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Resumo: O controle biológico  tem‐se apresentado como alternativa para o manejo de  fitone‐
matoides. Os principais agentes de controle biológico de nematoides são os fungos e bactérias, 
com destaque para as bactérias colonizadoras da rizosfera, denominadas rizobactérias. O pre‐
sente  trabalho  teve  como objetivos  avaliar o  efeito da bactéria Bacillus  subtilis no  controle de 
populações puras e mistas de Meloidogyne  javanica e Meloidogyne  incognita em tomateiros (Sola‐
num  lycopersicum L.)  cultivados  em  casa de  vegetação. O  experimento  foi  composto por  três 
tratamentos:  sementes microbilizadas  com  B.  subtilis;  sementes  imersas  em  água  destilada  e 
sementes sem nenhum tratamento prévio. Em ambos os ensaios, foram adicionados 5.000 ovos 
de nematoides por vaso juntamente com mudas tratadas. O delineamento experimental utiliza‐
do  foi  o  inteiramente  casualizado,  cada  tratamento  constava de  sete  repetições,  e  a unidade 
experimental foi representada por uma planta mantida em vaso. Aos 60 dias após o transplantio 
das mudas, avaliou‐se a massa das raízes e da parte aérea e os números de galhas e de ovos. A 
microbiolização das sementes com B. subtilis não reduziu o número de galhas ou de ovos, assim 
como não influenciou no peso da parte aérea quando comparado com as testemunhas. 
Palavras‐chave: nematoide das galhas, rizobactéria, microbiolização. 
Abstract: Biological control has proved to be a viable alternative for the management of nema‐
todes.  The major  biological  control  agents  of  nematodes  are  fungi  and  bacteria,  especially 
rhizosphere‐colonizing‐bacteria, called rhizobacteria. This study aimed at evaluating the effect 
of the bacterium Bacillus subtilis in controlling pure or mixed populations of Meloidogyne javanica 
and Meloidogyne  incognita on tomato plants (Solanum  lycopersicum L.) cultivated in greenhouse. 
The experiment was composed by three treatments: microbiolized seeds with B. subtilis, seeds 
soaked  in distilled water and seeds without any previous  treatment.  In both  trials,  the soil of 
each pot was infested with 5,000 nematode eggs before receiving one tomato seedling. The ex‐
perimental design was completely randomized, each treatment consisted of seven replications, 
and the experimental unit was represented by a potted plant. Sixty days after transplanting, the 
mass of roots and shoots and the numbers of galls and eggs were evaluated. Seed microbioliza‐
tion with B. subtilis did not reduce the number of galls or eggs of the nematodes, and also had 
no influence on the mass of the aboveground of the plants, in comparison with the controls.  
Keywords: root‐knot nematode, rhizobacteria, microbiolization.   
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1. Introdução 
 
O  tomateiro (Solanum  lycopersicum L.) é uma das hortaliças mais cultivadas no 

Brasil. Na  safra  agrícola de  2007, ocupou uma  área de  56.256 hectares  e  a produção 
total foi superior a 3.268.815 toneladas (IBGE, 2010). No entanto, inúmeras são as pragas 
e os patógenos que  causam  redução de produtividade no  tomateiro,  em  especial, os 
nematoides. Em âmbito global e considerando diversas espécies cultivadas, os prejuí‐
zos causados pelo ataque de nematoides são da ordem de 100 bilhões de dólares anuais 
(SASSER & FRECKMAN, 1987).  

Os nematoides acarretam redução no crescimento, amarelecimento e até morte 
precoce da planta, dependendo do grau de infestação. Além disso, facilitam ou promo‐
vem a penetração de outros patógenos, como, por exemplo, Fusarium oxysporum  f.sp. 
lycopersici  e  Ralstonia  solanacearum,  causadores  da  murcha‐de‐fusário  e  da  murcha‐
bacteriana, respectivamente (FILGUEIRA, 2003). Plantas infectadas por nematoides apre‐
sentam dificuldades na absorção de água e nutrientes do solo, resultando em deficiên‐
cia mineral e redução da produtividade (LOPES & SANTOS, 1994). 

O controle de nematoides é uma prática cara e difícil. A exclusão, ou seja, evitar 
o estabelecimento do nematoide na área é a principal medida de controle do patógeno. 
A partir do momento em que a área foi infestada, a erradicação posteriormente torna‐
se praticamente  impossível e as medidas de controle que serão adotadas visarão ape‐
nas à redução na população dos nematoides no solo (FERRAZ et al., 2001). 

O controle químico apresenta vários inconvenientes, como o alto custo dos pro‐
dutos,  os  resíduos  nos  frutos,  intoxicação de  humanos  e  animais,  contaminações de 
fontes de água, destruição da microflora do solo (VILLAS BOAS et al., 2002) e, em longo 
prazo, podem favorecer a seleção de biótipos de nematoides resistentes a nematicidas 
químicos (STOLF, 2006). 

Na busca por métodos eficientes e ambientalmente seguros de manejo de nema‐
toides, diversas pesquisas vêm sendo realizadas em todo o mundo com o objetivo de 
explorar o potencial de  inimigos naturais dos nematoides em programas de controle 
biológico  (FERRAZ  et al., 2001). O controle biológico é a  redução da população de de‐
terminado  patógeno  por  outro  organismo  vivo,  geralmente  um microrganismo,  por 
meio de parasitismo, predação,  competição  ou  antibiose  (VENZON  et  al.,  2005). Esses 
organismos podem ocorrer naturalmente na área infestada pelos nematoides ou serem 
selecionados e introduzidos pelo homem (VENZON et al., 2005). Dentre os inimigos na‐
turais  dos  nematoides,  podem‐se  citar  os  fungos,  bactérias,  nematoides  predadores, 
protozoários, ácaros, colêmbolas, tardígrados (CARNEIRO et al., 1999). 

O controle biológico tem‐se apresentado como uma alternativa ecologicamente 
sustentável para o manejo de fitonematoides, por minimizar danos ambientais, quando 
comparado aos métodos químicos  convencionais  (COIMBRA & CAMPOS, 2005). Micror‐
ganismos da rizosfera, conhecidos como rizobactérias, têm proporcionado defesa con‐
tra o ataque de patógenos de solo em plantas (WELLER, 1988), inclusive de fitonematoi‐
des (SIDDIQUI et al., 2001). Estirpes selecionadas de Bacillus subtilis foram relatadas co‐
mo antagonistas de espécies de Meloidogyne, podendo ser utilizadas no manejo desse 
patógeno em culturas de  importância econômica  (LINFORD et al., 1938). Sharma e Go‐
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mes (1996) relataram que as endotoxinas produzidas por B. subtilis no solo interferem 
no ciclo reprodutivo dos nematoides, principalmente na oviposição e eclosão de  juve‐
nis. O potencial de exploração comercial de isolados de B. subtilis para a formulação de 
bionematicidas é elevado, em razão de a bactéria produzir substâncias nematotóxicas 
que alteram os exsudatos radiculares, aliada à habilidade de sobreviver no solo.  

Os principais agentes de controle biológico de nematoides são os fungos e bac‐
térias (STOLF, 2006). Alguns isolados de rizobactérias promovem o crescimento de plan‐
tas,  razão  pela  qual  podem  ser  conhecidas  pela  sigla  inglesa  PGPR  (Plant  Growth‐
Promoting Rhizobacteria), ou seja,  rizobactérias promotoras do crescimento de plantas. 
Além de aumentarem o desenvolvimento vegetal, esses microrganismos  também po‐
dem ser explorados no controle biológico de fitonematoides. Os principais mecanismos 
de ação das PGPRs são a redução da eclosão dos ovos do patógeno, em função da pro‐
dução de toxinas, e a alteração dos exsudatos radiculares da planta, dificultando a loca‐
lização das raízes por parte dos nematoides, além da capacidade de  induzirem resis‐
tência  sistêmica  nas  plantas  (SIKORA  &  HOFFMANN‐HERGARTEN,  1992). Os  principais 
gêneros bacterianos associados ao biocontrole de nematoides  são Pseudomonas  spp. e 
Bacillus  spp.  (MELO & AZEVEDO,  2000). Espécies de Bacillus  têm  sido utilizadas  tanto 
para o controle de patógenos foliares quanto de solo. Este gênero pertence ao grupo de 
bactérias gram‐positivas, cuja característica é a produção de endósporos resistentes ao 
calor  (NORONHA  et  al., 1995). O maior  reservatório de Bacillus  é o  solo  (MELO & AZE‐
VEDO, 2000). Logo, em estudos de prospecção por novos isolados da bactéria, a coleta 
de diversas amostras de solo poderia aumentar as chances de obtenção de isolamentos 
promissores para a utilização em programas de controle biológico.  

Em razão dos múltiplos mecanismos de ação atribuídos a B. subtilis, a microbio‐
lização de sementes de tomateiro com esta bactéria pode ser uma alternativa para di‐
minuir a infecção de nematoides nas raízes das plantas. Desta forma, o presente traba‐
lho  teve  como objetivo avaliar o efeito da microbiolização de  sementes de  tomateiro 
com B. subtilis no controle biológico de populações puras e mistas de M. javanica e M. 
incognita nas culturas do tomateiro, em casa de vegetação. 

 
 
2. Material e métodos 
 

2.1. Local de execução do experimento 
 

O experimento foi conduzido na casa de vegetação e no Laboratório de Fitopa‐
tologia e Microbiologia do Centro Universitário de Patos de Minas (UNIPAM), Patos de 
Minas‐MG. 
 
2.2. Preparo de mudas  
 

As mudas de  tomateiro  (Solanum  lycopersicum L.)  foram  obtidas por meio do 
plantio de  sementes da variedade  ‘Santa Clara’ em bandejas de  isopor  contendo um 
substrato organo‐mineral inerte. As mudas estavam prontas para o transplante de 15 a 
21 dias após o semeio. 
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2.3. Preparo do solo 
 

O substrato destinado ao crescimento das plantas nos experimentos conduzidos 
em casa de vegetação foi constituído de uma mistura de terriço e areia, na proporção 
de 1:1. Esta mistura foi autoclavada por duas vezes parar eliminar possíveis microrga‐
nismos presentes no solo que pudessem interferir no desenvolvimento do experimento. 
 
2.4. Obtenção e preparo do inóculo de Meloidogyne incognita e M. javanica 
 

Os inóculos de M. incognita e M. javanica foram de ovos obtidos de populações 
puras, coletadas de raízes de tomateiros mantidos em casa de vegetação do UNIPAM. 

Os ovos de M. incognita e M. javanica utilizados nos ensaios foram extraídos pe‐
la técnica de Hussey & Barker (1973), modificadas por Boneti e Ferraz (1981); as raízes 
infestadas passaram por uma  lavagem  cuidadosa  em  água  corrente. Posteriormente, 
estas  foram cortadas em  fragmentos de 1 a 2 cm, homogeneizadas e  trituradas em  li‐
quidificador a baixa velocidade, em 250 mL de hipoclorito de sódio a 0,5%, durante 20 
segundos. A suspensão resultante é então passada por duas peneiras granulométricas 
sobrepostas, sendo a superior de 200 ‘mesh’ (com abertura de 0,074mm) e a inferior de 
500 ‘mesh’ (com abertura de 0,025mm). A suspensão retida na última peneira é lavada 
com água,  recolhida em béquer com capacidade de 250 mL e usada para as  inocula‐
ções. As concentrações foram ajustadas com o auxilio da câmara de Peters. 
 
2.5. Efeito do isolado de Bacillus subtilis sobre M. javanica em casa de vegetação 
 

O isolado de B. subtilis, conservado em óleo mineral, foi repicado para meio só‐
lido 523 de Kado & Heskett (1970) e mantido a 28° C por 24h em B.O.D. Em seguida, as 
colônias bacterianas foram raspadas com o auxílio de alça de Drigalski após a adição 
de água destilada esterilizada nas placas. A suspensão bacteriana utilizada foi na con‐
centração de 3,8 x 107 UFC  / mL  (unidades  formadoras de  colônias). As  sementes de 
tomateiro do cultivar Santa Clara foram  imersas na suspensão bacteriana (microbioli‐
zação), utilizando‐se o método descrito por Oostendorp e Sikora  (1989). Para o  trata‐
mento testemunha, as sementes ficaram sem nenhum tratamento.  

Vasos de plástico de 2L de capacidade foram preenchidos com o solo preparado 
como o descrito no item 2.3. Cada vaso foi infestado com 5.000 ovos de M. javanica. Em 
seguida, o  solo  foi  revolvido, visando à homogeneização do  inóculo do nematoide e 
uma muda de tomateiro Santa Clara de três semanas de idade, microbiolizada ou não, 
foi transplantada em cada vaso.  

O experimento foi composto por três tratamentos: a) sementes microbiolizadas 
com B. subtilis; b) sementes imersas em água destilada; c) sementes sem nenhum trata‐
mento prévio.  

Cada  tratamento  constava de  sete  repetições e a unidade experimental  foi  re‐
presentada por uma planta mantida em vaso. Os tratamentos foram dispostos em deli‐
neamento inteiramente casualizado (DIC). Foram feitas adubações semanais utilizando 
3 g de 15‐15‐20 em 1 L de água, sendo aplicadas 30 mL.vaso‐1. 
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2.6. Efeito do isolado de Bacillus subtilis sobre M. incognita em casa de vegetação 
 

O  cultivo  do  isolado  bacteriano,  os  tratamentos  adotados,  a  implantação  e  a 
condução do experimento  foram realizados de  forma semelhante ao descrito no  item 
2.5, com exceção do  inóculo do nematoide que foi composto por 5.000 ovos de M.  in‐
cognita.  

 
 
2.7. Efeito de isolado de Bacillus subtilis sobre população mista de M. javanica e M. 
incognita em casa de vegetação 
 

Os procedimentos adotados neste experimento são semelhantes ao descrito no 
item 2.5, exceto pela infestação do solo de cada vaso com 2.500 ovos de M. incognita e 
2.500 ovos de M. javanica, caracterizando uma população mista do patógeno, condição 
verificada com certa frequência no campo.  
 
2.8. Avaliação dos experimentos 
 

Os experimentos descritos nos  itens 2.5, 2.6 e 2.7 foram conduzidos por até 60 
dias após o transplantio das mudas de tomateiro. No final do experimento, foram men‐
suradas  as  seguintes variáveis: massa da parte  área, massa das  raízes,  o número de 
galhas e de ovos por sistema radicular. 
 
2.9. Análise Estatística 
 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do pacote estatístico ‘Statistica’ 
(STATSOFT, 2001). Os dados obtidos, transformados ou não, foram submetidos à análise 
de variância e, quando necessário, ao teste de comparação de médias de Tukey, ao ní‐
vel de 5% de probabilidade. 

 
3. Resultados e discussão 
 

O  isolado bacteriano  testado não  apresentou nenhuma diferença  significativa 
na biomassa das raízes, da parte aérea e dos frutos em nenhum dos três ensaios reali‐
zados (Tabelas 1 a 3), quando comparado com as testemunhas. Se por um lado nenhum 
benefício extra de promoção de crescimento induzido pela rizobactéria foi observado, 
também  não  houve  nenhuma  ação  fitotóxica.  Segundo  Luz  (1996)  e  Schippers  et  al. 
(1987), além de benéficas às plantas as rizobactérias podem também ser prejudiciais ou 
neutras.  

Em  todos os  três experimentos, nenhum  tratamento  reduziu o número de ga‐
lhas e de ovos do nematoide das galhas (Tabelas 1 a 3). Ao contrário do presente traba‐
lho, diversos autores  já comprovaram a eficiência da microbiolização de sementes no 
controle de espécies de Meloidogyne. Coimbra et al. (2005), testando o antagonismo de 
92 isolados de rizobactérias em relação a M. javanica, verificaram que 34 isolados redu‐
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ziram o número de galhas por planta por meio de microbiolização de sementes. Avali‐
ando 264 isolados de rizobactérias obtidos de solo rizosférico de tomateiro no controle 
de M.  javanica e M.  incognita, Freitas et al.  (2005) obtiveram seis  isolados eficientes na 
redução do número de galhas de M. javanica. A premissa favorável ao controle de ne‐
matoides por meio da microbiolização  é que durante  o processo de germinação  são 
liberados exsudados que propiciam vantagem seletiva na colonização e sobrevivência 
bacteriana nas raízes (KLOEPPER et al., 1985). 

 
 
 

Tabela 1. Efeito de Bacillus subtilis sobre massa das raízes, massa da parte aérea, massa dos fru‐
tos, galhas e ovos de Meloidogyne javanica em tomateiro (Solanum lycopersicum L.)  cv. Santa Cla‐
ra, aos 60 dias após a inoculação. Patos de Minas, MG, 2010 

Tratamentos  Massa das 
raízes 

Massa de  
parte aérea 

Massa dos  
Frutos 

Galhas  Ovos 

Testemunha        13,68 ns*      27,21 ns       53,49 ns      316 ns       125.871 ns 
Água  19,33  33,55  64,43  391  145.928 
B. subtilis  18,76  28,36  73,08  533  188.466 

 

(*) Não significativo ao teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

 
Tabela 2. Efeito de Bacillus subtilis sobre massa das raízes, massa da parte aérea, massa dos fru‐
tos, galhas e ovos de Meloidogyne incognita em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) cv. Santa Cla‐
ra, aos 60 dias após a inoculação. Patos de Minas, MG, 2010. 

Tratamentos  Massa das  
Raízes 

Massa de  
parte aérea 

Massa dos  
Frutos 

Galhas  Ovos 

Testemunha        14,44 ns*      27,24 ns      60,38 ns       439 ns         69.523 ns 
Água  14,02  26,51  65,49  437  154.414 
B. subtilis  11,05  23,35  37,21  193  217.592 

 
(*) Não significativo ao teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
 
Tabela 3. Efeito de Bacillus subtilis sobre massa das raízes, massa da parte aérea, massa dos fru‐
tos, galhas e ovos de população mista de Meloidogyne incognita e M. javanica em tomateiro (Sola‐
num lycopersicum L.) cv. Santa Clara, aos 60 dias após a inoculação. Patos de Minas, MG, 2010. 

Tratamentos  Massa das  
Raízes 

Massa de  
parte aérea 

Massa dos  
Frutos 

Galhas  Ovos 

Testemunha        16,62 ns*      27,44 ns      76,32 ns       604 ns        96.962 ns 
Água  13,57  23,03  81,17  452  104.904 
B. subtilis  13,42  24,83  67,80  504  167.286 

 
(*) Não significativo ao teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Todavia, em alguns casos, um dia apenas de microbiolização pode não ser sufi‐
ciente para a colonização das sementes e produção de substâncias tóxicas inibidoras da 
eclosão e viabilidade dos  juvenis (FREITAS, 2001), o que pode ter ocorrido neste traba‐
lho. Além da extensão desse período, outro modo de aplicação de bactérias,  como a 
aplicação no solo antes do plantio poderia ser uma maneira mais eficiente no controle 
de nematoides, sendo necessário realizar experimentos no futuro com este isolado para 
confirmar esta hipótese.   

A ausência de  isolados eficientes pode ser explicada pelo número de  isolados 
que ainda podem ser testados. É conhecido que a porcentagem de rizobactérias eficien‐
tes na promoção de crescimento é menor que 1%. Certamente, esse percentual é ainda 
mais reduzido quando se trata de biocontrole de nematoides. No entanto, seleções com 
percentuais  de  3,8;  3,3  e  2,3%  foram  encontradas  respectivamente  por  Freitas  et  al. 
(2005), Habe (1997) e Racke e Sikora (1992) em controle de nematoides, o que justifica‐
ria uma maior quantidade de isolados utilizados para verificar o potencial de biocon‐
trole. 

Embora o potencial de controle biológico da meloidoginose em  tomateiro não 
tenha  sido demonstrado  neste  trabalho,  novos  estudos  se  fazem  necessários,  princi‐
palmente envolvendo novos isolados, métodos de aplicação ao solo e doses da suspen‐
são bacteriana.  
 
 
4. Conclusão 
 

Nas condições em que o presente trabalho foi conduzido, a microbiolização de 
sementes com a bactéria B. subtilis não apresentou potencial como agente de biocontro‐
le de M.  javanica e M.  incognita em populações puras ou mistas,  tampouco promoveu 
aumento da biomassa das plantas. 
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