solo através dos macroporos, resultando um efeito fumigante, inibindo o 

desenvolvimento de patógenos e até mesmo sua morte (Yin et al., 2021). Por exemplo, 

a bactéria Pseudomonas putida produz COVs identificados como dimetil-dissulfeto, 2-

nonanona, 2-octanona e 2-undecanona que inibem diferentes estádios de M. incognita 

(Zhai et al., 2018).  

Nesse estudo foram identificados seis COVs produzidos pelo B. 

amyloliquefaciens cepa BaNCT02, dos quais um ou mais compostos podem ter 

potencial efeito nematicida. O dióxido de carbono foi o COV mais intenso dentre os 

identificados, enquanto os demais compostos apresentaram pequena intensidade no 

cromatograma (Figura 7 e Tabela 6).  
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Figura 7 - Cromatograma dos compostos orgânicos voláteis produzidos por Bacillus 
amyloliquefaciens cepa BaNCT02, indicando os compostos identificados, com ampliação 
entre 3 e 11 minutos. Picos não numerados também estavam presentes no cromatograma do 
controle.  
Números dos compostos correspondem à identificação apresentada na Tabela 5. 
 
Tabela 6 - Compostos orgânicos voláteis produzidos pela bactéria Bacillus amyloliquefaciens 
cepa BaNCT02 e identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 
massas, através da microextração em fase sólida (SPME-CG-MS). 

 tr Composto IR exp IR teórico CAS 
1 2,07 dióxido de carbono x x 124 - 38 - 9 
2 3,63 2-pentanona 688 685 107-87-9 
3 5,72 ácido 2-metilpropanóico 800 790 79-31-2 
4 8,91 2-heptanona 886 889 110-43-0 
5 18,62 2-nonanol 1102 1101 628-99-9 
6 27,59 2-undecanona 1287 1294 112 - 12 - 9 

tr: tempo de retenção. IR exp: índice de retenção experimental. IR teórico: índice de retenção 
teórico. CAS: registro da substância química.  

 
 

Huang et al. (2010) realizaram um estudo similar com B. megaterium cepa 

YFM3.25, com o intuito de identificar os COVs produzidos pela bactéria com efeito 

nematicida. Foram identificados 17 compostos, entre eles o 2-undecanona que 

causou 100% de mortalidade de J2 e inibição na eclosão de M. incognita.  Nesse 

mesmo sentido, Gu et al. (2007) relataram ação nematicida de 100% de 2-

undecanona contra Bursaphelenchus xylophilus. Também há relatos que o composto 

2-heptanona, produzido pela cepa GJ-7 de B. velezensis, possui efeito nematicida em 

J2 e ovos de M. hapla (Wu et al., 2023). 

No presente trabalho, foi detectada a produção de 2-undecanona e 2-

heptanona por B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02, que podem ser um dos possíveis 

responsáveis pelo efeito nematicida contra M. incognita. Para os demais compostos 
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não foi encontrado na literatura relatos de efeito nematicida, sendo assim necessário 

estudos com estes COVs de forma isolada e seu efeito em fitonematoides.  

 

Produção de protease e quitinase por B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 

 
 

A cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens possui atividade proteolítica com 24, 

48 e 72 horas. Ao analisar a atividade especifica da protease, se nota que a maior 

atividade foi com 72 horas após inoculação, quando comparado com 24 e 48 horas 

(Figura 8A).  A cepa BaNCT02 também apresentou atividade da enzima quitinase com 

24, 48, 72, 96 e 120 horas após inoculação, sendo a maior atividade com 24 horas 

(Figura 8B).  

 

 

Figura 8 – Atividade de protease e quitinase por Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02. 
A) Atividade especifica de protease com 24, 48 e 72 horas. B) Atividade específica quitinase 
ao longo de 120 horas. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey 
a 5% de probabilidade. 

 

A cutícula dos juvenis de fitonematoides são constituídas por colágenos que 

tem função estrutural, proteínas solúveis, principalmente glicoproteínas e lipídeos que 

selecionam a entrada e saída de substâncias. Além disso, a cutícula é recoberta por 

uma fina membrana proteica de proteção (Niu et al., 2006). Os ovos de fitonematoides 

são compostos por três camadas que promovem proteção a fatores externos. A 

primeira camada (camada externa) é rica em proteínas denominada vitelínica. A 

camada intermediária é composta por quitinas que confere resistência física a casca 

dos ovos. E por último, a camada interna é composta por lipídeos que seleciona a 

entrada e saída de substancias (Araújo; Amaral, 2021). Estudos evidenciaram que 

bactérias do gênero Bacillus produzem enzimas como as proteases que inibem a 



37 

 

 

eclosão de juvenis e que degradam as proteínas presentes na cutícula de M. incognita 

causando sua morte (Niu et al., 2010; Engelbrecht et al., 2018).  

A produção de quitinase por agentes de controle biológico de fitonematoides 

pode ser um mecanismo de ação desejável, uma vez que a cutícula e a casca de ovos 

de nematoides possuem quitina em sua composição, principalmente a casca do ovo 

(Araújo e Amaral, 2021). Algumas cepas de B. amyloliquefaciens produzem quitinase, 

como relatado por Abdel-Salam et al. (2018). Da mesma forma, Alexandre (2018) 

relatou em seu estudo 13 isolados bacterianos produtores de quitinase. De acordo 

com Niu et al. (2006), a atividade nematicida dos microrganismos não é devido a um 

único fator, mas sim a uma complexa gama de fatores patogênicos como voláteis, 

proteases, quitinases e produção de outros metabólitos. Desta forma, podemos 

afirmar que a cepa BaNCT02 é produtora das enzimas hidrolíticas protease e 

quitinase, com grande potencial de atividade nematicida. 

 

Detecção da atividade nematicida direta de B. amyloliquefaciens cepa 

BaNCT02 sobre J2 e ovos de M. incognita in vitro 

 
 
 O isolado BaNCT02 de B. amyloliquefaciens apresentou atividade nematicida 

direta sob ovos e J2 de M. incognita (Figura 9). A bactéria inibiu a eclosão de J2 em 

83,22% em relação ao controle (Figura 9A) e matou 97,6% de juvenis (Figura 9B). 

Desta forma, podemos afirmar que a cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens produz 

metabólitos com efeito nematicida sobre J2 de M. incognita. Tais substâncias 

causaram danos à cutícula e no interior de J2 de M. incognita, conforme foi observado 

em J2 que permaneceram por 72 h em contato com o sobrenadante do cultivo de B. 

amyloliquefaciens cepa BaNCT02 (Figura 10).  
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Figura 9 - Efeito do contato direto de Meloidogyne incognita com sobrenadante de Bacillus 
amyloliquefaciens cepa BaNCT02. A) Percentagem de eclosão de J2 de Meloidogyne 
incognita após 16 dias em contato direto. B) Percentagem de mortalidade de J2 de 
Meloidogyne incognita após 48 horas em contato direto. Médias seguidas por letras distintas 
diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. 
 
 

 
Figura 10 - Juvenis de segundo estádio de Meloidogyne incognita em placas de Elisa de 96 
poços, observado em microscópio com objetivas invertidas 20x /0.40. A) Juvenil de segundo 
estádio de M. incognita em água. B) Juvenil de segundo estádio de M. incognita após 72 horas 
em contato com sobrenandante da cepa BaNCT02 de Bacillus amyloliquefaciens.  
 
 Bactérias do gênero Bacillus produzem inúmeras substâncias que possuem 

efeito nematicida (Machado et al., 2012; Abbsi et al., 2013; Ferreira, 2015). Naves et 

al. (2004) avaliaram 40 isolados de bactérias endofíticas e o filtrado de duas cepas 

deles mataram 90% de J2 de M. javanica e inibiu a eclosão de 80%.  Da mesma forma, 

sobrenadante do cultivo de B. megaterium inibiu a eclosão de M. graminicola em 60% 

(Padgham e Sikora, 2007). 

 No presente estudo, não identificamos substância(s) com efeito nematicida 

direto sobre M. incognita. É possível que a produção de quitinases e proteases 
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produzidas pela bactéria (Figuras 8) possa ter resultado na ação nematicida 

observada no experimento. Jamal et. al (2017) relataram que B. amyloliquefaciens 

cepa Y1 inibiu a eclosão e matou J2 de M. incognita. O principal composto produzido 

pela bactéria com potencial efeito nematicida foi identificado como Ciclo (D-Pro-L-

Leu). 

 

Efeito de quimiotaxia pelo B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 em M. incognita 

 
 

Os juvenis de M. incognita foram repelidos por B. amyloliquefaciens cepa 

BaNCT02 (Figura 11). Em média, 67% dos juvenis foram repelidos em raízes de 

feijoeiro tratadas com a bactéria, em comparação com raízes não tratadas. Isso pode 

ter ocorrido devido as substâncias produzidas pela bactéria, a exemplo das COVs 

(Figura 6) e compostos não voláteis (Figura 9).  

 

 
 

Figura 11 – Efeito de quimiotaxia de J2 de Meloidogyne incognita a raízes de feijão tratadas 
com Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 as 12 horas após inoculação. Médias 
seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. 

 

Espécies de Bacillus produzem substâncias que podem repelir fitonematoides. 

Yin et al. (2021) constataram o efeito de repelência de B. cereus cepa Bc-cm103 em 

raízes de pepino de 95,6% em relação ao controle, com M. incognita, possivelmente 

devido à produção de COVs. Nesse mesmo sentido, Hu et al. (2017) observaram que 

J2 de M. incognita foram repelidos por raízes de tomate inoculadas com B. cereus 

quando comparado com raízes sem a bactéria.  
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CONCLUSÕES 

 
 

A cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens possui quatro mecanismos de ação 

contra M. incognita: formação de biofilme; produção COVs com efeito nematicida (2-

undecanona e 2-heptanona); produção das enzimas protease e quitinase, e efeito de 

repelência (Figura 12). 

 

 

Figura 12 – Mecanismos de ação de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 no controle 
de Meloidogyne incognita. 
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CAPÍTULO II - Eficiência de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 no 

controle de Meloidogyne incognita em soja 

 

RESUMO 

 

O controle biológico com Bacillus pode ser alternativa eficaz no manejo de espécies 

de Meloidogyne. A aplicação de Bacillus spp. no tratamento de sementes e em sulco 

de plantio de soja, além de reduzir a população de Meloidogyne, pode aumentar a 

produção de grãos. Para verificar a eficiência da cepa BaNCT02 de Bacillus 

amyloliquefaciens no controle de M. incognita em soja, foram conduzidos 

experimentos em casa de vegetação e campo. A população de fitonematoides em raiz 

e solo, o fator de reprodução, a promoção de crescimento e produtividade da soja 

foram avaliados. No ensaio em casa de vegetação, houve redução de 47,1% e 47,9% 

no número de J2 e número total de fitonematoides g raiz-1, respectivamente, aos 50 

dias após plantio (DAP).  Já aos 100 DAP, houve redução de 50,5% no número de J2 

g raiz-1, 56,0% número de J2 200 cm3 de solo e 52,9% o fator de reprodução. O 

aumento da produtividade foi equivalente a 153 kg ha-1. Em campo, o tratamento com 

a bactéria reduziu em 33,7% e 44,0% o número de J2 e número total de fitonematoides 

g raiz-1, respectivamente, aos 50 DAP. Desta forma, conclui-se que a cepa BaNCT02 

de B. amyloliquefaciens controla M. incognita na cultura da soja. 

 

Palavras-chave: Controle biológico. Nematoide das galhas. Glycine max. 
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Efficiency of Bacillus amyloliquefaciens strain BaNCT02 in  

the control of Meloidogyne incognita in soybean 

 

ABSTRACT 

 

Biological control with Bacillus can be an effective alternative in the management of 

Meloidogyne. The application of Bacillus spp. in seed treatment and in soybean 

planting furrows, besides reducing the Meloidogyne population, it can increase grain 

production. To verify the efficiency of the BaNCT02 strain of Bacillus amyloliquefaciens 

in the control of M. incognita in soybean, experiments were carried out in a greenhouse 

and in the field. The population of plant-parasitic nematodes in the root and soil, the 

reproduction factor, the growth promotion, and productivity of soybean were assessed. 

In the greenhouse, there was a reduction of 47.1% and 47.9% in the number of J2 and 

total number of plant-parasitic nematodes g root-1, respectively, at 50 days after 

planting (DAP). At 100 DAP, there was a reduction of 50.5% in the number of J2 g root-

1, 56.0% in the number of J2 200 cm3 of soil and 52.9% in the reproduction factor. The 

increase in productivity was equivalent to 153 kg ha-1. In the field, the treatment with 

the bacteria reduced by 33.7% and 44.0% the number of J2 and the total number of 

plant parasitic nematodes g root-1, respectively, at 50 DAP. Thus, it is concluded that 

the BaNCT02 strain of B. amyloliquefaciens controls M. incognita in soybean. 

 

Keywords: Biological control. Root-knot nematode. Glycine max. 
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INTRODUÇÃO 

 

 Os fitonematoides do gênero Meloidogyne causam prejuízos em várias culturas 

agrícolas em todo o mundo. Esses fitonematoides reduzem a qualidade de algumas 

culturas, além de reduzir a absorção de água e nutrientes, ocasionando, em alguns 

casos, a morte da planta. Além disso, aumenta a predisposição das plantas a outros 

patógenos (Pinho, 2010). 

 O manejo de nematoides é dificultado por serem habitantes de solo, possuírem 

ampla gama de hospedeiros e, em alguns casos, alta variabilidade genética (Ferraz e 

Brown, 2016). De acordo com Alcanfor et al. (2001), outro fator que dificulta seu 

manejo é sua cutícula pouco permeável, dificultando a ação de produtos químicos e 

biológicos.  

 Assim, a redução da população de nematoides no solo depende da integração 

de várias táticas de controle, incluindo controle biológico, uso de variedades 

resistentes, plantas antagonistas, rotação de cultura e controle químico (Helena et al., 

2006). Nos últimos anos, inúmeras pesquisas com intuito de identificar inimigos 

naturais dos fitonematoides vem sendo realizadas no mundo (Araújo et al., 2002; 

Terefe et al., 2008; Fernandes et al, 2014; Szilagyi-Zecchin et al, 2015; Basyony e 

Abo-Zaid, 2018; Mazzuchelli et al., 2020; Gowda et al. 2022). As bactérias são um dos 

principais organismos com potencial de exploração comercial para o controle de 

fitonematoides. Algumas bactérias presentes na rizosfera impedem a penetração de 

nematoides, induzem resistência em plantas e produzem substâncias nematotóxicas 

(Nunes et al., 2010).  

Bactérias do gênero Bacillus liberam metabólitos com efeito deletério em 

diferentes etapas no desenvolvimento de fitonematoides, podendo atuar na 

embriogênese do ovo, eclosão, sobrevivência de juvenis e reprodução (Machado et 

al., 2012). Produtos classificados como nematicidas e fungicidas a base de bactérias 

Bacillus amyloliquefaciens já estão comercialmente disponíveis para os agricultores. 

No Brasil, os produtos contendo a bactéria são recomendados para o tratamento de 

sementes, aplicação foliar e em sulco de plantio. Esses produtos já possuem registro 

no Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), e tem como praga 

alvo vários patógenos de plantas, tais como: Meloidogyne incognita, Meloidogyne 

javanica, Pratylenchus brachyurus, Rotylenchus reniformis, Heterodera glycines e 

Sclerotinia sclerotiorum (Agrofit, 2023). 
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Após a identificação dos mecanismos de ação da cepa BaNCT02 de B. 

amyloliquefaciens, descrito no capítulo anterior, é relevante a validação com ensaios 

em casa de vegetação, o que possibilita verificar efeito em condições controladas e 

principalmente as implicações no fator de reprodução de fitonematoides. Além disso, 

em condições de campo, é possível validar o efeito na redução de infecção do 

patógeno e a resposta na produtividade da cultura. A partir dos resultados obtidos, 

será possível concluir a eficácia da cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens no 

controle de nematoides, bem como o seu potencial nematicida. 

 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 
Efeito de B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 no controle de M. incognita em 

soja cultivada em casa de vegetação 

 
 

O experimento foi conduzido na casa de vegetação da empresa NOOA 

BRASIL, localizada na rodovia BR 365 - Km 428 (latitude: 18º44’10,17” S e longitude: 

46º40’7,21” O), no município Patos de Minas-MG. Foi utilizado solo e areia (9:1 v/v) 

previamente peneirado e autoclavado a 120 ºC durante uma hora, por duas vezes. O 

solo foi submetido para análise química e física (Tabela 7). Após o preparo, o solo foi 

homogeneizado com auxílio de betoneira e colocado em vasos plásticos de 8 L de 

capacidade, preenchidos com seis kg de solo, os quais foram mantidos em casa de 

vegetação.  

 

Tabela 7 - Características químicas e textura do solo utilizado para condução de experimentos 
em casa de vegetação. 

pH P-Mel P-rem K+ Ca2+ Mg2+ Al3+ H + Al 

....H2O.... ........................mg dm-3...................... ...............................cmolc dm-3............................... 

5,84 6,80 9,59 338,49 3,40 1,48 0,03 2,89 

SB t T V m Areia Silte Argila 

....................cmolc dm-3.................. ................%................ ...........................g kg-1.......................... 

5,75 5,78 8,64 66,55 0,52 292 208 500 

B Cu Fe Mn Zn S M.O.  COT 

............................................................mg dm-3....................................................... .............dag kg-3............ 

0,38 1,92 31,45 40,43 5,94 12,07 3,00  1,74 
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Os ovos de M. incognita foram extraídos conforme descrito por Boneti e Ferraz 

(1981). No momento da semeadura, o solo de cada vaso foi infestado com 5000 ovos 

e J2 de M. incognita. A aplicação da suspensão de nematoides foi realizada em três 

orifícios de cinco centímetros de profundidade, a cerca de três centímetros da 

semente (Fernandes et al., 2014). 

O delineamento adotado foi blocos casualizados, constituído por três 

tratamentos e 16 repetições, totalizando 54 unidades experimentais (Tabela 8). As 

doses utilizadas foram previamente determinadas em outros experimentos (dados não 

divulgados). Em cada vaso foi semeado quatro sementes de soja CZ37B43 IPRO 

(ciclo tardio; suscetível a Meloidogyne), e posteriormente foi realizado o desbaste para 

duas plantas por vaso.  

 

Tabela 8 – Descrição dos tratamentos dos experimentos avaliando o efeito de Bacillus 
amyloliquefaciens cepa BaNCT02 no controle de Meloidogyne incognita em soja cultivada em 
casa de vegetação e campo. 

Tratamentos Forma de aplicação Dose  

Controle não tratado - - 

B. amyloliquefaciens BaNCT02 TS 4 (ml kg-1)  

B. amyloliquefaciens BaNCT02 Sulco 400 (ml ha-1) 
TS: Tratamento de sementes 

 

A cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens, que foi usado neste projeto, 

pertence à empresa Nooa Ciência e Tecnologia Agrícola. A bactéria foi avaliada em 

suspensão concentrada com concentração 1,0 x 109 UFC/ml para aplicação em 

tratamento de semente (TS) e sulco de plantio. A aplicação em sulco foi realizada com 

pulverizador costal elétrico calibrado com pressão de 58 psi, ponta de pulverização 

tipo leque AD 11002 e vazão de 9 mL seg-1. Os sulcos foram abertos com três 

centímetros de profundidade e as sementes distribuídas manualmente. Em seguida, 

a aplicação da suspensão bacteriana foi realizada com vazão equivalente a 150 L ha-

1. Para o tratamento de sementes de soja, 1000 g de sementes foram acondicionados 

em sacos plásticos (30 x 20 centímetros), seguido da aplicação da suspensão 

bacteriana com uso de pipeta automática e agitação manual, visando 

homogeneização da suspensão com as sementes. 

Para determinar a quantidade de nematoides no solo e nas raízes, as coletas 

foram realizadas aos 50 e 100 dias após o plantio. Em cada vaso, o solo foi 
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homogeneizado e coletado uma amostra de aproximadamente 300 g. Os nematoides 

foram extraídos do solo pela técnica de Jenkins (1964). A extração e quantificação 

dos nematoides nas raízes foi realizada pelo método proposto por Boneti e Ferraz 

(1981), sendo utilizada toda a raiz presente em cada vaso. O fator de reprodução foi 

avaliado através da relação entre a população final (solo e raiz) e inicial de nematoides 

(5000 J2/ovos) (Oostenbrink, 1966). 

A massa seca de parte aérea foi determinada usando duas plantas por vaso no 

estádio V4 (terceira folha trifoliolada completamente aberta). Cada órgão da planta foi 

acondicionado, separadamente, em sacos de papel, e a secagem das diferentes 

partes da planta foi realizada utilizando-se o método padrão de secagem em estufa 

com circulação de ar forçada, a 65 ºC, até peso constante. Paralelamente foi feita a 

quantificação da massa fresca de raiz, uma vez que seria necessário extrair os 

fitonematoides, limitando a secagem das raízes. 

Para estimar a produtividade, as plantas foram colhidas manualmente. O teor 

de água dos grãos foi avaliado com medidor de umidade de sementes portátil (G650I) 

e corrigido para 13%. Para pesagem dos grãos, foi utilizada uma balança digital com 

precisão de 0,01 grama. A produtividade foi estimada em quilograma por hectare (ha), 

sendo considerado a população de 220 mil plantas por ha.  

 

Efeito de B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 no controle do nematoide das 

galhas e produtividade de soja em condições de campo 

 
 

O experimento foi conduzido em área naturalmente infestada com Meloidogyne 

sp., pertencente a Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais - EPAMIG, 

localizada no município de Patos de Minas (MG), sob sistema de irrigação de pivô 

central. O solo foi analisado quanto a sua característica física e química (Tabela 9). O 

manejo da adubação foi realizado com base na análise de solo de acordo com a 5ª 

Aproximação - Recomendações para o uso de corretivos e fertilizantes em Minas 

Gerais (Ribeiro et al., 1999).  Previamente a semeadura foi realizado a coleta de 

amostras de solo, para determinação da população inicial de Meloidogyne sp. onde 

se obteve a população de 482 J2 em 200 cm³ de solo. 
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Tabela 9 – Características físicas e químicas do solo da área experimental de campo 
localizada em Patos de Minas - MG. 

pH P-Mel P-rem K+ Ca2+ Mg2+ Al3+ H + Al 

....H2O.... ........................mg dm-3...................... ...............................cmolc dm-3............................... 

5,35 4,99 13,66 276,94 1,86 0,76 0,03 3,56 

SB t T V m Areia Silte Argila 

....................cmolc dm-3.................. ................%................ ...........................g kg-1.......................... 
3,33 3,36 6,89 48,33 0,89 238 224 538 

B Cu Fe Mn Zn S M.O. COT 

............................................................mg dm-3....................................................... .............dag kg-3............ 
0,19 4,64 20,44 15,90 8,00 6,90 3,77 2,19 

  

O delineamento adotado foi do tipo blocos casualizados, constituído por três 

tratamentos e oito repetições, totalizando 24 parcelas (Tabela 8). A densidade de 

semeadura foi de 11 plantas de soja CZ37B43 IPRO (ciclo tardio; susceptível a 

Meloidogyne) por metro, com espaçamento entre linhas de 0,5 m, perfazendo uma 

população de 220 mil plantas por hectare. Cada parcela experimental foi composta 

por cinco linhas de seis metros de comprimento, com espaçamento entre linhas de 

0,5 m. A área útil de cada parcela foi constituída pelas três linhas centrais, descartando 

0,5 m em cada extremidade da parcela. 

 O manejo de plantas daninhas, pragas e doenças foi realizado de acordo com 

a necessidade da cultura, utilizando-se produtos registrados para cada finalidade. 

Nenhum produto foi usado para o manejo de nematoides, exceto os referentes aos 

tratamentos. 

Os tratamentos, doses e forma de aplicação utilizados foram os mesmos 

descritos no experimento em casa de vegetação. Para determinar a quantidade de 

nematoides no solo, as coletas foram realizadas no dia do plantio, aos 50 e 100 DAP. 

Em cada parcela, foram coletadas três amostras simples para formação de uma 

composta, com auxílio de trado holandês na profundidade de 0-20 centímetros. Os 

nematoides foram extraídos do solo pela técnica de Jenkins (1964). A extração e 

quantificação dos nematoides nas raízes foi pelo método proposto por Boneti e Ferraz 

(1981). O fator de reprodução foi avaliado através da relação entre a população final 

e inicial de nematoides (Oostenbrink, 1966). A produtividade foi determinada colhendo 

as plantas manualmente considerando-se as três fileiras centrais, descartando-se 0,5 

m em cada extremidade. E a produtividade foi estimada em quilograma por hectare. 
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Análise estatística 

 
 

Os dados foram submetidos aos testes de Levene (Med), Jaque-Bera, 

aditividade e ESD para avaliação das condições de homogeneidade das variâncias, 

normalidade dos resíduos, aditividade do modelo e presença de outliers, 

respectivamente. Os dados foram submetidos à análise de variância (p = 0,05). As 

diferenças entre as médias foram avaliadas pelo teste de Tukey (p = 0,05). Todas as 

análises estatísticas foram realizadas com auxílio do SPEED Stat 2.6 (Carvalho et al. 

2020). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Efeito de B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 no controle de M. incognita em 

soja cultivada em casa de vegetação 

 
 
 A cepa BaNCT02 reduziu o número de nematoides nas raízes de soja aos 50 

DAP (Figura 13). O tratamento com B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 em sulco de 

plantio reduziu em 47,1% o número de J2 M. incognita por grama de raiz em relação 

ao controle (Figura 13A). O número total de fitonematoides (J2 + ovos) g raiz-1 foram 

reduzidos em 47,9% em relação ao controle (Figura 13C). Por sua vez, nenhum 

tratamento reduziu o número de ovos por grama de raiz, ovos e nematoides em 200 

cm³ de solo (Figura 13B, D, E e F). 
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Figura 13 – Efeito da aplicação de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 em tratamento 
de sementes e sulco de plantio na cultura da soja cv CZ37B43 IPRO sobre Meloidogyne 
incognita aos 50 dias de cultivo em casa de vegetação. A) número de J2, (B) número de ovos 
e (C) número total de M. incognita (g raiz-1). (D) número de J2, (E) número de ovos e (F) 
número total de M. incognita (200 cm³ de solo). Médias com letras distintas diferem entre si 
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. * não significativo. ** As figuras A, B e C os dados 
foram submetidos a transformação pelo método de raiz cubica. BaNCT02 TS: B. 
amiloliquefaciens em tratamento de sementes. BaNCT02 Sulco: B. amyloliquefaciens em 
aplicação em sulco de plantio. 
 

 

 Aos 100 DAP, foi observado que a aplicação de B. amyloliquefaciens cepa 

BaNCT02 em sulco de plantio reduziu em 50,5% o número de J2 de M. incognita em 

raízes de soja (Figura 14A), em 56,0% o número de J2 em 200cm³ de solo e em 54,8% 

o número total de fitonematoides em 200 cm³ de solo (Figura 14D e E). Nenhum 

tratamento reduziu o número de ovos na raiz e no solo (Figura 14B e F) e número total 

de fitonematoides nas raízes (Figura 14C). 
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Figura 14 - Efeito da aplicação de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 em tratamento 
de sementes e sulco de plantio na cultura da soja cv CZ37B43 IPRO sobre Meloidogyne 
incognita aos 100 dias de cultivo em casa de vegetação. (A) Número de J2, (B) número de 
ovos e (C) número total de M. incognita (g raiz-1). (D) Número de J2, (E) número de ovos e (F) 
número total de M. incognita (200 cm³ de solo). Médias com letras distintas diferem entre si 
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. * não significativo. **As figuras A e C os dados foram 
submetidos a transformação pelo método de BoxCox γ = -1,1. BaNCT02 TS: B. 
amiloliquefaciens em tratamento de sementes. BaNCT02 Sulco: B. amyloliquefaciens em 
aplicação em sulco de plantio. 
 
 

O fator de reprodução de M. incognita foi reduzido em 52,9% em parcelas 

tratadas com a cepa BaNCT02 em sulco de plantio (Figura 15A). A produtividade de 

grãos estimada em kg ha-1, foi 8,6% maior após a aplicação de BaNCT02 via sulco de 

plantio, em comparação ao controle (Figura 15B). 
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Figura 15 - Efeito da aplicação de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 em tratamento 
de sementes e sulco de plantio na cultura da soja cv CZ37B43 IPRO sobre Meloidogyne 
incognita cultivo em casa de vegetação. A) Fator de reprodução de M. incognita em soja. B) 
Produtividade de cultura da soja (kg ha-1). Médias com letras distintas diferem entre si pelo 
teste Tukey a 5% de probabilidade. BaNCT02 TS: B. amiloliquefaciens em tratamento de 
sementes. BaNCT02 Sulco: B. amyloliquefaciens em aplicação em sulco de plantio. 
 
 

De forma geral, o tratamento via sulco de plantio foi melhor que o tratamento 

via sementes, isso pode ter ocorrido devido ao volume do produto aplicado. Se 

considerarmos que foi utilizado 50 kg de sementes de soja por hectare e a dose 

utilizada no tratamento de sementes foi 4 mL kg-1, o volume aplicado foi de 200 mL 

ha-1. Já na aplicação via sulco de plantio, o volume foi de 400 mL ha-1. 

Araújo et al. (2012) relataram que o tratamento de sementes de soja com B. 

subtilis reduziu em 70% o número de nematoides das galhas em relação ao controle, 

nível similar ao carbofurano. Outra cepa de B. subtilis, aplicada via tratamento de 

semente e sulco de plantio, também controlou M. incognita e Heterodera glycines em 

condições de casa de vegetação (Araújo, et al., 2002; Basyony e Abo-Zaid, 2018). 

Terefe et al. (2008), avaliaram que a aplicação de B. firmus na cultura do tomate reduz 

em 76,0% o fator de reprodução e em 45,0% o número de ovos. 

Não foi observada diferença estatística para as variáveis massa seca de parte 

aérea e massa fresca de raiz. Logo, a aplicação de B. amyloliquefaciens cepa 

BaNCT02 não promove o crescimento de plantas de soja (Figura 16A e B), tão pouco 

causou fitotoxicidade (Figura 17) aos 50 DAP. Algumas cepas bacterianas podem 

interagir com as plantas e induzir o crescimento vegetal, assim como observado em 

tomateiros tratados com a cepa FZB42 de B. amyloliquefaciens (Szilagyi-Zecchin et 

al, 2015). No entanto, essa característica não é comum a todos as bactérias e 
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possivelmente a cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens não possui essa habilidade, 

assim como observado com a cepa de B. subtilis em tomateiro (Fernandes et al, 2014).  

 

 

Figura 16 – Aplicação de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 via tratamento de 
sementes e sulco de plantio e seu efeito na promoção de crescimento no cultivo da soja cv 
CZ37B43 IPRO cultivada em casa de vegetação. A) Massa seca de parte aérea (g planta-1). 
B) Massa fresca de raiz (g planta-1). *não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de 
probabilidade. **Para a variável massa fresca de raiz os dados foram submetidos a 
transformação pelo método de raiz (y). BaNCT02 TS: B. amiloliquefaciens em tratamento de 
sementes. BaNCT02 Sulco: B. amyloliquefaciens em aplicação em sulco de plantio. 
 

 

Figura 17 – Efeito da aplicação de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 em tratamento 
de sementes e sulco de plantio na cultura da soja cv CZ37B43 IPRO, sem efeito de 
fitotoxicidade, aos 50 dias, cultivada em casa de vegetação. A) Plantas sem tratamento; B) 
Plantas tratadas com 4 mL kg-1 de semente; C) Plantas tratadas com 400 mL ha-1 no sulco de 
plantio. 

A) B) C) 
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Efeito de B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 no controle do nematoide das 

galhas e produtividade de soja em condições de campo 

 
 

Aos 50 DAP, a aplicação de B. amyloliquefaciens cepa BaNCT02 via sulco de 

plantio reduziu em 33,7% o número de J2 de Meloidogyne sp. g raiz-1 (Figura 18A). O 

número total de fitonematoides g raiz-1 foi reduzido em 44,0% quando a cepa 

BaNCT02 foi aplicada via tratamento de sementes (Figura 18C). No entanto, nenhum 

tratamento reduziu o número de ovos em raiz e número de J2 em 200 cm³ de solo 

(Figura 18B e D). 

 

 

Figura 18 – Efeito da aplicação de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 em tratamento 
de sementes e sulco de plantio na cultura da soja cv CZ37B43 IPRO sobre nematoides das 
galhas (Meloidogyne sp.) aos 50 dias de cultivo em campo. A) número de J2, B) número de 
ovos e C) número total de Meloidogyne (g raiz-1). D) número de J2 de Meloidogyne (200 cm³ 
de solo). Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 
* não significativo. BaNCT02 TS: B. amiloliquefaciens em tratamento de sementes. BaNCT02 
Sulco: B. amyloliquefaciens em aplicação em sulco de plantio. 

 

Aos 100 DAP, nenhum tratamento reduziu os números de J2 no solo e J2, ovos 

e totais de fitonematoides em raiz de soja (Figura 19A, B, C e D). Nesse mesmo 

sentido, nenhum tratamento reduziu o fator de reprodução de Meloidogyne sp. (Figura 
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20A) ou aumentou a produtividade da cultura da soja (Figura 20B). Para cálculo do 

fator de reprodução foi realizado a relação da população final (solo + raiz) e inicial, 

sendo a população inicial estimada antes do plantio, onde se verificou a presença de 

480 J2 de Meloidogyne sp. em 200 cm³ de solo. 

 

Figura 19 - Efeito da aplicação de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 em tratamento 
de sementes e sulco de plantio na cultura da soja cv CZ37B43 IPRO sobre nematoides das 
galhas (Meloidogyne sp.) aos 100 dias de cultivo em campo.  A) número de J2, B) número de 
ovos e C) número total de Meloidogyne (g raiz-1). D) número de J2 de Meloidogyne (200 cm³ 
de solo). * não significativo pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. **A figura A, os dados 
foram submetidos a transformação pelo método de raiz cubica. BaNCT02 TS: B. 
amiloliquefaciens em tratamento de sementes. BaNCT02 Sulco: B. amyloliquefaciens em 
aplicação em sulco de plantio. 
 
 

 



55 

 

 

 

Figura 20 – Efeito da aplicação de Bacillus amyloliquefaciens cepa BaNCT02 em tratamento 
de sementes e sulco de plantio na cultura da soja cv CZ37B43 IPRO sobre Meloidogyne sp. 
cultivada em condições de campo. A) Fator de reprodução de Meloidogyne sp. B) 
Produtividade de cultura da soja (kg ha-1). * médias não diferem entre si pelo teste Tukey a 
5%. BaNCT02 TS: B. amiloliquefaciens em tratamento de sementes. BaNCT02 Sulco: B. 
amyloliquefaciens em aplicação em sulco de plantio. 
 

Várias pesquisas comprovaram a ação nematicida de espécies de Bacillus em 

condições de casa de vegetação (Araújo, et al., 2002; Fernandes et al, 2014; Szilagyi-

Zecchin et al, 2015; Basyony e Abo-Zaid, 2018). Todavia, poucos trabalhos foram 

conduzidos em campo e, principalmente envolvendo formas de aplicação do 

antagonista, como realizado nesse trabalho. Na cultura da cana, a aplicação de B. 

subtilis em sulco de plantio foi eficiente na redução da população de Meloidogyne e 

Pratylenchus, por três ciclos de cultivo, enquanto que o nematicida químico carbofuran 

foi eficiente apenas em um ciclo (Mazzuchelli et al., 2020). Em média, o residual dos 

produtos químicos no solo não supera 90 dias. Por sua vez, uma vez estabelecidos e 

em condições favoráveis, os agentes de biocontrole podem até induzir a 

supressividade no solo (Dinardo-Miranda et al., 2008; Bettiol e Morandi, 2009). Além 

disso, o uso de moléculas químicas atua em microrganismos não alvo, causando 

assim desequilíbrio na microbiota do solo. Estudos com dois cepas de bactérias, B. 

marisflavi cepa CRB2 e B. subtilis CRB7 em combinação, aplicados no tratamento de 

sementes, demonstraram que houve efeito nematicida contra M. incognita em 

quiabeiro e aumento da produtividade da cultura (Gowda et al. 2022). Paula Filho 

(2021) relatou que uma cepa da mesma espécie desse estudo (B. amyloliquefaciens) 

reduz o fator de reprodução de M. incognita em 37,60%. 
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CONCLUSÃO 

 
 

Conclui-se que a cepa BaNCT02 de B. amyloliquefaciens reduz a infecção de 

M. incognita aos 50 e 100 DAP, reduz o fator de reprodução e consequentemente 

incrementa na produtividade da cultura da soja em casa de vegetação. Já em 

condições de campo, o isolado reduz a infecção de Meloidogyne sp. aos 50 DAP. 
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