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RESUMO

A cultura do feijao pode ser acometida por diversos fatores que afetam sua produgédo, como o
parasitismo de nematoides do género Meloidogyne. A utilizacdo de rizobactérias se mostra
promissora na mitigagdo dos danos causados por fitonematoides. Diante disso, objetivou-se
avaliar a utilizagdo de um formulado a base de Bacillus subtilis-34 (Biouninema) no controle de
Meloidogyne javanica em feijoeiro comum. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao
em delineamento em blocos casualizados, com quatro tratamentos, sendo as concentragdes
do formulado com 27 mL (25%) e 54 mL (25%), Onix e sementes puras, com seis repetigdes.
Os tratamentos foram aplicados nas sementes de feijdo BRS-Estilo e aos 29 e 42 apds a
emergéncia das mudas. A inoculacédo de M. javanica ocorreu 15 dias apds a emergéncia das
plantas, na concentracdo de 5000 ovos. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Scott Knott a 5%. Apds 50 dias da inoculagédo foram
avaliadas peso fresco da raiz, vagem, numero de vagens, numero de folhas, didmetro do caule,
altura de plantas, peso de matéria fresca e seca e indice SPAD, além das variaveis
nematologicas. As doses utilizadas da formulagao bacteriana e o Onix promoveram menores
médias para numero de galhas, massas e numero de ovos comparados a testemunha.
Observou-se no fator de reproducdo redugdo quando foram usadas as doses de 54 mL e o
Onix em relagéo a testemunha. Nao houve efeito dos tratamentos sobre o niumero de J2 do
nematoide e sobre as caracteristicas vegetativas.

PALAVRAS-CHAVE: Nematoide das galhas. Bacillus subtilis, Rizobactéria. Controle bioldgico.
Phaseolus vulgaris L.
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ABSTRACT

Bean cultivation can be affected by several factors that impact its production, such as parasitism
by nematodes of the genus Meloidogyne. The use of rhizobacteria shows promise in mitigating
the damage caused by plant-parasitic nematodes. Therefore, the objective was to evaluate the
use of a formulation based on Bacillus subtilis-34 (Biouninema) in the control of Meloidogyne
javanica in BRS Estilo common bean cultivar. The experiment was conducted in a greenhouse
in a randomized block design, with six treatments: formulation concentrations of 27 mL (25%)
and 54 mL (25%), Onix, and pure seeds, with four replications. The treatments were applied to
BRS-Estilo bean seeds at 29 and 42 days after seedling emergence. Inoculation with M.
javanica occurred 15 days after plant emergence, at a concentration of 5000 eggs. Data were
subjected to analysis of variance, and means were compared using the Scott-Knott test at 5%.
Fifty days after inoculation, fresh root weight, pod weight, number of pods, number of leaves,
stem diameter, plant height, fresh and dry matter weight, and SPAD index were evaluated, in
addition to nematological variables. The doses of the bacterial formulation and Onix used
resulted in lower averages for the number of galls, masses, and number of eggs compared to
the control. A reduction in the reproduction factor was observed when doses of 54 mL and Onix
were used compared to the control. There was no effect of the treatments on the number of J2
nematodes or on vegetative characteristics.

KEYWORDS: Root-knot nematode. Bacillus subtilis. Rhizobacteria. Biological control.
Phaseolus vulgaris L.

RESUMEN

El cultivo de frijol puede verse afectado por diversos factores que inciden en su produccion,
como el parasitismo por nematodos del género Meloidogyne. El uso de rizobacterias resulta
prometedor para mitigar el dafio causado por nematodos fitoparasitos. Por lo tanto, el objetivo
fue evaluar el uso de una formulacion a base de Bacillus subtilis-34 (Biouninema) en el control
de Meloidogyne javanica en frijol comun. El experimento se realizé en invernadero con un
disefio de bloques al azar, con cuatro tratamientos: concentraciones de formulacién de 27 mL
(25%) y 54 mL (25%), Onix y semillas puras, con cuatro réplicas. Los tratamientos se aplicaron
a semillas de frijol BRS-Estilo a los 29 y 42 dias después de la emergencia de las plantulas. La
inoculacion con M. javanica se realizé 15 dias después de la emergencia de las plantas, a una
concentracion de 5000 huevecillos. Los datos se sometieron a analisis de varianza y las medias
se compararon mediante la prueba de Scott-Knott al 5%. Después de 50 dias de inoculacién,
se evaluaron: peso fresco de raiz, peso de vaina, numero de vainas, nimero de hojas, diametro
del tallo, altura de planta, peso de materia fresca y seca, e indice SPAD, ademas de variables
nematolégicas. Las dosis de la formulacién bacteriana y Onix utilizadas promovieron promedios
menores para el numero de agallas, masas y numero de huevos en comparacion con el control.
Se observé una reduccion en el factor reproductivo cuando se utilizé la dosis de 54 mL y Onix
en relacion con el control. No hubo efecto de los tratamientos sobre el nimero de nematodos
J2 ni sobre las caracteristicas vegetativas.

PALABRAS CLAVE: Nematodo agallador. Bacillus subtilis. Rizobacteria. Control biolégico.
Phaseolus vulgaris L.
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1. INTRODUGAO

Dentre as principais plantas cultivadas no Brasil e no mundo, encontra-se o feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) (Singh, 2020). Essa leguminosa apresenta-se como uma das
alternativas de alimento para a populagcéo de baixa renda no Brasil, com destaque na regiao
do nordeste brasileiro (Cavalcante et al., 2017). Apesar da importdncia da cultura, sua
produtividade ainda é baixa. Isso se deve ao baixo nivel tecnoldgico empregado no cultivo
(Moura et al., 2018).

Dos diversos problemas fitossanitarios da cultura, o nematoide das galhas,
Meloidogyne javanica é considerado como um dos principais responsaveis pelo baixo
rendimento, principalmente em regides onde prevalecem altas temperaturas, o que aumenta o
estresse da planta e interfere na resisténcia ao parasitismo (Jagdale et al., 2021).

As medidas de controle mais adequadas para Meloidogyne spp. na cultura do feijao,
sao a rotagao de culturas, o pousio e a utilizagao de variedades resistentes a doengas. No
entanto, sdo escassas cultivares resistentes (Lima et al., 2018) e a rotagdo de culturas ou
pousio sao dificeis em fungéo da possibilidade de o agricultor realizar o plantio em trés épocas
do ano em areas irrigadas, o que proporciona aumento na densidade populacional do
nematoide na area. Outra medida de controle de nematoides que tem demonstrado potencial
€ a utilizacado de bactérias aplicadas via sementes. Dentre os géneros de bactérias que tém
apresentado resultados mais promissores destacam-se Pseudomonas (P. fluorescens e P.
aeruginosa), Paenibacillus e Bacillus (Liu et al., 2020).

As rizobactérias apresentam diversos mecanismos que estao envolvidos no controle
de nematoides como, alteracdo dos exsudatos das raizes, com consequente limitagdo na
penetragdo de nematoides e redugéo da eclosdo de juvenis (Ansari et al., 2020), redugéo da
eclosao de juvenis, produgcdo de enzimas e substancias tdxicas e indugdo de resisténcia
sistémica da planta hospedeira (Wu et al., 2018).

A utilizagdo de produtos bioldgicos € uma alternativa eficaz e promissora, pois
apresentam controle eficiente de diversos patégenos e consequentemente promovem aumento
no rendimento das culturas (Raveau et al., 2020). Além do controle biolégico, as rizobactérias
podem também promover o crescimento de plantas por meio da produgéo de reguladores de
crescimento como o acido-indol-acético (AlA), giberelinas e citocininas; fixagdo biolégica de
nitrogénio e, ainda, podem solubilizar fosfato inorganico (Swarnalakshmi et al., 2020).

A rizobactéria Bacillus subtilis, apresenta atividade nematicida, relatada como

produtora de enzimas protease e enzimas quitinase e fixadora de nitrogénio (Adiwena et
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al.,2023). Sao relatadas como eficazes no controle de nematoides das galhas em experimentos
de laboratério, estufa e campo (Chinheya et al. 2017).

Em trabalhos realizados por Lopes et al. (2019b) foi desenvolvida uma formulacao
liquida de Bacillus subtilis-34 em meio liquido de arroz (biouninema) que apresentou longo
periodo de prateleira e foi eficiente no controle de M. javanica em tomateiro e alface. Dessa
forma, objetivou-se avaliar o potencial de biouninema no controle de M. javanica em feijoeiro
BRS-Estilo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local experimental

Os experimentos foram montados no laboratério de fitopatologia e em casa de
vegetagdo da Universidade Estadual de Montes Claros, campus Janauba-MG. Foram utilizadas

sementes de feijao do grupo comercial carioca, cultivar BRS Estilo.

2.2. Multiplicacao e obtenc¢ao do indéculo de Meloidogyne javanica

Mudas de tomateiro cv. Kada, cultivadas em casa de vegetagao, foram obtidas a partir
da semeadura em bandejas contendo o substrato Bioplant®. Aos 20 dias, foram transplantadas
para vasos de 3 dcm3 de capacidade contendo Bioplant®. Em seguida, adicionou-se, em trés
orificios ao redor da plantula, uma suspenséao contendo 5.000 ovos de M. javanica em plantas
de tomateiros cv. Kada. Sessenta dias apds a infestagdo do solo, realizou-se a extragédo de
ovos das raizes. Para isto, as raizes com sintomas de galhas foram colhidas, lavadas e picadas
em pedagos de aproximadamente um centimetro e, em seguida, transferidas para o
liquidificador. Posteriormente, adicionou-se solugao de hipoclorito de sédio na concentragéo de
0,5% e as raizes foram trituradas por 20 segundos na menor velocidade. A suspensédo obtida
foi vertida em peneiras sobrepostas de 20, 60 e 500 mesh. Os ovos retidos nesta ultima peneira
foram recolhidos com auxilio de jatos de agua por meio de uma pisseta e recolhidos em béquer
(Hussey e Barker, 1973 modificada por Bonetti e Ferraz, 1981). A suspensao contendo os ovos
foi quantificada e calibrada em camaras de Peters para 3.000 ovos/mL em microscopio de

objetiva invertida.
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2.3. Multiplicagao de Bacillus subtilis-34

Bacillus subtilis-34 foi multiplicado em meio Tryptic Soy Agar (TSA) por 48 horas, a
28°C em BOD. Apo6s esse periodo, com o uso de solugéo salina 0,85% (8,5 NaCl g L™) as
colénias foram colocadas em suspensao e acondicionadas em microtubos tipo eppendorf de

em geladeira. Essa solugao foi utilizada como solugéo estoque.

2.4. Preparo da formulagédo de arroz a base de Bacillus subtilis-34

Dez gramas de arroz foram acondicionados em potes de 300 mL, em seguida foram
colocados em autoclave a 120 atmosfera por 20 minutos. Posteriormente, em camara de fluxo
adicionou-se solugéo, de 100 mL de agua com C12H 22 O14, 55,5 g de NaCl e 49,29 g KH2PO4
litro™, pH 7 (Lopes et al., 2019b), previamente autoclavada. Em seguida adicionou-se uma
aliquota de 100 uL de B. subtilis-34 e incubou-se em agitador orbital a 28° e 220 rpm por 32
horas. Apds esse periodo, realizou-se a diluicdo do meio com agua destilada esterilizada para

obtencao da calda a 25%.

2.5. Tratamento das sementes com a formulagdao do meio liquido de arroz a base de
Bacillus subtilis-34

Sementes de feijao do grupo comercial carioca, cultivar BRS Estilo foram desinfestadas
em alcool 70% durante 30 segundos, em seguida foram imersas em hipoclorito de sodio 0,5%
por 1 min. Posteriormente, lavadas por 3 vezes durante 30 segundos em agua destilada
esterilizada, por fim, foi realizada a secagem por um periodo de 6 horas em camara de fluxo
laminar com luz ultravioleta. As sementes de feijdo BRS Estilo foram tratadas com duas doses
de formulagdo a 25% (27 mL e 54 mL). As sementes foram imersas as suspensdes por 30
minutos e em seguida foram secas em camara de fluxo laminar por 2 horas e em seguida

realizou se o plantio em vaso.

2.6. Montagem do experimento

O experimento foi montado em delineamento em blocos ao acaso com quatro
tratamentos e seis repetigées. Os tratamentos consistiram de: T1: Biouninema aplicado as
sementes e ao solo na dose de 27 mL, T2: Biouninema aplicado as sementes e ao solo na dose
de 54 mL de Biouninema, T3: Onix na dose de 600 pL aplicado as sementes e ao solo, T4:
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Testemunha (sem nenhum tratamento). A dose de Onix foi a recomendada pela empresa
produtora. O experimento foi conduzido em vasos com capacidade de 3 litros, contendo solo
areno-argiloso (Latossolo amarelo) previamente autoclavado por 3 dias consecutivos. Cinco
sementes de feijao foram semeadas e, apdés a emergéncia, realizou-se o desbaste, deixando-
se uma planta por vaso. As plantas foram irrigadas diariamente. A adubagdo com fésforo
(Superfosfato Simples - 18% de P20s) foi realizada no momento do plantio das sementes
utilizando — se 5 gramas por vaso, a cada 7 dias aplicou-se 0,2 g de cloreto de potassio (KCI)
e 0,75 g de Sulfato de amonio, (NH,),SO,. A adubagdo com micronutrientes, foi realizada aos
15 dias ap6s a emergéncia e, com 30 dias, ambas na concentragdo de 0,5 g por vaso. Apds 15
dias da emergéncia aplicou-se um volume de 7,5 mL de suspensdo aquosa contendo 5.000
ovos e eventuais Juvenis (J2) de M. javanica. A suspensao contendo nematoide foi adicionada
em trés orificios de aproximadamente trés centimetros de profundidade ao redor de cada planta
de feijoeiro BRS Estilo. As aplicagbes de biouninema foram realizadas aos 14 e 27 dias apoés

aplicagao da suspensao aquosa de M. javanica.

2.7. Avaliagoes agronémicas

Decorridos 50 dias da inoculagéo de M. javanica, foram realizadas as avaliagdes: peso
fresco da raiz, peso fresco da vagem, numero de vagens contagem do numero de folhas,
didmetro do caule, altura de plantas, peso de matéria fresca e seca da parte aérea e indice
SPAD. Para determinagado do peso da matéria seca da parte aérea das plantas, estas foram
secas em estufa sob ventilagdo forcada a 65 °C até peso constante e, em seguida, pesadas

em balanga analitica.

2.8. Avaliagoes nematolégicas

Para as avaliagdes nematoldgicas, os sistemas radiculares das plantas foram coletados
e lavados cuidadosamente em agua parada em balde. Em seguida, foram pesados e corados
com floxina B (15 mg/l por 20 minutos) (Taylor e Sasser, 1978), para contagem de galhas e
massas de ovos. Posteriormente, as raizes foram trituradas em liquidificador com hipoclorito
de sddio 0,5% para extragdo de ovos, de acordo com a técnica de Hussey e Barker (1973)
modificada por Bonetti e Ferraz (1981). O numero de juvenis de segundo estadio (J2) foi obtido
apo6s coleta de 100 cm?® de solo dos vasos e extracdo destes de acordo com a técnica de
Jenkins (1964). A contagem do numero de ovos e Juvenis (J2) do nematoide foi realizada em

camara de Peters em microscoépio de objetiva invertida.
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2.9. Delineamento experimental

O experimento foi montado em delineamento em blocos ao acaso com quatro
tratamentos e seis repetigbes. Os tratamentos consistiram de: Agua destilada, 27 mL de
Biouninema, 54 mL de Biouninema, Onix (600 uL), semente pura e testemunha. A dose de Onix
foi a recomendada pela empresa produtora. Os dados foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Os dados foram analisados

no software Sisvar (Ferreira et al., 2011).

3. RESULTADOS

As doses da formulagéo alternativa foram eficientes na redugdo do nimero de galhas
nas raizes em relagdo a testemunha. Com relagdo ao nimero de massas de ovos, ovos por
raiz e fator de reproducgéo, houve redugéo significativa proporcionada pela formulagdo em
ambas as doses em relagéo a testemunha (Tabela 1). As doses de 27 mL e 54 mL reduziram
0 numero de massas de ovos em 38,4% e 48,31%, respectivamente, em relagao a testemunha
(p < 0,05). O numero de ovos foi reduzido em 35,26% e 40,60% por meio da aplicacao das
doses de 27 mL e 54 mL, respectivamente em relacéo a testemunha. Reduc¢des significativas
de 35,10% e 40,65% do fator de reproducao foram promovidas quando se utilizaram as doses

de 27 mL e 54 mL, respectivamente em relagcéo a testemunha (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de galhas, de massa de ovos e de ovos por raiz e fator de reprodugao em
feijoeiro BRS-Estilo cultivado em solo submetido a aplicacdo de Biouninema

Tratamentos Galhas Massas de Nuamero de Fator de reprodugao
ovos ovos
54 mL 392,33 a 314,00 a 15.416,38 a 3,08 a
Onix 4476 a 366,33 a 17.894,72 ab 3,58 ab
27 mL 469,83 a 374,16 ab 16.804,27 b 3,36 a
Semente pura 738,66 b 607,50 b 25.95544 b 519b
Coeficiente de 26,77 34,01 27,26 27,26

variagao (%)

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si a 5% de significancia pelo
teste de Tukey.
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N&o houve efeito significativo dos tratamentos sobre as variaveis agrondmicas
avaliadas (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Média das variaveis matéria seca de parte aérea (MSPA), matéria fresca de raiz
(MFR), matéria fresca de vagens (MFV), matéria seca das vagens (MSV), indice SPAD,
numero de vagens (NV), matéria fresca de parte aérea (MFPA), numero de folhas por planta
(NF), didmetro do caule, altura de plantas em plantas de feijoeiro cultivado em solo com
Biouninema

Tratamentos 54 mL 27 mL Onix Testemunha CV (%)
MSPA (g) 2,3 1,8 3,5 2,2 56,84
MFR (g) 5,8 4,7 6,5 50 38,76
MFV (g) 7,5 4,5 4,2 9,5 70,96
MDV (g) 1,3 1,7 1,7 1,5 38,92
SPAD 29,1 29,6 33,3 31,0 20,14
NV 4,7 3,3 2,5 3,0 88,98
MFPA (g) 13,3 8,5 16,3 11,7 46,43
NF 41,5 27,5 38,8 40,8 60,92
Diametro (cm) 0,2 0,2 0,2 0,2 26,32
Altura (cm) 34,2 22,7 26,7 27,0 41,02

Médias seguidas da mesma letra na linha, n&o diferem entre si a 5% de significancia pelo
teste de Tukey.

4. DISCUSSAO

Por meio dos resultados obtidos em relacdo a capacidade reprodutiva (ovos, e fator
de reproducéo) de M. javanica em feijoeiro BRS Estilo percebe-se que as duas doses avaliadas
da formulagao alternativa do meio liquido de arroz a base de B. subtilis-34 foram tao eficientes
no controle do nematoide quanto o produto comercial Onix. Esta formulacdo ja havia
demonstrado resultados positivos no controle de Meloidogyne spp. em alface e tomateiro
(Lopes et al., 2019), (Lopes et al., 2019b). A formulagdo sem diluicéo ja era considerada de
baixo custo (Lopes et al., 2019a), no entanto, no presente trabalho utilizou-se a formulagao
diluida a 25%, tornando-se uma alternativa mais econémica e vantajosa. A bactéria utilizada
no presente trabalho ja demonstrou redug¢édo do numero de juvenis de M. javanica e severidade
do Mal do Panama em bananeira (Lopes et al., 2018; Ribeiro et al., 2012) e dentre os
mecanismos de controle bioldgico foi constatado por Silva (2019) atividade enzimatica da
lipase.

Varios trabalhos comprovam a eficiéncia de B. subtilis no controle de Meloidogyne spp.
Abd-el-Khair et al. (2019) verificaram que isolados de B. subtilis reduziram o nimero de juvenis
e de massas de ovos de Meloidogyne spp. em raiz de feijoeiro. Coimbra et al. (2015)
observaram redugdes entre 17,38 e 45,09 % no numero de galhas por grama de raizes e 40,32

a 100 % no numero de ovos de M. javanica por grama de raizes, em tomateiros. Nos
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respectivos tratamentos (27 mL, 54mL da bactéria e Onix) observa-se menores médias para
numero de galhas, massa de ovos e nimero de ovos (Tabela 1) indicando o efeito das bactérias
que atuam no controle de nematoides por mecanismos como produ¢ao de quitinases e
proteases (Abdelrazek et al., 2020) ou pela agéo direta devido a producdo de substancias
téxicas (Gamalero et al., 2020). Messa et al. (2019) trabalhando com isolados de Bacillus spp.
no controle de M. javanica em feijoeiro, observaram redug¢do no numero de ovos do nematoides
em relagao a testemunha. Estes resultados confirmam que as rizobactérias podem ser agentes
eficazes para o controle de nematoides. Diaz-Manzano et al. (2023) avaliaram o controle de M.
javanica em tomateiro com rizobactérias e constataram que B. subtilis reduziu o numero de
ovos, J2, desenvolvimento de células gigantes e reprodugao. Isso demonstra que B. subtilis é
um agente eficiente para o controle bioldgico de Meloidogyne spp. interferindo em diferentes
fases do ciclo do nematoide como resultado de multiplos modos de agao.

Aradjo e Marchesi (2009) avaliaram o efeito de B. subtilis como promotor de
crescimento e agente de supressdo de nematoides formadores de galhas no cultivo do
tomateiro e concluiram que o isolado promoveu o crescimento das plantas e reduziu a
reproducdo de Meloidogyne spp, sob condigbes de casa de vegetagéo, confirmando o seu
potencial para uso em programas de manejo integrado. Este efeito também foi comprovado em
estudo de avaliagao do controle de fitonematoides em cana-de-agucar, no qual B. subtilis
controlou efetivamente o parasita e também promoveu o crescimento da planta (Mazzuchelli et
al., 2020).

No presente trabalho, Biouninema n&o promoveu crescimento do feijoeiro enquanto em
alface e tomate este efeito foi observado por Lopes et al. (2019a) e Lopes et al. (2019b).
Também Sabaté et al. (2020) avaliaram o uso do B. subtilis na cultura da soja e observaram
aumento na absor¢do de nitrogénio e no crescimento das plantas, além de um aumento
significativo no rendimento da cultura no campo. Esta resposta diferenciada de promocéao de
crescimento por B. subtilis em diferentes culturas pode ocorrer visto que existe variabilidade
intraespecifica em bactérias como j& observado por Souza et al. (2024) em bananeira. Esta
variabilidade dentro de uma espécie ja foi comprovada por meio de técnicas de RAPD-PCR

para as bactérias Bacillus cereus e Bacillus thurigiensis (Bozlagan et al., 2010; Oh et al., 2012).

5. CONCLUSOES

As doses de 27mL e 54 mL do produto Biouninema a 25% reduziu a capacidade
reprodutiva de Meloidogyne javanica em feijoeiro.

As doses de 27mL e 54 mL do produto Biouninema n&o afetaram o crescimento das

plantas.
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