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RESUMO

O agronegocio rendeu ao Brasil 177,1 bilhdes no ano de 2021 e esse ganho foi
sustentado gracas a muitas pesquisas e novas tecnologias. O excelente desempenho nao
estd sendo acompanhado pelas tecnologias para avaliar os indices de qualidade
bioldgicas, quando os cultivos utilizam microrganismos para ativar a fertilidade do solo.
Esta deficiéncia de informagao inibe o uso franco dos microrganismos na implantagdo de
praticas manejo e monitoramento de fertilidade. Diante desta realidade este trabalho teve
como objetivo pesquisar a montagem de um protocolo simples e eficiente para
nematoides patogénicos e ndo patogénicos de solo, devido sua importancia na ciclagem
de nutrientes e do excelente potencial do grupo como indicador de qualidade do solo. O
estudo apresentou eficiéncia na extracdo de nematoides nos trés métodos testados.

Palavras-chave: Extracdo de Nematoides. Jenkins, Baermann, Saude do solo.

1 INTRODUCAO

A crescente importdncia do agronegocio para a economia brasileira, tem
demandado o desenvolvimento de novas tecnologias e praticas sustentaveis. Um dos
grandes desafios enfrentados pelo setor estd na melhoria das ferramentas de
monitoramento da qualidade do solo, especialmente quando se utilizam microrganismos
para promover a fertilidade. Apesar do reconhecimento da eficacia dos microrganismos
no incremento da produtividade agricola, ha uma caréncia de metodologias acessiveis

para avaliar a satide do solo com base na presenca de nematdides, organismos que podem



funcionar como importantes bioindicadores. Os nematdides, tanto patogénicos quanto
ndo patogénicos, desempenham um papel importante na ciclagem de nutrientes e no
controle de pragas (Goulart, 2007), mas sua identificagdo em larga escala ainda enfrenta
obstaculos devido a necessidade de equipamentos especializados e conhecimento técnico
avancado.

Apesar dos nematelmintos terem todos os requisitos para serem excelentes
indicadores de qualidade e controladores de pragas, eles raramente sdo coletados e
analisados. Pode-se observar que existe um gargalo na metodologia que dificulta a
diferenciagdo dos diversos géneros e espécies desse grupo. Esta exigéncia da metodologia
disponivel provoca um atraso muito grande para a dindmica da agronomia moderna,
porque ndo existem muitos profissionais com esta qualificag@o e os existentes encontram-
se em grandes centros universitarios que possuem microscopios € equipamentos caros e
profissionais muito qualificados, especialistas na area. No entanto, apesar da grande
estrutura estes centros possuem uma baixa qualidade na prestacdo de servigo para a
comunidade e o custo do transporte onera mais ainda o custo das analises. Com esta
limitagdo a analise dos anelideos nao ¢ utilizada para analises de qualidade e fertilidade
dos solos. Na pratica, estas limitagdes inviabilizam o uso desta metodologia para analises
de rotina nos laboratorios de solo.

Diante deste cendrio, este trabalho tem como objetivo pesquisar a montagem de
um protocolo simples e eficiente para extragdo de nematdides de solo devido sua
importancia na ciclagem do solo e do excelente potencial do grupo como indicador de

qualidade do solo.

2 REFERENCIAL TEORICO

O agronegdcio foi responsavel por 177,0 bilhdes do PIB de Minas Gerais no ano
de 2021 segundo a Agéncia Minas (2022) . Este bom desempenho ¢ consequéncia de
muitas pesquisas e auxilio de novas tecnologias que vem revolucionando o setor. No
entanto, o mercado sinaliza que alimentos produzidos com baixo impacto ambiental serao
mais bem remunerados. Esta tendéncia terd fortes impactos na agricultura, que iré buscar
novas formas de manejos para atender este anseio da sociedade. Neste sentido os
microrganismos sdo uma alternativa bastante eficiente. Os estudos sobre microrganismo

do solo revelam que as relacdes entre eles e as plantas sio bem mais complexas do que



os pesquisadores inicialmente imaginavam. Na verdade, esta conexao ¢ evolutiva, ou seja,
os microrganismos € as plantas evoluiram juntos, construindo uma relacdo de
dependéncia, similar ao que aconteceu com as faner6gamas e seus respectivos
polinizadores.

Atualmente, sabe-se que por trads de cada mineral existe um microrganismo que
ira disponibilizar este mineral para as plantas. Com esta nova relacdo, ja bem descrita por
Ingham (2019), ndo adianta disponibilizar fertilizantes no solo sem a presenca dos
microrganismos corretos junto a rizosfera, porque sem eles, os fertilizantes, mesmo
quando presentes no solo, nao ficam disponiveis as plantas.

Outro fator que ¢ influenciado pela relagdo microrganismo-rizosfera é o formato
e a distribuicdo das raizes no solo e, neste caso, os protozoarios desempenham um papel
fundamental, principalmente nos capins, cereais e cana de actcar. Os protozodrios sao
considerados excelentes indicadores de qualidade por conta da distribuicdo das suas
classes serem bem definidas para cada tipo de solo. Os flagelados s3o mais comuns em
solos mais secos e de preferéncia nativos. Os ciliados estdo mais presentes em solos
irrigados ou encharcados cheios de bactérias e podem ser indicativos de anaerobiose e de
compactagdo. As amebas, no entanto, estdo presentes em praticamente em todos os solos
e sdo boas indicadoras de solos com boa oxigenacdo, desde que sejam de vida livre. A
introducdo de amebas durante o desenvolvimento inicial das plantas pode estimular o
crescimento das raizes, por conta da auxina liberada pelos protozoarios quando estdo
préoximo da rizosfera.

O principal alimento dos protozodrios e nematoides sdo fungos e bactérias,
portanto eles funcionam como controladores da populacdo destes microrganismos,
evitando, assim, que causem doencgas as raizes das plantas. Com a fartura de fungos e
bactérias na rizosfera aumenta o niimero de protozoarios e nematelmintos e, isto tera
influéncia direta na composi¢ao da matéria organica. Os protozoarios também sao fonte
de alimento para nematoides de vida livre. A presenca desta teia alimentar complexa
proxima da rizosfera funciona como uma barreira ao crescimento de nematdides
patogénicos (Brevik et al, 2015), agindo como protetores das plantas.

Os nematoides sao organismos de corpo tubular e alongado, geralmente afilado
nas extremidades, cuja morfologia pode variar de acordo com a espécie e o estagio de
desenvolvimento. Em algumas fémeas, observa-se a formagao de estruturas atipicas, com
formatos arredondados ou irregulares, como rim ou maca. Seu tamanho ¢ bastante

diverso: espécies que parasitam plantas apresentam dimensdes que variam de fragdes de



milimetro a cerca de trés milimetros, enquanto as que infectam animais podem atingir
varios centimetros. Dependem de ambientes com disponibilidade de umidade, sendo
sensiveis a dessecacgdo e a temperaturas extremas. No entanto, certas espécies possuem
mecanismos adaptativos que lhes permitem resistir a escassez de agua por meses ou até
anos (Santiago; Rossetto, 2022).

Diversos nematoides estdo associados a agricultura, podendo parasitar diferentes
culturas. Embora muitas espécies ndo causem danos expressivos, alguns géneros — como
Meloidogyne, Heterodera, Globodera, Pratylenchus, Rodopholus, Rotylenchulus,
Nacobbus e Tylenchulus — sdo reconhecidos por seu potencial de comprometer a
produtividade. Dotados de um estilete bucal, perfuram células radiculares para absorver
nutrientes e injetar substancias que afetam o metabolismo vegetal. Esse parasitismo
resulta em alteracdes como galhas e escurecimento de tecidos. A dispersdo pode ocorrer
por dgua de irrigagdo contaminada, vento, mudas oriundas de substratos infectados,
maquindrio agricola ou pela movimentacdo de animais e pessoas. Os sintomas
manifestam-se também na parte aérea, com redugdo do crescimento, amarelecimento
foliar e formagdo de reboleiras. Fatores como tipo de solo, clima, localizagdo e manejo
influenciam diretamente a intensidade dos danos (Santiago; Rossetto, 2022).

Nematoides ndo patogénicos, por outro lado, representam organismos que habitam
o solo ou outros ambientes sem causar doengas. Eles podem ser benéficos
ecologicamente, participando da decomposicao, reciclagem de nutrientes e controle da
populag¢do microbiana. Esses nematoides ndo atacam plantas nem animais, muitas vezes
atuando como predadores ou alimentando-se de fungos e bactérias, contribuindo para o
equilibrio dos ecossistemas do solo (Pinheiro, 2022). Em suma, a diferenga fundamental
¢ que os nematoides patogénicos provocam prejuizos ou doengas em organismos vivos,
enquanto os ndo patogénicos desempenham papéis ecologicos, muitas vezes vantajosos,
sem causar danos.

Os nematodides funcionam como excelentes bioindicadores tanto para avaliar a
qualidade do solo e como também para avaliar alteragdes ambientais, porque possuem
ampla distribuicdo geografica, baixa exigéncia nutricional (Cares, 2006), regulam a
ciclagem de nutrientes e ndo migram facilmente, quando as condigdes ambientais mudam,
por exemplo, para e condi¢oes estresses. Além disto, a ampla facilidade de manuseio
destes organismos em comparagao com os outros organismos desta teia os tornam como

os melhores indicadores disponiveis. Muitos nematoides podem viver em associagdo com



alguns invertebrados, por isto, eles podem ser utilizados como controladores populacional
de insetos e de pragas agricolas.

Estdo surgindo grande demanda para pesquisa para estes organismos € para 0s
produtos comerciais que poderdo ser produzidos a partir deles. No entanto, apesar dos
beneficios de analisar os solos através dos nematoides eles sdo subavaliados por conta da
dificuldade de analisar o grupo nos laboratorios de rotina. As analises ficam restritas aos

laboratérios de pesquisa (Cropnut, 2024).

3 MATERIAIS E METODOS

1) Avaliacao in vitro. Coleta de solo de café convencional e horta organica: as
coletas foram nas profundidades de 0 a 10 cm. Apds a coleta, foram levados ao
laboratério onde foram submetidos as seguintes analises:
a)  Avaliar nematoides pelo método de flotacdo centrifuga em solucao de
sacarose (Jenkins, 1964);
b) Avaliar nematoides pelo método alternativo do Funil de Baermann
(1917);

c¢) Identificacdo de nematoides patogénicos e ndo patogénicos.

Para o método de Jenkins, misturou-se bem o solo, retirando-se uma amostra de
100 cm?, a qual foi transferida para um recipiente de 2000 a 3000 mL. Em seguida, foi
acrescentado aproximadamente 500 mL de &gua, homogeneizando a mistura para
destorroar o solo completamente. Apds essa etapa, foi adicionado 1000 mL de agua e
aguardou-se por 15 segundos para a sedimentagdo das particulas de argila. O
sobrenadante foi, entdo, tamisado em peneira nimero 10 (com abertura de 2,00 mm)
posicionada sobre um recipiente de 2000 a 3000 mL. Posteriormente, a suspensao obtida
foi novamente tamisada, desta vez utilizando uma peneira nimero 400 (com abertura de
0,037 mm) e jatos fracos de agua para concentrar o conteido em um dos lados da peneira.
ApoOs este processo, o sobrenadante foi recolhido em um béquer de 100 mL com uma
pisseta.

Em seguida, na fase de centrifugagdo, a suspensdo foi transferida para tubos de
centrifuga de 100 mL, e as massas foram equilibradas com 4gua at¢ um volume maximo

de 80 mL. A centrifugacdo foi realizada a uma rotacdo de 1800 rpm por um periodo



minimo de 4 minutos. Ao término, os tubos foram cuidadosamente retirados, ¢ o
sobrenadante foi descartado.

As bordas dos tubos foram limpas para remoc¢do de impurezas, ¢ uma solugdo de
sacarose (80 mL) foi acrescentada. Agitou-se a mistura com um bastao de vidro, limpando
o bastdo ao mudar de amostra. Apos equilibrar novamente as massas com a solugdo de
sacarose, a suspensao foi centrifugada por mais 1 minuto. O sobrenadante de cada tubo
foi transferido para uma peneira nimero 400, escorrendo-se agua sobre a peneira para
remover o excesso de sacarose. O conteudo da peneira foi entao recolhido em um béquer
de 100 mL com uma pisseta, transferido para uma lamina, levando-se ao microscopio
optico para a identificacdo dos nematoides.

Para o método alternativo do Funil de Baermann (1917), foi posicionado um funil em
um suporte (Figura 1) e posteriormente enchido com 4gua até chegar a cerca de 1 cm
abaixo do aro, fechando com uma presilha o ponta do tubo de borracha, certificando que
nio houve vazamentos. Entdo foi colocada uma aliquota de 50 cm® da amostra no funil,
de modo que fique totalmente submersa pela dgua. Apo6s 12 horas, foi tirada uma amostra

com a pisseta e levada ao microscopio.

Suporte
Peneira plastica + papel de filtro

Solo ou material vegetal

Agua
Funil

Mangueira de borracha

Presilha

Béquer ou copo

Suspensio de nematoides

Figura 1 — Método de Baermann (1917)
Fonte: SBM (2019)



4 RESULTADO E DISCUSSAO

O método de Jenkins (1964), se apresentou eficaz para extragdo de nematoides

(Figuras 2 e 3).

Figura 2 — Nematoide em microscopio
Fonte: Autoras
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Figura 3 — Nematoide em microscopio
Fonte: Autoras

O método de Baermann (1917), também se apresentou eficaz para extragdo de
nematoides (Figuras 4, 5, 6 e 7). Sendo uma metodologia mais simples que a de Jenkins,

devido ao uso de materiais mais simples, sendo esses mais acessiveis.



Figura 4 — Nematoide em microscopio
Fonte: Autoras

Figura 5 — Nematoide em microscopio
Fonte: Autoras



Figura 6 — Nematoide em microscopio
Fonte: Autoras

Figura 7 — Nematoide em icroscc')pio
Fonte: Autoras



Ao testar os métodos de Jenkins (1964) e Baermann (1917), ocorreu o teste de um
método alternativo que se revelou eficaz e que ndo existe em publicagcdes. No método
alternativo, primeiro, misturou-se bem o solo, retirando-se uma amostra de 100 cm?, a
qual foi transferida para um recipiente de 2000 a 3000 mL. Em seguida, foi acrescentado
aproximadamente 500 mL de adgua, homogeneizando a mistura para destorroar o solo
completamente. Apos essa etapa, foi adicionado 1000 mL de dgua e aguardou-se por 15
segundos para a sedimentacdo das particulas de argila. O sobrenadante foi, entdo,
tamisado em peneira numero 10 (com abertura de 2,00 mm) posicionada sobre um
recipiente de 2000 a 3000 mL. Posteriormente, a suspensdo obtida foi novamente
tamisada, desta vez utilizando uma peneira nimero 400 (com abertura de 0,037 mm) e
jatos fracos de agua para concentrar o conteido em um dos lados da peneira. Apos este
processo, o sobrenadante foi recolhido em um béquer de 100 mL com uma pisseta e
deixado por 12 horas para decantacdo. Apos as 12 horas, o sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e acrescentado a mesma quantidade retirada com solugdo de
sacarose ¢ deixado por mais 12 horas. Apds esse periodo, foi tirado uma aliquota com

pisseta, mais proximo ao material decantado e levado ao microscopio (Figuras 8, 9, 10,

11).

Figura 8 — Nematoide em microscopio
Fonte: Autoras



Figura 9 — Nematoide em microscopio
Fonte: Autoras

Figura 10 — Nematoide em microscopio
Fonte: Autoras



Figura 11 — Nematoide em microscopio
Fonte: Autoras

A etapa de extracdo a partir de metodologias simples foi alcancada. O objetivo de
extragdo a partir das metodologias de Jenkins (1964), Baermann (1917) e a alternativa,
foi atingido e se apresentou eficaz para a extragdo de nematoides. Destas metodologias,
a mais simples foi 0 método de Baermann (1917) e a alternativa, pois demandaram menos
equipamentos de alto custo.

Diante da conclusdo da primeira etapa deste estudo, algumas metodologias ja

estdo sendo testadas para a identificacdo de nematoides patogénicos e ndo patogénicos.

5 CONSIDERACOES FINAIS
O objetivo de extracdo de nematoides a partir das metodologias de Jenkins (1964),
Baermann (1917) e a alternativa se apresentaram eficazes para a extra¢dao de nematoides.

A identificacdo de patogénicos e ndo patogé€nicos esta atualmente em estudo.
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