
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPÍRITO SANTO 

CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS E ENGENHARIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM AGRONOMIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
MILENA BARBOSA PARREIRA DA SILVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Eficácia de isolados bacterianos na mortalidade de Meloidogyne exigua 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ALEGRE – ES 

2023 



 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPÍRITO SANTO 

CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS E ENGENHARIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM AGRONOMIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MILENA BARBOSA PARREIRA DA SILVA 

 

 

 

 

 

Eficácia de isolados bacterianos na mortalidade de Meloidogyne exigua 

 

 
Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação 

em Agronomia, do Centro de Ciências Agrárias e 

Engenharias da Universidade Federal do Espírito Santo, 

como parte das exigências para obtenção de título de 

Mestre em Agronomia, na área de concentração de 

Agronomia, Linha de pesquisa Proteção sustentável de 

Plantas. 

 
Orientador: Prof. Dr. Fábio Ramos Alves 

Coorientador: Prof. Dr. André da Silva Xavier 

 

 

 

 

 

 

 
 

ALEGRE – ES 

2023 



 

 

 

 

 

 

 



 

 



AGRADECIMENTOS 

 
Primeiramente gostaria de agradecer a Deus por todas as bênçãos concedidas em todo 

percurso de minha trajetória acadêmica, por ter me dado força e sabedoria para alcançar mais essa 

vitória. 

Minha vida tem sido marcada por realizações diárias, que às vezes não dou o devido valor, 

mas eu sei que a graça de Deus se faz presente em todos os momentos. 

A Universidade Federal do Espírito Santo – UFES. Ao Centro de Ciências Agrárias e 

Engenharias da Universidade Federal do Espírito Santo (CCAE-UFES) e ao Programa de Pós- 

Graduação em Agronomia (PPGAG), pela oportunidade de cursar o mestrado; 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Fábio Ramos Alves pela orientação, ensinamentos, 

dedicação, paciência, por me incentivar a buscar a fazer sempre o melhor, contribuindo para o meu 

crescimento profissional e pessoal. 

Ao coorientador Dr. André da Silva Xavier por todo apoio concedido durante o mestrado 

e pelos ensinamentos que me tornarem uma pessoa e uma profissional melhor; 

Ao Laboratório BIOTA, pelo espaço cedido para a realização dos procedimentos 

experimentais; 

Aos membros da banca por suas contribuições ao meu trabalho; 

Aos integrantes dos laboratórios NEMATUFES, LAVIB e LEMP que me auxiliaram ao 

longo do mestrado, em especial ao Caio Portes Deorce Pimenta, Rayla Vieira Frangilo, Íris 

Petronilia Dutra, Gabrielle Ferreira da Silva e Breno Benvindo dos Anjos; 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Fundação de Amparo à Pesquisa e 

Inovação do Espírito Santo (FAPES) – Código de Financiamento 001 

 

 

Gratidão! 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porque a sabedoria serve de proteção, como de proteção serve o dinheiro; mas 

a excelência do conhecimento é que a sabedoria dá vida ao seu possuidor. 

Ec, 7,12. 



BIOGRAFIA 

 

 
Milena Barbosa Parreira da Silva, filha de Ademir correia da Silva e Isabel Barbosa Parreira 

da Silva, nasceu em Alegre, Espírito Santo, no dia 15 de abril de 1999. Graduada em Licenciatura em 

Ciências Biológicas em março de 2021, pelo instituto Federal do espírito Santo. Durante o período de 

graduação atuou como voluntária no Setor de Agroecologia do IFES-Campus de Alegre (2017), pelo 

Programa de Iniciação Científica PIBIC (2017-2018). Foi bolsista da Fundação de Amparo à pesquisa 

e Inovação do Espírito Santo Programa de Iniciação tecnológica-FAPES (2019-2020). Em fevereiro 

de 2021 iniciou o Mestrado no Programa de Pós-graduação em Produção Vegetal da Universidade 

Federal do Espírito Santo, atuando na área de Proteção sustentável de plantas, sob orientação do Prof. 

Dr. Fábio Ramos Alves, submetendo-se à defesa de dissertação em fevereiro de 2023. 



RESUMO 

Um dos métodos mais utilizados para o manejo de M. exigua é através da aplicação de 

nematicidas químicos, porém, esses produtos são prejudiciais aos animais, ao homem e ao meio 

ambiente, por isso têm-se buscado formas alternativas de manejo desse patógeno, como o uso 

de bactérias antagonistas. Dois experimentos (experimentos 1 e 2) foram conduzidos e repetidos 

uma vez. No primeiro estudou-se o efeito de isolados bacterianos obtidos a partir de 

biofertilizantes comerciais na mortalidade de M. exigua ‘in vitro’. O delineamento experimental 

foi o inteiramente casualizado (DIC) com 22 tratamentos (20 isolados bacterianos + um controle 

positivo + uma testemunha negativa) e quatro repetições, totalizando 88 unidades 

experimentais. Sete dos vinte isolados bacterianos (B74, B75, B84, B85, B86, B88, B121), 

demonstraram efeito na mortalidade de J2s de M. exigua após 24 horas de incubação. As 

bactérias B74, B75, B84, B86 e B88 foram identificadas e pertencem ao gênero Bacillus sp., já 

os isolados B85 e B121 foram identificadas como Micrococcus sp. e Brevibacterium 

epidermidis, respectivamente. Os isolados B88, B74, B121, B86 apresentaram percentuais de 

mortalidade superiores a 75%, já o B75, B84 e B85 atingiram percentuais superiores a 57%. No 

segundo experimento foi feita a seleção e o teste de compatibilidade entre os isolados 

bacterianos antagonistas a M. exigua mais promissores no experimento 1. O delineamento 

experimental foi DIC com 9 tratamentos (7 isolados bacterianos + uma controle positiva + uma 

testemunha negativa) e quatro repetições. Não houve efeito antagônico entre os isolados 

bacterianos estudados. Os resultados dos experimentos 1 e 2 evidenciam o potencial, 

principalmente dos isolados B121, B74, B86, B88, como possíveis agentes de controle 

biológico de M. exigua e indicam que essas bactérias podem ser empregadas de forma 

combinada para manejo dos fitonematoides, pois elas não têm efeito antagônico entre si. 

 

Palavras-chave: Nematoide das galhas, Isolados bacterianos, antagonista, Controle biológico. 



ABSTRACT 

One of the most used methods for managing M. exigua is through the application of 

chemical nematicides, however, these products are harmful to animals, humans and the 

environment, which is why alternative ways of managing this pathogen have been sought, such 

as the use ofantagonistic bacteria. Two experiments (experiments 1 and 2) were carried out and 

repeated once. In the first, the effect of bacterial isolates obtained from commercial biofertilizers 

on themortality of M. exigua 'in vitro' was studied. The experimental design was completely 

randomized (CRD) with 22 treatments (20 bacterial isolates + one positive control 

+ one negative control) and four replications, totaling 88 experimental units. Seven out of 

twenty bacterial isolates (B74, B75, B84, B85, B86, B88, B121), demonstrated effect on the 

mortalityof M. exigua J2s after 24 hours of incubation. Bacteria B74, B75, B84, B86 and B88 

were identified and belong to the genus Bacillus sp., whereas isolates B85 and B121 were 

identifiedas Micrococcus sp. and Brevibacterium epidermidis, respectively. Isolates B88, B74, 

B121, B86 showed mortality percentages greater than 75%, whereas B75, B84 and B85 reached 

percentages greater than 57%. In the second experiment, the selection and compatibility test 

was carried out between the most promising bacterial isolates antagonistic to M. exigua in 

experiment 1. The experimental design was CRD with 9 treatments (7 bacterial isolates + one 

positive control + one negative control) and four repetitions. There was no antagonistic effect 

among the studied bacterial isolates. The results of experiments 1 and 2 show the potential, 

mainly of isolates B121, B74, B86, B88, as possible biological control agents for M. exigua and 

indicate that these bacteria can be used in combination for the management of phytonematodes, 

as they do not have an antagonistic effect on each other 

 

 
Key words: Root-knot nematode, Bacterial isolates, antagonist, Biological control. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os nematoides são encontrados em uma imensa variedade de habitats. Muitas espécies são 

saprofíticas enquanto outras se alimentam de bactérias, fungos, e outros organismos, e há ainda 

aqueles que são parasitas de plantas. O que diferencia um fitonematoide de outros grupos de 

nematoides é a presença de estilete no aparelho bucal, órgão em forma de agulha hipodérmica que 

o patógeno utiliza para perfurar as células da planta hospedeira para obter seu alimento (FERRAZ 

& BROWN, 2016). 

Entre os nematoides parasitas de plantas (NPPs) os do gênero Meloidogyne, ou nematoides 

das galhas (NGs) estão entre os mais importantes. Esses fitopatógenos atacam as raízes de plantas 

causando aumento no número e tamanho das células, cujo sintoma típico é a formação degalhas 

radiculares (NEVES et al., 2021). Algumas espécies estão incluídas como as mais importantes 

economicamente, por estaremamplamente distribuídas em todo o mundo e pelos danosque causam 

às plantas hospedeiras (MATTOS, 2017). Meloidogyne exigua Goeldi, 1887, é uma espécie 

bastante disseminada nos cafezais brasileiros e o efeito do parasitismo desse nematoide pode 

causar redução de 50 a 68,2% na produçõede Coffea arabica L. (GUERRA NETO et al., 1985). 

Por se tratar de um patógeno habitante do solo, o manejo de M. exigua é complexo, exigindo 

a integração de métodos, sendo um dos mais utilizados o controle químico, por apresentarresultados 

rápidos (FERRAZ, 2018; ZASADA et al., 2018; SIKANDAR et al., 2020). Porém, a aplicação de 

nematicidas é prejudicial aos animais e ao homem e onera o custo de produção, por essa razão 

pesquisadores em todo o mundo têm buscado formas alternativas de manejo desses patógenos, 

como o uso de biofertilizantes que comumente contêm em sua composição agentes de controle 

biológico, como bactérias (WEI, 2014). 

As principais bactérias estudadas para controle biológico de fitonematoides são aquelas que 

habitam a rizosfera e têm a capacidade de invadir os tecidos internos das plantas, ou seja, as 

endofíticas facultativas, especialmente as do gênero Bacillus (MACHADO et al., 2012). 

Essas bactérias podem agir de forma direta através de toxinas que afetam a eclosão ou a 

mobilidade das formas juvenis dos nematoides ou de forma indireta, pela alteração dos exsudatos 

radiculares, dificultando a localização das raízes pelos nematoides. Uma outra possibilidade é pela 

induçãode resistência sistêmica da planta (TORRES-VERA et al., 2014 ; HU et al., 2018; PHOUR 

et al., 2020). 

Apesar de muitos isolados bacterianos serem consideradas antagônicos à Meloidogyne spp., 

poucos produtos comerciais para o biocontrole desses fitopatógenos estão atualmente disponíveis 

no mercado brasileiro, por isso é necessário encontrar diferentes isolados de bactérias eficientes na 

redução populacional dos M. exigua com o intuito de ampliar a possibilidade de 
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otimizaçãodo manejo desses nematoides (XUE et al., 2009). 

Há alguns biofertilizantes disponíveis no mercado que reduzem a população de M. exigua 

no campo (CÔGO, 2020; FIGUEIREDO, 2020). Esses produtos apresentam considerável 

diversidadede microrganismos em sua composição, o que dificulta o entendimento do efeito 

isolado desses microrganismos o nematoide. Côgo (2020) estudou a diversidade genética dos 

microrganismos presentes em dois biofertilizantes, um produto orgânico contendo cepas de 

Bacillus subtilis, B. licheniformis e Lactobacillus sp. outro produto fluido 100% orgânico rico em 

matéria orgânica (ácidos húmicos e fúlvicos) e, partir desta triagem, foi possível ampliar o 

conhecimento sobre a biodiversidade da microbiota desses biofertilizantes, permitindo uma melhor 

compreensão da diversidade genética das comunidades presentes nesses produtos. 

O estudo dos microrganismos presentes em biofertilizantes, em ambientecontrolado é 

essencial para que se compreenda quais desses são efetivos na mortalidade de M. exigua, e qual o 

papel isolado ou em conjunto dessa microbiota na mortalidade desse patógeno (MAGRINI et al., 

2011). 

Diante do exposto, objetivou com o presente trabalho: avaliar a eficiência de isolados 

bacterianos presentes em dois biofertilizantes comerciais sobre a mortalidade de juvenis de 

segundo estádio (J2s) de M. exigua e estudar ‘in vitro’ a compatibilidadeexistente entre as bactérias 

obtidas a partir desses biofertilizantes. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) 

 
Entre os nematoides fitoparasitas, osnematoides do gênero Meloidogyne, ou NGs estão 

incluídos entre os mais importantes economicamente, por estarem amplamente distribuídos em 

todo o mundo e pelos danos que causam às plantas parasitadas (MATTOS, 2017). 

O ciclo de vida de Meloidogyne spp. apresenta quatro estádios juvenis até atingir a fase 

adulta.O primeiro estádio (J1) ocorre no ovo e a eclosão é estimulada por condições ambientais 

favoráveis. Quando o nematoide deixa o ovo, no segundo estádio (J2), permanece deste modo 

até encontrar a raiz, na qual inicia o processo de penetração na zona meristemática,logo abaixo 

da coifa, onde por meio de choques mecânicos promovidos pelo estilete, o nematoide consegue 

penetrar a raiz e iniciar a sua busca pela célula no cilindro vascular que darão origem ao sítio de 

alimentação, passando, então, mais três ecdises até se tornar adulto. Após formado o sítio de 

alimentação, o nematoide se alimenta de forma sedentária e reproduz sendo que o ciclo ovo- 

adulto dura de 28 a 30 dias (NIEBEL, GHEYSEN et al., 1994). 

Do ponto de vista epidemiológico, um estágio marcante no ciclo de vida de Meloidogyne 

spp. éo J2, único estágio que tem a capacidade de se mover pelosolo e infectar as plantas e, 

durante seu trajeto em busca das raízes, esses indivíduos interagem com uma vasta gama de 

microrganismos (TOPALOVIC et al., 2019). 

Os sintomas causados por Meloidogyne spp. podem ser diretos, quando observados nas 

raízes das plantas infectadas, oureflexos, verificados na parte aérea das plantas nas quais nota-se 

tamanho desigual, murcha e a diminuição da produtividade (FERRAZ; MONTEIRO, 1995). O 

sintoma direto mais característico é a formação de galhas, que aparecem quando os tecidos em 

torno do corpo do nematoide sofrem hiperplasia e hipertrofia (FERREIRA, 2017). Essas galhas 

são respostas fisiológicas das plantas, em que as células transformam-se em tecido nutridor, 

provendo aos nematoides nutrientes necessários ao seu desenvolvimento e reprodução 

(FERRAZ, 2001). 

Assim, os danos que Meloidogyne spp. causam às plantas podem ser explicados pela 

espoliação de nutrientes por esses patógenos a partir dos tecidos radiculares, alteração na 

absorção e translocação de água e nutrientes, modificação ou destruição de tecidos radiculares, 

ou ainda diminuição do crescimento das raízes (HUSSEY & WILLIAMSON, 1996; VIAENE 

& ABAWI, 1996; SPIEGEL & CHET, 1998; WIDMER et al., 1999; CHEN et al., 1999; 

CASTILLO et al., 2006; SANTOS et al., 2006). 
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2.2. Importância de Meloidogyne exigua 

 

 

 
No Brasil, os danos causados pelos nematoides foram primeiramente relatados em 1878. Ao 

descrever a espécie M. exigua, o pesquisador suíço Emilio Goeldi, relatou os grandes estragos 

causados por esse patógeno ao cafeeiro na então Província do Rio de Janeiro. Desde então, M. exigua 

têm causado danos em importantes regiões produtoras de café (SANTOS, 1997). 

A espécie M. exigua encontra-se em todas as regiões produtoras de café no Brasil, 

especialmente nos estados de Bahia, Espírito Santo, Minas Gerais, Paraná, Rio de Janeiro e São 

Paulo, causando sintomas típicos de galhas nas raízes mais finas (GONÇALVES, 2004). De acordo 

com o autor, a presença desse patógeno está associada à menor capacidade de desenvolvimento 

radicular, principalmente das radicelas, local em que ocorre maior nível de absorção de nutriente e 

água para suprir as necessidades da planta. 

M. exigua é considerada uma das espécies mais danosas aos cafezais, não necessariamente 

pela agressividade do patógeno, mas por sua ampla distribuição em campos de produção de café 

arábica, cuja redução na produtividade pode atingir 70% caso o nematoide não seja adequadamente 

manejado (GONÇALVES, 1992; CAMPOS et al.,1990). 

Barbosa et al. (2004) avaliaram em um campo de cultivo de café, na região Noroeste 

Fluminense, RJ, as reduções de produtividade em cultivares arábicas isentas e infestadas por M. 

exigua e, devido ao parasitismo desse patógeno, observaram perdas de ate 45%, sendo estas 

estimadas em lavouras comerciais com os melhores tratos culturais da região. As plantas jovens são 

mais prejudicadas que as adultas, sendo comum a ocorrência de desfolha, baixa produção de 

fotoassimilados, redução na produtividade e, consequentemente, prejuízo ao cafeicultor (CAMPOS 

& VILLAIN, 2005). 

Além de ocasionar danos à cultura do cafeeiro, M. exigua pode infectar também plantas de 

seringueira. Todavia, pouca atenção tem sido dada a esse patossistema, apesar de danos já terem 

sido relatados em seringueira (TAKAHASHI, 2015 ). 

 
 

2.3. Utilização de bactérias no manejo de Meloidogyne spp. 

 
Várias táticas de manejo de Meloidogyne spp. estão disponíveis na literatura. Porém, devido 

à inconsistência de resultados em alguns casos e/ou poluição ambiental causado pelos nematicidas 

químicos, os agricultores têm buscado alternativas de manejo mais sustentáveis e ecológicas 

(MOSLEHI et al., 2021). Uma estratégia que têm despertado o interesse é o uso de biofertilizantes 

que contêm em sua composição bactérias com potencial de agir no controle biológico dos NGs 

(ZHANG et al., 2016). 



18 
 

As interações entre essas bactérias compartilhando um mesmo nicho ecológico geralmente 

revestem-se de características fundamentalmente competitivas. Os mecanismos utilizados pelos 

organismos biocontroladores são: (a) o enfraquecimento ou a mortalidade de Meloidogyne spp.,por 

meio de antagonismo direto; (b) produção de toxinas que agem sobre os NGs; (c) habilidade 

competitiva por espaço e nutrientes; (d) produção de enzimas que degradam os componentes 

celulares de Meloidoygne spp.; (e) indução dos mecanismos de defesa das plantas, em um processo 

conhecido como indução de resistência (TUZUN, 2001). 

É importante destacar que os microrganismos antagonistas de Meloidogyne spp. podem 

interagir entre si, gerando alguns tipos de interações, quais sejam: neutra, quando um 

microrganismo não potencializa a ação do outro; antagônica, quando um microrganismo afeta o 

outro ou sinérgica,quando um microrganismo potencializa a ação do outro (BACK et al., 2002). 

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs), por exemplo, encontram- 

se na região da rizosferadas plantas onde podem estabelecer uma relação benéfica com as raízes, 

podendo promover o crescimento vegetal e o biocontrole de Meloidogyne spp. (ANTIL et al., 

2022). 

As bactérias endofíticas podem ser candidatas potenciais para o controle biológico de uma 

ampla gama de doenças de plantas, pois podem colonizar os tecidos internos do hospedeiro, 

formando associações mutualísticas de longo prazo, sem apresentar nenhum dano evidente ao 

hospedeiro (SOUZA, MENDONÇA & SOARES, 2015). 

As bactérias são eficientes pois produzem de toxinas, antibióticos, proteínas cristalinas e 

substâncias nematicidas (MOSLEHI et al., 2021). Outros compostos, como uracila, 9H-purina e 

di-fidrouracil, serina, 2,4-diacetilfloroglucinol provenientes do metabolismo de bactérias 

apresentaram eficiência na mortalidade de Meloidogyne spp. (SIDDIQUI & SHAUKAT, 2003; 

QIUHONGET et al., 2006 & OLIVEIRA et al., 2014). 

Uma possibilidade de redução populacional de Meloidogyne spp. é quando ocorre o 

estímulo dos mecanismos de defesa das plantas pela produção de quitinases e proteases vegetais 

por bactérias antagonistas. As quitinases podem interromper a formação de camadas de quitina em 

ovos de nematoides e impedir a eclosão dos J2 (XIANG et al., 2018; SOLIMAN, 2019). 

No que se refere ao parasitismo das plantas por Meloidogyne spp., todos os danos ocorrem 

no hospedeiro quando os J2 conseguem penetrar no sistema radicular, assim, caso uma medida de 

controle interrompa essa etapa do ciclo de vida nematoide não haverá novos indivíduos parasitando 

a planta. A fase de J2 é uma das mais sensíveis à ação de métodos de controle devidoà sua exposição 

no solo (HUSSEY, 1985). 

O uso de biofertilizantespara o manejo de fitonematoides vem sendo estudado nos últimos 

anos, o que pode ser explicadopelos elevados riscos à saúde humana e ao ambiente causados pelos 

nematicidas químicoscomerciais e pela busca por produtos que promovam menor impacto 
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ambiental (RODRIGUES et al., 2016; JONES et al., 2017). 

Alguns autores afirmam que o uso de biofertilizantes pode reduzir a população de 

Meloidogyne spp. no solo e no sistema radicular, além do número de galhas, massas de ovos e de 

fêmeas (YOUSSEF & EISSA, 2014). As rizobactérias, presentes nesses biofertilizantes podem 

podem estar relacionadas a essa redução populacional de Meloidogyne exigua (CÔGO, 2020; 

FIGUEIREDO, 2020). 

Vale lembrar que há biofertilizantes disponíveis no mercado brasileiro que contêm 

bactérias em sua formulação. Esses biofertilizantes são obtidos a partir da fermentação do melaço 

da cana, que produzem ácidos fúlvicos, aminoácidos, vitaminas, antibióticos, enzimas e 

substâncias antagônicas (fitoalexinas) que podem proporcionar a indução de resistência das plantas 

à fitonematoides e estimular o desenvolvimento e potencial fotossintético da planta 

(AGROHUMUS, 2019). 

Entre os biofertilizantes comerciais no Brasil, há dois muito comuns, um produto orgânico 

contendo cepas de Bacillus subtilis, B. licheniformis e Lactobacillus sp.; e outro que é fluido 100% 

orgânico e rico em matéria orgânica (ácidos húmicos e fúlvicos). A aplicação desses 

biofertilizantes tem demonstrado efeito positivo na redução populacional de M. exigua no campo 

(CÔGO, 2020; FIGUEIREDO, 2020). Entretanto, não se conhece o efeito isolado ou combinado 

das bactérias presentes nesses produtos na mortalidade de M. exigua. 

Todas as bactérias da família Bacillaceae têm potencial como agentes de biocontrole de 

Meloidogyne spp., o que tem resultado no desenvolvimento de bionematicidas comerciais (TIAN 

et al., 2007). Bacillus thuringiensis (Bt), membro dessa família, produz uma grande variedade de 

proteínas inseticidas, incluindo a família das proteínas de Crystal-Cry (KAHN et al., 2021). 

Segundo o autor, as proteínas Cry14Ab dessas bactérias danificam as células intestinais de 

Heterodera glycines. Já B. cereus pode produzir esfingosina, que induz o acúmulo reativo de 

oxigênio e destrói a área genital em nematoides inibindo sua reprodução (GAO et al., 2016). 

Embora sejam raros os trabalhos que relacionam Brevibacterium spp. a nematoides de 

plantas, alguns autores isolaram B. frigoritolerans do nematoide de cistos, Globodera 

rostochiensis, e nematoide da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus (KWON et al., 

2010; SINGH et al., 2015). 

Adam et al., (2014) relatou que a bactéria Micrococcus spp. interage com Meloidogyne 

hapla no solo, aderindo-se à cutícula dos J2s e regulando as densidades populacionais do 

nematoide. Segundo Pamphile et al., (2017) e Perez et al., (2019) Micrococcus spp. produz lipases, 

importantes enzimas que promovem a desorientação e mortalidade de nematoides fitopatogênicos 

Em outro trabalho, o isolado FB39 de Micrococcus luteus foi selecionado em estudos 

conduzidos ‘in vitro’ e apresentarou elevado percentual demortalidade e inibição da eclosão de J2 
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de M. incognita (WILLE, 2019). 

Uma vantagem dessas bactérias citadas anteriormente como biocontroladoras de 

Meloidogyne spp., é a ampla possibilidade de aplicação. Elas podem ser aplicadas em sementes, 

estacas vegetativas, tubérculos,plântulas ou ainda ao solo para promover redução no parasitismo 

de raízes por nematoides, contribuindo com a supressão direta de diversos patógenos, 

proporcionado através da competição por espaço e nutrientes. Além disso, podem promover o 

crescimento, assim como ativaros mecanismos de resistência das plantas contra a infeção de 

fitopatógenos (KIPNGENO et al., 2015). 

Além das possibilidades de uso mencionados anteriormente, suspensões rizobacterianas 

podem ser misturadas a materiais orgânicos, mantidas a 35ºC por 5-10 dias, homogeneizadas 

diariamente acrescentando-se água e, dentro de 10 dias, a bactéria terá atingido altas populações e 

o material orgânico estará pronto para ser usado no campo (SIDDIQUI & MAHMOOD, 1999). 

No que se refere ao controle de Meloidogyne spp., produtos comerciais à base de Bacillus, 

Pseudomonas e Serratia sãomais promissores, pois não apenas suprimem as populações dos NGs, 

mas também estimulam o crescimento das plantas (MIGUNOVA & SASANELLI, 2021). 

As principais vantagens das bactérias como agentes de biocontrolede de Meloidogyne spp. 

são: fácil produção massal devido à habilidade que possuemde serem cultivadas ‘in vitro’; fácil 

armazenamento; boa adaptação às tecnologias de formulação;não requerimento de manipulação 

genética; eficiente crescimento saprofítico; pequenas quantidades de inóculo necessárias à 

aplicação; não dependência de fontes de energia para sua sobrevivência; aplicação simples; à 

medida que as raízes crescem se tornam colonizadas pelas rizobactérias; apresentam atividade 

antagônica a fitonematoides durante a fase mais sensível de desenvolvimento das culturas, ou seja, 

durante o desenvolvimento inicial e é economicamente e ecologicamente aceitável (FERRAZ et 

al., 2010; ALVES et al., 2012). 

O sucesso para o manejo de fitonematoides por meio de biofertilizantes está relacionado 

aos metabolitos produzidos por bactérias contidas nesses produtos (YOUSSEF & EISSA, 2014). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Área experimental 

 

Dois experimentos foram conduzidos no Laboratório de Nematologia da UFES 

(NEMATUFES) em parceria com laboratório de biotecnologia agrícola e ambiental (BIOTA), 

situado no Setor de Fitopatologia do Núcleo de Desenvolvimento Científico e Tecnológico em 

Manejo Fitossanitário de Pragas e Doenças (NUDEMAFI), da Universidade Federal do Espírito 

Santo (UFES), localizado no município de Alegre – ES, latitude 20º45‟ Sul, longitude 41º48‟ 

Oeste e altitude de 250 m. 

 
3.2 Período de condução dos experimentos 

 

O experimento 1 foi realizado no período de fevereiro de 2022 a julho de 2022. E o 

experimento 2 foi realizado no período de setembro de 2022 a dezembro de 2022. Ambos 

repetidos nas mesmas condições e em tempos diferentes. 

 

 
Experimento 1. Efeito de isolados bacterianos obtidos a partir de biofertilizantes na 

mortalidade de M. exigua 

 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 22 tratamentos,e 

quatro repetições; sendo 20 isolados bacterianos, + uma controle positivo (480 g/L) + uma 

testemunha negativa (água estéril), totalizando 88 unidades experimentais. Um microtubo tipo 

eppendorf de 2 mL foi considerado uma repetição. 

 
3.3 Obtenção dos isolados bacterianos 

 
Os isolados bacterianos foram obtidos a partir de dois biofertilizantes comerciais: um 

produto orgânico contendo cepas de Bacillus subtilis, B. licheniformis e Lactobacillus sp. e outro 

produto fluido 100% orgânico rico em matéria orgânica (ácidos húmicos e fúlvicos). 

Os isolados bacterianos consistiram em: B74, B75, B76, B77, B78, B79, B81, B83, B84, 

B85, B86, B87, B88, B89, B107, B109, B115, B120, B121, B123. Estes isolados foram obtidosa 

partir do trabalho de Côgo (2020) e cedidos pelo laboratório BIOTA da Universidade Federal do 

Espirito Santo (CCAE-UFES). Os 20 isolados bacterianos que foram selecionados para serem 

estudados nessa pesquisa foram formados em Fingerprint genômico 
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utilizando Rep-PCR (CÔGO, 2020), o que permitiu agrupar os isolados de acordo com a sua 

similaridade genética. 

Para a reativação dos isolados bacterianos, previamente preservados em glicerol 15% à - 

20 °C, foi utilizado a técnica de semeadura por espalhamento (MARIANO & SOUZA, 2016), para 

isso foram realizadas repicagens pipetando-se 150 µL das suspensões em placas Petri contendo 

meio de cultura Kado (4 g extrato de levedura, 10 g sacarose, 8 g de caseína, 2 g de fosfato 

dipotássico, 0,300 g de sulfato de Magnésio, 18 g ágar, H2O: 1000 mL) e incubadas por 24-36 

horas a 28ºC ± 2 °C em incubadora de crescimento bacteriano. 

Após esse período, foram preparadas suspensões com os isolados bacterianos, para isso as 

bactérias foram cultivadas em incubadora shaker a 180 rpm (por 24 horas). A concentração das 

suspensões foi ajustada em espectofotômetro para densidade ótica OD600 = 0,6, o que corresponde 

a aproximadamente 1 x 108 UFC/mL (células bacterianas por mL de suspensão). 

 

3.4 Obtenção e preparo do inoculo de M. exigua 

 
Os J2 utilizados nos experimentos foram obtidos a partir de uma população pura de M. 

exigua multiplicada e mantida em plantas de cafeeiro (Coffea arabica L.) cv. 'Catuaí- 144' em 

vasos contendo substrato autoclavado composto de solo + areia na proporção 1:1 (v:v), por 60 dias 

em casa de vegetação. 

A extração do nematoide de foi realizada segundo a técnica de COOLEN & D'HERDE, 

(1972) com modificações. As raízes foram picadas em pedaços de 1 cm a 2 cm de comprimento e 

em seguida trituradas em liquidificador por 60 segundos e vertidas em câmaras de eclosão, (CLIFF; 

HIRSCHMANN, 1985). As suspensões aquosas foram coletadas em peneiras de 500 mesh e 

transferidas para frascos tipo Becker. As coletas dos J2 foram realizadas a cada 24 horas com 

auxílio de uma pisseta, sendo necessárias três coletas, uma a cada 24 horas, para obtenção da 

quantidade de J2 desejada para instalação dos experimentos. 

As suspensões aquosas coletadas foram mantidas em oxigenação até serem utilizadas no 

teste de mortalidade. Antes da instalação do experimento, essas suspensões foram calibradas para 

32 J2/0,7 mL. 

A escolha da fase J2 do ciclo de vida do nematoide a ser utilizada nos experimentos foi 

devido ao fato de esta ser uma das fases mais sensíveis à ação de métodos de controle (HUSSEY, 

1985), este é o únicoestágio que tem a capacidade de se mover pelo solo e infectar as plantas. 
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3.5 Teste de mortalidade de J2 de M. exigua 

 
Para determinar o efeito dos isolados bacterianos na mortalidade dos J2 de M. exigua, em 

cada microtubo foram colocados 700 µl de uma suspensão aquosa contendo 32 J2 recém- eclodidos 

+ 700 µl de suspensão de cultura de cada isolado bacteriano. Após 24 horas incubados a 28 ± 2ºC, 

os tubos ependorf foram retirados da câmara de crescimento e os J2quantificados em câmara de 

contagem de Peters com auxílio de um microscópio de objetiva invertida. Para a contagem foram 

determinados os J2 móveis e imóveis na testemunha e,posteriormente, nos demais tratamentos. 

Para melhor visualização dos J2 móveis e imóveis, 200 µl de solução hidróxido de sódioa 

1% (p/v) (1N de NaOH) foram adicionados à suspensão de nematoides por 3 minutos e, após esse 

período, as formas móveis e imóveis foram quantificadas (CHEN e DICKSON, 2000). 

Os J2 que se encontravam retos e imóveis foram considerados mortos e os que estavam 

curvados e/ou móveis foram considerados vivos. A porcentagem de mortalidade dos J2 em cada 

tratamento foi calculada por comparação com o número obtido na testemunha empregando-se a 

fórmula MJ (%)=(D/T)×100, em que MJ representa o percentual de mortalidade dos J2s, D 

representa o número de J2s mortos e T o número total de J2s utilizados no teste (YIN, 2021). 

Os sete isolados bacterianos mais promissores nesse experimento foram selecionados 

para serem utilizados no experimento 2, para isso, as colônias foram submetidas à extração de 

DNA mediante o usodo Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, EUA) 

conforme recomendado pelo fabricante. A concentração do DNA total foi determinada em 

espectrofotômetro NanoDrop2000c (Thermo Scientific). A região 16S rRNA foi amplificada por 

PCR utilizando-se os primers RP1/FD2, seguido de sequenciamento. 

Os produtos de PCR foram purificados usando o kit PCR ExoSAP-IT™ e sequenciados 

em um sequenciador ABI PRISM 3100. Os reagentes e equipamentos utilizados para 

sequenciamento dos fragmentos de DNA foram da Applied Biosystems. As sequências de 

consenso foram montadas usando o software SeqAssem (HEPPERLE, 2004). Todas as sequências 

foram verificadas e ajustadas manualmente, e as posições ambíguas dos nucleotídeos foram 

esclarecidas usando sequências de ambas as fitas de DNA. Foram obtidos fragmentos de 

aproximadamente 1400pb. 

Para a identificação, as sequências de consenso foram testadas contra o banco de dados 

do GenBank e verificado a porcentagem de identidade. 

 

3.6 Análise estatística 

 

Para diagnóstico de normalidade e homogeneidade os dados foram submetidos à análise 

preliminar de variância pelo teste “T” e, apresentando distribuição diferente daGaussiana, 

optou-se por utilizar modelos lineares generalizados (GLM), de acordo os dados de contagem 
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(número de J2) foi possível aplicar a função binomial, as médias foram comparadas pelo teste 

Tukey (p<0,05). As análises foram feitas com auxílio do software R versão 4.1.3 (R 

Development Core Team, 2022). 

 

Experimento 2. Seleção e teste de compatibilidade entre isolados bacterianos antagonistas 

de M. exigua 

 

Os sete isolados bacterianos mais promissores no experimento 1, ou seja, B74, B75, B84, 

B85, B86, B88 e B121 foram selecionados para serem utilizados no experimento 2. 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 9 tratamentos 

(isolados bacterianos) e quatro repetições. Uma placa de Petri foi considerada uma repetição. 

Para caracterizar o tipo de interação entre isolados bacterianos foi empregada a técnica de 

poço, na qual os isolados foram avaliados pelo método de pareamento de culturas em placa de 

Petri. Em cada placa foram confeccionados 5 poços, sendo que em três deles foram adicionados 

50 µl da suspensão dos respectivos isolados bacterianos; nos dois poços restantes a controle 

positivo (Hipoclorito de sódio 2,5%) e a testemunha negativa (50 µl de meio líquido em que 

bactéria foi cultivada). 

Após a reativação dos isolados bacterianos e crescimento das colônias, estas foram 

cultivadas em 3 mL de meio caldo nutriente (CN) contidos em tubos Falcon de 50 mL, a 28 

± 2 °C, os quais foram mantidos em incubadora shaker a 180 rpm por 52 horas. 
 

Posteriormente, as culturas bacterianas foram centrifugadas a 6.000 rpm por 20 min e a 

solução sobrenadante foi despejada em placas de Petri esterilizadas. Antes de ser vertido, o 

sobrenadante foi filtrado em membranas PVDF de 0,45 μm de diâmetro para eliminar as células 

bacterianas restantes e obtenção apenas dos metabólitos secundários para caracterização da 

interação entre os isolados. 

Após o crescimento bacteriano e ajuste da D.O 600=0,6, uma alíquota de 50 µl de isolado 

bacteriano (B75, B74, B86, B88, B121) foi incorporada em meio fundente com temperatura 

variando entre 53-55º C e, em seguida, o meio foi vertido em placas de Petri. Após a 

solidificação do meio, 5 poços (4 mm de profundidade x 6 mm de diâmetro) foram 

confeccionados em cada placa de forma equidistante com o auxílio de um furador. 
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Em cada um desses poços foi adicionado 50 µl de filtrado de sobrenadante, de forma que 

cada isolado bacteriano, que consistiu em uma bactéria teste (incorporados em meio fundente), 

foram confrontados com o filtrado de 3 isolados, para avaliação do efeito destes quanto a presença 

de halo de inibição de crescimento conforme ilustração abaixo: 

 
Figura 1 - Modelo de posicionamento de poços em placas de Petri contendo meio Kado para 

caracterização da interação neutra ou antagônica entre sete isolados bacterianos (B86, B88, 

B121, B74, B75, B84 e B85 + controle positivo + testemunha negativa). 

 

As placas foram vedadas com filme plástico e mantidas em fotoperíodo por 12 horas, e 

examinadas periodicamente quanto ao crescimento das bactérias testes e presença ou ausência 

de halos de inibição. Caso algum isolado apresentasse efeito antagônico seria realizada a 

quantificação do halo de inibição com base em tabela padronizada e posteriormente seria 

calculado o índice de antibiose (IA= Diâmetro do halo/ Diâmetro da Colônia). Os isolados 

bacterianos com efeito neutro serão utilizados em experimento posterior para validação da 

eficácia do biocontrole de M. exigua em teste in vivo. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Efeito de isolados bacterianos obtidos a partir de biofertilizantes na mortalidade de 

M.exigua 

 
Não houve diferença na média do percentual de mortalidade dos J2 de M. exigua nos 

experimentos 1 e 2, exceto para o isolado B84 em que as médias obtidas nosexperimentos 

foi diferente (Tabela 2) 

 
Tabela 2- Percentual de mortalidade (%) – Teste T 

 

Trat Exp1 Exp 2 P-valor resultado 

B74 0,766 0,680 0,1399 Igual 

B75 0,570 0,570 0,7747 Igual 

B84 0,586 0,609 0,0111 diferentes 

B85 0,656 0,648 0,1274 Igual 

B86 0,828 0,703 0,0722 Igual 

B88 0,750 0,734 0,6603 Igual 

B121 0,812 0,828 0,6918 Igual 

CN 0,250 0,250 0,3194 Igual 

CP 0,891 0.922 0,5733 Igual 

 
Devido ao elevado número de isolado bacterianos empregados na pesquisa, foi 

apresentado somente os resultados dos isolados cujos efeitos na mortalidade do nematoide 

apresentaram mortalidade superior à 57%;os resultados que apresentaram mortalidade inferior 

à 57% foram inseridos no Anexo 1. 

No experimento 1, dos 20 isolados bacterianos, sete deles (B74, B75, B84, B85,B86, 

B88, B121), demonstraram efeito na mortalidade de J2 de M. exigua após 24 horas de 

incubação, sendo que B74, B86, B88, B121 apresentaram percentuais de mortalidade 

superiores a 75% e B75, B84, B85 atingiram percentuais superiores a 57% (Figura 2). 
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PERCENTUAL DE MORTALIDADE (%) 

 
 

Figura 2 - Percentual de mortalidade (%) de M. exigua após tratamentos por 24 horas com 

isolados bacterianos (B74, B75, B84, B85, B86, B88, B121) – Experimento 1 

*Médias seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey(p<0,05) 

** Apresentação somente os resultados dos isolados cujos efeitos na mortalidade donematoide foram 

superiores à 57%. 

 

 
No experimento 2 foi realizado a avaliação nas mesmas condições experimentais, e os 

resultados não diferiram estatisticamente (Figura 3). 

 

PERCENTUAL DE MORTALIDADE (%) 

Figura 3 - Percentual de mortalidade (%) de M. exigua após tratamentos por 24 horas com 

isolados bacterianos (B74, B75, B84, B85, B86, B88, B121)- Experimento 2 

*Médias seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey(p<0,05) 
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Esses resultados, coerentes nos experimentos 1 e 2, evidenciam o potencial, 

principalmentedos isolados B121, B74, B86, B88, como possíveis agentes de controle biológico 

de M. exigua. 

A identificação desses sete isolados bacterianos mais promissores na mortalidade de M. 

exigua encontra-se sumarizada na Tabela 1. 

 
Tabela 1- Resultado da identificação, por meio de análises moleculares, de sete 

isolados bacterianos obtidos a partir de dois biofertilizantes comerciais: um produto orgânico 

contendo cepas de Bacillus subtilis, B. licheniformis e Lactobacillus sp. e outro produto 

fluido 100% orgânico rico em matéria orgânica (ácidos húmicos e fúlvicos). 

 

Colônias Identificação molecular Acesso de referência % Identidade 

B74 Bacillus sp. OP393694.1 99.80% 

B75 Bacillus sp. MT197315.1 99.22% 

B84 Bacillus sp. MG786930.1 99.86% 

B85 Micrococcus sp. MH777900.1 99.71% 

B86 Bacillus sp. MN733016.1 99.44% 

B88 Bacillus thuringiensis CP116325.1 99.86% 

B121 Brevibacterium epidermidis KJ575060.1 99.57% 

 
As colônias B74, B75, B84, B86 e B88 foramidentificadas como Bacillus sp. As 

colônias B85 e B121 foram identificadas como Micrococcus sp. e Brevibacterium epidermidis, 

respectivamente. 

Para destacar a importância da mortalidade dos J2 de M. exigua pelos isolados 

bacterianos em nossa pesquisa é de fundamental importância que se considere alguns 

aspectosbiológicas do patógeno e epidemiológicos da doença. Uma das condições que afetam 

odesenvolvimento de uma epidemia é a quantidade de inóculo próximo ao hospedeiro, de 

formaque quanto maior a quantidade de propágulos do patógeno dentro ou próximo das áreas 

cultivadas, maior quantidade de inoculo chegará à planta hospedeira e com maior rapidez, 

aumentando muitoas possibilidades de ocorrência de uma epidemia (ZINGER et al., 2021, 

RABELLO et al., 2021). 

O ciclo de vida de M. exigua apresenta 5 fases, juvenil de primeiro estádio (J1), J2, J3, J4 

e fêmea ou macho adulto. O J2 é a forma infectante. A penetração do J2 ocorre na região 

meristemática da raiz e, posteriormente o nematoide migra até córtex, endoderme, periciclo e 

parênquima, onde induz a formação de células gigantes que consistem no sítio de alimentação 

donematoide. O patógeno torna-se sedentário passando por três ecdises até a fase adulta. O ciclo 

de vida, de ovo a ovo, dura em média quatro semanas e uma fêmea produz aproximadamente 

500 ovos por ciclo (CORDEIRO et al., 2005). 
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Caso o J2 tenha sucesso em alcançar as radicelas da planta, penetrar, exercer o 

parasitismoe sofrer o dimorfismo sexual transformando-se em uma fêmea adulta haverá um 

aumento considerável do número de indivíduos no campo (RABELLO et al., 2021). Taylor e 

Sasser, (1978)afirmaram que esse aumento populacional de fitonematoides é previsível, uma 

vez que o nematoide se multiplica em escala logarítmica. Assim, é dese esperar que com 

plantios consecutivos de uma cultura hospedeiras, o nível de inoculo inicial (y0) no solo seja 

maior no início de cada plantio (RABELLO et al., 2021; ZINGER et al., 2021). 

Muitos dos principais processos fisiológicos de planta hospedeira como respiração, 

fotossíntese, absorção e translocação de água e nutrientes, balanço hormonal, podem ser 

afetadas direta e indiretamente pelo parasitismo de M. exigua, além das deformações 

morfológicas e anatômicas (BARBOSA, 2003). Os danos mecânicos provocados pelos 

nematoides ao penetrareme se movimentarem nos tecidos das plantas levam ao bloqueio de 

tecidos vasculares nos sítios de alimentação, limitando a translocação de água e nutrientes, 

reprimindo o crescimento das plantase o rendimento das culturas, todos esses danos fisiológicos 

e mecânicos levam à redução do crescimento das plantas (SANTOS, et al. 2015). 

Consequentemente, as plantas podem apresentar desfolha, murcha, queda acentuada na 

produção, amarelecimento, crescimento reduzido ou nanismo, frutos menores, clorose e 

sintomas de deficiências nutricionais (MOREIRA & SHARMA, 2001; GOMES et al., 2008); 

dentre outros sintomas. 

Barbosa et al. (2004) afirmaram que o cafeeiro arábica atacado por M. exigua pode ter 

suaprodução reduzida de 30 a 45%, já Campos e Villain (2005) citam que embora as plantas 

jovens sejam as mais prejudicadas, dependendo de alguns fatores como tipo de solo, as plantas 

adultas podemsofrer séria desfolha, prejudicando a produção de fotoassimilados, o que pode 

implicar na redução da produtividade. 

É importante lembrar que todos esses prejuízos fisiológicos e mecânicos ocorrem em 

plantas parasitadas por M. exigua quando os J2 têm êxito em sua penetração nas raízes dessas 

plantas, portanto qualquer medida de controle que interrompa essa ou qualquer outra das etapas 

do ciclo do nematoide é de crucial importância para o manejo da doença, sendo que uma das 

fasesmais sensíveis à ação de métodos de controle é o J2 devido ao fato de estar exposto no solo 

(HUSSEY, 1985), exatamente a etapa do ciclo de vida de M. exigua afetada em nosso estudo 

pelos isolados bacterianos. 

A mortalidade de J2 causada por bactérias em experimentos conduzidos ‘in vitro’ já foi 

observada por outros autores. Gattoni et al. (2022), relataram que Bacilus spp. aumentaram a 

mortalidade de J2 em 62,2% e, segundo os autores, os mecanismos envolvidos na mortalidade 

do nematoide estãorelacionados a metabólitos produzidos pela bactéria, o que pode também 

explicar os resultados obtidos em nossa pesquisa. 
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Ao contrário dos nematicidas químicos, os agentes bacterianos não causam danos aos 

sereshumanos, animais e meio ambiente, podendo ser usado de forma segura e contínua durante 

o cultivo de culturas para manejar os nematoides e tem excelente atividade de produção de 

moléculasvoláteis, como indol-3-acético (IAA), promotor do crescimento das plantas (ZHANG 

et al., 2022). 

O isolado B85, identificado como Micrococcus sp., apresentou resultado promissor na 

mortalidade de M. exigua em nosso estudo. Segundo Wille et al., (2019) M. luteus produz pelo 

menos um composto relacionado ao biocontrole de fitonematoides com níveis de mortalidade 

do patógeno que variam entre 78 e 100% e inibição da eclosão de juvenis entre 73 e 100%. 

Para confirmar que bactérias isoladas de Meloidogyne hapla se ligam fortemente à 

cutícula dos J2 desse nematoide, Topalovic, (2019) observou 40 a 200 unidades formadoras de 

colônias (UFCs) do isolado K5 de Micrococcus sp. aderidas por J2, afetando a mortalidade, a 

motilidade e a eclosão dos juvenis. O autor observou também a redução da invasão das raízes 

de tomateiro pelos J2, sugerindo o papel benéfico de Micrococcus sp. na supressividade do solo 

contra M . hapla. 

Outro efeito benéfico de Micrococcus sp é o estímulo ao crescimento vegetativo de 

plantas. Calsin (2021), por exemplo, verificou que o isolado XT23 de M. luteus produziu 

elevados níveis de auxina em estudos ‘in vitro’, o que pode ter estimulado o crescimento de 

plantas cujas sementes foram microbiolizadas com essa rizobactéria. Esse fitormônio está 

relacionado à formação das raízes, melhorando a absorção de nutrientes. 

A bactéria B121, Brevibacterium epidermidis, também apresentou resultado promissor 

na mortalidade de M. exigua com percentual de mortalidade superior a 75% de J2, embora não 

haja evidências na literatura disponível dessa bactéria na mortalidade de Meloidogyne spp., 

demonstrando a importância de estudos posteriores que investiguem com maior profundidade 

o seu real potencial para manejo de Meloidogyne spp. em nível de campo. 

A efetividade dos isolados bacterianos B74, B84, B85, B86, B88, B121 na mortalidade 

dos J2 de M. exigua em nosso trabalho ajudam a explicar o resultado promissor obtido nas 

pesquisas de Côgo (2020) e Figueiredo (2020). Os autores perceberam que os dois 

biofertilizantes, de onde esses isolados citados anteriormente foram obtidos, reduziram a 

população de M. exigua em cafeeiro no campo. Segundo Venzon et al., (2005) a presença de 

rizobactérias nesses produtos realmente explica a redução populacional de fitonematoides. Os 

metabólitos produzidos pelas bactérias podem provocar alterações na forma, tamanho, ou no 

conteúdo dos sítios de alimentação estabelecidos no sistema radicular pelos nematoides, e isso 

acarreta a má alimentação das fêmeas prejudicando sua reprodução (FERRAZ et al., 2010). É 

possível que um determinado isolado rizobacteriano exiba não apenas um modo de ação sobre 

o fitonematoide, mais sim um conjunto de eventos que resulta em sua efetividade. 



31 
 

Conforme observado em nosso estudo, a maioria dos isolados bacterianos pertencem ao 

gênero Bacillus, ou seja, B74, B75, B84 e B86. O único isolado que foi identificado em nível 

de espécie foi o B88 (Bacillus thuringiensis). 

Moura & Carneiro (2020) notaram que um biopesticida comercial à base de B. subtilis 

linhagem FMCH002 (DSM32155) e B. licheniformis linhagem FMCH001(DSM32154) 

apresentou efeito positivo na redução populacional de M. exigua. Segundo os autores, essas 

bactérias, são capazes de predar e de competir com nematoides, além de estimular o crescimento 

das plantas e de induzir a sua resistência ao ataque desses fitopatógenos. 

Alguns autores afirmam ainda que uma das principais características que tornam B. 

subtilis e B. licheniformis bons agentes de controle biológico é a produção de compostos tóxicos 

que, em contato com os nematoides, interferem no seu ciclo reprodutivo, principalmente na 

ovoposição e eclosão dos juvenis (SPIEGEL & CHET, 1998; SHARON et al., 2001; EAPEN 

et al., 2008; FERREIRA et al., 2008). 

O manejo integrado de fitonematoides consiste na utilização conjunta de medidas para 

a redução populacional de fitonematoides. Nesse sentido, deve-se considerar a inclusão de 

novos métodos, como a inclusão das bactérias presentes nos dois biofertilizantes empregados 

em nosso estudo. 

 
4.2. Seleção e teste de compatibilidade entre isolados bacterianos antagonistas de 

M.exigua 

 
Após 24 horas de incubação as placas foram examinadas periodicamente quanto ao 

crescimento das bactérias e presença ou ausência de halos de inibição, sendo constatada a ausência 

de efeito antagônico entre as combinações de todos os isolados bacterianos estudados (Figura 4). 
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Figura 4 - Avaliação da compatibilidade de sete isolados bacterianos (B74, B75, B84 e B85, B86, 

B88 e B121) obtidos a partir de dois biofertilizantes comerciais: i) um produto orgânico contendo 

cepas de Bacillus subtilis, B. licheniformis e Lactobacillus sp.; ii) um produtofluido 100% orgânico 

rico em matéria orgânica (ácidos húmicos e fúlvicos). 

 
Ao analisar os resultados percebe-se que essas bactérias têm potencial de ser empregadas 

de forma combinada para manejo dos fitonematoides, pois não têm efeito antagônico entre si. De 

acordo com Dupponois & Mateille (1999) o uso combinado de microrganismos para manejo de 

fitonematoides é uma prática desejável, pois esses microrganismos possuem diferentes modos de 

ação que, se utilizados de forma conjunta, podem potencializar o manejo de fitonematoides por 
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devido à produção de antibióticos e toxinas que inibem a eclosão e a motilidade de juvenis, além 

de modificarem os exsudados radiculares, o que dificulta a localização e posterior infecção das 

raízes pelos nematoides. 

Migunova & Sasanelli (2021) destacam que os agentes de controle biológico, usados 

isoladamente, podem não proporcionar níveis satisfatórios de manejo, mas a integração desses 

antagonistas apresentando diferentes modos de ação, associado a outras táticas, podem levar a 

medidas sustentáveis de manejo de Meloidogyne spp. com menor ou nenhuma dependência de 

nematicidas químicos. 

Segundo Cordovez (2018) compostos orgânicos voláteis (VOCs) de Microbacterium sp. 

causaram mais de 50% de mortalidade de J2 de M. exigua em teste ‘in vitro’ em apenas 3 a 4 horas 

de exposição dos J2 a esses compostos. Em nosso estudo, os isolados bacterianos B74 (Bacillus 

sp.), B75 (Bacillus sp.), B84 (Bacillus sp.), B86 (Bacillus sp.), B88 (B. thuringiensis), B85 

(Micrococcus sp.) e 121 (B. epidermidis) foram eficazes na mortalidade de M. exigua. Os 

compostos produzidos por esses isolados não foram analisados em nossa pesquisa, mas é 

importante o seu conhecimento caso esses isolados sejam utilizados em estudos futuros para 

produção de biopesticidas. 

Algumas bactérias produzem enzimas ou toxinas que afetam os ovos ou prejudicam a 

eclosão dos juvenis de fitonematoides (WESTCOTT & KLUEPFEL,1993). Os membros da 

família Bacillaceae, por exemplo, produzem proteases, quitinases, colagenases, lipases e 

complexos de enzimas que afetam diferentes estágios do ciclo de vida dos fitonematoides 

RADHAKRISHNAN et al., 2017). 

Resultados promissores foram relatados também quando foram empregados complexos 

bacterianos para o maneje de Meloidogyne ethiopica e Xiphinema index em videira. Em 

experimentos em que foram utilizadas misturas líquidas, em pó e não formuladas de Bacillus 

amyloliquefaciens FR203A, B. megaterium FB133M, B. thuringiensis FS213P e FB833T, B. 

weihenstephanensis FB25M, B. frigoritolerans FB37BR e Pseudomonas fluorescens FP805PU foi 

observada supressão da reprodução dos dois nematoides. Alguns complexos bacterianos 

apresentaram inclusive efeitos semelhantes ao nematicida organofosforado Cadusafós 

(ABALLAY et al., 2020). Vale lembrar que em nossa pesquisa B. thuringiensis B88 apresentou 

resultado satisfatório na mortalidade de M. exigua. 

A bactéria B. thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram positiva que se caracteriza pela 

presença de inclusões cristalinas denominadas de δ–endotoxinas ou proteínas Cry 

(RAMALAKSHMI. et al., 2020), que são acumuladas na célula durante a esporulação e 

correspondem a 25% do peso seco da célula (AGAISSE & LERECLUS, 1995). Estas inclusões 

cristalinas podem conter uma ou mais proteínas Cry, que, por sua vez, apresentam atividade contra 

insetos, ácaros, protozoários e fitonematoides (SCHNEPF et al., 1998). Ramalakshmi. et al., 
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(2020) relataram que misturas de esporos e cristais de 6 isolados de B. turingiensis mostraram 

100% de inibição da emergência de J2 de M. incognita, além da supressão do número de massas 

de ovos, redução da população de fêmeas e diminuição do índice de galhas nas raízes. 

Devido à alta toxicidade ao homem e ambiente, além de alto custo, muitos nematicidas 

químicos já foram excluídos do mercado. Com isso, os produtos microbianos e naturais ganham 

importância e são candidatos potenciais a substituírem os químicos (ZINGER et al., 2021). 

Vale destacar aqui que os isolados bacterianos B74, B75, B84, B86 e B88, B85, estudados 

em nossa pesquisa, podem ser candidatas a futuras formulações de biopesticidas. O mercado de 

produtos à base de microrganismos antagonsitas a fitonematoides está crescendo e suas 

características tecnológicas, como persistência, possibilidades de transporte, armazenamento e 

prazo de validade, têm melhorado significativamente (MIGUNOVA & SASANELLI, 2021). 

Segundo os autores, há algumas formulações contendo duas ou mais bactérias para o controle de 

Meloidogyne spp. disponível do mercado atual. 

A maioria das formulações comerciais existentes é representada por uma única cepa. Os 

principais alvos desses produtos são Meloidogyne spp. e Heterodera spp. sendo que os produtos à 

base de Bacillus spp., Pseudomonas spp. e Serratia spp. têm sido apontados como os mais 

promissores, porque não apenas suprimem os fitonematoides, mas também estimulam o 

crescimento das plantas (CASTILLO et al., 2013; XIANG et al., 2017). 

Em nosso experimento foram confrontados filtrados bacterianos contra isolados de bactérias 

para detectar alguma possível interferência de um isolado sobre o outro. Em futuros experimentos 

para verificar a eficácia dessas bactérias na mortalidade de Meloidogyne spp. é importante destacar 

que se pode utilizar somente esses filtrados e não necessariamente as células bacterianas 

(MENDONZA et al., 2008). Além disso é importante lembrar que um dos métodos promissores 

para o controle de Meloidogyne spp. é a aplicação de consórcios que incluem não apenas bactérias 

ou filtrados bacterianos, mas também fungos (WOLFGANG et al., 2019). 

O resultado prático que se espera em nível de campo com a utilização de microganimos 

antagonistas à Meloidogyne spp. é a diminuição da densidade populacional do patógeno e 

estimulação da resistência sistêmica adquida em plantas. Os pesticidas químicos são agressivos 

aos agroecossistemas, enquanto as bactérias são componentes naturais importantes dos 

ecossistemas (WOLFGANG et al., 2019). 

A necessidade crescente de aumentar a produção agrícola e reduzir a contaminação 

ambiental aponta para o futuro promissor das bactérias, como as contidas em biofertilizantes, para 

o manejo de Meloidogyne spp., principal gênero de fitonematoides em nível mundial. Os múltiplos 

modos de ação ‘in situ’ pelas bactérias as tornam uma ferramenta segura e sustentável contra 

manejo dos nematoides de galhas. 
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5 CONCLUSÃO 

 
Os resultados dos experimentos 1 e 2 são animadores pois evidenciam o potencial, 

principalmente dos isolados B121, B74, B86, B88, como possíveis agentes de controle biológico 

de M. exigua e indicam que essas bactérias podem ser empregadas de forma combinada para 

manejo dos fitonematoides, pois elas não têm efeito antagônico entre si. 
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ANEXOS 

 
Tabela 3 - Clusters formados do Fingerprint genômico utilizando Rep-PCR 

 

Clusters formados Representante Identificação 

Bacterioteca 

Grupo que 

representa 

1 M1 B74 1 

2 M2 B75 2 

3 M3 B76 3 

4 M4 B77 5 

5 M5 B78 12 

6 M6 B79 6 

7 M8 B81 8 

8 M10 B83 10 

9 M11 B84 11 

10 M12 B85 12 

11 M13 B86 13 

12 M14 B87 14 

13 M15 B88 15 

14 V1 B89 16 

15 V19 B107 34 

16 V21 B109 36 

17 V27 B115 42 

18 V32 B120 47 

19 V33 B121 48 

20 V35 B123 50 
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PERCENTUAL DE MORTALIDADE (%) 

 
Figura 5 - Média do Percentual de mortalidade (%) de M. exigua após tratamentos por 24 

horas com 20 isolados bacterianos no Exp1 e  Exp2. 

*Isolados com espécimes não identificadas apresentando mortalidade inferior à 57% : 

B76 (57%), B77 ( 55%), B78 ( 56%), B79 ( 57%), B81( 56 %), B83 ( 51%), B87 ( 56%), B89 

(57 %), B107 ( 56%), B109 ( 48%), B115 ( 56%) , B120 ( 56 %), B123 ( 54%) 


