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ESPÉCIES DE Bacillus NO CONTROLE DE Meloidogyne incognita E 
Meloidogyne javanica IN VITRO E NA CANA-DE-AÇÚCAR 

 
 

RESUMO – A cultura de cana-de-açúcar é de grande importância para a economia 
brasileira. Os fitonematoides são um dos fatores limitantes na maioria dos canaviais 
causando grandes perdas à cultura. O manejo dos nematoides é feito através de 
nematicidas químicos que são prejudiciais ao homem, meio ambiente e produtos 
colhidos, devido sua alta toxicidade. O controle biológico tem sido uma alternativa 
viável e sustentável para o manejo dos nematoides. O objetivo do presente trabalho 
foi avaliar espécies de Bacillus no controle de Meloidogyne incognita e M. javanica in 
vitro e na cana-de-açúcar. Foram instalados experimentos em condições de 
laboratório com delineamento inteiramente casualizado com os tratamentos: 
Cadusafós 200 CS (14 L/ha); B. subtillis; B. firmus e B. amyloliquefaciens (1 e 10 
L/ha), além de uma testemunha (água). Os ensaios em vasos, à céu aberto, tiveram 
delineamento inteiramente casualizado, com os tratamentos B. subtilis (10 L/ha), B. 
firmus (10 L/ha), B. amyloliquefaciens (10 L/ha), Carbofurano 350 SC (5 L/ha – 
tratamento padrão) e uma testemunha, com cinco repetições e duas avaliações (100 
e 150 dias após inoculação e aplicação dos tratamentos). No ensaio in vitro, B. 
firmus (10 L/ha) é o mais eficiente para diminuir a eclosão de J2 de M. javanica, 
sendo estasticamente semelhante ao produto químico testado. Quanto a motilidade 
de J2 de M. javanica, B. subtilis (10 L/ha) e B. amyloliquefaciens (1 e 10 L/ha), 
causam a mortalidade do nematoide, porém inferior ao padrão químico testado. Para 
M. incognita, B. firmus (10 L/ha) proporciona maior eclosão de J2. Quanto a 
motilidade de J2 de M. incognita, Cadusafós 200 CS (14 L/ha) causou a maior 
mortalidade. Nos ensaios em vasos, todos os tratamentos aumentam o número de 
perfilhos, mas não controlam os nematoides. 

  
Palavras-chave: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus firmus, Bacillus subtilis, 
nematoides de galha, Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas e 
Saccharum spp. 
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Bacillus species controlling Meloidogyne incognita and Meloidogyne javanica 
in vitro and in sugar cane 

 

ABSTRACT – The sugar-cane crop is very important to Brazilian economy. 

Phytonematodes are among the main limitating factors of such culture causing great 

losses. Chemical nematicides are harmful to humans, environment, harvested 

products, and are the main method used to manage the populations of these 

nematodes. Biological control have been a sustainable alternative to manage these 

nematodes. The aim of the present study was to evaluate Bacillus species for control 

Meloidogyne incognita and M. javanica in vitro and in sugar cane plants. We set 

assays in laboratory conditions in a completely random design with the treatments: 

Cadusafós 200 CS (14 L/ha), B. subitilis, B. firmus, B. amyloliquefaciens (1 and 10 

L/ha) and a control (water). The pot assay, in a semi-field condition, had a completely 

random design with the treatments: B. subtilis (10 L/ha), B. firmus (10 L/ha), B. 

amyloliquefaciens (10 L/ha), Carbofurano 350 SC, with five replicates and two 

evaluation periods (100 and 150 days after inculation and application of treatments). 

At laboratory assay B. firmus (10 L/ha) was the most efficient in decreasing the M. 

javanica J2 eclosion and were statistically similar to the chemical nematicide tested. 

For M. javanica J2 mobility, B. subtilis (10 L/ha) and B. amyloliquefaciens (1 and 10 

L/ha) cause nematode mortality, but lower than that presented by the chemical. To 

M. incognita, B. firmus (10 L/ha) provides higher J2 eclosion. For the M. incognita J2 

mobility, Cadusafos 200CS (14 L/ha) caused higher mortality. In the pot assay, all 

treatments increase the number of tillers but do not control the nematodes. 

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus firmus, Bacillus subtilis, root-knot 

nematodes, Plant growth promoting Rhyzobacteria and Saccharum spp. 
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CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 
 

O Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de cana-de-açúcar 
(Saccharum spp.), com produção na safra de 2014/15 de aproximadamente 659.099 

mil t em 9,098 milhões de hectares (CONAB, 2014). O Estado de São Paulo é o 

maior produtor nacional, com 4,679 milhões de ha plantados, cuja produção é de 

356.254 mil t, destinada à fabricação de açúcar e etanol, revelando-se a maior 

agroindústria do país (CONAB, 2014). 

Vários são os problemas fitossanitários da cultura, entre os quais se 

destacam os nematoides pelas perdas e diminuição da vida produtiva do canavial 

(MOURA et al., 2000; (DINARDO-MIRANDA, 2008), principalmente em solos com 

textura média e arenosa. Na literatura consta que o primeiro relato de nematoide na 

cultura de cana-de-açúcar foi feito por Treub (1885), onde desenvolveu trabalho na 

Ilha de Java-Indonésia, descrevendo a espécie como Heterodera javanica, 

posteriormente classificado como Meloidogyne javanica (Treub, 1885; Chitwood, 

1949) segundo (DIAS-ARIEIRA et al., 2010). No Brasil o primeiro relato de 

nematoides na cultura, foi feito por (BRIEGER, 1962), onde relatou Helicotylenchus 

sp. e Trichodorus sp. parasitando raízes de cana “Co 290” na região de Ribeirão 

Preto–SP.  

De acordo com (BARBOSA et al., 2013), Pratylenchus zeae (Grahan), 

Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood 

1949, são consideradas espécies-chave de nematoides na cana-de-açúcar no Brasil, 

porém, Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filipjev & Schuurmans Stekhoven é 

encontrada em amostras provenientes de canaviais de várias localidades. 

Dentre as espécies que atacam a referida cultura, as espécies de 

Meloidogyne (M. incognita e M. javanica), são consideradas as mais limitantes à 

cultura, sendo encontradas praticamente em todas as regiões cultivadas do Brasil 

(DIAS-ARIEIRA et al., 2010; BARBOSA, 2012).  
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O sintoma mais frequente decorrente do parasitismo de espécies de 

Meloidogyne é a presença de galhas nas raízes das plantas, embora não seja um 

sintoma obrigatório na interação planta-nematoide (RIBEIRO et al., 2002). De fato 

nas Poaceas, este sintoma não é tão fácil de ser observado como é em outras 

espécies botânicas de outras famílias. Ainda segundo Ribeiro et al. (2002), nos 

últimos anos, a frequente ocorrência dos nematoides de galha tornou-se motivo de 

grande preocupação, no sentido de viabilizar o uso agrícola das áreas infestadas. 

Isso devido à polifagia desses indivíduos que atacam desde plantas de importância 

econômica até plantas daninhas, dificultando a viabilização de medidas de controle 

por parte dos agricultores (SILVA et al., 2001; MANZOTTE et al., 2002).  

As espécies de Meloidogyne, como todos os nematoides, são parasitos 

obrigatórios, ou seja, precisam de células vivas para se alimentarem. Os juvenis de 

segundo estádio penetram as raízes, iniciam a formação do sítio de alimentação e 

se desenvolvem até chegar ao estádio reprodutivo, quando ocorre a postura de ovos 

pelas fêmeas (TIHOHOD, 2000). A fêmea adulta apresenta formato de pêra ou 

esferóide, pescoço alongado e depositam seus ovos em uma massa gelatinosa. 

Esses nematoides são considerados endoparasitos sedentários.  

Os machos e juvenis de segundo estádio são vermiformes e todas as formas 

possuem estilete, estrutura com a qual perfuram as células nas quais se alimentam 

(COYNE; NICOL; CLAUDIUS-COLE, 2007). A duração do ciclo é muito influenciada 

por fatores climáticos ou edáficos, mas de modo geral o ciclo de vida desses 

nematoides dura de três a quatro semanas, em condições favoráveis. Para as 

espécies M. javanica e M. incognita as temperaturas ótimas estão entre 25 a 30ºC. 

Por serem pecilotérmicos, são extremamente dependentes da temperatura e pode 

ocorrer a redução ou paralisação das atividades vitais, quando estas são inferiores a 

5ºC ou superiores a 40ºC (LORDELLO, 1973; FERRAZ, 2001). 

Nas raízes de plantas hospedeiras, os nematoides de galha, injetam 

secreções esofagianas que induzem a formação de tecido nutridor (células gigantes) 

em áreas adjacentes e no cilindro vascular, provocando hiperplasia local e hipertrofia 

de células do parênquima cortical, principalmente nas que se encontram ao redor do 
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corpo do nematoide. O resultado é que as raízes se tornam engrossadas na região 

parasitada, podendo atingir diâmetro equivalente ao dobro ou triplo do normal. Essas 

alterações levam à formação de galhas no sistema radicular (FERRAZ, 2001). Além 

disto, as plantas podem sofrer alteração no sistema radicular, perda da eficiência de 

absorção, transporte de água e nutrientes e como sintoma reflexo, aparecimento de 

folhas cloróticas por toda a planta. Em alguns casos, pode ocorrer a morte das 

plantas atacadas Tihohod (2000), principalmente quando ocorrem outros fatores 

bióticos ou abióticos concomitantemente. 

Na cultura da cana-de-açúcar, o ataque de nematoides compromete as 

raízes, tornando-as pobres em radicelas e incapazes de absorver água e os 

nutrientes necessários para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Essas 

torbam-se menores, raquíticas, cloróticas, murchas nas horas mais quentes do dia e 

menos produtivas e em condições de campo, são verificadas reboleiras de plantas 

menores e cloróticas entre outras de porte e coloração aparentemente normais 

(DINARDO-MIRANDA, 2008).  

Em condições brasileiras, M. javanica e M. incognita, podem causar perdas 

de produtividade na cultura da ordem de 20 a 30%, respectivamente. Em variedades 

muito suscetíveis e densidades populacionais muito altas desses nematoides, a 

redução de produtividade pode chegar a 50% (DINARDO-MIRANDA, 2008). Em 

estudo realizado por Barbosa (2012) foi constatado que M. javanica causou 66% de 

perdas na cultura. No nordeste do Brasil a meloidoginose causadas por M. incognita 

raça 1 e M. javanica, isoladamente ou associadas, provoca reduções na 

produtividade agrícola de 45% e perdas totais durante estiagens (MOURA, 1991; 

MOURA, 1995) especialmente quando atua aditivamente com o raquitismo das 

soqueiras (REGIS; MOURA, 1989; MOURA, 1996). Segundo Taylor e Sasser (1978) 

a ocorrência de meloidoginose está sempre associada a regiões mais quentes. 

As práticas de manejo visando o controle desses parasitos em áreas 

infestadas têm sido a rotação de culturas com crotalárias e amendoim, o uso de 

torta-de-filtro e principalmente a aplicação de nematicidas químicos no plantio e nas 

soqueiras (DINARDO-MIRANDA, 2008). Vários são os produtos registrados na 
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cultura para o controle de nematoides (AGROFIT, 2014), todavia, o que foi mais 

usado nas publicações mais recentes e que ainda pode ser encontrado no mercado 

é o Carbofurano 350 SC (DINARDO-MIRANDA, 2008; DINARDO-MIRANDA; 

FRACASSO; 2010).  

O controle químico apresenta vários inconvenientes, como o alto custo dos 

produtos, os resíduos nos produtos colhidos, intoxicação pela exposição aos 

produtos, contaminações de fontes de água e destruição da microflora do solo 

(GOMES, 1996; VILLAS BOAS et al., 2002; VAZ et al., 2011).  

De acordo com Ferraz et al. (2001), diversas pesquisas vêm sendo realizadas 

em todo mundo, buscando métodos eficientes e ambientalmente seguros para 

manejo e com o objetivo de explorar o potencial de inimigos naturais dos nematoides 

para ser utilizado no controle biológico. O controle biológico tem-se apresentado 

como uma alternativa ecologicamente sustentável para o manejo de nematoides, por 

minimizar danos ambientais, quando comparado aos métodos químicos 

convencionais (COIMBRA; CAMPOS, 2005; VAZ et al., 2011). Além de apresentar 

inúmeras vantagens em relação ao controle químico, o controle biológico (com 

fungos, vírus, bactérias e outros) é de fácil aplicação, tendo menor custo, não é 

danoso ao meio ambiente e ao homem (SOARES; SANTOS, 2006).  

Entre os vários inimigos naturais identificados como potenciais agentes de 

controle biológico, entre as mais estudadas está uma ampla gama de bactérias da 

rizosfera com efeito nematicida (STURZ; NOWAK, 2000; TIAN et al., 2007; 

MACHADO et al., 2012).  

Estas bactérias com características adaptativas para viver na rizosfera, 

colonizadoras das raízes de plantas, tem potencial para promover o 

desenvolvimento de plantas e controle biológico de nematoides, são também 

conhecidas como Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCPs) 

(SCHROTH; HANCOCK 1982; STIRLING, 1991; SIDDIQUI; MAHMOOD, 1999). 

Pesquisas visando à aplicação dessas bactérias no controle de nematoides 

estão voltadas principalmente para componentes da rizosfera com capacidade de 
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modificar este ambiente, afetando direta ou indiretamente estes parasitas 

(MACHADO et al., 2012). 

O principal modo de ação das RPCPs é a produção de substâncias 

bactericidas, fungicidas ou micostáticas e nematicidas que inibem o crescimento e o 

desenvolvimento dos agentes das doenças (LUZ, 1996), de antibióticos, toxinas e 

enzimas, da interferência no processo de reconhecimento planta-hospedeiro, da 

indução de resistência e/ou proporcionando o desenvolvimento saudável da planta 

(MANKAU, 1980; STIRLING, 1991; SIDDIQUI; MAHMOOD, 1999; TIAN et al., 2007). 

Como exemplos, são algumas espécies de Bacillus (NEIPP & BECKER, 1999; 

CHEN; DICKSON, 2000; TIAN et al., 2007), que apresentam antagonismo direto aos 

nematoides in vitro, além de provocar a redução na frequência de doenças em 

condições de campo (LIU; SINCLAIR, 1992; KLOEPPER et al., 2004; SHANTI; 

RAJEDRAN, 2006; OLIVEIRA et al., 2009; ALVES et al., 2011).  

Vários trabalhos relataram a ação nematicida de espécies de Bacillus (B. 

thuringiensis, B. laterosporus, B. circulans, B. subtilis, Bacillus pumilus, B. cereus, B. 

sphaericus e B. licheniformes) no controle de diferentes espécies de nematoides 

(CARNEIRO et al., 1998; JONATHAN et al., 2000; KEMPSTER et al., 2001; CHEN; 

DICKSON, 2004). 

Mais de 60 tipos de antibióticos são sintetizados por B. subtilis, além de 

muitos polipeptídios (PHAE; SHODA, 1991). Esta espécie também se caracteriza por 

produzir endotoxinas que interferem no ciclo reprodutivo dos nematoides, 

especialmente na oviposição e eclosão dos juvenis (SHARMA; GOMES, 1996). 

Algumas toxinas são secretadas por B. firmus que prejudicam especialmente 

a formação da película externa das posturas de nematoides formadores de galhas, 

inibindo a eclosão, além de atuarem sobre os juvenis (MACHADO et al., 2012). 

Avaliando a ação de 20 isolados de rizobactérias sobre a eclosão e a 

motilidade de juvenis de segundo estádio de M. incognita e M. javanica in vitro, Alves 

et al. (2011) observaram que nenhum dos isolados avaliados influenciaram na 

eclosão de M. incognita, entretanto para M. javanica, os isolados Alcaligenes faecalis 

e Pseudomonas aeruginosa proporcionaram pronunciada ação ovicida.   
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Estudando o efeito de filtrados de 14 isolados bacterianos endófiticos, obtidos 

de plantas de tomate e pimentão sobre motilidade e mortalidade de juvenis de 

segundo (J2) estádio de M. javanica, Oliveira et al. (2009), constataram que dos 14 

isolados, cinco proporcionaram mortalidade de J2 superior a 90%.  

Estudos in vitro mostraram que um produto comercial á base de B. firmus 

inibiu a eclosão de juvenis de M. incognita e reduziu 91% a formação de galhas em 

raízes de tomateiro (TEREFE et al., 2009). 

Foi demonstrado por Araújo et al. (2002) que isolados de B. subtilis produzem 

metabólitos tóxicos que afetam o movimento de nematoides e também podem inibir 

a eclosão de juvenis e o processo pelo qual eles penetram nas raízes. Também, a 

produção de proteases e a indução de enzimas de defesa na planta hospedeira são 

mecanismos atribuídos a B. subtilis no controle de nematoides (LIAN et al., 2007; 

KAVITHA; JONATHAN, 2007). 

Estudos sobre o efeito nematicida de Bacillus spp. envolvem principalmente 

sua ação contra os nematoides formadores de galha (Meloidogyne spp.) 

(MACHADO et al., 2012).  

A aplicação de B. subtilis, em suspensão aquosa promoveu o crescimento de 

cana-de-açúcar e reduziu a reprodução dos nematoides de galha (Meloidogyne spp.) 

(CARDOZO; ARAÚJO, 2011).  

Aplicações de isolados de B. subtillis no momento do plantio controlaram os 

nematoides de forma semelhante ao tratamento químico com Carbofurano para as 

variáveis analisadas e promoveu maior massa da parte aérea quando comparada a 

RB72454 e obteve melhor resposta ao tratamento biológico (MAZZUCHELLI; 

ARAÚJO, 2011).  

A inoculação de B. subtilis PRBS-1 em plantas de tomateiro aumentaram a 

biomassa da parte aérea e reduziram a reprodução da população de Meloidogyne 

sp. (ARAÚJO; MARCHESI, 2009). Esta mesma espécie proporcionou 100% de 

germinação de plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e diminuiu o número de 

galhas formadas por M. javanica (DAWAR et al., 2008). 
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Foi feita a avaliação de isolados de Bacillus spp. no controle de M. javanica 

na cultura do feijoeiro   em casa de vegetação por Fernandes et al. (2013) e 

verificaram que  nenhum isolado bacteriano incrementou a massa das partes aéreas 

e das raízes das plantas, não reduziu o número de galhas induzidas pelo nematoide, 

entretanto, o isolado 51 reduziu os ovos, cerca de quatro vezes em relação a 

testemunha. Utilizando a combinação entre microbiolização de sementes com B. 

subtilis e a aplicação de Pochonia chlamydosporia (Goddard) no solo, Fernandes et 

al. (2014) constatarm redução de mais de 80% no número de ovos e J2 de M. 

javanica em tomateiro, em comparação com a adoção de apenas um dos 

tratamentos isoladamente.   

Considerando os dados apresentados, os isolados e as espécies de Bacillus, 

tem grande potencial de serem utilizados como agentes de controle biológico, por 

interferirem no ciclo de vida, infecção e parasitismo dos nematoides, além de 

promoverem o desenvolvimento das plantas. Todavia, mais estudos são necessários 

envolvendo diferentes espécies de nematoides e botânicas. 

Diante do exposto, os objetivos desse trabalho foram: 

- Avaliar espécies de Bacillus sobre a eclosão e mobilidade de Meloidogyne 

incognita e M. javanica.  

 - Espécies de Bacillus no controle de nematoides de galha chave e no 

desenvolvimento da cana-de-açúcar. 
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RESUMO 19 

Ferreira, R. J, P. L. M., Soares, R.B. Carvalho, V.S. Paes-Takahashi, J.M. Santos, 20 

E.S.P. Batista, B.F.F. Barbosa. 2015. Ação de espécies de Bacillus sobre a eclosão 21 

e mobilidade de Meloidogyne incognita e M. javanica in vitro. Nematropica 41:00-00. 22 

 23 

Os nematoides de galha são limitantes à produtividade e à lonvegidade dos 24 

canaviais, comprometendo essa cultura de grande importância para o Brasil. 25 

Espécies de Bacillus têm apresentado efeito antagônico e poderão ser uma 26 

alternativa sustentável de controle de nematoides, em relação aos nematicidas 27 

químicos.  Assim, objetivou-se avaliar se Bacillus tem ação sobre a eclosão e a 28 
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motilidade de juvenis de segundo estádio (J2) de M. incognita e M. javanica in vitro. 1 

O experimento foi instalado em condições de laboratório e em delineamento 2 

inteiramente casualizado com oito tratamentos e cinco repetições, constituídas por 3 

uma câmara de eclosão cada. As avaliações de eclosão foram realizadas a cada 72 4 

horas (4 avaliações) e a motilidade de J2 a cada 24 horas (2 avaliações). Os 5 

tratamentos foram: Testemunha (água); Cadusafós 200 CS (14 L/ha); B. subtillis; B. 6 

firmus e B. amyloliquefaciens na concentração 1 x 108 u.f.c. (1 e 10 L/ha). Bacillus 7 

firmus (10 L/ha) é o mais eficiente para diminuir a eclosão de J2 de M. javanica, 8 

sendo estasticamente semelhante ao produto químico testado. Quanto a motilidade 9 

de J2 de M. javanica, B. subtilis (10 L/ha) e B. amyloliquefaciens (1 e 10 L/ha), 10 

causam a mortalidade do nematoide, porém inferior ao padrão químico testado. Para 11 

M. incognita, B. firmus (10 L/ha) proporciona maior eclosão de J2. Quanto a 12 

motilidade de J2 de M. incognita, Cadusafós 200 CS (14 L/ha) causou a maior 13 

mortalidade. 14 

 15 

Palavras-chave: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus firmus, Bacillus subtilis, 16 

nematoides de galha, Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas 17 

 18 

 19 

 20 

 21 
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ABSTRACT   1 

Ferreira, R. J, P. L. M., Soares, R.B. Carvalho, V.S. Paes-Takahashi, J.M. Santos, 2 

E.S.P. Batista, B.F.F. Barbosa. 2015. Bacillus species on the eclosion and mobility of 3 

Meloidogyne incognita and M. javanica in vitro. Nematropica 41:00-00. 4 

 5 

 6 
Root-knot nematodes impair the productivity and longevity of sugar-cane crops, 7 

compromising this crop of great importance. Bacillus species have been presenting 8 

antagonistic effect and can be a sustainable control alternative for gall nematodes. 9 

Thus, the aim was to evaluate the action of Bacillus on the eclosion and mobility of 10 

Meloidogyne incognita and M. javanica second stage juveniles (J2) in vitro. The 11 

assay was set in laboratory conditions in a completely randomized design with eight 12 

treatments and five replicates, each constituted by one eclosion chamber. The 13 

eclosion evaluations were carried each 72 h in four evaluations and the mobility was 14 

evaluated each 24 h in two evaluations. The treatments were: Control (water), 15 

Cadusafós 200 CS (14 L/ha), B. subtillis, B. firmus and B. amyloliquefaciens (1 x 16 

108c.f.u., 1 and 10 L/ha). Bacillus firmus (10 L/ha) was the most efficient in 17 

decreasing M. javanica J2 eclosion and were statistically similar to the chemical 18 

nematicide tested. For M. javanica J2 mobility, B. subtilis (10 L/ha) and B. 19 

amyloliquefaciens (1 and 10 L/ha) cause nematode mortality, but lower than that 20 

presented by the chemical. To M. incognita, B. firmus (10 L/ha) provides higher J2 21 

eclosion. For the M. incognita J2 mobility, Cadusafos 200CS (14 L/ha) caused higher 22 
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mortality. In the pot assay, all treatments increase the number of tillers but do not 1 

control the nematodes. 2 

 3 

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus firmus, Bacillus subtilis, root-knot 4 

nematodes plant growth promoting rhizobacteria. 5 

 6 

 7 

INTRODUÇÃO 8 

 9 

A cultura de cana-de-açúcar (Saccharum spp.) tem grande importância para 10 

a economia nacional, uma vez que a sua matéria prima é utilizada pela indústria 11 

para a produção principalmente de açúcar e o etanol (Benett et al., 2011). 12 

Os nematoides de galha Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) 13 

Chitwood 1949 e M. javanica (Treub, 1885; Chitwood, 1949) são fatores limitantes à 14 

cultura em muitas regiões produtoras, principalmente em áreas com textura média e 15 

arenosa, causando 20 a 40% de perdas na produtividade no primeiro corte, 16 

reduzindo também a produtividade das soqueiras e a longevidade do canavial 17 

(Dinardo-Miranda, 2008).  18 

 O principal método de controle de nematoides utilizado na cultura de cana-de-19 

açúcar, por ser uma cultura semi-perene, é o uso de nematicidas químicos que 20 

apresentam elevado custo, além de causar grande impacto ambiental, acumulando 21 

substâncias tóxicas no solo e na água. Podem deixar resíduos nos produtos 22 

colhidos, intoxicar humanos e animais, contaminar fontes de água, destruir a 23 
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microflora do solo (Villas Boas et al., 2002) e, em longo prazo, podem favorecer a 1 

seleção de biótipos de nematoides resistentes (Stolf, 2015). O controle de 2 

nematoides é mais difícil quando comparado a outras pragas agrícolas, uma vez que 3 

a maioria deles habita inicialmente o solo e atacam as partes subterrâneas das 4 

plantas (Stirling, 1991).  5 

Como alternativa viável, de fácil aplicação, menor custo do que o químico e 6 

com o objetivo de diminuir as perdas, o controle biológico tem se destacado no 7 

controle de nematoides (Coimbra e Campos, 2005; Berry et al., 2009).  8 

Como potenciais agentes de controle biológico de nematoides, entre os mais 9 

estudados está uma ampla gama de bactérias da rizosfera com efeito nematicida 10 

(Sturz e Nowak, 2000; Tian et al., 2007; Machado et al., 2012). Essas bactérias, 11 

conhecidas como Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCPs) e 12 

caracterizadas por viverem na rizosfera, colonizando as raízes das plantas, tendo 13 

potencial na promoção no desenvolvimento das plantas e no controle biológico de 14 

nematoides (Schroth e Hancock, 1982; Stirling, 1991; Siddiqui e Mahmood, 1999; 15 

Vaz et al., 2011). 16 

As rizobactérias podem atuar diretamente sobre os nematoides por meio de 17 

antibióticos e toxinas que inibem a eclosão e a motilidade dos juvenis, reduzindo a 18 

invasão dos nematoides nas raízes das plantas. Além disso, podem modificar os 19 

exsudados radiculares, fazendo com que os mesmos não sejam reconhecidos pelos 20 

nematoides e, consequentemente inibindo a infecção de raízes (Ramamoorthy et al., 21 

2001; Higaki e Araújo, 2012).  22 
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Vários trabalhos relataram a ação nematicida de espécies de Bacillus no 1 

controle de diferentes espécies de nematoides (Carneiro et al., 1998; Jonathan et al., 2 

2000; Kempster et al., 2001; Chen e Dickson, 2004). Essas bactérias apresentam 3 

antagonismo direto aos nematoides, além de provocar a redução na frequência de 4 

doenças em condições de campo (Liu e Sinclair, 1992; Kloepper et al., 2004; Shanti 5 

e Rajedran, 2006; Oliveira et al., 2009; Alves et al., 2011).  6 

Muitos polipeptídios e dezenas de tipos de antibióticos são sintetizados por B. 7 

subtilis, (Phae e Shoda, 1991). Essa mesma espécie de Bacillus se caracteriza por 8 

produzir endotoxinas que interferem no ciclo reprodutivo dos nematoides, 9 

especialmente na oviposição e eclosão dos juvenis (Sharma e Gomes, 1996). 10 

Algumas toxinas são secretadas por B. firmus que prejudicam especialmente 11 

a formação da película externa das posturas de nematoides formadores de galhas, 12 

inibindo a eclosão, além de atuarem sobre os juvenis (Machado et al., 2012). 13 

De fato Alves et al. (2011) ao avaliarem a ação de 20 isolados de 14 

rizobactérias sobre a eclosão e a motilidade de juvenis de segundo estádio (J2) de 15 

M. incognita e M. javanica in vitro, constataram que nenhum dos isolados avaliados 16 

influenciaram a eclosão de M. incognita, entretanto para M. javanica, os isolados 17 

Alcaligenes faecalis e Bacillus spp. proporcionaram pronunciada ação ovicida. Entre 18 

os isolados testados sobre a motilidade dos nematoides apenas B. 19 

amyloliquefaciens e B. subtillis evidenciaram potencial como agente do controle de 20 

juvenis de segundo estádio de M. javanica. Oliveira et al. (2009) constataram que 21 

filtrados de cinco de 14 isolados bacterianos endofíticos, proporcionaram 22 

mortalidade de J2 superior a 90%.  23 
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Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar a ação nematicida de 1 

espécies de Bacillus sobre a eclosão e a motilidade de juvenis de segundo estádio 2 

de M. incognita e M. javanica in vitro. 3 

 4 

 5 

MATERIAL E MÉTODOS 6 

 7 

O experimento foi realizado no Laboratório de Nematologia do Departamento 8 

de Fitossanidade da UNESP/FCAV, Câmpus de Jaboticabal.  9 

A subpopulação de M. javanica foi recuperada de raízes de quiabeiro 10 

(Hibiscus esculentus L.) infectadas, na região de Piacatu (SP) e a subpopulação de 11 

M. incognita raça 3, recuperada de uma lavoura de algodoeiro (Gossypium hirsutum 12 

L.) na região geoeconômica de Barreiras-BA. 13 

As referidas espécies foram previamente identificadas com base nos 14 

caracteres morfológicos do padrão perineal, preparado conforme Taylor e Netscher 15 

(1974), na morfologia da região labial dos machos (Eisenback et al., 1981) e no 16 

fenótipo isoenzimático para alfa esterase, obtido pela técnica de Esbenshade e 17 

Triantaphyllou (1990).  18 

Ambas as populações foram mantidas em tomateiros (Solanum lycopersicom 19 

L.) ‘Santa Cruz Kada’, com 30 dias, obtida em substrato orgânico Plantmax® em 20 

bandejas de poliestireno expandido individualmente e transplantadas em vasos de 21 

argila, preenchido com substrato autoclavado, composto de duas partes de areia 22 

grossa e uma parte de terra (2:1), mantidos em casa de vegetação.  23 
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Com as raízes de tomateiro infectadas, preparou-se uma suspensão contendo 1 

1.000 ovos e juvenis de segundo estádio (J2) do nematoide/mL e foram inoculados 2 

10 mL em cada uma das mudas de berinjela (Solanum melongena L.) ‘Comprida 3 

Roxa’ (Topseed ®) com 22 dias, obtidas em substrato orgânico Plantmax® em 4 

bandejas de poliestireno expandido, transplantadas individualmente em vaso 5 

contendo substrato autoclavado, mantidos em casa de vegetação, para multiplicação 6 

das subpopulações.  7 

Cerca de 90 dias após a inoculação, a partir das raízes de plantas de berinjela 8 

infectadas, preparou-se uma suspensão do nematoide, segundo Hussey e Barker 9 

(1973) e Coolen e D’Herde (1972).  10 

A seguir, foi estimado o número de ovos e eventuais juvenis de segundo 11 

estádio, com auxílio de uma câmara de contagem de Peters (Southey, 1970), em um 12 

microscópio fotônico e a suspensão de cada uma das espécies, foi ajustada para 13 

500 ovos e eventuais juvenis de segundo estádio (J2) / mL e 10 mL foram 14 

adicionados à cada câmara de eclosão, correspondendo a 5000 ovos e eventuais 15 

J2, preparada com placa de Petri de 90 mm de diâmetros, segundo Cliff e 16 

Hirschmann (1985). 17 

Foram efetuadas avaliações dos diferentes tratamentos sobre eclosão (ação 18 

ovicida) e motilidade dos J2 (ação juvenicida). Às câmaras de eclosão foram 19 

adicionados, individualmente, 10 mL de suspensão de M. incognita e M. javanica, 20 

contendo 5000 ovos de cada nematoide e 10 mL de suspensão aquosa bacteriana 21 

de cada tratamento previamente preparada em concentração dupla, em volume de 22 
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1/2 litro, armazenada em vidro escuro. Em seguida, foram feitos movimentos 1 

circulares de forma a promover a homogeneização da suspensão. 2 

Os tratamentos avaliados foram: Testemunha (água); Cadusafós 200 CS (14 3 

L/ha); B. subtillis; B. firmus e B. amyloliquefaciens na concentração 1 x 108 u.f.c. (1 e 4 

10 L/ha). Para a preparação da solução ou suspensão dos produtos foi considerado 5 

um volume de calda de 40 L/ha. 6 

Foram utilizadas cinco repetições, sendo cada uma delas constituída por uma 7 

câmara de eclosão. Essas câmaras foram mantidas por 12 dias no escuro, em 8 

B.O.D. a 28 ± 1oC. Em intervalos regulares de 72 horas, as suspensões de juvenis 9 

de M. incognita e M. javanica das câmaras de eclosão foram recuperadas em um 10 

béquer, lavadas em água corrente em uma peneira de 500 mesh e recolhidos em 11 

suspensão aquosa, repetindo-se essas operações por quatro avaliações (3, 6, 9 e 12 

12) dias.  13 

A seguir, foram feitas as estimativas de número de J2 que eclodiram, segundo 14 

(Southey, 1970). A avaliação dos juvenis móveis e imóveis, foi realizada conforme a 15 

metodologia descrita por Chen e Dickson (2000) que, fundamentalmente, consiste 16 

em adicionar uma solução de NaOH 1 N à suspensão de nematoides.  17 

A contagem foi feita logo a seguir, considerando-se móveis “vivos” os 18 

nematoides retorcidos/em movimento e imóveis “mortos” os retos/parados. Um 19 

volume da solução de cada produto, equivalente à suspensão de juvenis recolhida 20 

de cada câmara foi reposto a cada uma das avaliações, de acordo com os 21 

tratamentos. A eclosão em água foi considerada o tratamento Testemunha e o 22 

Cadusafós 200 CS (14 L/ha) o tratamento padrão de controle. 23 
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O restante da suspensão foi incubado em câmaras de eclosão, por 1 

aproximadamente cinco dias, conforme descrita por (Cliff e Hirschmann, 1985). A 2 

seguir, a suspensão foi colocada em um funil de Baermann (Southey, 1970) para 3 

obtenção de suspensão aquosa, contendo J2 móveis. A concentração foi ajustada 4 

para 500 juvenis/mL e 10 mL dessa suspensão foram aplicados por câmara de 5 

eclosão, para avaliação do efeito de contato dos produtos utilizados (avaliação da 6 

mortalidade).  7 

A seguir, foram adicionados 10 mL da solução ou suspensão aquosa de cada 8 

produto em cada câmara, conforme descrito anteriormente. Foram utilizadas cinco 9 

repetições, sendo cada uma delas constituída por uma câmara de eclosão. As 10 

câmaras foram mantidas por dois dias no escuro, em B.O.D. a 28 ± 1oC. Foram 11 

feitas duas avaliações em intervalos de 24 horas, dos juvenis das câmaras de 12 

eclosão onde foram recuperados em um béquer, lavados em água corrente em 13 

peneira de 500 mesh e recolhidos em suspensão aquosa. Em seguida, foram feitas 14 

as estimativas dos números de J2 móveis “vivos” e imóveis “mortos”, segundo 15 

Southey (1970).  16 

A avaliação dos juvenis móveis e imóveis foi realizada conforme a 17 

metodologia descrita anteriormente. Um volume da solução ou suspensão de cada 18 

produto, equivalente à suspensão de juvenis recolhida de cada câmara foi reposto a 19 

cada uma delas, de acordo com os tratamentos.  20 

Para a avaliação da ação ovicida e juvenicida dos tratamentos, os dados 21 

obtidos foram somados em todas as avaliações realizadas, para verificar o total de 22 

juvenis de segundo estádio recuperados. Também, determinou-se do que foi 23 
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recuperado dos J2 o percentual dos que estavam móveis “vivos” e imóveis “mortos”, 1 

através da fórmula (N° de formas imóveis/(N° de formas móveis + N° de formas 2 

imóveis))x100. 3 

Os dados obtidos foram submetidos às análises de variância pelo teste F, 4 

comparando-se as médias pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. As análises 5 

foram realizadas no software Agroestat (Barbosa e Maldonado, 2011). 6 

  7 

 8 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 9 

 10 

A média total de juvenis de segundo estádio (J2) de M. incognita recuperados 11 

nas quatro avaliações (após 12 dias) para Cadusafós 200 CS (14 L/ha) foi a menor 12 

em relação aos demais tratamentos, representando 98% de redução na eclosão de 13 

J2 e mortalidade dos ovos em relação à Testemunha (água), representando quase 14 

100% de ação ovicida deste produto. Os tratamentos com B. subtilis (1 e 10 L/ha) e 15 

B. amyloliquefaciens (1 e 10 L/ha), também, apresentaram ação ovicida sobre M. 16 

incognita com 58; 58; 75 e 73% de redução na eclosão dos ovos em relação a 17 

Testemunha (água), respectivamente, apesar de ter sido inferior a Cadusafós 200 18 

CS (14 L/ha). O tratamento com B. firmus (10 L/ha) apresentou a maior média de 19 

eclosão de M. incognita, representando aumento de 99% de eclosão em relação a 20 

Testemunha (água) (Tabela 1). Também, Terefe et al. (2009) verificaram que B. 21 

firmus inibiu a eclosão de J2 de M. incognita. Esses resultados diferem dos obtidos 22 

por Alves et al. (2011), quando avaliaram in vitro a ação de 20 isolados de 23 
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rizobactérias sobre a eclosão e a motilidade de J2 de M.  incognita e M. javanica. Os 1 

autores constataram que os isolados avaliados não proporcionaram ação ovicida 2 

sobre M. incognita. Araújo et al. (2002) verificaram que B. subtilis reduziu a eclosão 3 

de J2 de H. glycines quando estimulados com exsudatos de sementes de soja. 4 

Esses mesmos autores, concluíram que isolados de B. subtilis produzem metabólitos 5 

tóxicos que prejudicam o desenvolvimento dos nematoides e também inibem a 6 

eclosão de juvenis e o processo pelo qual eles penetram nas raízes. 7 

Para o total de J2 de M. javanica recuperados, os tratamentos com Cadusafós 8 

200 CS (14 L/ha) e B. firmus (10 L/ha) apresentaram respectivamente 90 e 86% de 9 

redução na eclosão dos ovos de M. javanica em relação a Testemunha (água). Para 10 

o total de J2 de M. javanica recuperados no tratamento com Cadusafós 200 CS (14 11 

L/ha) 86% estavam mortos, enquanto que para B. firmus (10 L/ha) apenas 2% 12 

estavam mortos e os demais tratamentos foram ainda menos eficientes e 13 

semelhantes a Testemunha (água), exceto para B. subtilis (1 L/ha) que 19% 14 

estavam mortos, evidenciando a maior ação juvenicida do Cadusafós (Tabela 1). 15 

Resultados semelhantes foram obtidos por Ferreira et al. (2008), estudando o efeito 16 

de produto biológico à base de Bacillus sp., in vitro, sobre M. incognita e M. javanica. 17 

Esses autores observaram variação na ação de um produto biológico comparado a 18 

um nematicida sobre a eclosão de M. incognita e M. javanica. Com efeito, eles 19 

observaram que o produto biológico teve efeito sobre a eclosão de M. incognita, 20 

porém eficácia inferior ao Aldicarbe150G (15 kg/ha). Para M. javanica, no que diz 21 

respeito à eclosão, somente o produto Aldicarbe apresentou efeito. Alves et al. 22 
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(2011) também constataram que os isolados bacterianos Pseudomonas 1 

plecoglossicida e Alcaligenes faecalis proporcionaram ação ovicida para M. javanica.   2 

Dezenas de tipos de antibióticos são sintetizados por B. subtilis, além de 3 

muitos polipeptídios (Phae e Shoda, 1991). Também, as endotoxinas produzidas por 4 

B. subtilis interferem no ciclo reprodutivo dos nematoides, na oviposição e na 5 

eclosão dos juvenis (Sharma e Gomes, 1996).  Produtos à base de Bacillus spp. 6 

interferem no ciclo de vida de nematoides, podendo ser utilizados na prática de 7 

controle biológico desses patógenos (Machado et al., 2012). Esses pesquisadores 8 

relatam que B. firmus secretam toxinas, prejudicando formação da película externa 9 

das posturas de nematoides formadores de galha, inibindo a eclosão. Segundo 10 

alguns autores (Spiegel et al., 1990; Alves et al., 2011), algumas  rizobactérias 11 

promotoras do crescimento de plantas (RPCPs)  são produtoras de enzimas líticas, 12 

como quitinases e proteases que degradam as paredes de ovos de espécies de 13 

Meloidogyne, enquanto outras atrasam a eclosão de J2, causando a mortalidade de 14 

formas infectantes dos nematoides ou interferem no processo de reconhecimento da 15 

planta hospedeira.  16 

Para o número total de J2 de M. incognita recuperados, após 48 h, o 17 

tratamento com Cadusafós 200 CS (14 L/ha) apresentou a menor média em relação 18 

aos demais tratamentos, representando 87% de mortalidade de J2 de M. incognita 19 

em relação a Testemunha (água). Dos 13% dos juvenis recuperados para este 20 

tratamento, 90% mortos, enquanto que para os demais tratamentos abaixo de 37% 21 

estavam mortos, semelhantes a Testemunha (água), evidenciando a maior eficiência 22 

e ação juvenicida do Cadusafós (Tabela 2).  23 
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Ashoub e Amara (2010), constataram que B. thuringiensis, P. fluorescens e 1 

Rhizobium leguminosarum causaram a mortalidade de 100% de juvenis de M. 2 

incognita em 72 horas. Para o total de J2 de M. javanica recuperados (Tabela 2), 3 

Cadusafós 200 CS (14 L/ha), foi o tratamento que apresentou a menor média em 4 

relação aos demais tratamentos, representando 88% de mortalidade dos juvenis em 5 

relação à Testemunha (água), apresentando a sua eficiente ação juvenicida. Os 6 

tratamentos com B. subtilis (10 L/ha) e B. amyloliquefaciens (1 e 10 L/ha), também 7 

apresentaram ação juvenicida com 63; 56 e 68% de mortalidade dos juvenis em 8 

relação a Testemunha (água), embora tenha sido inferior ao Cadusafós (Tabela 2).  9 

Dos 12% dos juvenis recuperados para este tratamento, 60% estavam mortos, 10 

enquanto que para os demais tratamentos, acima de 97% estavam vivos, 11 

semelhantes a Testemunha (água), evidenciando a maior eficiência e ação 12 

juvenicida do Cadusafós (Tabela 2). Contrariando esses resultados, Oliveira et al. 13 

(2009), constataram mortalidade de J2 de M. javanica  superior a 90%, com cinco de 14 

14 isolados bacterianos endofíticos testados. Resultados semelhantes foram 15 

encontrados por  Naves et al. (2004) avaliando o efeito de sete isolados bacterianos 16 

sobre M. javanica obtiveram a imobilização de J2 em 24 horas com sete isolados 17 

testados. A percentagem de mortalidade foi semelhante ao nematicida aldicarbe 18 

utilizado como controle e dois isolados causaram a morte de mais de 90% dos 19 

juvenis após 48 h de exposição. Alves et al. (2011) também constataram que B. 20 

amyloliquefaciens e B. subtillis evidenciaram potencial como agente do controle de 21 

juvenis de segundo estádio de M. javanica. Oliveira et al. (2009), constataram que 22 

cinco isolados a saber, Acinetobacter johnsonii (Tom 1), Bacillus pumilus (Pim 12), 23 
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A. johnsonii (Tom 10), A. johnsonii (Tom 9) e Tom 2 de 14 isolados de filtrados 1 

bacterianos endofíticos, proporcionaram mortalidade de J2 superior a 90%. Foi 2 

relatado por Machado et al. (2012) que B. firmus secretam toxinas, que interferem 3 

sobre as formas juvenis. Coimbra e Campos (2005), por sua vez, estudaram o efeito 4 

de exsudatos de colônias e de filtrados de culturas de actinomicetos na eclosão, 5 

motilidade e mortalidade de J2 de M. javanica e observaram redução na motilidade e 6 

100% de mortalidade de J2 do nematoide. Segundo alguns autores (Spiegel et al., 7 

1990; Alves et al., 2011), algumas rizobactérias promotoras do crescimento de 8 

plantas (RPCPs) são produtoras de enzimas que causam a mortalidade de formas 9 

infectantes dos nematoides de galha (Meloidogyne spp.) ou interferem no processo 10 

de reconhecimento da planta hospedeira.  11 

Dessa forma, pode-se concluir que o tratamento Cadusafós 200 CS (14 L/ha) 12 

é o que mais diminui a eclosão de J2 de M. incognita portanto, apresenta a maior 13 

ação ovicida. Os Bacillus subtilis e B. amyloliquefaciens (1 e 10 L/ha) também 14 

diminuí a eclosão, entretanto, a ação ovicida é inferior ao Cadusafós, enquanto que 15 

B. firmus (10 L/ha) apresenta a maior eclosão. Bacillus firmus (10 L/ha) foi o mais 16 

eficiente para diminuir a eclosão de J2 de M. javanica, sendo estasticamente 17 

semelhante ao produto químico testado e quanto a motilidade de J2 de M. javanica, 18 

B. subtilis (10 L/ha) e B. amyloliquefaciens (1 e 10 L/ha), causaram a mortalidade do 19 

nematoide, porém inferior ao padrão químico testado. Para M. incognita, B. firmus 20 

(10 L/ha) proporciona maior eclosão de J2 e quanto a motilidade de J2 de M. 21 

incognita, B. subtilis (10 L/ha) e B. amyloliquefaciens (1 e 10 L/ha) causam maior 22 

mortalidade de M. javanica, porém inferior ao químico testado. 23 
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CAPÍTULO 3 – ESPÉCIES DE Bacillus NO DESENVOLVIMENTO DE CANA-DE-1 
AÇÚCAR INFECTADA POR NEMATOIDES DE GALHA * 2 

 3 

Rivanildo Junior Ferreira1*; Pedro Luiz Martins Soares2, Rafael Bernal de Carvalho1, 4 

Jaime Maia dos Santos2, Elder Simões de Paula Batista3 e José Carlos Barbosa4. 5 

*Parte da dissertação de Mestrado em Agronomia (Produção Vegetal) do autor. E-6 
mail: jrferreirafcav.unesp@gmail.com 7 
1,3Aluno de Pós - Graduação em Agronomia (1Produção Vegetal) e (3Entomologia 8 
Agrícola),  9 
2Professor Assistente Doutor e Nematologista – Departamento de Fitossanidade, 10 
4Professor Titular – Departamento de Ciências Exatas.  11 
1,2,3,4UNESP (Universidade Estadual Paulista) – FCAV (Faculdade de Ciências 12 
Agrárias e Veterinárias), Câmpus de Jaboticabal, Via de Acesso Prof. Paulo Donato 13 
Castellane, s/n. Jaboticabal-SP 14884-900.  14 
 15 

 16 
 17 

RESUMO 18 

Ferreira, R. J, P. L. M. Soares, R. B. Carvalho, J. M. Santos, E. S. P. Batista, J. C. 19 

Barbosa. 2015. Espécies de Bacillus no desenvolvimento de cana-de-açúcar 20 

infectada por nematoides de galha. Nematropica 41:00-00. 21 

 22 

Os nematoides de galha causam perdas significativas e diminuem a vida 23 

produtiva da cultura de cana-de-açúcar. Praticamente o único método de controle 24 

utilizado é o químico e este vem tendo restrições ecotoxicológicas. O controle 25 

biológico tem potencial como alternativa para o problema. Portanto, avaliaram-se 26 

espécies de Bacillus no controle de Meloidogyne incognita e M. javanica e o 27 

desenvolvimento de plantas de cana-de-açúcar. Mudas de cana-de-açúcar ‘RB 86-28 

7515’ plantadas individualmente em vasos de 10 L contendo substrato autoclavado à 29 

base de areia grossa e terra (2:1). Em seguida os tratamentos B. subtilis (10 L/ha), 30 
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B. firmus (10 L/ha), B. amyloliquefaciens (10 L/ha) e Carbofurano 350 SC (5 L/ha – 1 

tratamento padrão) foram aplicados e as mudas inoculadas com 5.000 ovos e 2 

juvenis de segundo estádio de M. incognita e M. javanica, em vasos separados, 3 

além de uma testemunha apenas com nematoides. Aos 100 e 150 dias após a 4 

inoculação e aplicação dos tratamentos procederam-se as avaliações de parâmetros 5 

da planta e dos nematoides. Todos os tratamentos aumentam o número de perfilhos, 6 

mas não controlam os nematoides. 7 

 8 

Palavras-chave: B. amyloliquefaciens, B. firmus, B. subtilis, Controle biológico; 9 

Meloidogyne incognita; Meloidogyne javanica 10 

 11 

ABSTRACT 12 

Ferreira, R. J, P. L. M. Soares, R. B. Carvalho, J. M. Santos, E. S. P. Bastista, J. C. 13 

Barbosa. 2015. Bacillus species in the development of sugar cane infected by root-14 

knot nematodes . Nematropica 41:00-00. 15 

 16 

Root-knot nematodes cause significant lost and decrease the productive life cycle of 17 

the sugar cane crop. The only control method employed is the chemical one, which 18 

has been facing ecotoxicological restrictions. Biological control has its potential as an 19 

alternative. Therefore, it was evaluated Bacillus species for the control of 20 

Meloidogyne incognita and M. javanica, and the development of sugar cane plants. 21 

The seedlings were formed in tubes and transplanted individually into 10 L pots 22 

containing sterilized coarse sand/earth substrate (2:1). Following we applied the 23 
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treatments B. subtilis (10 L/ha), B. firmus (10 L/ha), B. amyloliquefaciens (10 L/ha), 1 

Carbofuran 350 SC (5 L/ha – standard treatment), and inoculated the seedlings with 2 

5,000 eggs and second stage juveniles of M. incognita and M. javanica, separately, 3 

along with a control group (with nematodes). At 100 and 150 days after applying the 4 

treatments we proceed with the evaluations of plant height, plant weight, root weight, 5 

numbers of tillers and quantity of eggs and second stage juveniles of M. incognita 6 

and M. javanica in the roots of each plant evaluated. In the pot assay, all treatments 7 

increase the number of tillers but do not control the nematodes. 8 

 9 

Key Words: B. amyloliquefaciens, B. firmus, B. subtilis, Biological control; 10 

Meloidogyne incognita; Meloidogyne javanica 11 

 12 

INTRODUÇÃO 13 

A produção total de cana-de-açúcar (Saccharum spp.) moída na safra 14 

2013/14 foi de 658,8 milhões de toneladas, com aumento de 11,9% em relação à 15 

safra 2012/13, que foi de 588,9 milhões de toneladas, significando um acrescimo de 16 

69,9 milhões de toneladas em relação à safra anterior. O estado de São Paulo 17 

permanece como o maior produtor, concentrando 51,43% (4.678,8 mil hectares) da 18 

área plantada (Conab, 2014). 19 

 Vários são os problemas fitossanitários de solo que podem afetar a cultura de 20 

cana-de-açúcar, entre esses estão os nematoides que comprometem drasticamente 21 

a produtividade e a longevidade do canavial (Dinardo-Miranda, 2008). Mais de três 22 
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centenas de espécies já foram encontradas associadas à cultura, todavia, 1 

Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood e M. incognita (Kofoid e White) Chitwood, 2 

além de Pratylenchus zeae Grahan são as mais frequentes e consideradas espécies 3 

de importância econômica (Cadet e Spaull, 2005). Em áreas comerciais, M. javanica 4 

causa de 20 a 30% de redução de produtividade no primeiro corte de variedades 5 

suscetíveis e M. incognita pode ocasionar perdas ainda maiores, ao redor de 40%. 6 

Em casos em que a variedade atacada é muito suscetível e os níveis populacionais 7 

estão muitos altos, as perdas podem chegar até 50% da produtividade (Dinardo-8 

Miranda, 2008). 9 

Atualmente o controle de nematoides, é feito principalmente com o auxílio de 10 

nematicidas químicos (Novaretti e Reis 2009), método de controle mais fácil e 11 

prático de ser utilizado do que outros devido o sistema de cultivo e a cultura ser 12 

semi-perene, uma vez que, podem-se alcançar resultados favoráveis em um curto 13 

período de tempo (Halbrent e James, 2003). Entretanto, apesar de ser eficiente, a 14 

alta toxicidade causada pelos nematicidas químicos, tem levado ao longo dos 15 

últimos anos a busca de alternativas menos prejudiciais ao homem, meio ambiente e 16 

animais e de acordo com Berry et al. (2009), se estes forem retirados do mercado, 17 

os agricultores teriam poucas opções de manejo para o controle de nematoides e 18 

passariam a ter dificuldades de manter a produtividade da cana-de-açúcar. 19 

Uma alternativa para o uso de nematicidas químicos que foi pouco 20 

investigada na cultura de cana-de-açúcar é o desenvolvimento e utilização do 21 

controle biológico. Este método tem se destacado como alternativa viável, de fácil 22 
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aplicação, muitas vezes de menor custo do que o químico e com o objetivo de 1 

diminuir as perdas (Berry et al., 2009). 2 

Entre os inimigos naturais identificados como potenciais agentes de controle 3 

biológico de nematoides, alguns são bactérias, tais como algumas espécies de 4 

Bacillus. Essas bactérias são encontradas na rizosfera das plantas e por esta 5 

característica são também conhecidas como rizobactérias. Têm capacidade de 6 

invadir os tecidos internos das plantas, ou seja, são endofíticas facultativas, têm 7 

potencial para favorecer o desenvolvimento das plantas e/ou promover o controle 8 

biológico de nematoides (Stirling, 1991, Siddiqui e Mahmood, 1999, Sturz e Nowak, 9 

2000; Tian et al., 2007). Elas têm a capacidade de produzir antibióticos, enzimas e 10 

toxinas, que agem diretamente causando a mortalidade dos diferentes estádios de 11 

desenvolvimento dos nematoides e/ou indiretamente no comportamento, na 12 

alimentação ou na reprodução de nematoides, no processo de reconhecimento 13 

planta-hospedeiro, na indução de resistência, diminuindo a infecção das raízes e/ou 14 

proporcionando o desenvolvimento saudável da planta (Mankau, 1980, Stirling, 15 

1991; Siddiqui e Mahmood, 1999; Perry e Moens, 2005; Tian et al. 2007; Machado et 16 

al., 2012). 17 

A utilização de B. subtilis (1872PRBS-1) em plantas de tomateiro aumentou a 18 

biomassa da parte aérea e reduziu a reprodução de Meloidogyne sp. (Araújo e 19 

Marchesi, 2009). Dawar et al. (2008), observaram que B. subtilis manteve 100% de 20 

germinação das sementes das plantas de feijoeiro e diminui o número de galhas nas 21 

plantas. 22 



43 

 

 

 

 

Diante do exposto os objetivos do presente estudo foram avaliar o efeito de 1 

espécies de Bacillus no controle de nematoides de galha chave e no 2 

desenvolvimento da cultura de cana-de-açúcar.  3 

 4 

 5 

MATERIAL E MÉTODOS 6 

Os experimentos foram conduzidos em vasos a céu aberto no Departamento 7 

de Fitossanidade da UNESP/FCAV, Câmpus de Jaboticabal no período de 16/02 a 8 

10/08/2014. As médias das temperaturas máximas, médias e mínimas no período 9 

foram de 28,64; 21,59 e 15,86⁰  C, respectivamente, e a pluviosidade acumulada no 10 

período foi de 1.339 mm. 11 

A população de M. javanica utilizada foi oriunda de área de cultivo comercial 12 

de quiabeiro (Hibiscus esculentus L.) na região de Piacatu-SP e a população de M. 13 

incognita oriunda de área de cultivo de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) na região 14 

de Barreiras – BA.  15 

As populações foram previamente identificadas com base nos caracteres 16 

morfológicos do padrão perineal, preparado conforme Taylor e Netscher (1974), na 17 

morfologia da região labial dos machos (Eisenback et al., 1981) e no fenótipo 18 

isoenzimático para esterase, obtido pela técnica de Esbenshade e Triantaphyllou 19 

(1990).  20 

Ambas as populações foram mantidas em plantas de tomateiro (Solanum 21 

lycopersicom L.) e a partir de amostras de raízes da referida cultura exibindo galhas, 22 

preparou-se uma suspensão contendo ovos e juvenis de segundo estádio (J2) do 23 
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nematoide, pela técnica de Hussey e Barker (1973). A concentração da suspensão 1 

foi estimada com auxílio de uma câmara de contagem de Peters (Southey, 1970), 2 

em microscópio fotônico e ajustada para 1.000 ovos e juvenis de segundo estádio 3 

(J2)/mL para utilização como inóculo. 4 

Foram inoculados 10 mL da suspensão por muda de berinjela (Solanum 5 

melongena L.) ‘Comprida Roxa’ com 30 dias, obtida em substrato orgânico 6 

Plantmax®  em bandejas de poliestireno, transplantada individualmente em vaso 7 

contendo substrato (2 partes de areia : 1 parte de terra) autoclavado (a 120 ºC ± 1 8 

ºC e 1 atm por uma hora), mantidos na casa de vegetação, para multiplicação das 9 

populações.  10 

Cerca de 90 dias após a inoculação, as raízes das plantas de berinjela foram 11 

cuidadosamente retiradas e processadas, por trituração em liquidificador em solução 12 

de hipoclorito de sódio de acordo com a técnica de Hussey e Barker (1973), obtendo 13 

uma suspensão de ovos e juvenis de segundo estádio (J2). As concentrações das 14 

suspensões de ovos e J2 foram estimadas com auxílio de uma câmara de contagem 15 

de Peters (Southey, 1970), em microscópio fotônico e ajustada de modo a prover o 16 

inóculo desejado de 500 ovos e juvenis de segundo estádio (J2) em 1 mL de 17 

suspensão. 18 

Foram preparados vasos de plástico de 10 L contendo substrato constituído 19 

por uma mistura de areia e terra na proporção de 2:1, autoclavada conforme 20 

mencionado anteriormente. O substrato foi irrigado e foram transplantadas mudas 21 

com 45 dias de cana-de-açúcar ‘RB 86-7515´ formadas a partir de toletes com 22 

aproximadamente 4 cm, plantados em tubetes com altura de 130 mm e 52 mm de 23 
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diâmetro, contendo substrato orgânico autoclavado, a base de fibras de coco 1 

Plantmax® Cerca de 15 dias após o transplantio, as raízes foram parcialmente 2 

descobertas e foram aplicados 2,5 mL de suspensão aquosa na concentração de 1 x 3 

108 U.F.C./mL dos tratamentos testados Bacillus subtillis, B. firmus e B. 4 

amyloliquefaciens, cedidos pela empresa Stoller do Brasil.   5 

O nematicida químico Carborfurano 350 SC é um inseticida/nematicida 6 

sistêmico do grupo dos carbamatos pertencente à empresa FMC Química do Brasil 7 

Ltda. Foi distribuído uniformemente próximo às raízes. A seguir, as raízes de cada 8 

planta foram inoculadas com 10 mL de suspensão contendo 5.000 ovos e juvenis de 9 

segundo estádio (J2) de cada uma das espécies em vasos separados. 10 

Posteriormente, as raízes foram recobertas com o substrato. Foi utilizado o 11 

delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e cinco repetições 12 

para cada uma das avaliações realizadas. 13 

No decorrer da condução dos experimentos a irrigação do substrato nos 14 

vasos foi efetuada de modo a suprir-se a quantidade de água mínima para 15 

manutenção da turgescência celular, tendo em vista evitar-se a lixiviação dos 16 

produtos.  17 

Aos 15 e 30 dias após a aplicação dos tratamentos e inoculação das raízes, 18 

foram avaliados os possíveis efeitos de fitotoxidez dos produtos. Aos 100 e 150 dias 19 

após a aplicação (DAA) dos tratamentos foram feitas as avaliações da altura da 20 

parte aérea (APA) em cm, massa fresca das partes aéreas (MFPA) em g, massa 21 

fresca das raízes (MFR) em g, número de perfilhos e o número de ovos e juvenis de 22 

segundo estádio de M. javanica e M. incognita nas raízes. Os nematoides foram 23 
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extraídos das raízes pelos métodos de Hussey e Barker (1973) e aplicado pelo 1 

método de flotação centrífuga em solução de sacarose com caulim Coolen e 2 

D'Herde (1972). A seguir, a população dos nematoides nas amostras foi estimada ao 3 

microscópio fotônico, com auxílio da câmara de contagem de Peters (Southey, 4 

1970). Os experimentos não foram conduzidos até a colheita, devido à condição 5 

desfavorável para o desenvolvimento da cultura de cana-de-açúcar em vasos.  6 

As análises de variância foram realizadas com o software Agroestat (Barbosa 7 

e Maldonado, 2011), através do teste F e quando significativo aplicado o Teste de 8 

Duncan para comparação de médias. 9 

 10 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 11 

Nas condições do presente estudo, para todos os tratamentos com Bacillus 12 

em ambos os ensaios, não foram constatadas a ocorrência dos sintomas usuais de 13 

fitotoxidez às plantas de cana-de-açúcar. 14 

A variedade de cana-de-açúcar ‘RB 86-7515´, propiciou um desenvolvimento 15 

populacional de M. incognita 15 vezes maior que M. javanica, aos 100 DAA. Aos 150 16 

DAA M. incognita provocou significativa redução de 35% na altura da parte aérea, 17 

120% na massa fresca das partes aéreas e 28% do número de perfilhos, em relação 18 

a M. javanica. Isso evidencia a maior agressividade de M. incognita para esta 19 

variedade de cana-de-açúcar, apesar de ambas as espécies terem apresentado uma 20 

alta população nas raízes e um fator de reprodução FR = 18, segundo Oostenbrink 21 

(1966), o que por sua vez evidencia que a variedade é suscetível e boa hospedeira 22 

para ambas as espécies (Tabela 1). Entretanto, M. javanica foi mais agressivo do 23 
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que M. incognita, evidenciado pela massa fresca das raízes, que foi 23% menor, aos 1 

100 DAA. Contudo, Dinardo-Miranda (1999) e Garcia et al. (1997) constataram maior 2 

agressividade de M. incognita em relação a M. javanica em outras variedades. 3 

Barbosa et al. (2009) constataram que M. javanica foi mais agressivo do que M. 4 

incognita para o desenvolvimento das matérias frescas das partes aéreas e das 5 

raízes na referida cultura, em variedades diferentes, apesar da menor multiplicação 6 

da espécie, semelhante ao obtido no presente estudo. De fato, vários trabalhos 7 

constataram que muitos são os fatores que interferem nas perdas causadas pelos 8 

nematoides, entre os quais se destacam a variedade da cultura, a espécie de 9 

nematoide e o nível de infestação (Dinardo-Miranda, 1990; Dinardo-Miranda, 1999; 10 

Barbosa et al., 2009; Barbosa et al., 2013).  11 

Para a altura da parte aérea, o tratamento com B. subtilis (10 L/ha) reduziu o 12 

desenvolvimento da altura da parte aérea em relação aos demais tratamentos 13 

(Tabela 1). Para a interação espécie e tratamento, aos 100 DAA, B. subtilis (10 L/ha) 14 

diminuiu a altura da planta quando infectada por M. incognita em relação aos demais 15 

tratamentos (Tabela 2). Bacillus amyloliquefaciens aumentou o número de perfilhos 16 

quando infectada com M. javanica (Tabela 2). A dose de 10 L/ha com B. subtilis 17 

utilizada comprometeu o desenvolvimento desta variável, assim como a menor 18 

população desta espécie estimada em relação à outra foi capaz de comprometer 19 

mais o desenvolvimento das raízes, como já obervado e discutido anteriormente.  20 

Em estudo do controle de Meloidogyne sp. e o crescimento de cana-de-21 

açúcar, em função da aplicação de B. subtilis no solo após multiplicação em vinhaça 22 

em suspensão aquosa, Cardozo e Araújo (2011), observaram benefícios de estímulo 23 
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ao crescimento na referida cultura apenas quando utilizaram B. subtilis em 1 

suspensão aquosa. Esses mesmos autores observaram o aumento na altura e na 2 

massa das partes aéreas secas. Araújo e Marchesi (2009), avaliaram o efeito de B. 3 

subtilis (PRBS-1) como promotor de crescimento e agente de controle de 4 

nematoides formadores de galha (Meloidogyne spp.) no cultivo de tomateiro e 5 

constataram a redução da massa fresca de raízes. Também, a utilização de isolados 6 

de Bacillus spp. no controle de M. javanica na cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris 7 

L.)  em casa de vegetação, não aumentou significativamente a massa de raízes 8 

(Fernandes et al., 2013). Todavia, Vaz et al. (2011) verificaram que a microbiolização 9 

de sementes com B. subtilis no controle de populações puras e mistas de M. 10 

javanica e M. incognita em tomateiros cultivados em casa de vegetação, promoveu o 11 

aumento da biomassa das plantas. Alguns autores já observaram que as 12 

rizobactérias podem apresentar efeitos benéficos, prejudiciais ou neutros, 13 

dependendo da cultura, espécie de rizobactéria e isolado utilizado (Luz, 1996; 14 

Schippers et al.,1987; Vaz et al., 2011).  15 

O maior aumento da massa frescas das partes aéreas foi obtido com 16 

Carbofurano 350 SC (5 L/ha), em relação aos demais tratamentos. Todos os 17 

tratamentos aumentaram o número de perfilhos em relação à Testemunha (com 18 

nematoides), aos 150 DAA, apesar de não terem reduzido o número de nematoides 19 

na cultura de cana-de-açúcar ‘RB 86-7515´ (Tabela 1). Segundo Silva et al. (2007), 20 

Wiedenfeld (2003) e Silva et al. (2008) quanto maior perfilhamento melhor, já que 21 

leva a um crescimento inicial rápido e uniforme, atingindo um bom estande, o que 22 

possibilita o rápido fechamento de entrelinha e o controle mais efetivo das plantas 23 
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daninhas, além da cobertura homogênea do solo, que promove eficiente 1 

aproveitamento da energia luminosa pela planta, podendo refletir em maior 2 

produtividade. Dinardo-Miranda et al. (2003), avaliaram o efeito dos nematicidas 3 

aldicarbe, carbofurano e terbufós no plantio da cana-de-açúcar, em áreas infestadas 4 

por nematoides, e constataram que os mesmos contribuíram para incrementos de 5 

produtividade variando de 14,2 a 25,5 t/ha. 6 

Resultados semelhantes foram obtidos por Araújo et al. (2012), com o 7 

tratamento de sementes de soja ‘BRS 282’ com carbofurano ou B. subtillis, que 8 

contribuíram para ganhos significativos, no crescimento da referida cultura em solo 9 

infestado com Meloidogyne sp. A referida espécie de Bacillus é considerada como 10 

promotora de crescimento de plantas, devido à produção de fitorreguladores 11 

vegetais na rizosfera, que promovem o desenvolvimento das plantas (Machado et 12 

al., 2012).  13 

Foi constatado por Barros et al. (2003) que o uso de nematicidas de forma 14 

continua em canaviais tem sido questionado quanto à eficácia de controle e pela 15 

inconstância de resultados (Barros et al., 2003). Também, Dinardo-Miranda et al. 16 

(2010), com a finalidade de definir a melhor época para aplicar nematicidas em 17 

soqueiras de início de safra, conduziram oito experimentos em canaviais colhidos 18 

em abril e maio, com aplicação de nematicidas de 10 a 180 dias depois da colheita. 19 

Somente em um ensaio observou-se efeito dos nematicidas sobre as populações de 20 

M. javanica, mas, na maioria deles, os nematicidas reduziram as populações de P. 21 

zeae e P. brachyurus. Não foram observados aumentos de produtividade devido ao 22 

tratamento nematicida em seis dos oito ensaios, embora todas as áreas 23 
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experimentais apresentassem infestações de nematoides passíveis de causar danos 1 

econômicos à cultura. 2 

 A densidade populacional de espécies de nematoides aumentou em várias 3 

áreas após o tratamento com nematicidas comparado com as áreas não tratadas. 4 

Os nematicidas aparentemente protegem o desenvolvimento das raízes das plantas 5 

dos danos, resultando em uma grande biomassa de raízes. O nematicida pode 6 

manter a densidade populacional do nematoide baixa durante boa parte da safra.  7 

 Em outros casos, como o efeito nematicida é por um período curto ou 8 

eliminado, os nematoides sobreviventes podem produzir um grande número de 9 

descendentes devido às raízes abundantes (Schmitt et al., 1983; Sipes e Schmitt, 10 

1998). Tal fato foi observado neste e em outros estudos, pode ser atribuído ao 11 

período curto de ação do nematicida carbofurano (conforme consta na bula são 90 12 

dias de carência, em geral, o período de ação é menor) assim como os tratamentos 13 

com as espécies de Bacillus, em relação ao ciclo longo da cultura em questão, 14 

segundo Dinardo-Miranda e Menegatti (2004), as raízes devem ficar protegidas do 15 

parasitismo dos nematoides por no máximo o período de carência e o carbofurano 16 

proporcionou mais de 90% de eficiência de controle de M. javanica, P. zeae e P. 17 

brachyurus aos 90 dias após a aplicação em relação à testemunha, como observado 18 

no trabalho de (Dinardo-Miranda et al., 2010). Em decorrência disso pode haver uma 19 

redução inicial significativa dos nematoides associados às raízes na cana-de-açúcar 20 

como observado em Dinardo-Miranda et al., 2010, permitindo um maior e mais 21 

sadio sistema radicular que após a ação nematicida do produto e a cultura ter um 22 

longo ciclo, a população remanescente terá condições adequadas e favoráveis para 23 
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o aumento populacional. Todavia, poderá resultar em incrementos significativos na 1 

produtividade como tem sido constatado (Dinardo-Miranda et al., 1995; Dinardo-2 

Miranda e Menegatti, 2010; Dinardo-Miranda et al., 2010). 3 

Fernandes et al. (2013) verificaram que  pela da utilização de isolados de 4 

Bacillus spp. no controle de M. javanica na cultura do feijoeiro em casa de 5 

vegetação, nenhum isolado bacteriano reduziu o número de galhas induzidas pelo 6 

nematoide. Tais resultados são diferentes dos obtidos por Fernandes et al. (2014), 7 

que constataram que a combinação entre microbiolização de sementes com B. 8 

subtilis e a aplicação de Pochonia chlamydosporia (Goddard) no solo reduziram em 9 

mais de 80% o número de ovos e J2 de M. javanica em tomateiro, em comparação 10 

com a adoção de apenas um dos tratamentos isoladamente.   11 

Também, é diferente do resultado observado por Araújo e Marchesi (2009), 12 

que constataram que B. subtilis (PRBS-1) reduziu a reprodução de nematoide 13 

formador de galha em raízes de tomateiro, sob condições de casa de vegetação. 14 

De fato já foi observado que a espécie e até o isolado do agente de controle 15 

biológico pode apresentar eficácia de controle diferente dependendo da cultura e da 16 

espécie de nematoide utilizada (Hidalgo-Díaz et al., 2000; Dallemole-Giaretta, 2008). 17 

Muitos fatores interferem na grandeza dos danos causados por nematoides, entre os 18 

quais as espécies presentes na área, o nível populacional, a variedade cultivada e 19 

as condições das raízes para penetração. Em canaviais com variedades suscetíveis 20 

e níveis populacionais muitos altos, as perdas provocadas por nematoides, reduzem 21 

as produtividades das soqueiras e consequentemente a longevidade do canavial 22 

(Dinardo-Miranda, 2008). 23 
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Nas condições do presente trabalho e de acordo com os dados obtidos, 1 

conclui-se que: 2 

- O tratamento Carbofurano 350 SC (5 L/ha) aumenta a massa fresca das 3 

partes aéreas;  4 

- Com infecção de M. incognita na cana-de-açúcar, Bacillus subtilis reduz o 5 

desenvolvimento da altura da parte aérea e quando infectada com M. javanica B. 6 

amyloliquefaciens aumenta o número de perfilhos de cana-de-açúcar; 7 

- Todos os tratamentos com Bacillus (B. subtilis; B. firmus e B. 8 

amyloliquefaciens 10 L/ha, 1x108 UFC/ mL) e Carbofurano 350 SC (5 L/ha) 9 

aumentam o número de perfilhos, mas não controlam M. javanica e M. incognita.  10 

 11 

 12 
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