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RESUMO

FABRY, Cléia de Fatima Silva, D.S. Universidade Federa de Vicosa, marco de 2006.
Inducdo de resisténcia ao nematbéide das galhas (Meloidogyne spp.) em
tomateiro por rizobactérias. Orientador: Leandro Grassi de Freitas. Conselheiros:
Silamar Ferraz e Reginaldo da Silva Romeiro.

O nematdide das galhas, Mel oidogyne spp., € responsavel por grandes perdas nas
producdes agricolas. Bactérias ndo patogénicas habitantes da rizosfera ou do rizoplano,
conhecidas como rizobactérias, tém apresentado um grande potencial para o controle de
fitonematbides. Assim, os objetivos gerais desse trabalho foram: avaliar a inducdo de
resisténcia causada por Rhizobium etli a Meloidoyne javanica em tomateiro; verificar o
potencial de biocontrole por R. etli contra M. javanica e M. incognita em diferentes
densidades de in6culo dos patdégenos em tomateiro; verificar a potenciaizacdo da
bactéria R. etli para o biocontrole de M. incognita e M. javanica pela adicdo de himus
a0 solo e testar isolados com comprovada eficiéncia antagonistica a outros
fitopatbgenos para o controle de M. javanica e M. incognita em tomateiro. A
rizobactéria R. etli G12 induziu resisténcia sistémica a M. javanica em tomateiro
crescido em sistema de raiz bipartida sendo que o nimero de galhas e de ovos por
sistema radicular foram reduzidos em 35,3% e 38,8%, respectivamente, mas néo houve
promocado de crescimento das plantas nas condicOes avaliadas. Nos experimentos onde
se investigou a aplicacdo de himus de minhoca ao solo nas concentragdes de 0, 50 e

150 g/1,5 kg de solo no ensaio com M. incognita e de 0, 50, 100, 150 e 200g no ensaio
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com M. javanica, observou-se 0 aumento da atividade antagonistica de R. etli sobre
ambos 0s nematoides, todavia, a utilizacdo de himus sem a aplicacdo da rizobactéria
ndo resultou em controle dos nematdides. Rhizobium etli G12 na presenca de hiumus
promoveu o crescimento da plantas, provocando aumento do peso da biomassa verde e
da altura das plantas. Verificou-se que abactéria R. etli € eficiente em reduzir o nimero
de gahas e de ovos de M. javanica e M. incognita tanto em baixa como em ata
concentracdo de indculo dos nematdides (2.000 e 4.000 ovos). Observou-se que os 27
isolados de rizobactérias testados foram eficientes em controlar M. incognita e M.
javanica quando aplicados em microbiolizacdo das sementes, mas ndo controlaram 0s

nemat6ides quando aplicados na forma de rega da planta com suspensao de células.
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ABSTRACT

FABRY, Cléia de Fatima Silva, D.S. Universidade Federal de Vicosa, March 2006.
Rhizobacteria-mediated induction of resistance in tomato against root-knot
nematode (Meloidogyne spp.). Adviser: Leandro Grass de Freitas. Committee
Members: Silamar Ferraz and Reginaldo Da Silva Romeiro.

Root-knot nematode, Meloidogyne spp., is responsible for great losses in
agricultural production. Non-pathogenic bacteria inhabitants of the rhizosphere or
rhizoplan, known as rhizobacteria, have shown a great potentia for controlling
phytonematodes. Thus, the objectives of this work were: to evaluate the induction of
resistance in tomato against Meloidoyne javanica mediated by Rhizobium etli; verify the
biocontrol potential of R. etli against M. javanica and M. incognita in different pathogen
inoculum densities in tomato; verify the potentialization of R. etli through addition of
humus to the soil for the biocontrol of M. javanica and M. incognita; and test isolates
with proven antagonistic efficiency against other phytopathogens for the control of M.
javanica and M. incognita in tomato. Rhizobacteria R. etli G12 induced systemic
resistance against M. javanica in tomato grown in split-root system, having the number
of gals and eggs per root system reduced in 35.3% and 38.8% respectively, but there
was no plant growth promotion in the studied conditions. In the experiments with
earthworm humus application to the soil, at concentrations 0, 50 and 150 g/1.5 kg of
soil in the assay with M. incognita, and O, 50, 100, 150 and 200g in the assay with M.

javanica, increase in the antagonistic activity of R. etli occurred for both nematodes,
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however, the use of humus without the application of rhizobacteria did not result in
nematode control. Rhizobium etli G12 in presence of humus promoted plant growth,
resulting in increase in green biomass weight and plant height. Bacterium R. etli was
efficient in reducing the number of gals and eggs of M. javanica and M. incognita in
both low and high concentrations of nematode inoculum (2,000 and 4,000 eggs). The 27
isolates of tested rhizobacteria were efficient in controlling M. javanica and M.
incognita when applied in seed microbiolization, but it did not control nematodes when

applied as plant irrigation with cell suspension.



INTRODUCAO GERAL

Os nematbides das galhas, Meloidogyne spp., compdem um dos grupos mais
importantes de parasitas de plantas pois causam grandes redugdes na producéo agricola
(Sinclair & Backmann, 1993). O controle de fitonematdides tem sido constante motivo
de estudos por pesquisadores. Alternativas viaveis e racionais como o controle
biolégico (Sikora, 1992; Stirling, 1991), o uso de plantas antagonistas (Ferraz & Valle,
1997) e os métodos culturais (Whitehead, 1997) sdo bem estudadas e aplicadas com
SUCESSO.

Entre os microrganismos utilizados no controle bioldgico destacam-se as
rizobactérias. Esses organismos tém a rizosfera e o rizoplano das plantas como sitios
preferénciais para a multiplicacdo e a sobrevivéncia. A interacdo entre as bactérias e as
raizes de plantas pode ser benéfica, prejudicia ou neutra (Schippers et al., 1987).
Aquelas que desempenham efeitos benéficos, por promover o crescimento das plantas g,
ou protegé-las contra fitopatdgenos, sdo nomeadas de PGPR — Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria (Kloepper et al., 1990). A maioria das rizobactérias pertence aos géneros
Pseudomonas e Bacillus, os quais apresentam a capacidade de colonizar raizes de
plantas e estimular seu crescimento. Outros géneros de rizobactérias sdo Azobacter,
Azospirillum, Pseudomonas, Acetobacter e Burkholderia (Brown, 1974; Elmerich,
1984; Kloepper et al., 1988; Glick, 1995).

As rizobactérias utilizam vérios mecanismos para sobreviver na rizosfera e
suprimir o atague de patdgenos as plantas, sendo que mais de um mecanismo pode ser

utilizado por uma rizobactéria (Melo, 1998). Além disso, sdo encontradas em grande
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guantidade no solo e podem ser cultivadas em meio de cultura, o que facilita o uso em
formulacbes comerciais (Weller, 1988).

As PGPRs atuam com base nos seguintes mecanismos de agdo: producéo de
&cido hidrocianico (HCN) (Luz, 1996), antibidticos (Michener & Smell, 1949),
sideréforos, reguladores de crescimento (Boronin et al., 1993), mineralizacdo de
nutrientes (Lifishitz et al., 1987) e inducéo de resisténcia sistémica a doencas de plantas
(Pieterse et al., 2005). No caso dos nematoides, os mecanismos envolvidos incluem a
producdo de metabdlitos no local de estabelecimento, degradacdo de exsudatos
radiculares reduzindo o estimulo a eclosdo e a interferéncia no processo de
reconhecimento da raiz pelo nematdide, devido a acdo das bactérias nas lecitinas. Além
dos efeitos diretos, as PGPR sd0 capazes de ativar mecanismos de defesa das plantas
através dainducdo de resisténcia sistémica (Oostendorp & Sikora, 1990).

Segundo Romeiro (2001), a inducdo de resisténcia a patdgenos em plantas é
conhecida desde o inicio do século XX, com a pesquisa classica de Bernard (1911), que
ao trabalhar com bulbos de orquideas e fungos do solo, ele observou a auséncia de
infeccd@o nos pedagos de bulbos sadios transferidos para 0 meio de cultura onde esses
fungos estavam sendo cultivados. Entretanto, a infecgéo ocorria se os bulbos sofressem
um prévio tratamento térmico. O pesquisador deduziu gue os bulbos ndo tratados ndo
eram infectados porque seus tecidos respondiam a secregdes com propriedades
antimicrobianas produzidas pelos fungos. E provavel que essa tenha sido a primeira vez
gue se sugeriu a existéncia de mecanismos de defesa em plantas que poderiam ser
ativados por fatores exdgenos.

Duas siglas tém sido usadas frequentemente como sinGnimos para designar o
fendbmeno de inducéo de resisténcia a doencas de plantas, embora ndo sejam (Sticher et
al., 1997): ISR (Induced Systemic Resistance) e SAR (Systemic Adquired Resistance).

As rotas metabdlicas que levam a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e a
resisténcia sistémica induzida (ISR) sdo distintas. SAR caracteriza-se pelo acimulo de
&cido sdlicilico (AS) e de proteinas relacionadas a patogénese (PRs), enquanto que, ISR
envolve o acimulo dos reguladores de crescimento &cido jasménico (AJ) e etileno (ET)
(van Loon et al., 2001; Pieterse et al., 2002). Alguns autores concordam que ISR e SAR
sdo fenbmenos distintos quanto a forma que leva a inducdo de resisténcia, porém
bastante semelhante quanto ao resultado final (Pieterse et al., 1998; van Loon, 1998). A
semelhanca entre ISR por rizobactérias e SAR induzida por patdgenos é que ambos 0s



tipos de resisténcias sdo efetivas contra amplo espectro de patdgenos de plantas (van
Loon et al, 1998).

Van Loon & van Kammen (1970) foram os pioneiros em estudos das proteinas
relacionadas com a patogénese (PRPs) como macromoléculas envolvidas na resisténcia
induzida, utilizando como modelo o patossistema fumo-TMV. Essas macromoléculas
acumulam-se nas plantas como resposta a infec¢do por patdégenos e como resposta a
resisténcia induzida. Entre as PRPs, as mais estudadas sdo as quitinases, 3-1,3-glicanase
e osmotina (van Loon et al., 1994). Estas enzimas podem ser importantes no controle de
fitopatdgenos, pois degradam a quitina e a [3-1,3-glicano, componentes da parede celular
de fungos (Potgieter & Alexander, 1966; Schoroth & Hancock, 1982). A quitina é
também um constituinte da camada externa dos ovos dos nematéides (Bird & Bird,
1991).

Além das proteinas PRs, muitas outras enzimas estdo envolvidas nas reacdes de
defesa das plantas contra fitopatégenos, incluindo peroxidases (PO), fenil-alanina-
amonia-liase (PAL) e polifenol-oxidase (PPO) (Mariano & Kloepper, 2000). Estas
enzimas catalisam a formagdo de lignina e outros fendis que contribuem para a
formacdo de barreiras de defesa, reforcando as estruturas das células das plantas
(Avdiushko et al., 1993; Silva et al., 2004).

Ogena et al. (2000) estudaram a inducgéo resiténcia sistémica por fitoalexinas em
plantas de pepino. Os autores verificaram que plantas de Cucumis sativus tratadas com a
rizobactéria Pseudomonas putida foram protegidas contra Pythium aphanidermatum,
causador de podriddo em raizes. Andlises das folhas revelaram acimulo de compostos
fendlicos toxicos. Raizes de pepino foram tratadas com Pseudomonas corrugata e P.
aureofaciens contra P. aphanidermatum. As PGPR foram capazes de induzir altos
niveis das enzimas fenilalanina aménia liase (PAL), polifenol oxidase (PPO) assim
como peroxidase (PO) com o desenvolvimento da doenca (Chen et al., 2000). A
bactéria Rhizobium etli G12, anteriormente denominada Agrobacterium radiobacter
strain G12A, e Bacillus sphaericus B43 foram eficientes em induzir resisténcia em
plantas de batata contra Globodera pallida e M. incognita (Hasky-Gunter et al., 1994,
Mahdy et al., 2001). Em outros estudos, R. €tli e B. sphaericus suprimiram a penetracéo
de Globodera pallida nas raizes em experimentos em casa-de-vegetacdo e campo
(Hackenberg & Sikora, 1994; Racke & Sikora, 1992)

Reitz et al. (2000) verificaram que a aplicacdo do lipopolissacarideo (LPS)

extraido de R. etli G12 reduziu a infeccdo causada pelo nematéide Globodera pallida
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em plantas de batatas, mesmo em baixas concentracoes, confirmando a inducéo de
resisténcia sistémica por LPS.

O uso de rizobactérias pode ser vantgjoso e de importancia para o controle de
fitonematdides, uma vez que sdo inGcuas a0 homem, ndo causam impacto ambiental e
oferecem maior seguranca para aplicadores e consumidores. No entanto, muitos fatores
bidticos e abidticos necessitam ser estudados para melhor entendimento do
comportamento desses organismos no solo. Neste trabalho, pressupunha-se que a adicdo
de himus de minhoca a0 solo estimularia 0 antagonismo de Rhizobium etli contra
Meloidogyne spp; e que R. etli possuiria efeito antagonistico a Meloidogyne spp. mesmo
guando esses nematdides estivessem em altas densidades populacionais no solo; e que
rizobactérias com potencial antagonistico a fungos e bactérias fitopatogénicas, também
possuiriam efeito antagonistico a Meloidogyne spp. Assim, os objetivos gerais desse
trabalho foram: avaliar a inducdo de resisténcia causada por R. etli a M. javanica em
tomateiro; verificar o potencial de biocontrole por R. etli contra M. javanica e M.
incognita em diferentes densidades de inéculo dos patdégenos em tomateiro; verificar a
potencializacdo da bactéria R. etli para o biocontrole de M. incognita e M. javanica pela
adicdo de humus ao solo e testar isolados com comprovada eficiéncia antagonistica a

outros fitopatdgenos para o controle de M. javanica e M. incognita em tomateiro.
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Resumo: Fabry, C.F.S, L.G. Freitas; M.M. Godinho; W.S. Neves & S. Ferraz. 2005.
Resisténcia Sistémica induzida por Rhizobium etli a Meloidogyne javanica em

tomateiro.

A bactéria Rhizobium etli isolado G12, obtida da rizosfera de plantas de batata
para o controle de Globodera pallida, foi testada neste trabalho visando a inducéo de
resisténcia sistémica contra Meloidogyne javanica em plantas de tomate. Utilizou-se a
técnica de sistema radicular bipartido em tomate para demonstrar o efeito sistémico da
bactéria. Metade do sistema radicular de cada planta foi inoculada com 5 mL de
suspensdo aquosa de células de R. etli G12, e a outra metade, em recipiente separado,
foi inoculada, ap6s 3, dias com 1.500 ovos do patdégeno desafiante, M. javanica.
Quarenta e cinco dias depois da inoculacdo do nematdide avaliaram-se a altura da parte
aérea das plantas, o nimero de ovos e de galhas por sistema readicular. Nado houve
diferenca estatistica entre as médias de altura das plantas tratadas e das ndo tratadas,
mas 0s nimeros de galhas e de ovos por sistema radicular foram reduzidos em 35,3% e

38,8%, respectivamente, em relacéo ao tratamento sem inoculacdo com R. etli.

Palavras-chave: rizobactéria, nematéide das galhas, controle biol 6gico.



Summary: Fabry, C.F.S,; L.G. Freitas, M.M. Godinho; W.S. Neves & S. Ferraz. 2005.
Systemic induced resistance by Rhizobium etli G12 against Meloidogyne javanica in
tomato plant.

The isolate G12 of the bacterium Rhizobium etli, isolated from the rhizosphere of potato
plants for the control of Globodera pallida, was tested in this work for the induction of
systemic resistance against Meloidogyne javanica in tomato plants. The split-root
system technique was used to demonstrate the systemic mode of the bacterium. One
half of the root system of each tomato plant was inoculated with 5 mL of an agueous
suspension of cells of the resistance inductor, R. etli G12, and the other half, in a
separate container, was inoculated 3 days after with 1,500 eggs of the defiant pathogen,
M. javanica. Forty five days after, the the plant height, and number of galls and eggs per
root system were evaluated. There was no statistical difference between plant height
means of treated and for-treated plants, but gall and egg numbers per root system were
reduced by 35,3% and 38,8%, respectively, in comparison to the control treatment.

K ey words: rhizobacteria, root-knot nematode, biological control

INTRODUCAO

Os nematbides das galhas, Meloidogyne spp., compdem um dos grupos mais
importantes de parasitas de plantas pois causam grandes redugdes na producéo agricola
(Sinclair & Backmann, 1993). Dentre os varios nematbides parasitas de plantas, o
género Meloidogyne destaca-se como o principal responsavel pelas perdas, pois ataca
quase todas as culturas de interesse econdmico (Sasser & Freckman, 1987). Métodos de
controle alternativos a0 uso de nematicidas vém sendo cada vez mais estudados, a
exemplo da ainducdo de resisténcia sistémica. A inducdo é definida como o aumento da
capacidade da defesa das plantas contra patégenos, adquirida apds a ativacdo de
mecanismos de resisténcia por diversos agentes, como ativadores quimicos (Kunz et al.,
1997; Benhamou & Belanger, 1998) ou microrganismos vivos (Chen et al., 1996;
Hoffland et al., 1996). Nesse Ultimo caso, quase sempre, 0s agentes sdo rizobactérias
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promotoras do crescimento de plantas, também conhecidos por PGPR (Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria) (Kloepper & Schroth, 1978).

As rizobactérias podem atuar diretamente sobre os nemat6ides por meio de
toxinas e antibiéticos que inibem a eclosdo e a mobilidade dos juvenis de segundo
estadio, reduzindo a invasdo dos nematGides nas raizes das plantas, e indiretamente,
pelo desencadeamento de reacBes na planta que impedem a formacdo de células
gigantes ou acarretem modificacbes dos exsudatos radiculares, fazendo com que eles
ndo sejam reconhecidos pelos nematdides e deixem de estimular a eclosdo, o
movimento e a penetracdo nas raizes (Oostendorp & Sikora, 1990; Kerry, 2000;
Ramamoorthy et al., 2001).

Steiner e Schonbeck (1995) propuseram sete critérios para diferenciar o
fenbmeno de inducdo de resisténcia de outros mecanismos de biocontrole que reduzem
a severidade e a incidéncia. Primeiramente deve haver uséncia de efeitos toxicos do
agente indutor sobre o patégeno desafiante; supressdo da resisténcia induzida pela
exposicdo prévia da planta a substancias que inibem a expressdo de genes do
hospedeiro, como a actinomicina D; necessidade de um intervalo de tempo entre a
exposicdo da planta ao indutor e a expressao da resisténcia; ndo haver uma relacéo entre
magnitude da resisténcia expressa e quantidades crescentes do indutor aplicado, a
semelhanca do que se observa em casos tipicos de uso de defensivos; inespecificidade
da protecéo; aresisténcia ser local e sistémica; ser dependente do gendtipo da planta.

A bactéria Rhizobium etli G12 previamente denominado Agrobacterium
radiobacter isolado G12 foi isolada da rizosfera de plantas de batata por Ginter e
colaboradores em 1994 e utilizada para o controle do nematéide do cisto da batata,
Globodera pallida. Seu potencia antagonistico foi associado a inducéo de resisténcia
sistémica por meio de utilizacdo do método de sistema radicular bipartido (Hasky-
Gunter et al., 1994). Em outro estudo, esta bactéria apresentou atividade antagonistica
contra 0 nematoide das galhas, Meloidoyne incognita, em diferentes plantas hospedeiras
(Mahdy et al., 2001). Constatada sua eficiéncia em estudos na Alemanha, este isolado
bacteriano foi trazido ao Brasil e regulamentado de acordo com o processo nimero
MAPA 21028.004176/2004-34 com 0 objetivo de avaliar a inducdo de resisténcia
sistémica contra a populacdo local do nemat6ide das galhas, M. javanica em tomateiros.
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MATERIAL E METODOS

Producdo de in6culo de M. javanica. O nematdide das galhas, M. javanica, foi
multiplicado em plantas de tomate mantidos em vasos em casa-de-vegetacdo, com solo
previamente tratado com brometo de metila. Os ovos utilizados nos experimentos foram
extraidos das raizes utilizando-se a técnica de Hussey & Barker adaptada por Boneti &
Ferraz (1981).

Preparo do inéculo bacteriano. A culturade R. etli isolado G12, foi riscada com alca
de Drigalski sobre meio B de King (King et al. 1954) em placas de Petri e mantidas a
28°C durante 48h. ApOs esse periodo, fez-se a raspagem da cultura bacteriana e
preparou-se uma suspensao agquosa gjustada para DOsgo = 0,5.

Ensaio em casa-de-vegetacdo. Sementes de tomateiro Santa Cruz "Kada foram
semeadas em sementeira contendo substrato  (Plantagro®) e cultivadas por
aproximadamente 20 dias em casa-de —vegetacdo. Plantulas de aproximadamente 10 cm
de altura, foram transplantadas para vasos com 1 L de substrato constituido de solo e
areia na propor¢do 1:1 (viv). Ap6s 20 dias, quando as plantas estavam com
aproximadamente 25 cm de altura, elas foram retiradas do substrato e preparadas para
desenvolver sistema radicular bipartido segundo Olzem (2001). Para isso, as raizes
foram eliminadas por meio da uma seccéo transversal da planta na regiao do coleto.
Uma fenda longitudinal de, aproximadamente 8 cm foi aberta a partir da extremidade
inferior do caule, sendo as pontas resultantes inseridas no substrato contidas em vasos
geminados (Esguema 1) O periodo de enraizamento foi de 10 dias. Decorrido esse
periodo, uma metade do sistema radicular da planta foi inoculada com 5 mL de
suspensao do indutor de resisténcia, R. etli G12 e a outra com 1.500 ovos do patdgeno
desafiante, M. javanica onde utilizou se pipeta semi-automatica. Para os tratamentos
testemunhas, realizou-se também a técnica de raiz partida, porém ndo se inoculou R.
etli. Quarenta e cinco dias apo6s a infestacdo do solo, as seguintes varidveis
foram avaliadas: altura das plantas, nUmero de galhas e nUmero de ovos por
sistema radicular. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com nove repeticdes por tratamento. Os dados foram analizandos por teste de F a
5% de propabilidade.
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RESUL TADOSE DISCUSSAO

A inoculagdo de Rizobium etli G12 em uma das fragdes do sistema radicular do
tomateiro resultou na diminuicdo do nimero de ovos e de galhas de Meloidogyne
javanica em 38,81% e 35,34%, respectivamente, em relacdo a testemunha (Tabela 1).

Muitas pesquisas demonstram que as rizobactérias atuam como indutoras de
resisténcia sistémica (Wei et al., 1991; Tuzun et al., 1992; Tuzun & Kloepper, 1995;
Siddiqui & Shaukat, 2004). Entretanto, nem sempre sdo determinados os reais
mecanismos de controle envolvidos. A acdo direta de toxinas ou antibidticos sobre os
patdgenos €, muitas vezes 0 mecanismo mais freqliente quando se usam bactérias para o
controle bioldgico. Steiner e Schonbeck (1995) propuseram critérios para diferenciar o
fenbmeno de inducdo de resisténcia de outros mecanismos de biocontrole que reduzem
a severidade e a incidéncia de doencas de plantas. Primeiramente deve haver auséncia
de efeitos toxicos do agente indutor sobre o patdgeno desafiante, que sd pode ser
percebido se houver uma separacéo espacia entre eles. Para isso deve-se recorrer a
técnicas que forcem a separacdo espacial, como por exemplo, a utilizacdo de sistema
radicular bipartido. Quando a bactéria estd presente numa parte separada da raiz e o
nematéide noutra parte em outro recipiente temos claro que os efeitos sdo indiretos e
devem ser transocados pela planta de forma sistémica. No presente trabalho, essa
técnicafoi utilizada para separar espacialmente R. etli G12 de M. javanica, verificando-
se assim, a inducdo de resisténcia sistémica pela bactéria na planta. Outro critério
abordado por Steiner e Schonbeck (1995) € a aplicacdo do indutor previamente a
inoculagdo com o desafiante, para que hgja tempo dos genes da planta que codificam a
resisténcia induzida serem ativados e expressa. Em terceiro lugar aresisténcia sistémica
também deve ser dependente do gendtipo da planta (van Loon et al., 1998) o que foi
observado com esse isolado bacteriano G12 em trabalho prévio de Mahdy et al. (2001).
Ao estudarem a atividade antagonista de R. etli G12 contra M. incognita em diferentes
espécies vegetais, estes autores observaram que o nivel de controle variou dependendo
do hospedeiro. A reducdo de galhas nas plantas de tomateiro foi de 50 %, valor superior
ao controle em pepino, pimenta, soja e algoddo, sendo que, neste Ultimo, o resultado foi
de apenas 17% de controle do nematéide. Por Ultimo, ainducdo de resisténcia sistémica
deve conferir protecdo generalizada contra ampla gama de patdégenos. Apesar de sb ter
sido testada para fitonematGides, com os resultados obtidos no presente trabalho,
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nimero de espécies controladas por R. etli G12 contata ho momento de trés, M.
javanica, M. incognita e G. pallida (Hasky-Gunter et al., 1994; Mahdy et al., 2001).

Geralmente as rizobactérias promovem o crescimento, 0 vigor e o aumento de
produtividade de plantas (Chen et al., 1996) através de mecanismos ndo relacionados
com a bioprotegdo (Lifshitz et al., 1988). Vonderwell et al. (2001) observaram o
aumento da concentracdo de &cido indol-acético (IAA) em plantulas de Pinus taeda L.
inoculadas com Bacillus subtilis isolado INR7. Pseudomonas fluorescens é outro
exemplo de rizobactéria que produz auxina (Boronin et al., 1993). Entretanto, nesse
trabalho ndo se observou aumento no desenvolvimento da parte aérea das plantas
(Figura 2). Sikora (1988) também ndo observou ateracdo significativa no peso das
raizes e da parte aérea das plantas de algoddo, amendoim e beterraba agucareira tratadas
com B. subtilis. No entanto, houve atividade antagonistica contra M. incognita em
algodéo e beterraba agucareira, contra M. arenaria em amendoim e Rotylenchulus
reniformis em algodéo.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que R. etli G12 induz a
resisténcia sistémica em plantas de tomateiro a M. javanica, porém nas condicfes aqui
estudadas n&o se observou efeito sobre o crescimento das plantas.
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Tabelal — Controle de Meloidogyne javanica por Rhizobium etli em tomateiro em
sistemaderaiz partida

Tratamentos Observado (médias) Reducdes

ovos gahas ovos gahas
M. javanica 152627,8 283,55
M. javanica + R. etli 93383,3 183,44 38,81% 35,34%

Esquema 1l —Técnica de raiz partida em tomateiro inoculados com R. etli visando o
controle de M. javanica.

= T
/
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CAPITULO 11

OTIMIZACAO DO BIOCONTROLE DE Meloidogyne incognita E Meloidogyne
javanica POR Rhizobium etli COM A UTILIZACAO DE HUMUS

CLEIA DE FATIMA SILVA FABRY*, LEANDRO GRASS| DE FREITAS';
EVERALDO ANTONIO LOPES', LUIZ ANTONIO DIAS'& SILAMAR FERRAZ.

'Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Fitopatologia, CEP 36570-000 Vigosa MG, Brasil.
* Parte da tese de doutorado da primeira autora apresentada a Universidade Federal de Vicosa (Bolsistada
CAPES)

Resumo: Fabry, C.F.S,; L.G. Freitas, E.A. Lopes, L.A. Dias, & S. Ferraz. 2006.
Otimizagcdo do biocontrole de Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica por

Rhizobium etli com a utilizacdo de himus.

Verificou-se a otimizacdo da bactéria Rhizobium etli para o biocontrole de
Meloidogyne incognita e M. javanica pela adicdo de hiumus ao solo. Sementes de
tomate Santa Cruz ‘Kada foram microbiolizadas por imersdo em suspensdo aquosa da
bactéria R. etli e semeadas em mistura de solo e areia 1:1 (v: v), com adicdo e
homogeneizacéo prévias de hiimus de minhoca nas concentracfes de 0, 50 e 150 g/vaso
para M. incognita e 0, 50, 100, 150 e 200 g/vaso para M. javanica. Apés trés semanas,
as plantas foram inoculada com 2.000 ovos de M. incognita ou M. javanica. Apos 60
dias da inoculacdo, mediram-se a altura peso da biomassa verde da parte aérea das
plantas e contou-se 0 nimero de gahas e de ovos presentes no sistema radicular. A
aplicacdo de humus apenas, nas duas concentracdes testadas, ndo resultou no controle
de M. incognita, a0 passo que a utilizagdo conjunta de humus e R. etli promoveu
aumentos significativos no peso biomassa verde das plantas em 82 e 104% para as
doses de humus 50 e 150 g respectivamente. Nessas mesmas concentragdes, 0S
aumentos na altura foram de 45 e 44% e as reducdes no nimero de galhas de 54 e 64%
respectivamente. Nao se observou diferenca significativa nas reducdes do nimero de
ovos. Para M. javanica, com ainoculacdo de R. etli o nimero de ovos foi reduzido em
70, 51, 65 e 72% e de galhas em 57, 52, 46 e 38% para as doses de 50, 100, 150 e 200 g
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de huimus por vaso, respectivamente. Aumentos significativos no peso da biomassa da
parte aérea para a interacdo R. etli e himus ndo foram observados no ensaio com esse
nematGide.

Palavras-chave: rizobactéria, nematdide das galhas, matéria orgéanica, humus,
biocontrole.

Summary: Fabry, C.F.S,; L.G. Freitas, L.A. Dias, EAA. Lopes & S. Ferraz. 2006.
Enhancement of the biocontrol of Meloidogyne incognita and M. javanica by
Rhizobium etli with humus.

In this work evaluated the enhancement of the biocontrol of Meloidogyne
incognita and M. javanica by Rhizobium etli with the addition of humus into the soil.
Tomato seeds Santa Cruz 'Kada were soaked in a bacterial cell suspension of R etli and
sowed in the substrate, a mixture of soil and sand 1:1 (v:v), with humus previously
added and homogenized at the rates of 0, 50, 150 g/pot for M. incognita and 0, 50, 100,
150 200 g/pot with for M. javanica. After three weeks each plant, was inoculated with
2000 eggs of M. incognita or M. javanica. Sixty days after inoculation, the plant height,
the weight of the above-ground part, the numbers of galls, eggs per root were evaluated.
For M. incognita, there was no statistical difference between the two levels of humus
tested. Humus application alone, in either concentration, did not result in the control of
M. incognita, while the use of humus with R. etli promoted a significant increase in the
weight of the plant above-ground part in 82% and 104% for the doses 50 and150 g
respectively. In those same concentrations, the increases in the height were respectively
of 45 and 44% and the reductions in the galls number was 54 and 64%. Significant
difference was not observed in the reductions of the number of eggs. For M. javanica,
with the inoculation of R. etli, the number of eggs was reduced by 70%, 51%, 65% and
72%, and the number of galls per root system by 57%, 52% 46% and 38% for the doses
of 50, 100, 150 and 200 g of humus per pot, respectively. Significant increases in the
weight of the biomass of the aerial part for the interaction R. etli and humus was not
observed in the essay with this nematode.

K ey-words: rhizobacteria, gall nematode, organic matter, humus, biocontrol.
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INTRODUCAO

Os nematdides fitoparasitas causam grandes perdas na producéo agricola, sendo
0s pertencentes a0 género Meloidogyne considerados os mais importantes devido a
grande capacidade de adaptacdo aos mais diversos agrossistemas e por parasitarem
ampla gama de hospedeiros (Sinclair & Backmann, 1993).

Os nematicidas sdo empregados no controle de nematéides, porém muitas vezes
sua eficiéncia é baixa, a exemplo do fumigante 1,3 dichloropropene (Ou et al., 1995),
do fosforado fenamifés (Davis et al., 1993) e do carbamato aldicarbe (McLean &
Lawrence, 2003), sendo perigosos para animais e seres humanos, devido a elevada
toxicidade e resisténcia nos ecossistemas (Becker et al., 1988). A retirada dos
nematicidas de primeira geracdo do mercado, devido a contaminacdes do lencol fredtico
e do brometo de metila, por causa de danos a camada de 0z6nio, sem o desenvolvimento
de novas formulacbes de nematicidas mais seguras e eficientes, levam a de busca de
métodos alternativos para o manejo destes patdgenos, a exemplo do controle biol dgico,
por meio da selecdo de agentes eficientes e, ou, do mango do ecossistema para
promover a sua atuagdo.

Dentre os microrganismos para o biocontrole de fitonematéides, destacam-se as
bactérias que colonizam a rizosfera e induzem resisténcia sistémica a diversos
fitopatdgenos, as rizobactérias. Esses organismos também sdo chamados bactérias
promotoras de crescimento de plantas (=PGPR, que sdo as iniciais do termo em inglés),
quando estimularem o crescimento vegetal (Klopper, 1994, Kloepper & Schroth, 1978;
Teixeira et al., 2005). A maioria das rizobactérias pertence ao género Pseudomonas ou
Bacillus, mas também sdo relatadas as espécies de outros géneros, como por exemplo,
Azotobacter, Arthrobacter, Clostridium, Hydrogenophaga, Enterobacter, Serratia e
Azospirillum (Benizri et al., 2001). A acdo desses organismos sobre os fitonematoides
pode ser de forma direta, afetando a eclosdo dos ovos e a mobilidade dos juvenis, ou
indireta, pela alteracdo dos exudatos radiculares e inducéo de resisténcia sistémica
(Hasky-Gunter et al., 1998; Sikora & Hoffmann-Hergarten, 1992).

A incorporacdo de residuos organicos como manejo do solo, aém de melhorar a
estrutura e a fertilidade do solo, estimula a atividade de microrganismos antagonistas a
fitonematéides (Akhtar & Malik, 2000). Material quitinoso adicionado ao solo
estiumula bactérias e actinomicetos quitinolitica (Culbreath et al., 1985, Hallmann et
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al., 1999). A aplicacdo de humus ao solo também parece ter papel importante no
estimulo da atividade microbiana. Além de disponibilizar micro e macronutrientes, para
as raizes das plantas, 0 himus aumenta a eficiéncia de bactérias fixadoras de nitrogénio
(Soares et al., 2004). O humus é uma fragdo estavel da matéria organica do solo
resultante da decomposicdo de grande parcela de residuos vegetais e animais
adicionados. A composicdo do himus € desconhecida, mas sabe-se que é formada por
um complexo de produtos fendlicos, polissacarideos e proteinas (Wagner & Wolf,
1998) que podem servir de substrato para o desenvolvimento bacteriano. Elo et al.
(2000) isolaram das camadas de humus de floresta de coniferas (Picea abies L.) na
Noruega, os géneros de rizobactérias Bacillus, Paenibacillus, Arthrobacter, Nocardia,
Rhodococcus e Pseudomonas, sendo que Pseudomonas e Bacillus eficientes foram
antagonistas a isolado de Rhizoctonia sp.

A bactéria Rhizobium etli G12, inicialmente identificada com Agrobacterium
radiobacter G12 (Hasky-Gunter et al., 1998), foi isolada da rizosfera de plantas de
batata, teve sua eficiéncia constatada em estudos na Alemanha foi trazida ao Brasil e
regulamentado de acordo com o processo niumero MAPA 21028.004176/2004-34.
Nesse trabalho objetivou-se avaliar o efeito de humus em diferentes doses em conjunto
com R. etli G12, para verificar ainducdo de resisténcia sistémica contra populagdo local

do nematéide das galhas, M. incognita e M. javanica em tomateiros.

MATERIAL E METODOS

Producéo de inéculo de Meloidogyne javanica e M. incognita. Os nematdides das
galhas, M. javanica e M. incognita foram multiplicados em tomateiros mantidos em
vasos em casa-de-vegetacdo, com solo previamente tratado com brometo de metila. Os
ovos utilizados nos experimentos foram extraidos das raizes dos tomateiros pela técnica
de Hussey & Barker adaptado por Boneti & Ferraz (1981).

Preparo do inéculo bacteriano. A cultura de R. etli G12 foi repicada com aca de
Drigalski sobre meio B de King (King et al., 1954) em placas de Petri e mantidas a

28°C durante 48h. Apos esse periodo, raspou-se a cultura bacteriana e preparou-se uma
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suspensdo aquosa gustada para ODsg4 = 0,5. Sementes de tomateiro Santa Cruz ‘Kada
foram microbiolizadas utilizando-se 0 método descrito por Oostendorp & Sikora (1989),
modificado para 24 h de imersdo e incubagdo em temperatura ambiente no laboratorio
(24 + 2°C). Para o tratamento testemunha, as sementes foram submersas em &gua
destilada por 24 h no lugar de suspensdo bacteriana.

Ensaios em casa-de-vegetacdo. Foram realizados dois ensaios em casa-de-vegetacao.
No primeiro utilizou se como patégeno desafiante, o nematdide M. incognita. Para isso,
uma mistura de solo e areia na proporc¢ao 1:1 (v:v) foi homogeneizada com himus de
minhoca de forma a resultar nas quantidades de 0, 50 e 150 g de himus/vaso com 1,5 L
de substrato. No segundo ensaio, o patdgeno utilizado foi M. javanica e o procedimento
foi 0 mesmo, porém, em concentragdes mais escalonadas de humus de 0, 50, 100, 150 e
200 g/vaso. Em ambos os ensaios, as sementes microbiolizadas foram semeadas e apds
trés semanas, cada planta, foi inoculada com 2.000 ovos de M. incognita ou M.
javanica. Passados 60 dias da inoculacéo, avaliaram-se a altura e 0 peso da biomassa
verde da parte aérea das plantas, o numero de galhas e de ovos por sistema
radicular. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete

repeticoes por tratamento.

Andlise estatistica. Efetuou-se a andlise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESUL TADOSE DISCUSSAO

No ensaio com M. incognita, ndo se observou diferenca estatisca dentro das
doses testadas, e sim entre as doses. A aplicacdo de himus apenas, em ambas as
concentragdes, ndo resultou em aumentos da biomassa verde das plantas, ao passo que a
utilizacdo conjunta de himus e R. etli promoveu aumento significativo do peso da parte
aérea das plantas de 82 e 104% nos tratamentos com 50 €150 g/vaso de humus
respectivamente (Figura 1). Constatou-se também, incrementos em alturas de 45% e

44% nas doses testadas (Figura 2). Reducdes significativas no niUmero de galhas com a
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inoculagdo de R. etli foram acancadas na magnitude de 54 e 64% para 50 e 150 g,
respectivamente, quando comparadas com o tratamento sem aplicacdo de humus. Na
auséncia de R. etli, a incorporacdo de himus ndo reduziu significativamente o nlmero
de galhas causadas pelo nematdide (Figura 3). Entretanto, a diferenca significativa do
efeito das doses dentro do tratamento com R. etli ocorreu somente para a dose 150 g. O
nimero de ovos ndo diferiu estatisticamente com a incorporacdo de hdmus e a
inoculacéo de R. etli.

No segundo experimento, ndo se observou efeito significativo da aplicagdo de
himus associado com R. etli na altura das plantas e na massa fresca parte aérea.
Entretanto, as doses de himus, na auséncia de R. etli aumentaram o0 peso da massa
fresca parte aérea (figuras 4 € 5). A incorporagéo de hiumus junto com a aplicacéo de R.
etli promoveu reducdes no nimero de ovos e galhas por sistema radicular para todas as
doses de himus. Essas redugdes foram nas proporcdes de 70, 51, 65 e 72% no ndmero
de ovos e em 57, 52 46 e 38% no numero de gahas para as doses 50, 100, 150 e 200g
de himus por vaso, respectivamente (Figuras 6 e 7). Todavia, ndo houve reducdo de
sintomas e da reproducdo de M. javanica com a aplicacdo R. etli na auséncia de himus.
Ja o nimero de gahas, ovos, dtura e massa fresca das plantas aumentaram
significativamente em comparacéo com a testemunha sem hdmus.

Nota-se que a incorporacdo de himus ao solo, junto com a inoculacdo de R. etli,
resultou em beneficios para as plantas e aumentou a eficiéncia da bactéria no controle
de M. javanica e M. incognita. Provavelmente o efeito do himus esta relacionado ao
estimulo da atividade antagonistica de R. etli a ambos os nematéides. Siddiqui et al.
(2001) testaram dois isolados de Pseudomonas fluorescens em combinacdo com a
adicdo de esterco de vaca e fertilizante inorgéanico, visando ao mangjo de M. incognita
em tomateiro e verificaram reducdes no nimero de galhas e promocgdo de crescimento
das plantas. O uso de matéria organica combinada com P. fluorescens foi melhor do que
com a aplicacdo de fertilizante inorganico.

Lindford, et al. (1938) afirmam que a adicdo de material organico ao solo
estimula a atividade da microbiota natural do solo e normalmente esses microrganismos
possuem efeito antagonistico a fitonematdides. A adicdo de material organico propiciaa
formacao e a estabilizagcdo dos agregados que condicionam a infiltracdo e a drenagem
de &gua do solo criando um habitat favoréavel para a microbiota composta de fungos,
bactérias e actinomicetos. Infere-se que o efeito do himus sobre a bactéria aqui testada
sgja andogo ao efeito de outros tipos de matérias organicas que estimulam a
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proliferacdo dos mais diversos géneros de bactérias do solo. Provavelmente, os
nutrientes liberados pelo himus na rizosfera oferecem suplemento para a multiplicacdo
das rizobactérias, auxiliando na colonizag8o das raizes das plantas pelas mesmas. Elo et
al. (2000) selecionaram isolados das camadas de humus em florestas e verificaram que
aguns géneros de rizobactérias encontrados apresentaram grande potencial
antagonistico afitopatégenos.

Neste trabalho, ndo se observou diferenca entre os teores de himus incorporados
aos vasos sobre a eficiéncia R. etli, sendo que todas as doses ocasionaram reducdes
significativas do nimero de ovos e gahas de M. javanica. Porém, no ensaio com M.
incognita observou-se um melhor desempenho da bactéria na reducdo de galhas com a
maior dose de himus. Akhtar & Malik (2000) preconizam existir uma quantidade ideal
de suplemento organico gue estimule a populacdo microbiana no solo. Contudo, o tipo
de matéria organica possui importancia fundamental no favorecimento de determinados
microrganismos. Como exemplo, a adicdo de compostos quitinosos ao solo, estimulou
marcadamente as populacdes de bactérias e actinomecetes, especiadmente as formas
quitinoliticas as quais foram efetivas na reducdo de juvenis de M. incognita (Mankau &
Das, 1969). Hallmann et al. (1999) também observaram que adi¢do de residuo quitinoso
a0 solo, resultou na supressividade do solo a fitonematdides e em mudancas na sua
comunidade microbiana do mesmo.

O emprego do himus associado a R. etli resultou em aumento na biomassa da
parte aérea das plantas nos ensaios com ambos 0s nematoi des e em aumento na altura da
parte aérea no experimento com M. incognita. O aumento no peso e a promoc¢do de
crescimento das plantas por rizobactérias ja foram relatados por vérios autores (Chen et
al., 1996; Luz, 1996.). Cakmakgi et al. (2005) investigaram a promogao de crescimento
em beterraba agucareira por PGPR em dois tipos de solos organicos. Os autores
concluiram gque a promocao de crescimento das plantas pelas rizobactérias e 0 aumento
da folhagem foram fortemente dependentes da matéria organica contida no solo, pois os
compostos organicos podem ser usados com fonte de energia e carbono pelas bactérias.
Os beneficios do humus as plantas estdo relacionados aqueles resultantes da matéria
organica, fornecendo nutrientes as plantas e melhorando a qualidade do solo. Néo
obstante, nesses ensaios, a aplicacdo de humus ndo demonstrou nenhuma relacdo no
controle de ambos nematdides. Provavelmente, ndo ha liberacdo de compostos que

sejam toxicos para os fitonematdides pelaincorporacdo de himus.
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Esses dados confirmam que a aplicacdo de himus ao solo potenciaiza o efeito
antagonistico de R. etli no controle de M. incognita e M. javanica. Presume-se que o
fator consideravel para o controle de M. javanica possivelmente sgja o tipo de material
aplicado ao solo, no caso 0 hiumus, e ndo a quantidade. Entretanto, o modo de acéo do
himus e os fatores que levam ao estimulo de microrganismos antagonistas ainda sao
bastante complexos e necessitam de mas estudos para melhor entendimento.
Provavelmente o crescimento e a multiplicacdo de R. etli foram favorecidos pelas
substancias liberadas pelo himus, tais como polissacarideos e proteinas, as quais podem

ser utilizadas com fonte de energia e carbono pela bactéria.
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Figural—Biomassa verde da parte aérea de tomateiro cultivados por 75 dias em
mistura de solo - areia (1:1) adicionada de difrentes doses de himus de
minhoca, inoculadas ou ndo de Rhizobium etli visando o controle de
Meloidogyne incognita, aos 60 dias apds a infestagdo do solo com 2000
ovos. Barras com as mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Figura 2 — Altura da parte da aérea de tomateiro cultivados por 75 dias em mistura de
solo - areia (1:1) adicionada de difrentes doses de humus de minhoca,
inoculadas ou ndo de Rhizobium etli visando o controle de Meloidogyne
incognita, aos 60 dias ap0s a infestacdo do solo com 2000 ovos. Barras com
as mesmas letras ndo diferem entre s pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

29



©

§ 600

o

Y 500 - a

E ns
400 -

S5

8 3 300 -

° 3 b

g T 200

2

S 100 -

©

8 0

g’ 0 50 1509 0 50 150¢g

com bactéria sem bactéria

Figura3 —NUmero de gahas de raizes de tomateiro cultivados por 75 dias em mistura
de solo - areia (1:1) adicionada de difrentes doses de hiumus de minhoca,
inoculadas ou ndo de Rhizobium etli visando o controle de Meloidogyne
incognita, aos 60 dias apos a infestacdo do solo com 2000 ovos. Barras com
as mesmas letras ndo diferem entre s pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura4 — Altura da parte aérea de tomateiro cultivado por 60 dias em mistura de solo -
areia (1:1) adicionada de diferentes doses de himus de minhoca, inoculadas
ou ndo de Rhizobium etli visando o controle de Meloidogyne javanica, aos
guarenta e cinco dias ap06s a inoculacdo com 2000 ovos. Barras comparadas
duas a duas com as mesmeas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Figura 6 — NUmero de ovos em raizes de tomateiro cultivado por 60 dias em mistura de
solo - areia (1:1) adicionada de diferentes doses de himus de minhoca,
inoculadas ou ndo de Rhizobium etli visando o controle de Meloidogyne
javanica, quarenta e cinc dias apos a inoculagdo com 2000 ovos. Barras
comparadas duas a duas com as mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste
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inoculadas ou ndo de Rhizobium etli visando o controle de Meloidogyne
javanica, aos garenta e cinco dias apés a inoculagdo com 2000 ovos. Barras
comparadas duas a duas com as mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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CAPITULO 111

EFICIENCIA DE Rhizobium etli COMO AGENTE DE BIOCONTROLE EM
DIFERENTES NiVEIS POPULACIONAIS DE Meloidogyne javanica E

Meloidogyne incognita*

CLEIA DE FATIMA SILVA FABRY?, LEANDRO GRASSI DE FREITAS";
RONALDO JOAO FALCAO ZOOCA®; ROSANGELA DALLEMOLE-GIARETTA!
& SILAMAR FERRAZ".

'Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Fitopatol ogia, CEP 36570-000 Vicosa MG, Brasil.
* Parte da tese de doutorado do primeiro autor apresentada a Universidade Federal de Vicosa (Bolsistada
CAPES)

Resumo: Fabry, C.F.S,; L.G. Freitas; R.J.F. Zooca; R. Dallemole-Giaretta. & S. Ferraz.
2006. Eficiéncia de Rhizobium etli como agente de controle biolégico em diferentes

nivels populacionais de Mel oidogyne javanica e Meloidogyne incognita.

Avaliou-se 0 potencia de Rhizobium etli no biocontrole de Meloidogyne
javanica e M. incognita em diferentes densidades de indculo desses patdgenos em dois
experimentos. No primeiro ensaio utilizou-se a técnica de sistema radicular partido em
tomate para demonstrar o efeito sistémico da bactéria. Metade do sistema radicular de
cada planta foi inoculada com 5 mL de suspensdo aquosa de células do indutor de
resisténcia, R. etli G12, e a outra metade, em recipiente separado, foi inoculada, apds 3
dias, com 2.000, 3.000 ou 4.000 ovos do patégeno desafiante, M. javanica. Quarenta e
cinco dias depois da inoculacdo do nematbide, avaliaram-se altura da parte aérea das
plantas e nimero de ovos e de gahas por sistema radicular. No segundo ensaio,
sementes de tomate Santa Cruz ‘Kada® foram microbiolizadas por imersdo em
suspensao aguosa da bactéria R. etli e foram semeadas em vasos contendo 1,5 L de uma
mistura de solo e areia 1:1 (v:v). Apds 20 dias, o solo de cada vaso foi infestado com 2
mL de suspensdes contendo 2.000, 3.000 ou 4.000 ovos de M. javanica ou M. incognita
e, 45 dias depois, avaliaram-se a altura das plantas e o niUmero de galhas e de ovos por
sistema radicular. O experimento foi inteiramente casualizado e constou de sete
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repeticbes por tratamento. No primeiro ensaio observou se redugdes para 0 nimero de
ovos em 40 e 51%, para os niveis de inéculo 3.000 e 4.000, respectivamente, com a
aplicacdo de R. etli e ndo houve diferenca significativa para 0 nUmero de galhas e altura
da parte aérea das plantas. Resultados significativos também ndo foram observados em
nenhum dos tratamentos na auséncia de Rhizobium etli. No segundo ensaio com M.
javanica, para os niveis de in6culo de 2.000 e 4.000 ovos, observaram-se reducdes
significativas de 56% e 41% no numero de ovos, respectivamente, com a aplicacéo de
R. etli. A Reducéo de 65% no nimero de galhas também foi observada na concentracéo
de 2.000 ovos/vaso. Quanto a M. incognita, observou-se 0 aumento significativo de
29% na altura das plantas com a aplicacéo de R. etli, na densidade de 3.000 ovos do
nematoide por vaso. O nimero de galhas foi reduzido em 63% e 35% quando se aplicou
R. etli nas densidades de in6culo de 2.000 e 4.000 ovos/vaso, respectivamente. Ndo se

observou diferenca significativa para o nimero de ovos em nenhum dos tratamentos.

Palavras-chave: rizobactérias, nematdide das gal has, densidade de in6culo.

Summary: Fabry, C.F.S,; L.G. Freitas; RJF. Zooca; R. Giaretta-Dallemole & S.
Ferraz. 2006. Efficiency of Rhizobium etli as biocontrol agent of Meloidogyne javanica
and Meloidogyne incognita at different population levels.

The potential of Rhizobium etli for the biocontrol of Meloidogyne javanica and
M. incognita was evauated at different inoculum levels of the pathogen in two
experiments. In the first one, split-root system of tomato was used to demonstrate the
systemic induced resistance by the bacterium. One half of the root system of each plant
was inoculated with 5 mL of agueous suspension of cells of the resistance inducer,
Rhizobium etli G12 and the other half, in a separate container, was inoculated after 3
days with 2000, 3000 or 4000 eggs of the defiant pathogen, M. javanica. Forty five days
after the inoculation of the nematode inoculation, plant height and number of eggs and
gals per root system were evauated. In the second experiment, Santa Cruz 'Kada
tomato seeds were soaked in a suspension of R. etli and sowed in pots with 1,5 L of
substrate composed of soil and sand 1:1 (v:v). Twenty days after, the soil of each pot
was infested with 2 mL of suspension containing 2000, 3000, or 4000 eggs of M.
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javanica or M. incognita, and 45 days later, and the height of the plants, and the number
of galls and eggs per root system were evaluated. The experiment was completely
randomized and consisted of seven replicates per treatment. In the first experiment,
reductions in the number of eggs of 40 and 51% were observed for the nematode levels
of 3000 and 4000, respectively, when R. etli was applied, and there was no significant
diference for the number of galls and plant height. In the second experiment, with M.
javanica only, at the inoculum levels of 2000 and 4000 eggs, significant reductions of
56% and 41% of the number of eggs, respectively, were observed after the application
of R. etli. A reduction of 65% in the number of galls was also observed when 2000 eggs
were added to the soil. Asfor M. incognita, a significant increase of 29% in the height
of the plants was observed when R. etli was applied at the inoculum density of 3000
eggs of the nematode per pot. The number of galls was reduced in 63% and 35% when
R. etli was applied at inoculum densities of 2000 and 4000 eggs/pot, respectively. No

significant difference was observed for the number of eggsin neither of the treatments.

K ey-wor ds: rhizobacteria, root-knot nematode, inoculum density.

INTRODUCAO

Os nematdides das galhas, Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood e
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood reduzem significativamente a
produtividade agricola quando em adltas infestacbes (Lordello, 1981). A extensa
distribuicdo geogréfica e o alto grau de polifagia associado as redugdes substanciais na
producdo agricola causado por esses nematoides posicionam esse género como um dos
principais causadores de doencas em plantas (Ferraz et al., 2001).

O controle de nematdides fitoparasitas € bastante complexo. Durante muito
tempo realizou-se o controle pela aplicacdo de nematicidas quimicos, porém o alto custo
ecologico e econdmico desses produtos tem desestimulado a aplicacdo dos mesmos. A
busca de novos métodos visando a substituicdo dos nematicidas convencionais € hoje
uma preocupacdo de muitos pesquisadores. Uma alternativa que vem sendo bastante

estudada é o controle biol dgico.
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Estirpes de bactérias ndo patogénicas habitantes da rizosfera das plantas
apresentam grande potencial na supressdo de fitopatdgenos. Essas bactérias sdo
designadas rizobactérias ou rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR)
quando apresentam a capacidade de estimularem o crescimento de plantas (Kloepper et
al., 1980; Kloepper et al., 2004). O efeito benéfico das rizobactérias sobre as plantas
pode ocorrer de forma direta, através da supressao de patdgenos ou indireta envolvendo
0s seguintes mecanismos. producéo de fitohormonios, cujas substancias promovem o
crescimento das plantas, a exemplo de giberelinas (Holl et al., 1988), auxinas (Boronin
et al., 1993) e dos é&cidos latico e succinico (Yoshikawa, 1993). As PGPR sdo também
capazes de solubilizar minerais presentes no solo. A elevagdo da disponibilidade de
fosforo tem sido atribuida a algumas rizobactérias, ocorrendo aumento do crescimento
de plantas por estimulo da absorcdo desse elemento (Lifishitz et al., 1987). Outro
mecanismo de acdo destas bactérias € a producdo de sideroforos, os quais Sao
compostos de baixo peso molecular queladores de ferro, indisponibilizando este
elemento aos fitopatdgneos (Catellan, 1999; Neilands, 1981). Além disso, elas podem
induzir a resisténcia sistémica nas plantas a diversos fitopatdgenos. Os mecanismos de
acao das rizobactérias envolvidos no controle de fitonematoides abrangem a inducdo de
resisténcia (Oostendorp & Sikora, 1990; Sikora & Hoffmann-Hergarten, 1992; Hasky-
Glnther et al., 1998), a inibicdo da eclosdo de ovos através da degradacdo dos
exudatos radiculares (Oostendorp & Sikora, 1990), a producéo de substancias toxicas ao
redor das raizes e, ou, ateracdo dos exudatos radiculares, causando a perda da
atratividade dos nematdides as raizes (Becker et al., 1988). Isolados de Pseudomonas
aeruginosa foram capazes de induzir resisténcia sistémica em tomateiro contra M.
javanica (Siddiqui & Shaukat, 2002). A bactéria Rhizobium etli G12, anteriormente
denominada Agrobacterium radiobacter, estirpe G12A, foi isolada da rizosfera de
plantas de batata e mostrou-se eficiente em induzir resisténcia em plantas de batata
contra Globodera pallida e M. incognita (Hasky-Glnter et al., 1994; Mahdy et al.,
2001). Em outros estudos, R. etli suprimiu a penetracéo de G. pallida nas raizes em
experimentos em casa-de-vegetacdo e no campo (Hackenberg & Sikora, 1990; Racke &
Sikora, 1992).

Segundo Jatala (1986), alguns atributos S0 necessarios para 0 sucesso dos
organismos biocontroladores. Um dos principais é que o candidato deve suprimir as
populacBes de nematdides, mesmo quando estas se encontram em altas densidades.
Siddiqui et al. (2002) observaram reducbes significativas na multiplicagdo de M.
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javanica em diferentes densidades populacionais em tomateiro por P. aureoginosa |E-
6S" aplicada em combinagio com zinco. Em outro ensaio, Siddiqui et al. (1995),
estudando o efeito de diferentes niveis de indculo de M. incognita, com ainoculacéo ou
ndo de Rhizobium em ervilha, observaram maiores danos causados pelo nemat6ide na
auséncia da bactéria em todos os niveis de inéculo testados com relacdo ao tratamento
testemunha. A validacdo da efetividade de um agente biocontrolador sobre o patégeno
deve ser feita sob diferentes niveis do nematéide antes de se langcar um produto, pois ele
pode falhar em condigdes de campo se a densidade populacional do patdgeno for muito
ata. Este é um dos motivos da inconsisténcia de resultados entre estudos de casa-de-
vegetagdo e campo. O isolado R. etli utilizado neste estudo teve sua eficiéncia
constatada em casa-de-vegetacdo na Alemanha, foi trazido ao Brasil e regulamentado de
acordo com o processo nimero MAPA 21028.004176/2004-34 para se avaliar aindugdo
de resisténcia sistémica contra populacdo local do nematdide das galhas, Meloidogyne
spp. em tomateiros. Assim este trabalho objetivou verificar a eficiéncia R. etli no
controle de M. javanica e M. incognita em diferentes niveis de inéculo dos patdgenos
desafiantes em sistema de raiz bipartida ou néo.

MATERIAL E METODOS

Producdo de inéculo de M. javanica e M. incognita. Os nematéides das gahas, M.
javanica e M. incognita, foram multiplicados em tomateiros mantidos em vasos em
casa-de-vegetagcdo, com solo previamente tratado com brometo de metila. Os ovos
utilizados nos experimentos foram extraidos das raizes utilizando-se a técnica de
Hussey & Barker modificada por Boneti & Ferraz (1981).

Preparo do indculo bacteriano. A culturade R. etli isolado G12 foi repicada com alca
de Drigalsky sobre meio B de King (King et al., 1954) em placas de Petri e mantidas a
28°C durante 48h. Apés esse periodo, fez-se a raspagem da cultura bacteriana e
preparou-se suspensdo aquosa gjustada para DOss = 0,5. NO primeiro experimento
aplicou-se a suspensdo bacteriana diretamente ao solo, no segundo, as sementes de
tomateiro Santa Cruz ‘Kada foram microbiolizadas nas suspensdes utilizando-se o
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método descrito por Oostendorp & Sikora (1989) modificado para 24 h de imersao em
temperatura ambiente no laboratério (24 + 2°C). Para o tratamento testemunha, as

sementes foram imersas em agua destilada no lugar de suspenséo bacteriana.

Ensaio em casa-de-vegetacdo. Para o primeiro ensaio, sementes de tomateiro Santa
Cruz ‘Kada foram semeadas em sementeira contendo substrato (Plantagro®) e
cultivadas por 20 dias em casa-de-vegetacdo. Plantulas de aproximadamente 10 cm de
atura, foram transplantadas para vasos com 1 L de substrato constituido de solo e areia
na propor¢do 1:1 (v:v). Apos 20 dias, quando as plantas estavam com aproximadamente
25 cm de altura, elas foram retiradas do substrato e preparadas para desenvolver sistema
radicular bipartido segundo Olzem (2001). Paratal, as raizes foram eliminadas por meio
da uma seccéo transversal da planta na regido do coleto. Uma fenda longitudinal de,
aproximadamente 8 cm foi aberta a partir da extremidade inferior do caule, sendo as
pontas resultantes inseridas no substrato contidas em vasos geminados. O periodo de
enraizamento foi de 10 dias. Depois, uma metade do sistema radicular da planta foi
inoculada com 5 mL de suspenséo do indutor de resisténcia, R. etli G12 e a outracom O,
2.000, 3.000 ou 4.000 ovos do patdgeno desafiante, M. javanica onde utilizou-se pipeta
semi-automética. Para 0 segundo ensaio, as sementes microbiolizadas foram semeadas
em vasos contendo 1,5 L de mistura de solo e areia na proporcéo 1:1 (v:v). Apos 15
dias, as plantulas foram inoculadas, com 0, 2.000, 3.000 ou 4.000 ovos de M. javanica
ou M. incognita. Quarenta e cinco dias depois, avaliaram-se a altura das plantas e
0 numero de galhas e de ovos por sistema radicular. O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado com sete repeticdes por tratamento.

Analise estatistica. Os dados foram analisados estatisticamente pelo programa SAS
(1989) e as médias comparadas aplicando-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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RESUL TADOSE DISCUSSAO

No ensaio onde se utilizou o sistema de raiz bipartido, 0 nimero de ovos foi
reduzido por R. etli em 41 e 50% nos niveis de indculo de 3.000 e 4.000 ovos de M.
javanica (Figura 1). Todavia, ndo se observou diferenca significativa na atura da
plantas e nem no nimero de galhas quando comparado com a testemunha. No segundo
ensaio com Meloidogyne javanica, com relacéo a altura de plantas, ndo houve diferenca
significativa em nenhum dos nivels de inéculo testados na auséncia ou na presenca de
R. etli. Entretanto, nos niveis de inéculo 2.000 e 4.000 ovos/vaso, observou-se reducdo
significativa de 56 e 41%, respectivamente, no nimero de ovos por sistema radicular
com a aplicacdo de R. etli (Figura 2). Reducdo de 65% também foi observada no
numero de galhas na densidade de in6culo de 2.000 ovos/vaso (Figura 3).

No ensaio com M. incognita, R. etli promoveu aumento na atura das plantas de
29% na densidade de inéculo de 3.000 ovos/vaso (Figura 4) e ocasionou reducdes do
nimero de gahas em 63 e 35% nas densidades de inéculo 2000 e 4000/vaso,
respectivamente (Figura 5), porém, ndo reduziu significativamente o nimero de ovos
por sistema radicular em nenhum dos tratamentos.

Pressupunha-se que ao elevar 0s niveis de inéculo dos nematdides, a
multiplicagdo de M. javanica e M. incognita seria favorescida, e possivelmente, o
controle dos nematéides pela bactéria seria dificultado. Entretanto, R. etli mostrou-se
eficiente em reduzir o nimero de galhas e de ovos nas densidades mais altas do inéculo
(4.000 ovos) de ambos os nematbides. Siddiqui et al. (2002) inocularam tomateiro com
1.000, 2.000 e 4.000 J2 de M. javanica e aplicaram P.aeruginosa |E-6S em combinacéo
com zinco visando o controle do nematdide. Os autores observaram reducéo no nivel de
infeccdo em todos os niveis de indculo do patdégeno. Em outro ensaio, Siddiqui et al.
(1995) inocularam plantas de ervilha com 500, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 juvenis de
M. incognita e a bactéria Rhizobium. O nimero de gahas foi maior nas plantas ndo
bacterizadas do que nas bacterizadas, todavia os autores observaram aumento do
nimero de galhas com o aumento dos niveis de in6culo do nematéide mesmo na
presenca da bactéria. Em parte esses resultados corroboram os obtidos no presente
experimento, no presente, no qual, porém, ndo foi observado aumento do nimero de
galhas em conseqgiiéncia do aumento dos niveis de inéculo do patdégeno na presenca da
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bactéria, reafirmando a eficiéncia de R. etli sobre os nematdides mesmos quando esses
se encontram em altos os niveis populacionais.

No segundo ensaio, no qual foram inoculados 2.000 ovos de nematdides na
auséncia de R. etli, notou-se maior nimero de galhas em relacdo aos outros niveis de
inoculo (3.000 e 4.000) para ambos os nematGides. Ta fato possivelmente se deve ao
grande nimero de juvenis que penetraram nas raizes, ndo terem conseguido estabel ecer
sitios de alimentacdo em funcdo da competicdo. O estresse causado pelos altos niveis
populacionais dos nematdides provavelmente ocasionou 0 surgimento de machos, os
quais penetram nas raizes, mas ndo causam a formacdo de gahas. Segundo
Papadopoulou & Triantophyllou (1982), vérios estresses podem levar a reversdo sexual
dos juvenis, e a0 surgimento de machos, o aumento da densidade populaciona dos
nematodides pode acarretar tal efeito, sendo que, o fendmeno ocorre especialmente com
os nematéides das galhas. Outro fator a ser considerado € a perda de sitios de
alimentacdo nas raizes decorrente da penetracdo de um elevado nimero de J2,
ocasionando obstrucéo do sistema radicular. Schochow et al. (2004) inocularam plantas
de tomate ap0s cinco semanas de idade com 0, 100, 1.000 e 10.000 ovos de M. hapla,
M. incognita e M. javanica. Os autores observaram relagdo inversa entre a densidade de
inéculo e a populacdo final de M. javanica e M. incognita. Ao inocularem as plantas
com 10.000 ovos, observaram maiores danos nas raizes e perda da disponibilidade de
sitios de alimentacdo, conseqlientemente menor taxa de multiplicacéo dos nematoides.

Neste ensaio também ndo se obeservou efeito da bactéria quando 3.000 ovos de
M. javanica ou M. incégnita foram inoculados, em contraposicdo com o0 primeiro
ensaio, em que a bactéria R. etli foi eficiente em reduzir o nUmero de ovos na densidade
de in6culo 3.000. Embora tenha se observado controle de M. javanica e M. incognita
nos diferentes niveis de indculo, torna-se dificil inferir sobre o potencial antagonistico
de R. etli paratodos o niveis de inécul os testados no presente trabalho, uma vez que ndo
houve consisténcia dos resustados entre 0 primeiro experimento e o segundo, com

relacéo a M. javanica.
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probabilidade.

200

150 ~

100 - a O com bact

3 a W sem bact
50 ~

/SistemaRadicular

Média do NUmer o de Galhas

2000 3000 4000

NUmer o de Ovos I noculados
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in6culo, aos 45 dias da infestacdo do solo com ovos. Barras comparadas duas
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CAPITULO IV

RESISTENCIA INDUZIDA EM TOMATEIRO A Meloidogyne incognita E
Meloidogyne javanica POR RIZOBACTERIAS*

CLEIA DE FATIMA SILVA FABRY?!, LEANDRO GRASSI DE FREITAS!:
REGINALDO DA SILVA ROMEIRO'; MARCIO TADEU GODINHOY; VANESSA
SABIONI DE ALMEIDA' & SILAMAR FERRAZ!

'Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Fitopatologia, CEP 36570-000 Vigosa MG, Brasil.
* Parte da tese de doutorado do primeiro autor apresentada a Universidade Federal de Vigosa (Bolsistada
CAPES)

Resumo: Fabry, C.F.S,; L.G. Freitas; R.S. Romeiro; M.T. Godinho; V.S. Almeida & S.
Ferraz. 2006. Resisténcia induzida em tomateiro a Meloidogyne incognita e

Meloidogyne javanica por rizobactérias.

Selecionaram-se, dentre varios isolados de rizobactérias com comprovada
atividade antagonistica a fungos e bactérias fitopatogénicos, aqueles com potencial para
o biocontrole de Meloidogyne javanica e M. incognita e testaram-se duas formas de
veiculacdo desses isolados. Vinte e sete isolados foram repicados em meio de cultura,
incubados e suspendidos em agua, isoladamente. Sementes de tomateiro foram
microbiolizadas e semeadas e transferidas para substrato constituido de solo e areia 1:1
(v:v) em copos de 200 mL. Apés 15 dias, 0 solo de cada copo foi infestado com 2000
ovos de M. javanica. Sessenta dias apés a infestacdo, foram avaliadas as alturas
da parte aérea das plantas, o numero de galhas e de massa de ovos por sistema
radicular. O experimento constou de 6 repeti¢cdes por tratamento. Os trés isolados
mais efetivos no controle dos nemat6ides foram submetidos a reavaliagdo no segundo e
no terceiro experimento, utilizando-se copos contendo 300 mL de substrato. Para o
segundo experimento o procedimento foi 0 mesmo do primeiro, porém o solo foi
infestado com 2000 ovos de M. javanica ou M. incognita. No terceiro experimento,
aplicou-se 5 mL de suspensdo aquosa de cada isolado diretamente ao solo 15 dias apos

0 semeio ao invés de microbiolizar as sementes. Trés dias depois, 0 solo foi infestado
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com 2000 ovos de M. javanica ou M. incognita. Ambos 0 segundo e o terceiro
experimentos foram retirados 45 dias apés a introducdo dos nematdides no solo e a
dtura de plantas, nimero de galhas e de massas de ovos por sistema radicular foram
avaliados e os experimentos tiveram delineamento inteiramente ao acaso, com sete
repeticbes por tratamento. Trés isolados se destacaram, UFV-36, UFV-0011 e
Pseudomonas putida, reduzindo nimero de galhas e de massa de ovos de Meloidogyne
incognita e M. javanica significativamente. Esses isolados foram eficientes em
controlar Meloidogyne incognita e M. javanica quando aplicados em microbiolizacgo
das sementes, mas ndo controlaram os nematoides quando aplicados na forma de rega

da planta com suspensdo de células.

Palavr as-chave: nemat6ide das galhas, biocontrole inducéo de resisténcia.

Summary: Fabry, C.F.S.; L.G. Freitas, R.S. Romeiro; M.T. Godinho; V.S. Almeida &
S. Ferraz. 2006. Induced resistance in tomato plants against Mel oidogyne incognita and

Meloidogyne javanica by rhizobacteria.

Various rhizobacteria isolates with proven antagonistic activity toward plant-
parasitic fungi and bacteria were compared to select those with potential for the
biocontrol of Meloidogyne javanica and M. incognita and two ways of application of
these isolates were evaluated. Twenty seven isolates were transferred culture medium,
incubated and suspended in water, individually. Tomato seeds were soaked in bacterial
cell suspension and sowed into a substrate composed of soil and sand 1:1 (v:v) in 200
mL plastic cups. After 15 days, the soil of each cup was infested with 2000 eggs of M.
javanica. Sixty days after the infestation, the plant height, the weight of the above-
ground part, and number of gals and egg masses of eggs per root system were
evaluated. The experiment consisted of 6 replications per treatment. The three isolates
most effectives in the control of the nematodes were subjected to reevaluation in the
second and third experiments, using plastic cups with 300 mL of substrate. For the
second experiment the procedure was the same used in the first, however the soil was
infested with 2000 eggs of M. javanica or M. incognita. In the third experiment 5 mL of
agueous suspension of each isolated was applied directly to the soil 15 days after the
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sow. Three days later, the soil was infested with 2000 eggs of M. javanica or M.
incognita. Both experiments were taken down 45 days after the introduction of the
nematodes into the soil, and the height of the plants and the number of galls and egg
masses per root system were evaluated. All the experiments were completely
randomized, with replications per treatment. Three isolates stood out from the others,
UFV-36, UFV-0011 and Pseudomonas putida, reducing the number of galls and of egg
masses of Meloidogyne incognita and M. javanica significantly. Those isolates were
effective in controlling Meloidogyne incognita and M. javanica. when applied in seed

microbiolization, but not when applied as soil drench in cell suspension.

K ey-wor ds: root-knot nematode, biocontrol, induced resistance.

INTRODUCAO

Os nematdides fitoparasitas s8o responsavels por grandes perdas, sendo o género
Meloidogyne considerado o mais importante, pois ocorre de forma generalizada em
muitas areas agricolas e parasita quase todas as plantas cultivadas (Sinclair &
Backmann, 1993). Métodos alternativos ao uso de nematicidas para 0 mangjo desses
nematdides tém sido de grande importancia para a sustentabilidade da agricultura, uma
vez que o controle quimico tem alto custo e é atamente poluente e prejudicia a salde
humana.

Diversos microrganismos de solo séo conhecidos como parasitas ou predadores
de fitonematoides (Sharma & Vivaldi, 1999), e entre eles as rizobactérias, cujo habitat &
a rizosfera, zona do solo influenciada pelos exsudatos radiculares, onde elas se
multiplicam e sobrevivem. Esses organismos também tém sido denominados PGPR
(rizobactérias promotoras de crescimento de plantas) correspondente a sigla em inglés
(“Plant Growth-Promoting Rhizobacteria") (Kloepper & Schoroth, 1978). Esse termo €
aplicado aguelas bactérias que exercem efeito benéfico as plantas através da promocéo
de crescimento e do controle bioldgico de doencas (Kloepper, 1996; Larkin et al., 1996;
Raupach et al, 1996).
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A inducdo de resisténcia sistémica (ISR) a doencas de plantas € uma das formas
de atuacdo das rizobactérias no controle de fitopatégenos. Normalmente a ISR est4
associada ao acumulo das enzimas peroxidases, fenialaninaliase, lipoxigenase, 3-1,3-
glucanase, quitinases (Koch et al., 1992; Schneider & Ullrich, 1994; van Lonn, 1997) e
a sintese de fitoalexinas e outros metabolitos secundérios (Van Peer et al., 1991; Zdor &
Anderson, 1992). Uma das caracteristicas da ISR é a ndo especificidade, ou seja, possuli
amplo espectro, protegendo a planta contra diversos fitopatégenos. Isso faz da ISR mais
vantgjosa quando comparada a inducdo de resisténcia classica, na qual o antagonista €
normal mente ativo contra um ou poucos patdégenos (Wei et al., 1991).

As rizobactérias vém sendo bastante estudadas, com varios casos de sucesso
relatados na literatura. Neipp & Becker (1999) encontraram bactérias que reduziram a
infeccdo do nematdide, Heterodera schachtii em beterraba agucareira. Hackenberg &
Sikora (1994) observaram que tubérculos de batata tratados com Agrobacterium
radiobacter (R. etli) resultaram na reducdo da penetracdo de juvenis de Globodera
pallida em estudos em casa-de-vegetacdo, além de ocasionar também a reducdo da
eclosdo dos juvenisin vitro. Siddiqui et al. (2003) relataram supresséo de M javanicain
vitro e em casa-de-vegetacio por Pseudomonas aeruginosa isolado |E-6S'. Teixeira et
al. (2005) isolaram rizobactérias benéficas a partir de mudas clonais de eucalipto, para
as quais comprovou-se a eficiéncia na promogdo do enraizamento, crescimento e
biocontrole de fitopatdgenos. Um novo produto biolégico constituido de rizobactérias,
denominado Rizolyptus®, vem sendo produzido e testado em escala piloto nas
formulacdes liquida e sdlida com o objetivo de reduzir a intensidade de doencas, obter
ganhos no enraizamento e promover o crescimento de clones de eucalipto (Alfenas et al,
2004).

Alguns autores relatam que a forma de aplicacdo das rizobactérias pode ser um
fator importante na multiplicacdo das bactérias e colonizacdo da rizosfera (Mazzola et
al., 1995). De acordo com Kloepper et al. (1985), os isolados de rizobactérias com
habilidade de utilizar exudatos de sementes possuem a vantagem competitiva na
colonizagdo das raizes.

Como as rizobactérias apresentam vérias formas de acdo sobre os nematdides,
ndo ha método especifico de selecdo de estirpes eficientes in vitro, sendo necessario o
isolamento e comparacdo dos isolados em bioensaio visando o controle de
fitonematdides. A chance de se encontrar isolados eficientes é baixa, necessitando-se

testar grande nimero deles. Moura (1996) isolou actinomicetos de diferentes solos, de
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rizoplano e de tecidos internos de raiz de tomateiro e encontrou isolados que exibiram
atividade antagonistica quando veiculados as sementes contra Ralstonia solanacearum.
Silva (2002) em outro ensaio isolou estirpes de actinomicetos e bactérias que foram
habeis em induzir resisténcia sistémica contra Pseudomonas syringae pv. tomato, em
condicOes controladas. Nesse trabalho objetivou se testar isoladoscom comprovado
antagonismo a outros fitopatégenos, contra Meloidogyne javanica e M. incognita em
tomateiro sob condicBes de casa-de-vegetacdo, avaliando-se também sua eficiéncia
quando aplicados em microbiolizagdo de sementes ou viarega de solo.

MATERIAL E METODOS

Producéo de inéculo de M. javanica e M. incognita. Os nematéides das gahas, M.
javanica e M. incognita, foram multiplicados em tomateiros mantidos em vasos em
casa-de-vegetagcdo, com solo previamente tratado com brometo de metila. Os ovos
utilizados nos experimentos foram extraidos das raizes pela a técnica de Hussey &
Barker modificada por Boneti & Ferraz (1981).

Obtencao do indculo bacteriano. foram testados 27 isolados bacterianos (UFV-0001,
UFV-0002, UFV-0009, UFV-0010, UFV-0011, UFV-0005, UFV-030, UFV-034, UFV-
035, UFV-036, UFV-027, UFV-001, UFV-007, UFV-008, UFV-009, UFV-004, UFV-
006, UFV-002, UFV-005, UFV-003, B412R, B224R, B256R, B205R, B322R, UFV-75
e Pseudomonas putida), obtidos da rizosfera de tomateiro, os quais foram pré-
selecionados segundo a capacidade antagonistica a outros fitopatégenos (Moura,1996;
Silva, 2002). Os isolados foram emulsificados em glicerina 15% (Gherna, 1994) e
mantidos em freezer em temperatura de -80 °C. Para 0s experimentos repicaram-se 0S
isolados pelo método de estrias em zigue-zague em placas de Petri, contendo 0 meio
523 de Kado & Heskett (1970). As placas foram mantidas em incubadora durante 24 h a
28 °C. Apbs esse periodo, adicionou-se &gua sobre as col 6nias bacterianas e procedeu se
a raspagem com alca de Drigalski. As suspensdes foram gjustadas a DOs4 = 0,5.
Posteriormente, sementes de tomateiro Santa Cruz ‘Kada foram microbiolizadas nessa

suspensao utilizando-se 0 método descrito por Oostendorp & Sikora (1989) modificado
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para 24 h de imersdo. Para o tratamento testemunha, as sementes permaneceram em
agua destilada. Para 0 ensaio no qual foram aplicadas as rizobactérias a0 solo em
suspensdo e ndo em microbiolizacdo de semente, os isolados foram crescidos nas
mesmas condi¢des citadas anteriormente a as suspenses bacterianas foram preparadas

com citadas anteriormente.

Ensaios em casa-de-vegetacdo. Foram montados trés ensaios, sendo o primeiro uma
selecdo massal com 27 isolados pré-selecionados para 0 controle de outros
fitopatdgenos e dois ensaios com trés isolados de rizobactérias que mostaram alta
eficiéncia na supressdo de nematdides na selecdo massal, sendo um aplicando as
bactérias nas sementes e outro via rega do substrato. No primeiro ensaio, sementes
foram microbiolizadas com um dos 27 isolados e semeadas em copos plésticos
contendo 200 mL de uma mistura de solo e areia 1.1 (viv). ApOGs a germinacéo,
realizou-se 0 desbaste deixando-se apenas uma plantula/copo. Aos 15 dias, o solo foi
infestado com 2.000 ovos de M. javanica. As plantas foram adubadas semana mente
com macro e micronutrientes (Ouro verde®) na quantidade de 3 g/L de &gua. Sessenta
dias apOs a infestacdo, avaliaram-se a altura da parte aérea das plantas e o
namero de galhas e de massas de ovos por sistema radicular. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com seis repeti¢des por tratamento.
Os trés isolados que se destacaram foram submetidos a reavaliacdo em copos plasticos
com 300 mL de substrato. Para isso, 0 experimento foi realizado como descrito
anteriormente, porém o solo foi infestado separadamente com 2.000 ovos de M.
javanica e M. incognita. Para o terceiro ensaio as sementes foram semeadas no solo sem
nenhum tratamento e apds 15 dias, 5 mL de suspensdo aquosa de cada isolado gjustada
para ODs4o = 0,5 foram adicionados em cada copo. Trés dias depois, o solo foi infestado
individualmente com 2.000 ovos de M. javanica e M. incognita. Tanto o segundo
guanto o terceiro ensaio seguiu 0 delineamento casualizado, com sete repeticOes por
tratamento e avaiados apds 45 dias da inoculagdo dos nematdides, analisando-se as

mesmas variaveis citadas anteriormente.
Analise estatistica. Os experimentos foram analisados utilizando-se o programa SAEG

(Euclydes, 1983) e as médias dos tratamentos comparadas entre-si pelo teste de Scott-
Knott e Tukey a 5% de probabilidade.
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RESUL TADOSE DISCUSSAO

No primeiro ensaio, tendo M. javanica como desafiante, dos 27 isolados
testados, 20 reduziram significativamente o nUmero de galhas em relacdo a testemunha.
Os isolados UFV-001, B205R, UFV-005, UFV-008; B322R, UFV-0011, UFV-036 e P.
putida apresentaram reducdes superiores a 60%. Os isolados que mais se destacaram
foram UFV-036, UFV-0011 e P. putida proporcionando reducdes de 73, 79 e 79% no
nimero de gahas, respectivamente (Figura 1). Com relacdo ao nimero de massa de
ovos por sistema radicular, todos os tratamentos diferiram significativamente da
testemunha sendo que as maiores reducdes foram também observadas para os isolados
UFV-036, UFV-0011 e P. putida, na grandeza de 75, 81, 80% em comparagdo com a
testemunha (Figura 2). N&o foram notadas diferencas significativas para a altura das
plantas entre os tratamentos.

No segundo ensaio, UFV-36, UFV-0011 e P. putida promoverem reducdes no
nimero de galhas em 56, 58, 56% respectivamente, e no nimero de massas de ovos de
M. javanica em 58, 53, 42%, respectivamente, sem, no entanto, diferirem entre s
(Figuras 3 e 4). Quanto a M. incognita, as reducdes no nimero de galhas e o nimero de
massas de ovos foram ocasionadas somente pelo isolado UFV-36 em 36% e 50%,
respectivamente, quando comparado com a testemunha (Figuras 5 e 6). N&o se observou
aumento na altura das plantas em nenhum dos tratamentos. Para o terceiro ensaio, néo
se observou efeito significativo dos isolados no controle dos nemat6ides para nenhuma
das variaveis analisadas.

Os resultados evidenciaram o potencial dos isolados em reduzir a multiplicacéo
dos nematdides quando aplicados em microbiolizacdo de sementes, em proporcoes
iguais ou superiores aos observados por outros autores, a exemplo de Li et al., (2005)
que obtiveram reducdes de populacdes de M. javanica nas propor¢des de 52,4 e 45,5%
em plantas de feijdo mungo na China por Bacillus subtilus e Brevibacillus brevis.

Relatos da literatura citam um baixo percentual das rizobactérias isoladas com
efeito contra nematdides. Oostendorp & Sikora (1989) isolaram 290 culturas bacterianas
da rizosfera de beterraba agucareira e microbiolizaram as sementes visando ao controle
de Heterodera schachtii, o nematéide do cisto da beterraba agucareira. Apenas oito dos
isolados testados foram eficientes contra o nematGide, sendo que trés eram
Pseudomonas fluorescens. Siddiqui et al., (2001) testaram 33 isolados bacterianos
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contra M. javanica. Somente dois isolados de P. aeruginosa (6,1%) tiveram efeito
antagonista ao nematéide. Sikora (1988) e Weller (1988) mencionam gque 0 nimero de
rizobactérias isoladas da rizosfera com potencial para o controle de fitonematéides
encontra-se em torno de 9% a 10% da populacdo. No presente estudo, 74% das
rizobactérias avaliadas promoveram o controle de M. javanica; entretanto, cabe salientar
que os isolados testados j& haviam sido pré-selecionados para o controle de outros
fitopatdgenos (Moura, 1996; Silva, 2002). Os isolados UFV-001 e UFV-002, além de
induzirem resisténcia sistémica a P. syringae pv tomato, reduziram também a
intensidade de doencas causadas pelo patdgenos Alternaria solani, Corynespora
casiicola, Oidium sp., Semphylium solani e Xantomonas campestris pv. vesicatoria em
tomateiro (Silva, 2002). O modo de acéo desses isolados se da, possivelmente, através
de inducéo sistémica de resisténcia, pois apresentaram um amplo espectro de acéo.
Segundo Steiner & Schodnbeck (1995) um dos critérios da inducdo de resisténcia
sistémica € a inespecificidade de protecdo contra fitopatdgenos, ou sgja, a ocorréncia
generalizada contra uma ampla gama de hospedeiro.

Constatou-se também o bom desempenho de P. putida em limitar a
multiplicacdo de M. javanica. Muitos trabalhos ressaltam o potencial antagonistico do
género Pseudomonas a fitonematGides. A aplicacdo de P. aeruginosa em tomateiro
controlou significativamente o complexo de fitopatdgenos causadores de podridédo de
raizes, Fusarium sp. e de galhas de Meloidogyne sp. (Siddiqui, 2000). Em outro estudo,
Hackenberg et al. (2000) avaliaram o antagonismo de Pseudomonas chlororaphis sobre
Pratylenchus penetrans, o nematdide das |esbes, em morangueiro. Apos seis semanas, 0
nimero de nematdides nas raizes tratadas foi reduzido em 47 e 42% nos dois
experimentos realizados. Espécies desse género tém se destacado pela sua habilidade
em utilizar diferentes fontes de carbono e competir com a microflora nativa e pela
grande agressividade na colonizag8o da rizosfera (Mazzola et al., 1992). Além disso,
existem muitos relatos desse género atuando como promotoras de crescimentos de
plantas (Luz, 1996)

Os isolados UFV-36 e UFV-0011 foram classificados como actinomicetos
através da morfologia das colénias (Silva, 2002). Esse grupo de microrganismos tem
despertado interesse para a selecdo de agentes de controle biolégico devido a sua
capacidade de sobrevivéncia em ambientes adversos e pela possibilidade de producéo
de centenas de compostos que inibem o crescimento de outros microrganismos, como
antibidticos (Ensign, 1992). Uma classe de lactonas macrociclicas conhecidas como
avermectinas foi isolada a partir da fermentacdo do micélio do actinomiceto
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Sreptomyces avermetilis (Burg et al., 1979). Essas avermectinas foram atamente
eficientes contra M. incognita mesmo quando aplicadas em doses baixas, além disso,
apresentaram baixa toxicidade a mamiferos (Garabedian & Van Gundy, 1983).

No que se refere a de veiculagdo dos isolados, 0 método de microbiolizacdo das
sementes mostrou-se mais efetivo do que a inoculagdo na forma de suspensdo
bacteriana. Alguns autores afirmam que o método idea para a introducdo de
rizobactérias no ambiente rizosférico € através da microbiolizacdo das sementes (Cook
& Baker, 1983), uma vez que o0 processo de germinacdo de libera carboidratos e
aminoécidos na forma de exudatos (Lynch, 1978). Dessa forma, as bactérias
introduzidas no solo junto as sementes utilizam os exudatos de semente como fonte
nutricional e colonizam as raizes assim que elas emergem (Luz, 1993). Outra vantagem
da microbiolizacdo é que um maior nimero de propagulos dos isolados pode ser
carregado aderidos as sementes, favorecendo a multiplicacdo e dando vantagem
competitiva aos mesmos em relacdo a outros microrganismos habitantes da rizosfera.
Quando os isolados de rizobactérias foram aplicados ao solo, as raizes das plantas com
15 dias de idade ja estavam desenvolvidas e colonizadas por outras bactérias, portanto,
oS isolados testados ndo tiveram vantagem competitiva sobre outras populacdes
frequentemente produtoras de substancias tdxicas ou antibidticas. No presente trabalho
pode-se concluir que a melhor forma de aplicacdo dos isolados foi a microbiolizacgo de
sementes.

Os resultados aqui encontrados reforcam os resultados positivos de outros
estudos sobre o controle biolégico de fitonematdides por rizobactérias. Sabe-se que
isolados de Pseudomonas e actinomicetos sdo aptos a suprimir populacbes de
fitopatdgenos através da competicao por nutrientes, antibiose, producdo de sideroforos,
producdo de HCN e inducdo de resisténcia sistémica nas plantas (Bakker et al., 1991;
Leeman, et al., 1995; Pieterse, et al., 2005). Certamente algum ou alguns desses
mecanismos estdo envolvidos nas interagcdes estudadas. Caso se desgje determinar com
seguranca se a inducdo resisténcia sistémica de na planta ocorre com a aplicacéo destes
isolados, estudos com sistema radicular bipartido devem ser conduzidos.

A utilizacdo de rizobactérias com atividade antagonistica a varios patégenos de
uma determinada cultura é atamente desgjavel, pois o valor agregado pode reduzir
ainda mais os custos com a utilizagdo de insumos, como defensivos quimicos de
diferentes grupos, e esta atamente inserida na filosofia de mangjo sustentével de

nematdides, principalmente por ser técnica segura para 0 meio ambiente.
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Figural—Média do nimero de galhas em raizes de tomateiro inoculado com 27
isolados bacterianos visando o controle de Meloidogyne javanica, aos 60 dias
apos a infestacdo do solo com 2000 ovos do patdgeno. Barras seguidas de
uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knot a 5% de
probabilidade.
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Figura 2 — NUmero de massa de ovos em raizes de tomateiro inoculado com 27 isolados
bacterianos visando o controle de Meloidogyne javanica, aos 60 dias apds a
infestacdo do solo com 2000 ovos do patdgeno. Barras seguidas de uma
mesma letra ndo diferem entre s pelo teste de Scott-Knot a 5% de
probabilidade.
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Figura3—Numero galhas em raizes de tomateiro inoculado com trés isolados
bacterianos visando o controle de Meloidogyne javanica, aos 45 dias apés a
infestacdo do solo com 2000 ovos do patdégeno. Barras seguidas de uma
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.
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Figura4 — NUmero massa de ovos em raizes de tomateiro inoculado com trés isolados
bacterianos visando o controle de Meloidogyne javanica, aos 45 dias apds a
infestacdo do solo com 2000 ovos do patdgeno. Barras seguidas de uma
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.
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Figura5—Numero galhas em raizes de tomateiro inoculado com trés isolados
bacterianos visando o controle de Meloidogyne incognita, aos 45 dias apés a
infestacdo do solo com 2000 ovos do patégeno. Barras seguidas de uma
mesma letra ndo diferem entre sl pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.
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Figura6 —NUmero de massa de ovos em raizes de tomateiro inoculado com trés
isolados bacterianos visando o controle de Meloidogyne incognita, aos 45
dias apds a infestacdo do solo com 2000 ovos do patdégeno. Barras seguidas
de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5% de
probabilidade.
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CONCLUSOES GERAIS

A rizobactéria Rhizobium etli G12 induziu resisténcia sistémica a M. javanica
em tomateiro, mas ndo promoveu 0 crescimento das plantas nas condicOes
avaliadas.

A incorporacdo de himus ao solo potencializou o efeito antagonistico de R. etli
sobre Meloidogyne incognita e M. javanica reduzindo o nimero de galhas por
sistema radicular. A utilizacdo de hiumus sem a aplicagdo da rizobactéria ndo
resultou em controle do nematdide.

Rhizobium etli G12 na presenca de hiimus promoveu o crescimento da plantas,
provocando aumento do peso da biomassa verde e da altura das plantas.

A bactéria R. etli é eficiente em reduzir o nimero de galhas e de ovos de M.
javanica e M. incognita tanto em baixa como em alta concentracéo de inéculo
dos nematdides.

Rizobactérias para o controle de fungos e bactérias fitopatogénicos foram
eficientes em controlar Meloidogyne incognita e M. javanica quando aplicados
em microbiolizacdo das sementes, mas ndo controlaram os nemat6ides quando

aplicados na forma de rega da planta com suspenséo de células.
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