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RESUMO

CARMO, ilari Soraia Branddo dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2023. Inducao de resisténcia a Meloidogyne javanica em tomateiro
por rizobactérias. Orientador: Leandro Grassi de Freitas.

Os fitonematoides sdo responsaveis por perdas em diversas culturas. A
espécie Meloidogyne javanica se destaca como uma das que mais causam prejuizos
a cultura do tomateiro. Considerado de dificil manejo por tratar de um patdgeno
habitante do solo, o uso de diferentes métodos de controle vem sendo aplicado, a
exemplo do controle biolégico. Atuando por diferentes mecanismos de agéo e as
caracteristicas de crescimento e nutricao, as bactérias antagonistas tem ganhado
cada vez mais espago no mercado. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial de isolados de rizobactérias na degradagéao de quitina, na solubilizacéo de
fésforo e de potassio in vitro, avaliar a reducdo da penetracdo de J2 em raizes de
tomateiro, e avaliar a capacidade dos isolados na inducao de resisténcia sistémica em
plantas de tomate contra o fitonematoide M. javanica. As avaliagdes de degradagao
de quitina e solubilizagéo de fésforo e de potassio foram realizadas por meio de testes
in vitro em meios especificos para cada teste, sendo que a formagéo de halo ao redor
da coldnia bacteriana foi considerada resultado positivo para degradacao de quitina
ou solubilizagdo de fosforo e de potassio nos testes. Na avaliagao da reducéo de
infectividade, plantulas de tomate foram inoculadas com suspenséo das rizobactérias,
5 dias depois, foram inoculados 300 juvenis (J2) de M. javanica e 5 dias apds
infestacdo, os nematoides no interior das raizes foram corados com fucsina acida para
permitir a observagao daqueles que haviam penetrado. Para avaliar a indugao de
resisténcia, os sistemas radiculares de plantulas de tomate foram separados em dois
volumes sem causar injurias e enterrados no solo de dois vasos distintos,
posicionados lado a lado, mantendo a parte aérea integra € comum aos dois novos
sistemas radiculares. Os tratamentos foram constituidos por: T1: (A) Mc-3 / (B)
Meloidogyne javanica, T2: (A) agua / (B) Mc-3+M. javanica, T3: (A) Cs-2 / (B) M.
javanica, T4: (A) agua / (B) Cs-2+M. javanica, T5: (A) Cs-12 / (B) M. javanica, T6: (A)
agua / (B) Cs-12+M. javanica, T7: (A) agua / (B) M. javanica. Foram inoculados 500
ovos de M. javanica e 4 mL da suspengao bacteriana. As plantas foram mantidas em



casa de vegetacao durante 45 dias e o numero de ovos produzidos e de galhas
formadas em cada planta foram contabilizados. Os isolados Mc-3, Cs-2 e Cs-12 foram
capazes de degradar quitina. Apenas o isolado Cs-2 apresentou halo no teste de
potassio. Nenhum dos isolados, formou halo no teste com fésforo adicionado ao meio.
Os isolados testados nao apresentaram efeito na penetracao dos J2. Quanto ao teste
de inducao de resisténcia sistémica, os isolados Mc-3, Cs-2 e Cs-12 mostraram ser
eficientes agentes de controle biol6gico quando aplicados em vaso diferente de onde
foram inoculados os ovos do nematoide, em relagdo a quando foram aplicados no
mesmo vaso em que os ovos do nematoide foram inoculados, levando a crer que
inducao de resisténcia sistémica, e ndo a acao direta sobre os ovos, foi 0 mecanismo

de controle do nematoide.

Palavras-chave: Controle biolégico, nematoide das galhas, PGPR, promog¢éo de

crescimento vegetal.



ABSTRACT

CARMO, ilari Soraia Branddo dos Santos, M.Sc., Federal University of Vigosa,
December 2023. Induction of resistance to Meloidogyne javanica in tomato by
rhizobacteria. Advisor: Leandro Grassi de Freitas.

Phytonematodes are responsible for losses in several crops. In tomato cultivation, the
species Meloidogyne javanica stands out as one of the species that causes the most
damage to the crop. Considered challenging to manage due to being a soil-borne
pathogen, the use of various control methods has been implemented, such as
biological control. Acting through different mechanisms of action and growth and
nutrition characteristics, antagonistic bacteria have been gaining increasing
prominence in the market. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
potential of rhizobacteria isolates in degrading chitin, solubilizing phosphorus and
potassium in vitro, evaluate reducing J2 penetration in tomato roots, evaluate capacity
and inducing systemic resistance in tomato plants against the phytonematode M.
Javanica. The evaluations of chitin degradation and solubilization of phosphorus and
potassium were carried out through in vitro tests in specific media for each test, and
the formation of a halo around the bacterial colony was considered a positive result
chitin degradation and solubilization of phosphorus and potassium in the test. In
evaluating the reduction of infectivity, tomato seedlings were inoculated with a
suspension of rhizobacteria, 5 days later, 300 juveniles of M. javanica were inoculated
and 5 days after infestation, nematodes inside the roots were stained with acid fuchsin
to allow observation of those that had penetrated. To evaluate the induction of
resistance, the root systems of tomato seedlings were separated into two volumes
without causing injury and buried in the soil of two different pots, positioned side by
side, keeping the aerial part intact and common to the two new root systems. The
treatments consisted of: 1) water (A) + nematode (B); 2) bacteria (A) + nematode (B);
3) water (A) + bacteria and nematode (B). 500 eggs of M. javanica and 4 mL of the
bacterial suspension were inoculated. The plants were kept in a greenhouse for 45
days and the number of eggs produced and galls formed on each plant were counted.
Isolates Mc-3, Cs-2 and Cs-12 were able to degrade chitin. Only the isolate Cs-2

showed a halo in the potassium test. None of the isolates formed a halo in the test with



phosphorus added to the medium. The tested isolates had no effect on j2 penetration.
Regarding the systemic resistance induction test, the isolates Mc-3, Cs-2 and Cs-12
proved to be as efficient biological control agents when applied in a vessel different
from where the nematodes were inoculated, as when they were applied in the same
vessel of the nematodes, leading us to believe that the induction of systemic

resistance, and not direct action on the eggs, was the nematode control mechanism.

Keywords: Biological control, root-knot nematode, PGPR, plant growth promotion.
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1. INTRODUGAO

Os fitonematoides sao responsaveis por perdas em diversas culturas agricolas,
com prejuizos econdbmicos que podem ultrapassar os 80 bilhdes de ddélares ao ano
(Ferraz e Brown, 2016). No caso do tomateiro, esse patégenos podem diminuir pelo
menos 30% da produgdo em regides tropicais, uma vez que a cultura pode ser
parasitada por diferentes géneros de fitonematoides, tais como Meloidogyne,
Rotylenchulus, Trichodorus e Paratrichodorus (Naika et al., 2006; Pinheiro et al.,
2014).

No Brasil, o género Meloidogyne, popularmente conhecido como o nematoide-
das-galhas radiculares, € o maior responsavel por prejuizos na cultura do tomateiro
(Netscher, 1978), sendo as espécies mais relatadas M. incognita, M. javanica, M.
arenaria e M. hapla, com predominancia das espécies M. incognita e M. javanica
(Pinheiro et al., 2014). Essa predominancia tem sido atribuida a capacidade dessas
espécies se reproduzirem em uma ampla faixa de temperaturas, que varia de 18 a
31,5°C (Charchar e Moita, 2001).

O ciclo de vida do M. javanica ocorre por meio de seis estadios bioldgicos: ovo,
quatro fases juvenis (J1, J2, J3 e J4) e adulto (fémea). Na temperatura ideal, o ciclo
dura em torno de 22 a 30 dias e, em condicdes adequadas, cada fémea pode produzir
cerca de 400 ovos, resultando em rapido aumento populacional do fitonematoide
(Ferraz, 2001; Karssen Moens, 2006; Ferraz e Monteiro, 2011). Apds penetrarem no
sistema radicular das plantas, o nematoide libera proteinas em um conjunto de células
do cértex vegetal, ocasionando diversas alteragdes fisioldgicas, morfoldgicas e

bioquimicas nos tecidos da raiz (Moslehi et al., 2021).

As células que passam por modificagcdes devido a infeccido de nematoides do
género Meloidogyne sdo denominadas Células Gigantes, sofrendo hipertrofia como
resultado da agdo do parasita. Aléem das Células Gigantes, outras células do cortex
radicular passam por hiperplasia, o que resulta na formacéao de galhas nas raizes, que
€ o sintoma visual mais ébvio causado pela infegdo dos nematoides do género
Meloidogyne. Essas modificagcbes no sistema radicular da planta incluem uma
desordem nos feixes vasculares, que causa redugcdo na absor¢do de agua e

nutrientes, ocasionando os sintomas secundarios, como plantas subdesenvolvidas,
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amarelecimento foliar, com sistema radicular subdesenvolvido e, consequentemente,
reducao na producéo e na qualidade dos frutos. Além disso, as plantas tornam-se mais
vulneravel a acdo de outros patégenos, principalmente de fungos e bactérias

presentes no solo (Asmus, 2001).

Por se tratar de um patégeno habitante do solo, o recomendado é adotar o
manejo integrado, que envolve a implementacg&o de diferentes medidas de controle, a
fim de reduzir a populagao do fitonematoide (Dias et al., 2010, Pinheiro et al., 2014).
Entre as estratégias possiveis estdo o uso da rotagdo de cultura, biofumigacéo,
solarizacao do solo, o cultivo de variedades de plantas resistentes, o cultivo de plantas

antagonistas e os controles bioldgico e quimico (Antil et al., 2023).

Atualmente, a resisténcia utilizada no melhoramento genético do tomateiro &
baseada no gene dominante Mi-1.2. Cultivares que portam esse gene podem ser
cultivadas na maioria das areas infestadas sem perda significativa de rendimento,
conferindo resisténcia a populagdes e ragas de M. incognita, M. javanica e M. arenaria
(Rich e Olson, 1999; Sorribas et al., 2005). Entretanto, é importante pontuar que o
gene Mi ndo é efetivo em temperaturas superior a 28 °C e n&o oferece resisténcia
contra populagcdes de M. hapla e contra alguns isolados virulentos de M. incognita e

M. javanica (Boiteux et al., 2019).

O controle quimico é outra pratica amplamente empregada, mas a crescente
preocupacdo com os efeitos da aplicacdo desses produtos no meio ambiente, na
saude humana e animal levou a restricées no uso desses produtos (Van der Putten et
al. 2006). Esse cenario incentivou a busca por outros métodos, com destaque para o
controle biolégico de fitonematoides, que hoje ja € amplamente utilizado na agricultura
brasileira (Carneiro et al., 2020).

O controle biolégico consiste na utilizagdo de um organismo antagonista e nao-
patogénico para controlar um outro organismo, que é patogénico (Medeiros et al.
2018). Esse controle pode ser realizado por um ou mais organismos, desde que
resulte na diminuicdo do indculo ou das agdes causadas por eles nas plantas (Cook e
Baker, 1983). Os microrganismos mais estudados no controle bioldgico de
fitonematoides incluem os fungos Trichoderma spp., Purpureocillium lilacinum e
Pochonia spp., assim como as rizobactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas e
Pasteuria (Martinez-Medina et al., 2017; Carneiro et al., 2020; Girardi et al, 2022).
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Atualmente, as bactérias estdo presente em diversos produtos registrados no
Brasil para o controle de fitonematoides (MAPA, 2023). Isso pode ser explicado pela
facilidade que esses microrganismos tém de utilizar diversas fontes de nutrientes, seu
rapido crescimento, sobrevivéncia sob ampla faixa de temperatura e por apresentarem

alta eficiéncia na reducao da populagéo de patdégenos vegetais (Cook e Baker, 1983).

Juntamente com as caracteristicas de cultivo apresentadas, as rizobactérias
conseguem atuar por diferentes modos de agdo, levando a uma redugdo na
disponibilidade de espago e nutrientes para o patégeno, desempenhando assim um
importante papel na supressdo de doengas de plantas no solo (Cook et al., 1995;
Weller et al., 2002; Mariutto e Ongena, 2015). A supressdo desses microrganismos
pelas bactérias pode acontecer devido a produgdo de antibidticos, enzimas,
sideréforos, competicdo por espago e nutrientes, parasitismo e indugao a resisténcia
(Lugtenbere e Kamilova, 2009). Além disso, outra caracteristica das rizobactérias &
estimular o crescimento das plantas, o que pode ocorrer por meio da producao de
hormdnios ou pela solubilizacdo e disponibilizacdo de nutrientes para as plantas
(Abdallah et al., 2018).

No controle de fitonematoides, as rizobactérias atuam tanto por meio de modos
de acéao diretos, como competicdo e antagonismo, bem como de forma indireta, na
indugdo de resisténcia sistémica (Carneiro et al., 2020). Como resultado da agao das
rizobactérias na indugcao de resisténcia, estudos apontam a redug¢ao da penetracao
de juvenis e a diminuigdo da reproducéo do parasita, o que restringe a circulagao do
nematoide nas raizes e consequentemente os danos nesses tecidos (Chaves et al.,
2016; Puerari et al., 2019).

Com o intuito de potencializar a agao das bactérias antagonistas, ocorreu um
aumento na procura por isolados com diferentes caracteristicas. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de isolados de rizobactérias em
degradar de quitina, solubilizar fosforo e potassio; seus efeitos sobre a penetracéo de
M. javanica em raizes de tomateiro e eficiéncia na indugao de resisténcia sistémica

em plantas de tomateiro.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle Bioldgico de
Fitonematoides (BIONEMA) e na casa de vegetagdo do departamento de

Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Vigosa — campus Vigosa.

2.1 Obtencao dos nematoides

A populacdo pura de M. javanica foi mantida em plantas suscetiveis de
tomateiro da variedade Santa Cruz Kada em de casa de vegetacao. Para obtencao
dos ovos de M. javanica, as raizes de tomateiro infectadas foram processadas
empregando a técnica de extracdo de ovos descrita por Hussey e Barker (1973)
modificada por Boneti e Ferraz (1981). Para obtencgéo dos juvenis de segundo estadio
(J2), ovos de M. javanica foram depositados em camara de ecloséo a 28 °C por 48h
(Cliff e Hirschmann, 1985). A suspens&o aquosa contendo os ovos ou J2 foi calibrada

com auxilio da cAmara de Peters.

2.2 Obtencao das rizobactérias

As bactérias utilizadas neste trabalho fazem parte da cole¢céo do laboratério de
Controle Biolégico de Fitonematoides do Departamento de fitopatologia da
Universidade Federal de Vigosa. Os isolados bacterianos usados neste estudo foram
obtidos a partir de raizes de plantas antagonistas e estdo descritos na Tabela 1. As
bactérias foram cultivadas em meio de cultura liquido LB (Luria Broth), sob agitagédo
de 180 rpm, a 28 °C, durante 48 h. Apds, a suspensao bacteriana foi calibrada para
0,5 sob densidade 6tica em 540 nm (ODsa40), 0 equivalente a 108 UFCs/mL, com auxilio
de espectrofotdmetro. A suspensdo resultante foi empregada nos experimentos

descritos a seguir.
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Tabela 1. Isolados bacterianos utilizados nesse estudo.

Isolado Género Planta antagonista Referéncia
Cs-12 Bacillus sp. Crotalaria spectabilis
Mc-3 Bacillus sp. Mucuna pruriens Podesta, 2015
Cs-2 Enterobacter sp. C. spectabilis

2.3 Degradacéo de Quitina

O preparo da quitina coloidal, ocorreu misturando a cada 10g de quitina 100 mi
de acido fosforico 85% e depositada em geladeira a 4°C por 24h. Apos esse periodo,
foram adicionados 2L de agua destilada realizando a lavagem e filtragem da mistura,
posteriormente a mistura foi deixada por 1 hora, a 50°C para secar e com o auxilio de
um moinho ela foi triturada, chegando a textura de po6. Depois de obter a quitina
coloidal, ocorreu o preparo do meio de cultura (6 g de fosfato dissddico (Na2HPO4),
3 g de fosfato de potassio dibasico anidro (K2HPO4), 1 g de cloreto de amoénio
(NH4CI), 0,5 g de cloreto de sddio (NaCl), 0,05 g de extrato de levedura, 15g de agar
e10 g de quitina coloidal), sendo vertido em placa e a suspensao bacteriana foi
depositada no centro da placa de Petri (Gadelhak et al., 2005). As placas foram
incubadas a 28 °C por 48 h. Apds o periodo de incubagao, para observagao do halo
de degradacao, as placas foram deixadas em temperatuda ambiente e o meio de
cultura foi coberto com 1 mL da solugéo iodeto de potassio-iodo (0,3% l2 e 0,6% KiI),
deixando, em seguida, as placas no escuro por 5 minutos. A avaliagao foi considerada
positiva a degradagao de quitina, ao observar a formagado de um halo ao redor da
colénia da bacteriana. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente

casualizado, sendo cada tratamento replicado cinco vezes.

2.4 Solubilizagao de Fésforo

A suspensido bacteriana de cada isolado foi depositada no centro de placas de

Petri contendo o meio NBRIP (National Botanical Research Institute's phosphate
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growth medium) (glicose, 10 g/L; Cas(POa) 2,5 g/L; MgCl2 5 g/L; MgSO4 0,25 g/L; KClI,
0,2 g/L; (NH4)2S0O4, 0,1 g/L); agar 15 g/L) e depois incubados por 48h a 28 °C. A
formacdo de um halo transparente ao redor da colénia da bactéria foi considerada
como evidéncia da capacidade de cada isolado solubilizar fosfato (Nautiyal, 1999). O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo cada

tratamento replicado cinco vezes.

2.5 Solubilizagao de Potassio

As bactérias foram depositadas no centro da placa de Petri contendo o meio de
cultivo Aleksandrov (glicose 5 g/L; extrato de levedura 2 g/L; MgSOa4 0,005 g/L; FeCls
0,08 g/L; CaCOs 2 g/L; K (Bitota-Xisto, Fonolito ou KCI); 1,6 g/L e agar 15 g/L),
posteriormente as placas foram incubadas a 28°C por 48h. A formagao de um halo ao
redor da colénia bacteriana foi considerada uma evidéncia da capacidade do isolado
bacteriano solubilizar o potassio (Aleksandrov, 1967; Hu et al., 2006). O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo cada tratamento

replicado cinco vezes.

2.6 Efeito das rizobactérias sobre a penetragdao de M. javanica em raizes de

tomateiro

Sementes de tomateiro da variedade Santa Cruz Kada foram semeadas em
recipientes plasticos com capacidade para 80 mL, preenchidos com uma mistura de
solo de barranco e substrato organomineral marca Tropstrato na propor¢do de 1:1
(v/v), previamente autoclavada, por 2 horas. Apds as plantulas atingirem o primeiro
par de folhas definitivas, foram adicionados ao solo em cada parcela 4 mL da
suspensdo bacteriana dos trés isolados (Mc-3, Cs-2 e Cs-12) calibrada para
ODs540=0,05. Cinco dias apds a infestacdo do solo com as rizobactérias, todas as
parcelas experimentais foram inoculadas com 300 juvenis de segundo estadio de M.
Javanica. Ap6s 5 dias da inoculagdo, as raizes foram coletadas, cuidadosamente

lavadas e submetidas ao processo para coloragao dos nematoides com fucsina acida,
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segundo Bybd et al. (1983). Plantas inoculadas apenas com juvenis de M. javanica
foram usadas como testemunha. Com o auxilio de microscépico de luz, foram
quantificados os nematoides no sistema radicular. O experimento foi conduzido em

delineamento inteiramente casualizado, sendo cada tratamento replicado sete vezes.

2.7 Inducao de resisténcia em tomateiro por rizobactérias

Utilizando o método de raiz bipartida (Longe, 1943; Medeiros et al., 2017),
mudas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada com 5 semanas apés a semeadura, foram
transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 500 mL preenchidos com uma
mistura de areia e solo de barranco na proporgao 2:1 (v/v). As raizes foram divididas
igualmente e transplantadas para vasos distintos. Os tratamentos consistiram em: 1)
agua (A) + nematoide (N); 2) bactéria (B) + nematoide (N); 3) agua (A) + bactéria e
nematoide (BN) (Figura 1). Foram inoculados 500 ovos de M. javanica e 4 mL da
suspensao bacteriana (ODs40=0,5) contendo células bacterianas dos isolados Mc-3,
Cs-2 ou Cs-12. As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo durante 45 dias
apos a inoculacao. As avaliacdes foram feitas por meio de contagem de galhas e do
numero de ovos de M. javanica por sistema radicular. O experimento foi conduzido em
delineamento em blocos ao acaso, com oito repeticbes por tratamento, sendo
realizado em dois ensaios, o primeiro nos meses de maio e junho com temperatura
em torno de 22°C e o segundo nos meses de setembro e outubro com temperatura

em torno de 32°C.
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Agua  Nematoide  Bactéria Nematoide Agua, Nematoide
+
Bactéria
Tratamentos

T1: (A) Mc-3 / (B) Meloidogyne javanica
T2: (A) agua / (B) Mc-3+M. javanica

T3: (A) Cs-2 / (B) M. javanica

T4: (A) agua / (B) Cs-2+M. javanica

Ts: (A) Cs-12 / (B) M. javanica

Te6: (A) agua / (B) Cs-12+M. javanica

T7: (A) agua / (B) M. javanica

Figura 1. Esquema do teste de indugcao de resisténcia utilizando o método de raiz
bipartida. Os tratamentos consistiram em: 1) agua (A) + nematoide (B); 2) bactéria
(A) + nematoide (B); 3) agua (A) + bactéria e nematoide (B).

2.8 Analise estatistica

Todos os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk (a > 0,05) (Shapiro e Wilk, 1965), seguido, ao teste de variancia
(ANOVA). Posteriormente, os dados foram comparados pelo teste de Duncan a 5%
de probabilidade no software R (CRAN, 2023).

3.RESULTADOS
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3.1 Degradacao de Quitina

De acordo com o teste, todos os isolados estudados (Mc-3, Cs-2 e Cs-12)
apresentaram capacidade de degradar a quitina, sendo evidenciado pelo halo em

torno do crescimento bacteriano. (figura 2).

Figura 2. Degradacao de quitina por isolados de rizobactérias em meio de cultura.
Presenca de halo confirma a capacidade da rizobactérias de degradar quitina. Mc-3
(A), C2s-2 (B) e Cs-12 (C).

3.2 Solubilizagao de Fésforo e Potassio
Em relagdo ao teste de solubilizagdo de fésforo, nenhuma das rizobactérias
apresentaram formagao de halo ao redor do crescimento bacteriano (tabela 2). Quanto

ao teste de solubilizacdo de potassio, apenas o isolado Cs-2 apresentou a formacao

de halo em torno da colénia (Figura 3).

Tabela 2: Solubilizagao de fésforo e potassio por isolados de rizobactérias

BACTERIAS NUTRIENTES
P K
Mc-3 =¥ -
Cs-2 - +**
Cs-12 - -

*Sinal (-) significa a ndo formacao de halo ao redor da bactéria.

**Sinal (+) significa a formagao de halo ao redor da bactéria.
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Figura 3: Solubilizacdo de potassio por isolados de rizobactérias em meio de cultura.
Presenca de halo confirma a capacidade da rizobactérias solubilizar potassio. Mc-3 (A)
Cs-12 (B) e C2s-2 (C).

3.3 Efeito de rizobactérias sobre a penetracao de M. javanica em raizes de

tomateiro

Apods cinco dias da inoculagdo dos nematoides em plantas tratadas com as
bactérias, constatou-se que os isolados Mc-3, Cs-2 e Cs-12 nao foram capazes de

evitar a penetragdo de J2 de M. javanica no sistema radicular de tomate (Figura 4).
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Figura 4: Nimero de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica em raizes de
tomateiro tratadas e ndo tratadas com as rizobactérias Mc-3, Cs-2 ou Cs-12. Numero total
de J2, 5 dias apds a inoculagao (A). Micrografias mostrando os J2, corados com fucsina
acida, dentro das raizes de tomateiro (B, C, D, E).

3.4 Indugao de resisténcia em tomateiro por rizobactérias

Em ambos os ensaios, os isolados Mc-3, Cs-2 e Cs-12 foram capazes de
reduzir significativamente a densidade populacional de M. javanica (Figura 5). Em
relacdo ao isolado Mc-3 (Figura 5A), nos dois ensaios, os tratamentos diferiram da
testemunha (Agua/M;j). No experimento 1, houve uma redugéo do nimero de ovos por
planta de 92,7% e 84,5% nos tratamentos Mc-3/Mj e Mc-3+Mj, respectivamente,
diferindo-os entre si. Ja no experimento 2, os tratamentos nao diferiram entre sim, com

reducéo do numero de ovos de 54,2 a 55,8% nos tratamentos Mc-3/Mj e Mc-3+M,;.

O isolado Cs-2 (Figura 5B), nos dois ensaios, os tratamentos nao diferiram
entre si, mas diferenciaram da testemunha (Agua/M;j). Assim, no experimento 1,
ocorreu redugao de 84,5% no numero de ovos por planta no tratamento Cs-2/Mj e
84,1% em Cs-2+Mj, enquanto no experimento 2 a redugao foi de 55,3% em Cs-2/Mj e
58,3% em Cs-2+M,;.

Por fim, para o isolado Cs-12 (Figura 5C), os tratamentos diferiram da
testemunha (Agua/Mj), mas n&o entre si, comportamento que se repetiu em ambos os
ensaios. No experimento 1, a redu¢cao de numero de ovos por planta foi de 84,6 % Cs-
12/Mj e 84,3% Cs-12+M;j, enquanto no experimento 2 a redugao foi 73,4% em Cs-
12/Mj e 73,9% em Cs-12+M,;.
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Quanto ao numero de galhas por planta, ao avaliar o isolado Mc-3 (Figura 5D),
nos dois ensaios, os tratamentos diferiram da testemunha (Agua/Mj), mas nZo
diferiram entre si. A reducéo no experimento 1 foi de 56,0% Mc-3/Mj e 46,5% Mc-3+M;,
enquanto no experimento 2 a redugéo encontrada foi de 51,0% Mc-3/Mj e 49,3% Mc-
3+M,;.

Comportamento semelhante ocorreu com o isolado Cs-2 (figura 5 — E), pois nos
dois ensaios, os tratamentos nao diferiram entre si, mas diferenciaram da testemunha
(Agua/Mj). No experimento 1, ocorreu reducéo do nimero de galhas por planta de
26,7% Cs-2/Mj e 32,1% Cs-2+M;j, enquanto no experimento 2 a redugao foi de 37,1%
Cs-2/Mj e 37,6% Cs-2+M,;.

Para o isolado Cs-12 (Figura 5F), os tratamentos diferiram da testemunha
(Agua/Mj), mas nao entre si, e 0 comportamento se repetiu em ambos os ensaios. No
experimento 1, a redugdao de numero de galhas por planta encontrado foi de 50,4%
Cs-12/Mj e 44,8% Cs-12+Mj, enquanto no experimento 2 a redugéo foi 47,6% Cs-
12/Mj e 42,8% Cs-12+M,.
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Figura 5: Efeitos de diferentes isolados de rizobactérias no ensaio de raiz bipartida, sobre
M. javanica em raizes de tomate 45 dias ap6s a inoculagéo. Em (A), (B) e (C) numero de
ovos de M. javanica. Em (D), (E) e (F) numero de galhas de M. javanica. Em (A) e (D)
inoculagao do isolado Mc-3; (B) e (E) inoculagéo do isolado Cs-2; (C) e (F) inoculagédo do
isolado Cs-12.

Ao comparar apenas os tratamentos nos quais a bactéria ndo teve contato
direto com os nematoides (Figura 6A), na avaliagdo do numero de ovos por planta,
pode-se notar que todos os tratamentos diferiram da testemunha (Agua/M;j). O

tratamento Mc-3/M;j diferiu dos demais, apresentando uma redugéo de o numero de
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ovos em 92,71% no experimento 1. Por outro lado, no experimento 2, o tratamento

Cs-12/M;j diferiu dos outros tratamentos, com reducao de 73,4%.

Analisando a variavel numero de galhas por planta (Figura 6B), o
comportamento foi 0 mesmo em ambos os experimentos. Todos os tratamentos
diferiram da testemunha (Agua/Mj). Os tratamentos Mc-3/Mj e Cs-12/Mj, em ambos
0s ensaios, nao diferiram entre si, reduzindo de em 56,0% e 50,4%, respectivamente,

no experimento 1 e no experimento 2 a redugéo encontrada foi 51,0% e 47,6%.
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Figura 6: Efeito de induc&o de resisténcia de isolados de rizobactérias observado em
ensaio de raiz bipartida, sobre M. javanica em raizes de tomateiro aos 45 dias apés a
inoculagéo. (A) Efeito sobre o numero de ovos e (B) sobre o numero de galhas de M.
javanica. Mc-3= isolado Mc-3 de Bacillus sp., Cs-2= isolado Cs-2 de Bacillus sp. e Cs12=
isolado Cs12 de Enterobacter sp.

Ao comparar somente os tratamentos com separacdo e sem separagao
espacial entre nematoides e bactérias, para cada isolado bacteriano (Tabela 3),
observou-se que nos tratamentos Mc-3 / Mj e Mc-3 + Mj, houve diferenga quanto a
variavel numero de ovos por planta no experimento 1, enquanto no experimento 2 nao
houve diferenga significativa entre os tratamentos. Na avaliagdo do numero de galhas
por plantas, ndo houve diferenga nos tratamentos Mc-3/ Mj e Mc-3 + Mj nos dois
ensaios. Comparando os tratamentos Cs-2 / Mj e Cs-2 + M;j, tanto para numero de
ovos por planta e numero de galhas por plantas, ndo ocorreu diferenga entre eles nos
dois experimentos realizados. O mesmo ocorreu com os tratamentos Cs-12 / Mj e Cs-
12 + M;j, os resultados nao diferem entre si, nos experimentos 1 e 2, para as duas

variaveis testadas, numero de ovos por planta e numero de galhas por plantas.
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Tabela 3: Identificagdo de mecanismo de agao usados pelas bactérias.

Ovos Galhas
Tratamentos Experimento 1 Experimento2 Experimento 1 Experimento2
Mc-3 / M; 2,77 18,75 103,50" 164,13"
Mc-3 + M; 5,87 19,43 125,75 170,00
Ovos Galhas
Tratamentos Experimento 1 Experimento2 Experimento 1 Experimento2
Cs-2/Mj 5,89 18,96" 172,50" 210,75
Cs-2 + M; 6,04 17,68 159,63 209,00
Ovos Galhas
Tratamentos Experimento 1 Experimento2 Experimento 1 Experimento2
Cs-12/ Mj 5,85 11,27 116,75" 175,50m
Cs-12 + M 5,98 11,07 129,88 191,63

Médias foram comparadas pelo teste T de Student.

Medias apresentando (*) na mesma coluna e para cada isolado bacteriano diferem significativamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade. Medias apresentando (") na mesma coluna e para cada

4. DISCUSSAO

As rizobactérias Mc-3, Cs-2 e Cs-12 se mostraram eficientes no controle
biolégico de M. javanica. O experimento 1 foi realizado nos meses de maio e junho,
quando a temperatura estava mais amena, cerca de 22 °C, permitindo maior eficacia
do isolado Mc-3. O experimento 2, realizado nos meses de setembro e outubro,
ocorreu com a temperatura média em torno de 32 °C, e podemos observar maior
eficiéncia de controle com o isolado Cs-12. Outra informagao importante a ser
ressaltada € que os dois isolados de destaque, pertencem ao género Bacillus e assim
como este trabalho, diversos estudos tém evidenciado o potencial antagdnico do
género, no controle de espécies de Meloidogyne spp. (Adao et al., 2014; Xiang et al.,
2017; Li et al., 2019).

As espécies do género Bacillus spp. destacam-se em relagdo a outros

potenciais agentes de biocontrole devido a sua capacidade de formar esporos, os
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quais apresentam tolerancia tanto a temperaturas mais elevadas, quanto a condi¢des
extremas de pH, exposi¢cao a produtos quimicos e ao tempo de armazenamento.
Essas vantagens permitem a utilizagdo desse microrganismo na formulagdo de

produtos mais estaveis e viaveis (Backman et al., 1997).

Em estudos de interagdo de microrganismos, é essencial considerar as
caracteristicas do patdgeno estudado. No caso de M. javanica, ja € conhecido que em
temperaturas mais baixas, o ciclo do nematoide se estende, proporcionando maior
efeito de agentes antagonistas (EI-Saadony et al. 2021), como observado no presente
estudo. Em contrapartida, em altas temperaturas o tempo necessario para o
desenvolvimento embrionario completo dos nematoides é reduzido, permitindo aos J2
eclodirem do ovo e penetrar nas raizes conseguindo reduzir seu ciclo e diminuindo o
efeito dos isolados nas variaveis estudadas (Charchar e Moita, 2001; Monteiro et al.,
2017). Entretanto, apesar da influéncia da temperatura no ciclo do M. javanica, os
resultados apresentados reforcam a eficacia dos isolados, visto que os experimentos
foram montados em meses e temperaturas diferente, os tratamentos contendo as
rizobactérias diferiram da testemunha nos dois ensaios, reforcando a capacidade
antagonista dos isolados estudados. Esses resultados indicam que a eficacia das
rizobactérias no controle de M. javanica pode variar de acordo com as condi¢des
ambientais, e como observada nesse estudo, a temperatura é um fator importante de
ser analisada na escolha do isolado, permitindo assim uma maior eficiéncia no

controle.

Por meio do método de raiz bipartida foi possivel observar para cada bactéria
que, em geral, o nivel de controle sobre 0 nematoide foi o mesmo nas situagdes de
aplicacdo da bactéria sobre os nematoides no mesmo vaso e de aplicacdo em vasos
diferentes, isto €, 0 modo de acdo dos trés isolados bacterianos foi exclusivamente
pela inducao de resisténcia sistémica (ISR), pois ndo houve controle adicional pelo
contato entre bactéria e nematoide, isto €, provavelmente o controle néo se deu por

producdo de toxinas.

A ISR é um mecanismo desencadeado por microrganismos benéficos, que
utilizam de diferentes vias, como a do acido jasmoénico (JA) e etileno (ET) fazendo
com que a planta ative seus mecanismos de defesa de forma mais rapida e eficiente,

resistindo a agao de patégenos (Beneduzi et al. 2012; Yu et al., 2022). Essa ativagao


https://link.springer.com/article/10.1007/s41348-022-00642-3#ref-CR50
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pode envolver a producdo de moléculas sinalizadoras, a expressdo de genes
relacionados a resisténcia e a ativagcdo de vias metabdlicas que fortalecem a
capacidade da planta de resistir ao patégeno (Pokhare et al. 2012; Khanna et al. 2019;
Mohammadi et al. 2020).

Os resultados apresentados neste trabalho corroboram com outros estudos que
destacam a eficacia do controle ao ativar os mecanismos de defesa da planta.
Pesquisas conduzidas por Jiang et al. (2020) utilizando Arabidopsis, por exemplo,
demonstrou que a espécie B. cereus foi capaz de reduzir significativamente as
populagdes de M. incognita e M. javanica. O fungo Trichoderma harzianum e T.
atroviride, em sistema de raiz bipartida, reduziu o numero de galhas induzidas por M.

Javanica em tomateiro (Medeiros et al., 2017).

Os isolados Mc-3, Cs-2 e Cs-12 nao foram capazes de impedir ou reduzir
significativamente a penetracao dos juvenis de segundo estadio nas raizes. Gourd et
al. (1993) relacionaram o aumento da penetragado de J2 de M. javanica, M. incognita
e M. arenaria a temperatura acima de 25 °C em raizes de soja. Por outro lado, foi
constatado que os trés isolados bacterianos foram capazes de degradar quitina,
comprovado em teste in vitro. Ovos de nematoides, possuem quitina em sua casca,
logo, isolados que possuem a enzima quitinase sao importantes no processo de
rompimento da casca (Bird & Mcclure, 1976). A aplicagéo simultdnea das rizobactérias
e dos ovos ao redor do sistema radicular talvez ndo tenha permitido que as bactérias
tivessem tempo suficiente para colonizar o sistema radicular do tomateiro e aumentar
sua populacédo ao ponto de produzir quantidade da enzima quitinase suficiente para

degradar os ovos antes dos juvenis eclodirem e penetrarem as raizes.

Testes in vitro evidenciaram que os isolados Mc-3, Cs-2 e Cs-12 nao foram
capazes de solubilizar fésforo, que € um importante nutriente e geralmente nao esta
na forma disponivel para a planta no solo. A capacidade de solubilizagcado de fosforos
por microrganismos serve como indicativo de que eles conseguem promover o
crescimento das plantas (Aioub et al., 2022). Diversos géneros de rizobactérias,
incluindo Bacillus e Enterobacter, tém capacidade de solubilizar fosforo (Kim, 2018 e
Raj et al. 2014). Um estudo mostrou que B. firmus foi capaz de solubilizar fosforo e

reduzir populagdes de M. incognita em raizes de tomateiro (Terefe et al. 2009).
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Outro ensaio foi conduzido para avaliar a capacidade de solubilizacédo de
potassio, elemento importante em processos fisioldgicos da planta (Hasanuzzaman et
al. 2018). No presente trabalho, o isolado Cs-2, foi capaz de solubilizar potassio. As
bactérias que possuem essa capacidade, solubilizam o potassio insoluvel, e assim as

plantas conseguem absorver o nutriente (Wang et al. 2020).

5. CONCLUSAO

Os isolados Mc-3, Cs-2 e Cs-12 sao agentes eficientes de controle bioldgico do
M. javanica em tomate, atuando principalmente por meio da indugédo de resisténcia
sistémica. Além disso, os isolados Mc-3, Cs-2 e Cs-12 sdo capazes de degradar
quitina e o isolado Cs-2 € capaz de solubilizar potassio, porém nao foram capazes de
solubilizar fésforo. Os isolados estudados ndo sao capazes de impedir ou reduzir

significativamente a penetracado de M. javanica em raizes de tomateiro.
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