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Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de isolados de Bacillus spp. no controle de Meloidogyne
javanica em casa de vegetacdo. Os isolados 25, 35, 49, 51 e a mistura destes foram aplicados na superficie do solo, de
vasos pléasticos de 2 L contendo solo:areia (1:1; v:v) (2L/ha, 1x10° ufc/mL) infestado com 5.000 ovos de M. javanica e
comparados com a testemunha néo tratada e ao meio de cultura MSF. Decorridos 60 dias apds o semeio do feijoeiro
procedeu-se a avaliacdo da massa da parte area e das raizes das plantas, além dos nimeros de galhas e de ovos do
nematoide por sistema radicular. O delineamento experimental adotado foi do tipo inteiramente casualizado, com cinco
repeti¢des. A aplicacdo dos isolados bacterianos ndo aumentou significativamente a massa das raizes de feijoeiros
parasitados com M. javanica. Nenhum isolado bacteriano reduziu o nimero de galhas induzidas pelo nematoide. O
isolado 51 reduziu a produgdo de ovos do nematoide em niveis aproximadamente quatro vezes inferiores aos
observados em plantas testemunhas.

Palavras chave: Controle bioldgico, nematoide das galhas, Phaseolus vulgaris.
Control of Meloidogyne javanica on common beans with Bacillus spp.

isolates

Abstract — The objective of thiswork was to evaluatethe effect of Bacillusspp.on the control of
Meloidogyne javanica under greenhouse conditions. The isolates 25, 35, 49, 51 and their mixture (2L/ha, 1x10° cfu
/ mL) were applied on the surface of potted soil (plastic pots with 2L of soil:sand, 1:1, v:v) infested with 5000 eggs of
M. javanica and compared with the untreated control and the MSF broth. Sixty days after sowing common bean, the
biomass of aboveground parts and root system, besides the numbers of gall sand eggs per root system of the nematode
were evaluated. The experimental design was of a completely randomized design with five replicates. The application
of the bacterial isolates did not significantly increase the biomass of the roots M. javanica-infested plants. None
bacterial isolate reduced the number of galls of the nematode. However, the isolate 51 reduced the number of eggs of
the nematode at levels approximately four times lower than those observed in control plants.
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INTRODUCAO

Os nematoides sdo um dos principais
problemas fitossanitarios da cultura do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) na regido do
Alto  Paranaiba -  Minas  Gerais,
principalmente nos municipios de Patos de
Minas e Lagoa Formosa. Esses patdgenos se
encontram disseminados na regido e 0 seu
aumento populacional é favorecido pelo
cultivo continuo de culturas hospedeiras
(feijdo, soja, milho), temperaturas moderadas
a altas e disponibilidade de &agua durante
praticamente todo o ano, suprida por chuvas
ou via irrigacdo. O desconhecimento por parte
dos produtores da presenca do patdgeno nas
areas de cultivo é um fator adicional que
agrava a sua disseminacdo e multiplicacéo
(Ferraz et al., 2010).

O controle de nematoides é uma
pratica cara e dificil. O principio da excluséo
é 0 mais importante quando se pensa no
controle do patégeno, ou seja, o agricultor
deve evitar 0 estabelecimento deste
organismo em um local onde ele ndo ocorra.
A partir do momento que a area foi infestada,
a erradicacdo do patdgeno torna-se
praticamente impossivel e as medidas de
controle que serdo adotadas visardo apenas a
reducdo na populacdo dos nematoides no solo
(Ferraz et al., 2001).

A utilizacdo de rotacdo do feijoeiro
com culturas que apresentem algum nivel de
resisténcia a tais nematoides seria uma
ferramenta de manejo benéfica; contudo, a
escassez de materiais com que conciliam
resisténcia e boas caracteristicas agronémicas
limita seu uso. No caso do feijoeiro, a maioria
dos cultivares é suscetivel aos nematoides
(Silva & Del Peloso, 2006).

O uso de adubacdo verde e rotagédo
com plantas que inibem a reproducdo dos
nematoides é uma medida recomendada.
Dentre essas plantas, citam-se leucena,
crotalaria, mucuna, amendoim, guandu, etc. O
plantio de Tagetes erecta L., Crotalaria
spectabilis Roth e Cajanus cajan L. para
Meloidogyne incognita Chitwood 1949
(Godfrey) e Pratylenchus brachyurus Filipjev
& Schuurmans Stekhoven ou Tagetes patula
L. e Crotalaria paulina Schrank, se a espécie
dominante for Meloidogyne javanica (Treub,
1885) Chitwood, 1949, pode diminuir o nivel

populacional desses nematoides no solo (Silva
& Del Peloso, 2006; Machado et al., 2007).
Todavia, embora seja desejavel, a utilizagdo
dessas plantas no sistema agricola é
normalmente  dificultada  por  fatores
econdmicos, em razdo da tendéncia a
monocultura (Ferraz et al., 2001).

Considerando 0 manejo quimico do
patbgeno com nematicidas, nenhum produto
esta registrado no MAPA para a aplicacdo na
cultura do feijoeiro (MAPA, 2012). Com isso,
ainda que tais produtos representem
limitagBes quanto a seguranga ambiental e
riscos & saude humana e animal, nem mesmo
esta possibilidade de manejo de nematoides
estd disponivel para utilizacdo pelos
produtores de feijdo. Desta forma, novas
estratégias que visem reduzir a populagdo de
espécies de Meloidogyne (Goeldi, 1887) e
Pratylenchus (Filipjev, 1936) devem ser
pesquisadas e as informagfes ou produtos
resultantes desses estudos, a exemplo dos
bionematicidas, necessitam estar a disposicao
dos agricultores.

Vaérios pesquisadores relataram a acao
nematicida de espécies do género Bacillus no
controle de diferentes  fitonematoides
(Carneiro et al., 1998; Jonathan et al., 2000;
Kempster et al., 2001; Chen & Dickson,
2004), como, por exemplo, Bacillus
thuringiensis, Bacillus laterosporus Laubach
1916, Bacillus circulans Jordan 1890
Bacillus subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn
1872, Bacillus pumilis , Bacillus cereus
Frankland & Frankland, Bacillus sphaericus
Neide e Bacillus licheniformis Shaler.

Neste contexto objetivou-se com este
trabalho avaliar o potencial de isolados de
Bacillus spp. no controle de M. javanica em
feijoeiros cultivados em casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi em casa de
vegetacdo localizada na Universidade Federal
de Vicosa, Campus de Rio Paranaiba, Rio
Paranaiba, Minas Gerais, Brasil.

O in6culo de M. javanica foi
produzido em raizes de tomateiros ‘“Santa
Clara” cultivados em casa de vegetacdo. O
substrato empregado para plantio foi
composto pela mistura de solo e areia (1:1,
V:v), previamente autoclavada a 120°C por 1
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hora. A partir das raizes de tomateiros
exibindo galhas e massas de ovos, cerca de 60
dias apds a inoculagdo, foi preparada uma
suspensdo contendo ovos para a infestacdo do
solo em parcelas experimentais, extraidos
conforme descrito por Hussey & Barker
(1973) e modificado por Boneti & Ferraz
(1981).

A suspensédo resultante foi recolhida
em béquer com capacidade de 250 mL e
usada para as inoculagbes dos ovos no
experimento. A concentracdo do indculo foi
ajustada com o auxilio da camara de Peters
(Southey, 1970).

Os isolados bacterianos utilizados foram
aqueles que apresentaram melhor desempenho
em um outro trabalho, no qual foi avaliada a
capacidade dos isolados em inibir a ecloséo
de juvenis de M. javanica ‘in vitro’. Os
isolados foram cultivados em frascos tipo
erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de
meio de cultura MSF (Meio Sementes
Farroupilha: 2,59 NaCl; 2g KHPO4; 2,59
K,HPO4; 0,259 MgS0,.7H20; 0,19
MnSO4.H20; 5 g dextrose e 4 g extrato de
levedura em 1000 mL de &gua) e incubados a
temperatura ambiente (25°C) em agitador
orbital por 48 h sob agitacdo constante (250
rotagdes por minuto), no escuro. Apds 0
periodo decorrido, o meio de cultura foi
centrifugado por 15 min, a 2000 g, para a
separacdo das células bacterianas. A
suspensdo bacteriana foi ajustada para 10°
celulass/mL e mantida & 4 °C até a sua
utilizagéo.

Para a montagem do experimento vasos
de plastico de 2 L de capacidade foram
preenchidos com uma mistura solo:areia
(1:1). O solo de cada vaso foi infestado com
5.000 ovos do nematoide e revolvido, visando
a homogeneizacdo do inoculo do patdgeno.
Em seguida, as suspensdes bacterianas ou o
meio de cultura MSF foram aplicados ao solo
com auxilio de pulverizador costal
pressurizado por CO, a 30 Ipf/pol?, munido de
barra com dois bicos tipo leque 11002,
distanciados 0,5 m entre si, com volume de
calda de 200L/ha e com dose da suspensdo
ajustada para 2 L/ha. Posteriormente, aplicou-
se 142 mL de &gua esterilizada na superficie
do solo de cada vaso, simulando chuva ou

lamina de irrigacdo equivalente a 5 mm. O
objetivo desta operacdo foi permitir a
percolacdo das células bacterianas no perfil do
solo e aumentar o contato direto com 0s 0vos
do patdgeno, sem que haja perda do in6culo
bacteriano.

Aos dois dias apds a infestacdo do solo,
trés sementes de feijoeiro cultivar Pérola
foram semeadas em cada vaso. Apds a
abertura completa da folha priméaria foi
realizado o raleio das plantulas, deixando-se
apenas uma por vaso.

O experimento foi composto por oito
tratamentos, incluindo solo infestado com M.
javanica e tratado com suspensdo bacteriana
contendo um dos quatro isolados; solo
infestado com nematoides e tratado com a
mistura dos quatro isolados; solo infestado e
tratado apenas com o meio de cultura MSF;
além de parcelas ndo tratadas com as bactérias
e com solo infestado ou ndo com nematoides.

Os experimentos foram conduzidos por
60 dias apds o semeio do feijoeiro, com a
avaliacdo da massa da parte area e das raizes
das plantas, além dos nimeros de galhas e de
ovos do nematoide por sistema radicular.

O delineamento experimental adotado
nos experimentos foi do tipo inteiramente
casualizado, com cinco repetigdes. A parcela
experimental foi constituida por uma planta
mantida em vaso. Os resultados foram
submetidos a anélise de variancia pelo Teste F
e as médias foram comparadas entre si pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicagdo dos isolados bacterianos
ndo afetou significativamente a biomassa de
raizes de feijoeiros parasitados por M.
javanica (Tabela 1), quando comparados com
a testemunha. Comparativamente com plantas
néo inoculadas com o nematoide, a massa das
raizes de plantas cultivadas em solo tratado
com os isolado 35 foi significativamente
menor.

Nenhum isolado de Bacillus reduziu o
numero de galhas de M. javanica, por outro
lado, o isolado 51 reduziu a producéo de ovos
de M. javanica em niveis aproximadamente
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quatro vezes inferiores aos observadas nas

plantas testemunhas (Tabela 1).

Tabela 1. Massa das raizes de feijoeiros, nimero de galhas e de ovos de Meloidogyne javanica por
sistema radicular apds a aplicacao ao solo de suspensdes de isolados de Bacillus spp. ou meio de
cultura MSF, ap6s 60 dias de cultivo das plantas em casa de vegetacéo.

Tratamentos Massa das raizes (g) Numero de galhas* NUmero de ovos*
Isolado 35 7,02b 167 b 24.920 ab
Isolado 51 10,51 ab 160 b 7.140 b
Isolado 26 8,74 ab 195D 16.940 ab
Isolado 49 14,09 ab 369 ab 28.280 ab
Mistura de isolados 23,07 a 503 a 15.680 ab
Meio de cultura MSF 18,29 ab 343 ab 28.980 ab
Testemunha infestada 11,16 ab 422 ab 27.720 a
Testemunha n&o infestada 27,73 a - -

CV (%) 64,58 9,39 7,90

Média de cinco repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si

ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. *Dados transformados para Logio(X) para

atendimento das pressuposicOes da analise de variancia.

Resultados semelhantes foram relatados
por Vaz et al. (2011) ao pesquisarem o efeito
da microbiolizacdo de sementes de tomateiro
com um isolado de B. subtilis sobre M.
incognita e M. javanica. Na ocasido, 0s
autores nédo observaram diferenca
significativa na massa de raizes, massa de
parte aérea, formacdo de galhas e nimero de
ovos em relacdo ao tratamento testemunha.
Contudo no presente trabalho somente isolado
51 reduziu o nimero de ovos produzidos pelo
nematoide.

Diferentemente dos resultados obtidos
neste trabalho, Araljo & Marchesi (2009)
relataram incrementos na altura e biomassa da
parte aérea e das raizes de tomateiros tratados
com B. subtilis. Tais diferengcas ocorrem,
principalmente, pela capacidade intrinseca de
cada isolado em promover crescimento de
plantas e atuar no controle de nematoides em
funcdo de diversos mecanismos (Maciel &
Ferraz, 1996).

A aplicacdo de Bacillus spp. pode
causar o incremento tanto de parte aérea
quanto no sistema radicular de algumas
culturas, todavia esta caracteristica pode estar
aliada com a reducdo populacional dos
fitonematoides ou ndo. O acréscimo de
matéria seca na parte aérea de plantas tratadas
com Bacillus caracteriza a bactéria como
promotora de crescimento de planta, e esse
efeito pode ser devido, em parte, a produgdo
de fitoreguladores vegetais por B. subtilis na
rizosfera (Aradjo et al., 2005).

A aplicacdo de isolados de B. subitilis
proporcionou um incremento da parte aérea
em plantas de cana-de-aclicar mesmo que a
populacéo de fitonematoides tenha aumentado
ao longo do cultivo da cana. Sendo que
diferentes variedades de cana apresentam
diferentes resposta a aplicacdo de tratamentos
biolégicos (Mazzuchelli e Aradjo, 2011).
Permitindo inferir que o mecanismo de acao
antagonico da bactéria para com o nematoide
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pode variar inclusive com a variedade da
cultura apresentando eficiéncia de controle
variavel.

Considerando a dificuldade do manejo
destes nematoides a adocdo de vérias taticas
de controle combinadas podem apresentar
melhores resultados. Esta ideia aplica-se
também a combinacdo de micro-organismos
usados no controle bioldgico associados
matéria organica, sendo esta uma tatica que
pode aumentar potencial de controle de
nematoides (Cannayane & Rajendran, 2001).
Sendo esta uma alternativa para posteriores
estudos envolvendo os isolados testados neste
trabalho.

A associacdo de B. cereus, Pochonia
chlamidosporia Zare & Gams  (sin.
Verticillium chlamydosporium Goddard) e
Fibra de coco reduziram em mais de 35% o
numero de galhas e em mais de 50% o
nimero de ovos de M. javanica em raizes de
tomateiro (Dallemole-Giaretta et al, 2010).
Assim como o isolado 51 reduziu em cerca de
quatro vezes o numero de ovos M. javanica.

Contrariamente aos resultados obtidos
neste trabalho isolados de B. cereus, testados
por Freitas et al, (2005) para o controle de M.
javanica reduziram o nimero de galhas em
cerca de 55%, quando aplicado via
microbiolizacdo de sementes de tomate. Em
relacdo a técnica de aplicacdo da bactéria, o
tratamento de sementes com suspensdo
bacteriana (microbiolizagdo) para o controle
de tem sido utilizada com o preceito de que
durante o0 processo de germinagdo das
sementes sdo liberados exsudatos radiculares
que sdo utilizadas pelo microorganismo como
fonte nutricional, auxiliando-o no
estabelecimento no sistema, proporcionando
vantagem seletiva na colonizagdo e
sobrevivéncia  bacteriana  nas  raizes
(Subrahmanyam et al.,, 1983; Kloepper
1985). Assim, a forma com que o antagonista
¢ aplicado no solo pode interferir na
capacidade de controle do nematoide.

Durante a decomposicdo da matéria
organica no solo o0s copostos que séo
liberados podem ser nocivos ao nematoide em
algum estagio do seu ciclo de vida, aliado a
isto a propria matéria organica pode servir
como substrato para 0 crescimento e

estabelecimento dos antagonistas no solo
(Rodriguez-Kébana & Morgan-Jones, 1987;
Cannayane & Rajendran 2001).

B. subitilis, em uma formulacdo com
residuos orgéanicos, usado na inoculagdo de
sementes de soja, algoddo e milho
proporcionou ganhos no crescimento e
nutricdo das plantas, aumentando também a
emergéncia das plantulas e incrementando a
matéria seca nas plantas de milho. Mostrando
assim que a utilizagdo deste organismo pode
ser uma alternativa viavel para a inoculacéo
de sementes (Aradjo, 2007).

CONCLUSOES

N&o houve diminuicdo da formacao de
galhas e ovos nas raizes, bem como os
isolados ndo incrementam a massa da parte
aérea e de raizes das plantas, inclusive, no
tratamento com o isolado 35 a massa de raizes
foi significativamente menor em relagdo a
testemunha. Apenas o isolado 51 reduz a
producéo de ovos de M. javanica, sendo que a
producdo de ovos nas plantas testemunhas foi
cerca de quatro vezes maior do que nas
plantas tratadas com este isolado. Assim, 0s
isolados de Bacillus spp. testados ndo se
mostraram  eficazes como  potenciais
biocontroladores de M. javanica em plantas
de feijoeiro.
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