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CAPITULO 1

BACTERIAS ENDOFITICAS DO SISTEMA RADICULAR:
ISOLAMENTO E POTENCIAL PARA O CONTROLE BIOLOGICO DE
FITONEMATOIDES.

RESUMO

NAVES, Rosemeire de Lellis. Bactérias endofiticas do sistema radicular:
isolamento e potencial para o controle biolégico de fitonematdides.
Lavras: UFLA, 2000. 113p. (Tese- Doutorado em Fitotecnia)."

Oitenta e um isolados de bactérias endofiticas foram obtidos a
partir do sistema radicular de diferentes espécies de plantas como braquiaria
(Brachiaria sp.), crotalaria (Crotalaria sp.), milho (Zea mays L.), pimentdo
(Capsicum annum L.), cravo de defunto (Tagetes erecta L.), tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) e trigo (Triticum aestivum L.), coletadas nos
municipios de Lavras, Ribeirdo Vermelho, ljaci e Alfenas. Ensaios in vitro ¢ em
casa-de-vegetagdo foram realizados com 40 isolados. Testaram-se os efeitos dos
filtrados das culturas dos isolados na motilidade, mortalidade e eclosdo de
juvenis de segundo estadio de Meloidogyne Javanica. Sete isolados
imobilizaram os juvenis em 24 horas, ndo ocorrendo recuperacio da mobilidade
apds serem transferidos para agua, provocando, dessa forma, porcentagens de
mortalidade semelhantes a provocada pelo nematicida aldicarbe utilizado como
controle. Os mesmos isolados também inibiram eficientemente a eclosio dos
juvenis. Dois isolados provocaram a morte de mais de 90% dos juvenis somente
apos 48 horas de exposicdo. Diferentes concentragdes dos filtrados dos isolados
mais eficientes também foram testadas. Maiores indices de mortalidade e
reducio na eclosdo foram provocados pelas dlluu;,oes 1.0 e 1:1(viv)
(filtrado:agua), sendo a eficiéncia das diluigSes dlferencxada para cada 1solado.
Em casa-de-vegetagdo foi avaliado o antagonismo dos isolados a formagdo de
gathas e reproducdo de Meloidogyne javanica em tomateiro. Dois métodos de
inoculagio das bactérias foram testados: microbiolizagio das sementes e
irrigacdo do substrato. Quinze dias apos a semeadura, 400 ovos de Meloidogyne
Javanica em solugio aquosa foram colocados ao redor de cada planta. Trinta
dias apds a infestagdo do substrato com o nematdide foram avaliados a altura de
planta, peso da matéria seca da parte aérea, peso da maiéria fresca do sistema

* Comité de Orientagdo: Vicente Paulo Campos - UFLA (Onemador) Ricardo Magela
de Souza - UFLA. ;



radicular, os nimeros de galhas e de ovos por grama de raiz. Todos os isolados
testados diferiram da testemunha quanto ao niimero de galhas por grama de raiz,
apresentando porcentuais de redugiio que variaram entre 18,79% e 58,68%.
Apenas trés isolados ndo diferiram da testemunha quanto ao niimero de ovos por
grama de raiz. Redugdes significativas, entre 20,75% e 64,87%, no nimero de
ovos por grama de raiz, foram observados para os demais isolados testados. Sete
isolados bacterianos induziram as maiores redugdes do niimero de galhas e de
ovos por grama de raiz concomitantemente. Nenhum dos quarenta isolados
testados mostrou efeito no crescimento das plantas, nio havendo também
diferenca significativa entre as médias dos métodos de inoculagio testados.
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ABSTRACT

NAVES, Rosemeire de Lellis. Endophytic bactena of the root system:
isolation and potential for the biological control of plant parasmc
nematodes. Lavras: UFLA, 2000. 113p. (Thosns -~ Doctorate in Crop
Science).”

Eighty one isolates of endophytic bacteria were obtained from
the root systems of different species of plants such as brachiaria (Brachiaria
sp.), crotalaria (Crotalaria sp.), corn (Zea mays L), sweet pepper (Capsicum
annum L.), marigold (Tageres erecta L.), tomato (Lycopersicon esculentum Mill)
and wheat (Triticum aestivum L.), collected from Lavras Ribeirdo Vermelho,
ljaci and Alfenas towns in Minas Gerais state, Brazil. In vitro and greenhouse
trials were accomplished with forty isolates. Isolates: filtrates of endophytic
bacteria on the motility, mortality and hatching of second stage juveniles (J,) of
Meloidogyne javanica were tested. For obtaining the filtrates, bacteria were
cultivated in liquid trypic soy broth (TSB) medium for seven days at 28°C under
constant stirring at 100 rpm, centrifuged at 10,000 G for 15 minutes. The
supematant was filtrated in Millipore filter of 0,22 um of pore openning. The
evaluations were done 24 and 48 hours later by counting the numbers of non
motile nematodes and dead. Hatched J, were counted 15 days after setting up the
experiment. Seven bacterial isolates immobilized the juveniles with 24 hours of
exposure, but the movement was not recovered when placed in water. This
effect was similar to aldicarb treatment used as control. These isolates inhibited
hatching, as well. Two isolates killed more than 90% of J, after 48 hours
exposure. Dilutions of the filtrates were tested using the best isolates based on
reducion of hatching, increased mortality and inhibition of motility. Dilutions of
1:0 and 1:1 (bacterial filtrate: water) greatly reduced hatch increased mortality
and inhibited movement of J,. In greenhouse, the antagomsm of the forty
isolates to galls formation and reproduction of Melozdogyne Javanica on tomato
was evaluated. Two inoculation methods of bacteria were tested: seed
microbiolization and substrate irrigation. Fifteen days after sowing, 400 eggs in
aquous solution were placed around each plant. Thirty days after the substrate
infestation with nematode, plant height, shoot dry matter weight, root system dry
weight, number of galls and eggs per gram of root were evaluated. All isolates
reduced the number of galls as compared to control. 'Ihte reducion varied from

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador) — Ricardo Magela
de Souza — UFLA.
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18,79% to 58,68%. Only three bacterial isolates did not affect the nematode
reproduction when compared to control. All others isolates induced significant
reductions on number of eggs per gram of the root, varing from 20,75% to
64,87% compared to control. Simultaneous reduction on number of galls and
number of eggs per gram of the root were induced by seven bacterial isolates
only. No bacterium isolates promoted plant growth. Differences among
inoculation methods were not observed.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os fitonematdides sdo responsaveis por grandés perdas na producio
agricola, induzindo a migragio de culturas das +areas produtoras ou
impossibilitando o cultivo de algumas delas em regides %inteiramente infestadas
(Campos, Sivapalam e Gnanapragasam, 1990). Maiside 2.200 espécies de
nematéides parasitam plantas em todo o mundo (Siddiqi, 1986). Nematéides de
alta agressividade atacam tanto as culturas de e ortagcdo como as de
abastecimento inteno no Brasil, causando cerca de ]4%i ‘de queda na produgio
de alimentos (Lordello, 1984; Campos, 1997)

Muitos métodos de controle de nematoides tém sido estudados, sendo o
emprego de cultivares resistentes ou tolerantes e o cont'role quimico os mais
utilizados. Contudo, varios fatores tém conduzido z‘lz. busca de métodos
altemativos para o controle de fitonematdides (Kerry, 1990), tais como:
desequilibrio ecolégico causado pelo uso continuo ou inadequado de
nematicidas (Thomason, 1987), provocando até intoxicagdo ao homem e
aumento do custo de producdo; resisténcia especiﬁcé aos fitopatogenos,
antagonismos entre rusticidade e caracteristicas agricolas desejaveis como
importantes entraves ao controle varietal (Novaretti, 1986).

Assim sendo, durante os tltimos anos, o wnirole biolégico vem
recebendo bastante atencdo, com intensas pesquisas, motivadas pela preservagio
do ambiente. Maior enfoque tem sido dado ao uso de matéria organica para
estimular os microrganismos antagonistas do solo (Rodriguez-Kabana e
Morgan-Jones, 1987) e ao uso de microrganismos predadores ou parasitas de
nematoides (Mankau, 1981; Kerry, 1984; Jatala, 1986; Siayre e Starr, 1988).
Embora niveis promissores de controle tenham sido al&ant;ados com esses
métodos, ainda ndio se conseguiu expansio do seu uso na agricultura.

1
Desvantagens como a necessidade de aplicagiio de muitas to“neladas de materiais

i
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orgnicos por hectare e o decréscimo da populagio dos microrganismos
predadores ou parasitas apds sua introdugao no solo pela perda da competigao
com microrganismos nativos (Kloepper et al., 1992), sdo alguns dos entraves do
uso intensivo e comercial do controle bioldgico no campo.

Os microrganismos endofitxcos devndo a sua capacxdade de viver no

interior dos tecidos das plantas &wapam desta competicio com outros

rmcrorgamsmos do solo ( (Mlsaghl e Donndelinger, 1990), demonstrando melhor

adaptacio a esse ambiente competitivo, beneficiando-se do catabolismo_de

[

metabohtos das plantas (MclInroy e Kloepper, 1995) e tomando-se, desta forma,

candxdatos potenciais para o controle blologxco de nematondes depois de sua

penetracao na raiz. No entanto é escasso o oonheclmento sobre

e e e e ey ——

————

microorganismos endoﬁncos nao patogénicos as plantas _hospedeiras e menos

ainda se sabe sobre o seu papel no controle de fitonematdides. No Brasil,

nenhuma pesquisa foi ainda realizada sobre esse assunto, necessitando,

portanto, de estudos sobre a ocorréncia desses microrganismos nas nossas

condicdes, bem como o seu potencial para o controle biolégico de

fitonematoides.
Dessa forma, objetivou-se, no presente trabalho:

1- Isolar e caracterizar bactérias endofiticas do sistema radicular de diferentes
espécies de plantas.

2- Avaliar, in vitro, o efeito dos metabdlitos produzidos pelos isolados
bacterianos na motilidade, mortalidade e eclosdo de juvenis de Meloidogyne
Javanica.

3- Avaliar, em casa-de-vegetacdo, o potencial dos isolados bacterianos obtidos

para o controle biologico de Meloidogyne javanica em tomateiro.



2 REFERENCIAL TEORICO

A sanidade de plantas é determinada por inimeras interagdes bidticas e
abidticas com plantas em diferentes tipos de solo. Este aspecto, relativamente
pouco explorado, tem recebido hoje particular atengdio devido a oportunidade de
aplicagio dos desenvolvimentos tecnologicos na exploragio de microrganismos
benéficos que habitam as raizes de plantas (Schroth e Hancock 1982), de forma
endofitica ou na superficie. ]

Ha diversas defini¢Ges para o termo endofitico, as quais, em geral,
incluem fungos e bactérias (Chanway, 1996). Fungos endofiticos foram
intensamente revisados nos ultimos 10 anos (Siegel, Létch e Johnson, 1987,
Carrol, 1988; Clay, 1988;) e essas revisdes também focalizaram a importancia
das bactérias.

Concemualmemj(bactenas endofiticas foram deﬁmdas por Kado (1992)
como bactérias que resndem dentro de tecidos de plantas vivas sem causar dano .

ou beneﬁcno garantmdo apenas resxdencna Essa defini¢do é considerada bastante

restrita, pois exclui a poss:blhdade das bactérias endofiticas desenvolverem
relagGes simbidticas com seu hospedeiro (Hallmann et al.,gil997). Por outo lado,
Quiespel (1992) considera endofiticas apenas as bactérias ‘ﬁque estabelecem uma
endossimbiose com a planta, por meio da qual a planta recebe um beneficio
ecologico com a presenga do simbionte, como um aumento da tolerancia ao
estresse ou promogao do crescimento. Essa defini¢do tambc?m é restrita, uma vez
que somente aquelas bactérias que conferem um beneficio a planta sdo
consideradas, excluindo aquelas que tém um efeito neutro ou desprezivel na
planta. Em rela¢@o as bactérias associadas ao filoplano, BeLttii e Lindow (1995)
acreditam ser mais apropriado considerar os termos epiﬁti(;o e endofitico como

dois extremos de um espectro que reflete o padrio de crescimento de bactérias



foliares que como dois grupos distintos de organismos. Esses autores sugerem
que uma troca ativa ocorra entre as populacgdes intema e externa de um isolado
bacteriano. Enquanto tudo isso é uma intrigante teoria, a maioria das bactérias é
capaz de existir como epifitica ou endofitica (Hallmann et al., 1997). Em uma
revisao recente, Hallmann et al. (1997) consideraram como bactéria endofitica
aquela que pode ser isolada de um tecido de planta desinfestado
superficialmente ou extraida de dentro da planta, Esta defini¢iio inclui bactérias
colonizadoras intemas com aparente efeito neutro, bem como as simbiontes.
Além disso, inclui também bactérias que, durante sua fase endofitica, flutuam
entre a colonizac¢do endofitica e epifitica.

A teoria de que bactérias ndo patogénicas residem em tecidos de plantas
foi formulada por Perotti (1926), citado por Hallmann et al. (1997). Desde o
inicio da década de 40, t8m sido numerosos os relatos de bactérias endofiticas
nativas em varios tecidos de plantas, incluindo sementes e dvulos (Mundt e
Hinkle, 1976), tubérculos (Tervet e Hollis, 1948), raizes (Philipson e Blair,
1957) caules e folhas (Henning e Willforth, 1940, citados por Hallmann et al.,
1997) e frutos (Samish, Etinger-Tulczynska e Bick , 1961). Bactérias isoladas
de tecidos intemos de plantas sadias compreendem aproximadamente 129
espécies, representando cerca de 54 géneros (Mundt e Hinkle, 1976; Gardner,
Feldman e Zablotowicz, 1982; Mclnroy e Kloepper, 1995; Sturz, 1995;
Hallmann et al, 1997), com predominincia de espécies dos géneros
Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter e Agrobacterium.

Os primeiros relatos consideravam as bactérias endofiticas como
contaminantes resultantes da desinfestacio superficial incompleta ou patégenos
latentes (Hollis, 1951; Thomas e Graham, 1952). Pesquisas mais recentes tém
demonstrado que bactérias endofiticas podem promover o crescimento da planta
e reduzir sintomas causados por diversos fitopatogenos (Van Peer e Schippers,
1989; Frommel, Nowak e Lazarovits, 1991; Kloepper, Wei e Tuzun 1992;



Pleban, Ingel e Chet, 1995). Da mesma forma, a baixa tolerincia ao estresse de
plantas axénicas ¢, as vezes, parcialmente atribuida 3 auséncia de
microrganismos endofiticos (Hallmann et al., 1997). Atualmente, as pesquisas
tém enfocado os efeitos benéficos das bactérias endoﬁticés (Gardner, Feldman e
Zablotowicz, 1982; Kempe e Sequeria, 1983; Scheffer, 1983; Lalande et al.,
1989; Frommel, Nowak e Lazarovits, 1991; Kloepper, Wei e Tuzun, 1992; Chen
et al,, 1994) e sua ecologia (Misaghi e Donndelinger, 1]990; Mahaffee et al,,
1997), além da busca por compreender melhor a forma como interagem com
suas plantas hospedeiras.

2.1 Ocorréncia de bactérias endofiticas S

Bactérias endofiticas ja foram detectadas em varias espécies de plantas e
em diferentes tecidos. Hollis (1951) observou a predominincia de Bacillus
megatherium nos tecidos de sementes, hastes e tubérculcls de batata, enquanto
De Boer e Coperman (1974), estudando a populagio endofitica bacteriana dessa
planta e sua significincia na diagnose da podridio: anelar (Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus), isolaram varios géﬁeros bacterianos de
tubércnlos e hastes, sendo que Micrococcus, Pseudomonas e Bacillus foram os
mais frequentemente encontrados. Varios géneros de bactérias foram
encontrados por Samish, Etinger-Tulczynska e Bick (1963), com maior
frequéncia dentro de tomate, pepino, ervilha e feijﬁo verde, ¢ menos
frequentemente em meldo e banana. ‘

Gardner, Feldman e Zablotwzicz (1982) estudando o comportamento de
bactérias encontradas no xilema de citros, isolaram Pseudomonas, Enterobacter.
Bacillus, Corynebacterium e Serratia do fluido xileméti!co de raizes dessas
plantas. Um grande namero de bactérias foi observado na zona de emergéncia de

raizes laterais, colonizando os vaciiolos de células do parénquima cortical e
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elementos do xilema, quando Jacobs, Bugbee e Gabrielson (1985) enumeraram,
localizaram e caracterizaram bactérias endofiticas associadas a raizes de
beterraba, utilizando técnicas de imunomarcagio com ferritina em microscopia
eletronica de varredura. Embora em menor nimero e maior estabilidade
populacional, muitas bactérias também foram observadas colonizando os tecidos
intracelularmente. Do xilema de raizes de alfafa, Gagné et al.. (1987), isolaram
Pseudomonas spp.. Erwinia spp., além de bactérias gram-positivas e gram-
negativas ndo identificadas.

Trabalhando com algodoeiro livre de sintomas de doengas, Misaghi e
Donndelinger (1990) isolaram espécies Erwinia, Bacillus. Clavibacter e
Xantomonas de bot3es florais, caules e raizes. Pseudomonas fluorescens, P.
marginalis, P. corrugata e outras espécies de Pseudomonas, além de
Enterobacter aglomerans, Klebisiella terrigena e Vibrio sp. foram isoladas de
plantas de milho (Fisher, Petrini e Scott, 1992). Esses autores observaram maior
densidade populacional em amostras de colmos basais, quando comparadas com
aquelas do colmo retiradas proximo ao apice da planta. Mclnroy e Kloepper
(1995) relataram que a flutuacdo populacional bacteriana em algodoeiro é
devido & colonizagdo diferencial por estirpes especificas, o -que mostra uma
intima relagdo entre os tecidos especificos de uma planta e seus colonizadores.
Nos tecidos intemos de pereiras, Whitsides e Spotts (1991) detectaram alta
frequéncia e ampla distribvigio de Pseudomonas syringae. Bell et al. (1995),
estudando bactérias colonizadoras do xilema de videira, observaram diferengas
nas popula¢des de endofiticas e rizobactérias.

Algumas dessas bactérias endofiticas relatadas sdo fitopatogenos nos
tecidos de plantas livres de sintomas de doencas ou plantas no hospedeiras
(Bugbee, Gudmestad e Nolte, 1987), enquanto outras nio causam doengas em
plantas.



Bactérias diazotréficas como Herbaspirillum spp.. Azoarcur spp. e
Acetobacter spp. sio endofiticas obrigatorias. Essa caracteristica, descoberta
recentemente, parece explicar a contribuicio de fixagio de N, muito mais
eficiente das associagdes endofiticas que das associagdes rizosféricas
(Débereiner, Baldani e Baldani, 1995). Herbaspirillum ieropedicae foi isolado
originalmente de raizes e solo da rizosfera de cereais (Baldani et al., 1986). Hoje

tem sido isolado de um grande numero de raizes, colmos e folhas, mas nio de

outras familias de plantas (Olivares et al., 1993). Acetobacter diazotrophicus é a
linica espécie do género capaz de fixar N, e sua ocorréncia é bastante restrita,
tendo sido encontrada em associagio com plantas que se propagam
vegetativamente e que contém altas concentrages de ?Qﬁcar como cana-de-
agucar, batata-doce e capim Cameroom ( Dobereiner, 1992). Isto indica que seu
habitate e distribui¢do espontinea sio limitadas a essas plantas ( Paula, Siqueira
e Dobereiner, 1993). Segundo Reinhold-Hurek et al. (1993), bactérias do género
Azoarcus tem sido repetidamente encontradas na grammeia “Kallar Grass”, que
ocorre no Paquistdo. Os autores relatam uma colonimqé6 do interior das raizes
da planta, sugerindo uma transferéncia mais eficiente de metabélitos entre o
hospedeiro e a bactéria. A colonizagio do interior de raizes por Azospirillum
spp. foi observada a partir do final dos anos 70 (Patriquin: e Dobereiner, 1978;
Schank et al., 1979; Umali-Garcia et al., 1980). Patriquin, Dobereiner e Jain
(1983) mostraram que Azospirullum spp. colonizou raizes internamente,
incluindo o xilema, espacos intercelulares e o cortex. Esses autores sugeriram
que a localizagdo da bactéria dentro da raiz facilitaria a' troca de substrato e
produtos com a planta. O efeito mais eficiente da inoculagio com isolados de
Azospirillum spp obtido de raizes esterilizadas superficialmente em relagio aos
isolados obtidos do solo, tem sido confirmado em expefimentos com milho,
sorgo e trigo (Baldani et al., 1986; Pereira et al., 1988).



A relacdo entre a maioria dessas bactérias e o ataque de nematoides
ainda n3o foi estabelecida.

2.2 Métodes de isolamento de bactérias endofiticas

A metodologia utilizada é extremamente importante e limitante nas
investigagSes sobre bactérias endofiticas. O método utilizado para remover a
bactéria das raizes pode afetar a bestimativa da sua densidade populacional
(Kloepper et al., 1991a). Dessa forma, o procedimento de isolamento para
bactérias endofiticas ¢ de grande importincia para pesquisa com esses
organismos e, sendo assim, os métodos desenvolvidos baseiam-se nas definigoes
propostas para o termo endofitico.

Teoricamente, um procedimento de isolamento deve somente recuperar
a populagio total mtena da planta. Contudo, a desinfestagio superficial
incompleta do orgdo da planta, a adsor¢io de células bacterianas as estruturas
celulares ou a penetracio do produto desinfestante os tecidos, resultam na perda
de alguns endofiticos (Hallmann et al., 1997). Diversas técnicas tém sido
desenvolvidas para o isolamento de bactéria endofiticas, cada uma apresentando
vantagens e desvantagens. O pesquisador deve selecionar a técnica especifica
que melhor se adeque aos objetivos da pesquisa em questio.

Os procedimentos mais comuns para isolamento de bactérias endofiticas
foram baseados na trituragio de tecidos de plantas desinfestados
superficialmente usando varios desinfestantes, incluindo hipoclorido de sédio
(Gardner, Feldman e Zablotowicz, 1982; Fisher, Petrini e Scott, 1992; Hinton e
Bacon, 1995; Quadt-Hallmann, Benhamou e Kloepper, 1997; Quadt-Hallmann,
Hallmann e Kloepper, 1997), etanol (Gagné et al., 1987; Fisher, Petrini e Scott,
1992; Dong et al., 1994), peroxido de hidrogénio (Misaghi e Donndelinger,



1990; Mclnroy e Kloepper, 1994), bicloreto de merciirio (Hollis, 1951; Gagné et
al., 1987, Sriskandarajah et al., 1993), ou a combinacdo de duas ou mais dessas
substancias (Caetano-Anollés, Favelukes e Bauer, 1990; Pleban, Ingel e Chet,
1995), seguida por diversas lavagens em agua ou solugdes tampdes esterilizadas.
Devido a alta toxicidade e persisténcia do cloreto de merciirio, este desinfestante
deve ser restrito aos tecidos de plantas que ndo possam ser desinfestados por
outros procedimentos (Hallmann et al., 1997). Detergetites superficiais como
Tween 20 (Pleban, Ingel e Chet, 1995), Tween 80 (Sturz, 1995) ou Triton X-100
(Misaghi e Donndelinger, 1990; Musson, McInroy e Kloepper, 1995) podem ser
adicionados para reduzir a tensdo superficial e permitir#due os desinfestantes
alcancem sitios protegidos e reentrancias na superficie da planta, além de
células epidérmicas danificadas. Dependendo da espécie, idade e parte da planta
(raizes, caules, folhas ou sementes), a concentragdo do desinfestante usado varia
e necessita ser otimizada para cada situagio.

Para garantir a eficacia da desinfestagdio superficial, outras etapas foram
acrescentadas ao processo. Visando a retirada de toda microbiota epifitica, com
o desalojamento de todas as bactérias porventura remanescentes apds a
desinfestacdo, o emprego do ultra-som tem se mostrado eficiente no processo de
extragdio e isolamento de bactérias endofiticas ( Assis et al, 1996; Mariano et
al., 1997; Assis et al., 1998). Outra adapatacio da técnica de desinfestagio
superficial envolve gotas de etanol no tecido da plan}a e flambagem da
superficie (Dong et al., 1994). :

Apos a desinfestagdo superficial, o tecido da plénw é triturado com
pistilo em almofariz ou com triturador mecanico em dgua esterilizada, solugdes
tampao ou meios liquidos. O triturado € entdo processado para enumeracio das
bacténas. 1

A técnica da trituracdo € dependente da completa desinfestagio
superficial, a qual nem sempre é facil de ser consegui&a. Teoricamente, o

|



contaminante superficial deve ser morto ou tomar-se inibido no seu crescimento,
sem afetar os demais microrganismos dentro do tecido da planta, o que, na
pritica, é quase impossivel, uma vez que o desinfestante penetraria também no
tecido da planta (Hallmann et al., 1997). A aplicagio da concentragdo de
desinfestante necessaria para matar as células bacterianas da superficie da planta
¢ na maioria das vezes detrimental a algumas bactérias intemas, especialmente
aquelas do cortex radicular, reduzindo o nimero total da comunidade endofitica
nativa (Hallmann et al., 1997).

A extensdo da penetracio dos desinfestantes superficiais dentro do
tecido da planta pode ser visualmente demonstrada pela coloragdo da raiz com
uma solugdo tampdo fosfato-tetrazdlio (Patriquin e Dobereiner, 1978) e
observa¢do do desenvolvimento da coloraciio nas células bacterianas. Uma vez
que somente células metabolicamente ativas reduzem o tetrazélio, células
bacterianas mortas pelo desinfestante superficial ndo se colorirdo. Outra op¢o
seria o uso -de corantes apoplasticos, como o di -sédio 4,4'- bis (2-Sulfostiril)
bifenil ou trisodio 3-hydroxi-5,8,10-pirenotrissulfonato (PTS), para monitorar a
progresséo relativa do desinfestante aplicado (Peterson , Emanuel e Humphreys,
1981).

Devido a essas limitagdes experimentais, o maior compromisso é aliar
um procedimento de desinfestagdo superficial 4timo com um procedimento que
reduza a penetragdo do desinfestante no tecido da planta.

Para diminuir a possibilidade de recuperagio de contaminantes
superficiais, o.controle da-desinfestagio deve ser incluido para monitorar a
eficiéncia do procedimento para cada amostra. Somente se nio ocorrer
crescimento bacteriano no controle depois de determinado tempo, a bactéria
recuperada devera ser considerada endofitica. Os seguintes controles tém sido
aplicados com sucesso: imersdo das raizes em caldo nutriente (Gagné et al.,

1987), transferéncia de 0,1ml da solu¢dio de lavagem final para tubos testes com
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meio de crescimento bacteriano (Mclnroy e Kloepper, 1994) ou pressio do
tecido da planta desinfestado supercialmente no meio nixtriente (Pleban, Ingel e
Chet, 1995; Shishido, Loeb e Chanway, 1995). Uma comparacio dos trés
métodos mencionados resultou em porcentagens de contaminagio similares para
as trés técnicas (Musson, Mclnroy e Kloepper, 1995). Embora esses controles
possam ajudar a detectar a desinfestagdo superficial insuficiente, algumas células
bacterianas podem ainda sobreviver em espagos protegidos sob células
epidérmicas e corticais danificadas, como demonstrado%por Quadt-Hallmann e
Kloepper (1996) usando microscopia eletrnica.

A vantagem da técnica da trituragio é que ela pofle ser usada para quase
todos os tecidos de plantas, incluindo flores, frutos ‘¢ sementes. Bactérias
heterotréficas sdo recuperaveis de todos os tecidos intemos e sio minimamente
afetadas pela adsor¢do as partes da planta, uma vez @e o tecido triturado é
plaqueado (Hallmann et al., 1997). Contudo, essa técnié ndo pode ser usada
para examinar bactérias de nichos fisicos especificos (coloniza¢io intracelular x
extracelular, cortical x tecido vascular) e envolve grande volume de trabalho
exigindo o controle da desinfestagdo para cada amostra. Além disso, a completa
desinfesta¢do superficial ¢ dificil de ser conseguida e, sendo assim, alguns
colonizadores superficiais podem ser recuperados (Halhﬁann et al, 1997). No
entanto, as técnicas de desinfestacio superficial e trituragio sio utilizadas para
descrever um amplo espectro de endéfitos ocorrendo nos tecidos totais da planta.

Para superar os problemas relativos a desinfestagdo, métodos
altemativos foram desenvolvidos. Uma técnica usando vacuo foi utilizada com
sucesso para extrair suco xilematico de raizes de plantas perenes, como videira
(Bell et al., 1995) e citros (Gardner, Feldman e Zablotowicz, 1982). A bomba de
pressio Scholander foi usada para extrair suco de algodoein‘,o e de outras culturas
agricolas (Hallmann, Kloepper e Rodriguez-Kabana, l997). O comum as duas

técnicas é que o suco da planta coletado consiste de ﬂpidos dos elementos
s
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condutores e dos espacos intercelulares adjacentes, representando dois nichos
fisicos considerados favoriveis para a colonizagio sistémica da bactéria
(Hallmann et al., 1997).

A comparagdo entre a comunidade bacteriana recuperada de raizes de
algodoeiro pelas técnicas da trituragdo e da bomba de pressdo indicou que
somente uma parcela das bactérias endofiticas é recuperada pela técnica da
bomba de pressgio. Bacillus spp., grupo predominante em amostras de solo e
rizosfera, bem como na comunidade endorrizica de pepineiro, foi somente
recuperado pela técnica da trituragdo, enquanto Pseudomonas spp., comumente
relatada como endofitica, dominon a comunidade bacteriana recuperada com a
técnica da bomba de pressdo (Hallmann, Kloepper e Rodriguez-Kabana, 1997).
Além dessas diferengas qualitativas, diferen¢as quantitativas no tamanho da
populagdo total recuperada pelas duas técnicas foram também observadas. A
técnica da trituragdo recuperou nimeros consistentemente maiores de bactérias
endofiticas quando comparada as técnicas da bomba de pressio (Hallmann,
Kloepper e Rodriguez-Kabana, 1997) ou de vacuo (Bell et al., 1995), o que pode
ser explicado pela maior porgdo de nichos fisicos nos tecidos intemmos das
plantas sendo amostrados quando comparados com o isolamento mais seletivo
de colonizadores de tecidos vasculares e espacos intercelulares pela técnica de
extracgo por pressdo ou vacuo (Hallmann et al., 1997).

Diversos controles, como raizes imersas em uma suspensdo bacteriana
antes da extragao, devem ser incluidos em experimentos usando essas técnicas
para confirmar que contaminantes superficiais ndo serdo forgados da superficie
para o sistema vascular pela aplicacio de vacuo ou pressdo, resultando em
caracterizagdo endofitica enganosa (Gardner, Feldman e Zablotowicz, 1982;
Hallmann, Kloepper e Rodriguez- Kabana, 1997). Para eliminar a possibilidade
de ruptura da estrutura celular da planta, a aplicagio do vacuo e pressio deve ser
realizada lentamente e ndo exceder o ponto de murcha permanente da espécie de
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planta em questio (Hallmann et al., 1997). Embora as técnicas de pressio e
vacuo estimem um numero total de bactérias endofiticas menor que o
procedimento da trituracdo, elas fomecem o beneﬁcib de isolar endofiticos
seletivamente dos elementos condutores, os quéis sdo reconhecidos
colonizadores sistémicos. Por outro lado, requerem plaﬁtas mais robustas, que
possam ser manipulados manualmente e que resistam a. aplicacdo de pressdo e
vacuo. Tecidos mais tenros de espécies herbaceas ou: plantulas podem ndo
resistir ao tratamento, o que limita a utilizagdo pratica dessa técnica para certas
espécies de plantas e de tecidos (Hallmann et al., 1997). ',

A terceira forma de recupera¢io de bactérias enidoﬁticas de tecidos de
plantas é a centrifugacdo. Essa técnica é comumente empregada para coletar
fluidos intercelulares de tecidos de plantas (De Wilt e Spickman, 1982), mas
também extrai bactérias endofiticas de fluidos intercelulares e vasculares, da
mesma forma que fazem os métodos de vacuo e pressiio. Dong et al.. (1994)
usaram a técnica da centrifuga¢do para remover fluido ihtercelular assético de
caules de cana-de-aclicar (Saccharum officinarum L.) e relataram que este fluido
produziu culturas puras de uma bactéria produtora de acido (aproximadamente
10* UFC/ml), idéntica & cultura tipo Acetobacter diazotréfico. Usando a técnica
da centrifugacdo, os autores imergiram fragmentos de caule de 3-4cm de
comprimento em etanol e flambaram os mesmos para matar os contaminantes
superficiais. Dependendo do tamanho dos fragmentos, eles foram centrifugados
em tubos tipo Eppendorf ou tubos de vidro maiores. Atnlwes da centrifugacdo
acima de 3000g, a maioria das solu¢des apoplasticas pude}am ser removidas. A
aplicagdo do crio-exame ao microscdpio eletronico (crio-SEM), dos fragmentos
do caule apds a centrifugacdo, verifica-se se as células estio ainda intactas e se
nenhum fluido do simplasto foi deslocado (Hallmann et al, 1997). Esta técnica
também requer desinfestagio superficial do material plaxtxta, uma vez que 0s
tecidos entram em contato com o fluido durante a wnﬁﬁlgaafo. Ao contrario

\
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dos métodos de pressdo e de vacuo, a técnica da centrifugagio aplica-se a
tecidos de plantas tenros e delicados e, embora consuma tempo para
desinfestacfio superficial, diversas amostras podem ser centrifugadas juntas,
tornando o tempo total requerido menor que o das outras técnicas (Hallmann et
al., 1997).

A decisdo sobre qual o methor método a ser utilizado para objetivos
especificos ¢ influenciada por critérios tais como o nicho fisico de interesse e
fatores dependentes da planta (espécie, idade e tecido), bem como a viabilidade
da fonte e numero total de amostras a serem processadas. A aplicagio e
comparagdo de diferentes técnicas oferece a vantagem de exame da colonizagio
e localizac3o endofitica de diferentes perspectivas, facilitando a compreensio da
fungdo potencial que a bactéria endofitica tem no seu hospedeiro (Hallmann et
al., 1997).

2.3 Modos de penetragio de bactérias endofiticas

Com excegdo daquelas transmitidas por sementes, as quais ja estdo
presentes na planta, bactérias endofiticas potenciais podem primeiro colonizar a
superficie das raizes antes de entrarem na planta, encontrando seu hospedeiro
por quimiotaxia, eletrotaxia ou acidentalmente (Hallmann et al., 1997).

A motilidade de associagdes benéficas bactéria-rizosfera tem sido
descrita para diversas bactérias como Alcaligenes faecalis, Azospirillum
brasilense e Pseudomonas fluorescens (Bashan, 1986b; You et al., 1995). Pelo
uso de mutantes induzidos Tn-5 de Alcaligenes faecalis com respostas fracas a
atrativos e mutantes com sintese deficiente ou superprodugio de
exopolissacarideos (EPSs), a fixa¢do de Alcaligenes faecalis as raizes de plantasi
de arroz foi diferenciada em trés niveis: adsor¢do da bactéria a superficie da raiz

hospedeira (rapida, mas fraca interagdo entre bactéria e planta hospedeira),
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adesdo a superficie da raiz (com forte interagfio) e colonizagio da superficie com
algumas células entrando na raiz de arroz (Youetal.., 1995). Um modelo similar
de fixagéo foi relatado para Azospirillum brasilense em ll'enz&s de trigo (Bashan e
Holguin, 1993; Michels, Croes e Vanderleyden, 1991).

Geralmente, a entrada de bactérias nos tecidos da planta pode ser via
estomatos, lenticelas, ferimentos (incluindo tricoma;s quebrados), area de
emergeéncia de raizes laterais e germinagio de radicelas mumg, 1986). Contudo,
a principal entrada de bactérias endofiticas parece ser através de ferimentos que
naturalmente ocorrem como resultado do crescimento da planta ou através de
pelos radiculares e conjungdes epidérmicas (Sprent e| Faria, 1988). Diversos
autores tém relatado a colonizagio extensiva de zonas ;ie emergéncia de raizes
secundarias por bactérias endofiticas (Patriquin e Dobereiner, 1978; Jacobs,
Bugbee e Gabrielson, 1985; Reinhold e Hurek, 1988; Lamb, Tonkyn e Kluepfel,
1996; Mahaffee et al.,, 1997b). Devido aos rompimentqs da endoderme nesses
pontos, as bactérias podem ser observadas colonizando o cértex e se extendendo
a endoderme e ao tecido vascular (Patriquin e Dobrejner, 1978; Reinhold e
Hurek, 1988; Mahaffee et al, 1997). A importincia 'da formagio de raizes
laterais para a entrada das bactérias ¢ reforcada pela observacdo de que Bacillus
polymyxa foi recuperado de dentro de plantulas de pepiﬁo somente depois que
raizes laterais foram desenvolvidas (Shishido, Loeb e Chanway, 1995).

Ferimentos de plantas, geralmente deZIdOS por fatores biéticos
(fungos, fitonematdides, insetos) ou fatores abidticos (ara@o flutuacGes de
temperaturas extremas, enxertia, podas de raizes), estdo! presentes em todos os
agroecossistemas e sdo provavelmente os principais fatores para penetrag¢do de
bactérias (Hallmann et al, 1997). Por exemplo, ferimentos artificialmente
produzidos pela adi¢io de nematoides ao solo (Hallmann et al., 1998) ou por
carborundum na supensdo bacteriana, antes da moculaqao da folha (Quadt-

Hallmann e Kloepper, 1996), aumentaram a densidade p{opulaclonal interna de
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bactérias endofiticas aplicadas. Além de abrirem portas de entrada, os ferimentos
também criam condigoes favoraveis para aproximagdo da bactéria pela liberagdo
de exsudatos de plantas, os quais servem como substrato para a bactéria
(Hallmann et al., 1997).

Os ferimentos e raizes laterais nio sdo, contudo, imprescindiveis para a
entrada da bactéria endofitica. Plantulas em crescimento com o minimo de
disturbios em meio liquido ou em agar-agua foram penetradas por bactérias
endofiticas bem antes da emergéncia de raizes laterais (Levanony et al., 1989;
Quadt-Hallmann, Benhamou e Kloepper, 1997). Uma vez que plantas controle
ndo tratadas ficaram livres das endofiticas, as bactérias observadas podem
indicar penetragdo ativa, hipétese sustentada pela presenca de enzimas
celuloliticas e pectinoliticas produzidas por numerosas bactérias endofiticas
como Azoarcus sp. (Hurek et al., 1994), Azospirillum irakense (Khammas e
Kaiser, 1991) e Pseudomonas fluorescens (Quadt-Hallmann, Benhamou e
Kloepper, 1997). A degradagao enzimitica de paredes de células de plantas por

essas bactérias foi somente observada quando elas colonizaram a epiderme

-radicular, mas nunca os espagos intercelulares do cortex, o que sugere que a

bactéria endofitica induz a produgdo de celulase e pectinase somente para a
penetracio na planta hospedeira (Hallmann et al., 1997).

Embora essas observagdes demonstrem a possibilidade de mecanismos
de penetragdo ativa por algumas bactérias, muito pouco é conhecido sobre a
origem e regulacdo dessas enzimas. Assim, a penetragdo ativa € ainda
controvertida. As bactérias do solo mostram uma maior frequéncia na producdo
de enzimas hidroliticas que as bactérias habitantes do xilema, sugerindo que seja
diferente para as bactérias endofiticas sistémicas conseguirem entrar na planta
via producdo de enzimas hidroliticas (Bell et al,, 1995). Contudo, enzimas
hidroliticas podem somente ser produzidas por bactérias endofiticas durante o

inicio da fase de invasado e nio depois de estarem residindo no tecido da planta,
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como indicado por Behamou, Bélanger ¢ Paulitz (1996). A liberagdo de
constituintes de enzimas degradadoras de paredes dle células por bactérias
endofiticas, no entanto, é indesejével, uma vez que isso confere patogenicidade a
planta (Collmer, Berman e Mount, 1982).

2.4 Bactérias endofiticas no controle biolégico de ﬁtoipatégenos

Bactérias endofiticas colonizam um nicho ecologico semelhante aos
patogenos de plantas, especialmente os vasculares, ol-que pode favorecé-las
como candidatas potenciais a agentes de biocontrole. Além disso, trabalhos
intensivos com agentes de biocontrole rizosféricos mostraram recentemente que
5 de 6 rizobactérias, as quais induziram resisténcia sistimica em pepineiro,
exibiram colonizagdo extemna e interna da raiz (Kloepper} Wei e Tuzun, 1992).

Pouco se sabe sobre os mecanismos de antagonismo envolvidos na acdo
das bactérias endofiticas. Encontram-se na literatura, porém, algumas sugestdes
de mecanismos, como a competicio pelos mesmos sitios de colonizagdo dos
patdgenos e a indugdo de resisténcia sistémica. Independente do mecanismo, no
entanto, os resultados parecem promissores. “

&( Bactérias endofiticas tem sido estudadas no controle de doencas

*—-..__M,

fingicas. Brooks et al. (1994) selecxonaram in vitro, 1solados antagénicos a

Ceratocystis fagacearum, agente causal da murcha do|carvalho, consegnindo
uma redugdo de 39% de plantas doentes em condiq:&eé de casa-de-vegetacdo.
Bactérias endofiticas também mostraram controle sigqiﬁcativo nos sistemas
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em algodoeirofr (Chen et al., 1995),
Verticillium alboatrum e Rhizoctonia solani em batateiral (Nowak et al., 1995),
Rhizoctonia solani em algodoeiro e Sclerotium rolfsii em feijoeiro (Pleban, Ingel
¢ Chet 1995). Da mesma forma, diversas bactérias endofiticas isoladas de

1
sementes de arroz exibiram atividade antifingica cont;ra Rhizoctonia solani,
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Pythium myriotylum, Gaeumannomyces graminis e Heterobasidium annosum
(Mukhopadhyay et al., 1996).

Hinton e Bacon (1995) relataram que Enterobacter cloacae, uma
bactéria endofitica isolada de milho, exibiu antibiose in vitro contra Fusarium
moniliforme. Considerando que isso indica que metabdlitos bacterianos estejam
envolvidos no controle de Fusarium moniliforme, Chen et al. (1994) sugeriram
que o biocontrole afeta os isolados como resultado do aumento da defesa do
hospedeiro pelos metabolitos bacterianos. No entanto, embora sejam numerosos
os relatos de estudos em casa-de-vegetagdo, somente poucos deles confirmaram
o efeito de bactérias endofiticas no controle de doengas em plantas em condigdes
de campo (Wei, Kloepper e Tuzun, 1996).

A atividade antagonistica de bactérias endofiticas contra bactérias
fitopatogénicas também tem sido relatada. Van Buren, Andre e Ishimaru (1993)
estudando o efeito de 198 isolados no controle de Clavibacter michiganense
subsp. sepedonicum, agente causal da podridio anelar em batateira, verificaram
que quatro deles preveniram o aparecimento de sintomas da doen¢a em casa-de-
vegetagdo. O isolado 89B-27 de Pseudomonas fluorescens e o isolado 90-166
de Serratia marcescens, foram observados como indutores de resisténcia em
pepineiro a Pseudomonas syringae pv. lachrymans, bem como a Fusarium
oxysporum fsp. cucumerium e Colletotrichum orbiculare (Liu, Kloepper e
Tuzun, 19952, b e c). Bactérias endofiticas também exerceram um papel na
resisténcia, o que foi observado em linhagens de algodoeiro (resisténcia
multipla adversa - MAR) (Bird, 1982).

No Brasil, alguns trabalhos tém sido feitos. Assis et al. (1998),
estudando o potencial antagonico de bactérias endofiticas no controle de
Xanthomonas campestris pv. campestris, agente causal da podridio negra em
repolho, verificaram 70,8% de reducdo da incidéncia da doenga (RID) em casa-
de-vegetacdo e 77% de redugdo da severidade da doenga (RSD) em condi¢des de
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campo. Utilizando isolados obtidos de Jpomea sp., Nascimento (1998) observou,
em casa-de-vegetacio, reducdo significativa na incidéncia de Ralstonia
solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis em tomateiro.

Ha algumas evidéncias de que bactérias endofiticas possam contribuir

para o controle de nematédides ﬁtoparasxtas (Hallmann et al.,, 1995) e insetos
"(Dimoch, Beach e Carison, 1988). Contudo o controle desses parasltas—;::r-;:;
ser mais complexo e dificil que o de fungos ou bactérias patogénicos, uma vez
que os danos causados por nematoides e insetos ooorreﬁ} como resultado de seu
habito alimentar e migragio interna, o que limita a efﬁcécia do antagonismo
bacteriano (Hallmann et al, 1997). Todavia, ﬁtonefmatéides endoparasitas
sedentarios podem ser um alvo interessante para o antagonismo endofitico, ja
que eles permanecem dentro da planta por varias semahas e alimentam-se em

um nico local (Hallmann et al,, 1997). Com base msso Hallmann et al. (1995)

testaram, em casa-de-vegetagdo, 72 isolados obtidos de plantas de pepino e
algodiio no controle de Meloidogyne incognita. Os reguhados mostraram que
Aerococcus viridans, Bacillus megaterium, Bacfllus;:subﬁlis, Pseudomonas
chlo.roraphis, Pseudomonas vesicularis, Serratia nzarc‘éscens e Sphingomonas
paucimobilis reduziram em até 50% a infec¢io pelo nematdide em plantas de
pepino, mostrando que rizobactérias endofiticas de\jlem ser avaliadas em
estratégias para controle biologico de fitonematoides. |
]

2.5 Promocio de crescimento de planta por bactérias endofiticas

Bactérias endofiticas tém sido associadas icom a promog¢ao do
crescimento em diversas culturas, incluindo plantas de ttf)mate, alface (Bashan et
al., 1989; Van Peer e Schippers, 1989; Nowak et al.., 1995) batata (Van Peer e
Schippers, 1989; Frommel, Nowak e Lazarovits, 1991 Sturz, 1995), milho
{(Lalande et al., 1989; Hinton e Bacon, 1995), pepino (Van Peer e Schippers,
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1989; Kloepper, Wei e Tuzun, 1992; Nowak et al., 1995), arroz (Hurek et al.,
1994) e algoddo (Bashan et al, 1989). De acordo com Sturz (1995),
aproximadamente 10% de isolados bacterianos recuperados de dentro de
tubérculos de batata mostraram promogdo de crescimento de planta. O isolado
ndo fluorescente de Pseudomonas sp., PsJN, induziu aumento significativo no
numero de raizes de batateira (24-196%), peso de matéria seca de raiz (44-
211%) e comprimento de caule (26-28%), bem como aumento de formacio de
pelos foliares (55-11%), ramificacdes secundarias e conteudo total de lignina
(43%) (Frommel, Nowak e Lazarovits, 1991).

A inoculagdo de arroz com a bactéria endofitica diazotrofica Azoarcus
sp., isolado BH72, promoveu significativamente o crescimento das plantas
(Hurek et al., 1994). Nesse caso particular, a promog¢do do crescimento também
ocorreu com mutantes Nif, indicando que a fixagdo de N, por Azoarcus sp. ndo
foi aparentemente envolvida na promogio do crescimento. Contudo, os autores
acreditam que a promo¢do do crescimento observada pode ter sido causada pelo
aumento dos minerais da planta e fomecimento de agua, associados com a
colonizag3o por Azoarcus sp..

Alguns isolados de Pseudomonas, Enterobacter, Staphylococcus,
Azotobacter e Azospirillum produzem reguladores de crescimento de plantas
como etileno, auxinas ou citocininas, sendo, dessa forma, considerados como
agentes causadores da alteragdo do crescimento e desenvolvimento de plantas
(Bashan e Holguin, 1997). Além do mecanismo direto para promog¢do do
crescimento, esse fato pode ocorrer devido a supressdo da microbiota deletéria
pela introdugdo de endofitos (Kloepper et al., 1991b). Van Peer e Schippers
(1989) observaram que plantulas de tomate inoculadas com o isolado WCS417r
de Pseudomonas sp. mostraram aumento no crescimento, acompanhado por

densa colonizagio do isolado aplicado nos tecidos intemos da raiz e um
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consequente deslocamento de Pseudomonas spp. ' endofiticas indigenas,
deletérias ao crescimento de plantas.

Os efeitos benéficos de bactérias endofiticas variam, mas parecem
operar através de mecanismos similares aqueles descritos para rizobactérias
promotoras de crescimento (Kloepper et al., 1991b; Héflich, Wiehe e Kiihn,
1994). Contudo, devido as diferengas dos habitates colonizados, bactérias
endofiticas apresentam-se como uma fen'amenta?: adicional para o
desenvolvimento de estratégias de controle biolégico (Hallmann et al.. 1997).
Pela combinagdo de uso de bactérias endofiticas com an!tagonislas da rizosfera e
filosfera, um sistema de controle biolégico integrado pode ser desenvolvido
contra patogenos multiplos dos tecidos radiculares e fcl:liares (Hallmann et al.,

1997). !

2.6 Métodos de inoculacao de bactérias endofiticas

Para o uso de bactérias endofiticas no camp;b, métodos praticos de
inoculacdo devem ser desenvolvidos. Em geral, aqueles desenvolvidos para
aplicagdo de inoculantes microbianos na rizosfera e na filosfera sio também
validos para bactérias endofiticas (Stack, Kenely e Pett:it, 1988; Baker e Henis,
1990; Mclntyre e Press, 1991; Andrews, 1992). Parq aplicagdo de bactérias
endofiticas, diversos métodos foram utilizados experimentalmente como
variagSes de tratamento de sementes e irrigagdo de substrato, injegSes em caule,
pulverizagdes foliares de suspenses bacterianas (Faheiy et al., 1991; Musson,
Mcinroy e Kloepper, 1995), perfuramento com agulha ﬁassada em coldnia pura
(Chen, et al, 1995), contato de raizes sem extremidades em suspensdes
bacterianas (Quadt-Halimann, Hallmann e Kloepper, 1997) e corte do hipocétilo

em determinado estadio de desenvolvimento (Kijima et aFal., 1995).
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Testes intensivos de sistemas diferentes de distribuicdo, incluindo
‘inoculacdo de diferentes bactérias endofiticas através de ferimentos no caule,
imersdo das sementes em suspensdes bacterianas, revestimento de sementes com
metil celulose, pulverizagdo foliar, infiltragdo a vacuo e imersio de raizes
podadas, indicaram que o método de aplicagio para introducio da bactéria no
tecido da planta é especifico para cada isolado (Musson, Mclnroy e Kloepper,
1995). A empresa Crop Genetics Intemational Ltda. desenvolveu uma técnica de
inoculagdo pela aplicagdio de uma pressdo diferencial, fazendo com que a
suspensdo bacteriana penetre nas sementes embebidas (Fahey et al., 1991;
Tumner, Jeffrey e Carlson, 1993). As sementes inoculadas podem ser
armazenadas por diversos meses e a aplicacdo de fungicidas comumente usados
ndo tem impacto adverso na sobrevivéncia e eficacia da inoculacdo de bactérias
(Hallmann et al., 1997).

Diversos estudos orientados comercialmente indicam a aplicagdo via
granulos de alginato (Bashan, 1986a). A vantagem desse método é adicionar
nutrientes para bactérias especificas, como ‘espuma’ de leite, ao alginato para
aumentar a taxa de sobrevivéncia bacteriana (Hallmann et al, 1997).
InoculagGes bacterianas dentro de suspensées de células de plantas e embrides
regenerados podem ser outra possibilidade para garantir a colonizagdo precoce
da planta pela bactéria endofitica (Bashan e Holguin, 1997).

A aplicagdo de agentes de biocontrole as folhas e flores pode ser
realizada pela pulveriza¢do de suspensdes bacterianas ou formula¢des em po de
bactérias liofilizadas (Knudsen e Spurr, 1987). Contudo, pouco € conhecido
sobre tamanho de gota, pressdo de aplicagdo e outros detalhes técnicos (Sutton e
Peng, 1993).

A vantagem do tratamento de sementes e irriga¢do do solo é a prote¢do
da plintula desde o inicio da germinagdo da semente, enquanto a aplicagdo
bacteriana via pulveriza¢do foliar é um método atraente quando aplicado em
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combinacdo com fungicidas e inseticidas (Hallmann et al., 1997). Por
combinag¢do de diferentes técnicas de aplicagio, bactérias endofiticas podem ser
aplicadas, dependendo da necessidade e estadio de crescimento da cultura em
questdo (Hallmann et al., 1997). t

Além de tudo, o tratamento de sementes parece ser um método rapido,
economicamente pratico e vidvel para introdugdo de bactérias endofiticas
(Hallmann et al., 1997). Entretanto, a combinagio de; tratamento de sementes
com irrigagio do solo ou aplicagio foliar pode aumentar a colonizagdo
endofitica dentro da planta e a consisténcia do§ efeitos benéficos. O
conhecimento a respeito da forma de penetragio e cblonizaqio das bactérias
endofiticas nas plantas, contudo, ainda é limitado 1‘e o desenvolvimento da
tecnologia de aplicagdo dependera do avango conhecimento sobre a ecologia

desses organismos (Hallmann et al., 1997). |

2.7 Associacio de nematdides com bactérias pro(;iutoras de substincias

tdxicas.

Algumas bactérias produzem substincias tdxicas aos nematdides.
Jonhston (1959) observou redugdes nas populagaes[,f de Tylenchorhynchus
martini em solos saturados de umidade, atribuindo esse fato a Clostridium
butyricum, bactéria que produz uma mistura de icido formico, acético,
propidnico e butirico. Em solo inundado, Hollis e Rodriguez-Kabana
(1966,1967) observaram a predugio de acido buti%ico em concentragoes
nematicidas.

Segundo Rodriguez-Kibana, Jordan e Hollis (1965), Desulfovibrio
desulfuricans é uma bactéria anaerébica redutora de sulfato com propriedades
toxicas a nematdides. AplicagSes de bactérias pertencentes ao género

Desulfovibrio em campos de arroz foram eficientes no controle de
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Hirschmanniella oryzae (Jacq e Fortuner, 1979). Bactérias do género
Chromobacterium produzem amdnia e cianeto, que sdo potentes nematicidas
(Wilt e Smith, 1970).

Bacillus, género de bactéria bastante estudado, apresenta
-algumas espécies consideradas promissoras no controle bioldgico devido a
capacidade de producdo de endésporos, os quais sio tolerantes as condigdes de
dessecacdo do solo e calor extremo (Weller, 1988). Bacillus thuringiensis é
conhecido por produzir uma delta-endotoxina nas células, bem como diversas
exotoxinas em meio de cultura (Cameiro, Souza e Belarmino, 1998).

A maioria dos estudos usando espécies de Bacillus no controle
biolégico de nematdides foi feita com grupos parasitas de animais (Bottjer, Bone
e Gill , 1985; Bottjer ¢ Bone, 1987; Charles et al., 1994). No entanto, alguns
trabalhos tém demonstrado a sua atividade contra fitonematodides.
Turingiensina, a exotoxina termo estavel e solivel produzida por Bacillus
thuringiensis, mostron atividade contra Panagrellus redivivus, nematéide de
vida livre, além de Aphelenchoides avenae, Meloidogyne incognita (Ignoffo e
Dropkin, 1977) e Heterodoera glycines (Noel, 1990).

FormulagGes comerciais de Bacillus thuringiensis, livres de exotoxinas,
foram utilizadas com sucesso para o controle de Meloidogyne incognita
(Sharma, 1993) e Heterodera glycines ( Sharma, 1994). A delta-endotoxina de

segundo estadio de Heterodera glycines (Sharma e Gomes, 1996a e b).
2.8 Efeito dos filtrados de culturas bacterianas sobre fitonematéides
Alguns estudos tém demonstrado o efeito nematicida e nematostatico de

filtrados de culturas bacterianas. Lizuka et al. (1962) testaram filtrados de 134
isolados de bactérias do género Pseudomonas. Intensa atividade nematicida foi
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apresentada por 69 isolados e os demais apresentaram efeito moderado ou fraco
contra Meloidogyne sp. Os mesmos autores demonstraram que filtrados de
cultura de 9 isolados de Enterobacter sp. apresentaram a‘llta atividade nematicida.
Filtrados de cultura de Bacillus cereus, crescida em meio ‘trypic soy broth’
(TSB), mostraram atividade nematicida a J, ¢ ovos de Meloidogyne javanica
(Oka, Chet e Spiegel, 1993). Perda desta atividade foi observada pela reducio do
pH do meio, fervura ou dialise, sugerindo a possibilidéde de que o ingrediente
ativo da cultura tenha sido aménia, liberada durante o processo de degradagdio de
peptideos no meio pela atividade bacteriana. Cameiro, Souza e Belarmino
(1998) testaram vinte e um isolados de Bacillus spp.;em juvenis do segundo
estadio de Meloidogyne javanica, em ensaios in vitfo. A cultura total e o
sobrenadante de B. thuringiensis brasiliensis e B. lateosporus mataram J, recém
eclodidos apds 24 e 48 horas, enquanto B. thuringiensis aizawai, B.
thuringiensis morrisoni e B. circulans causaram apenas imobilizacdo ou redugio
de movimento. Embora a natureza quimica dos sobrepadantes ndo tenha sido
determinada, os resultados sugerem a presenca de mais de uma toxina com alto
poder nematicida.

2.9 Obtengiio dos filtrados de culturas bacterianas. !

A produgdo de metabolitos deletérios a fitopatégenos por bactérias tem
sido estudada através de testes com filtrados de cultura}s bacterianas (Lizuka et
al. 1962; Elad e Baker, 1985; Freitas ¢ Germida, 1991; Oka, Chet e Spiegel,
1993; Cameiro, Souza e Belarmino, 1998). Os filtrados sdo obtidos pelo cultivo
das bactérias em meio liquido por um periodo de 5-7 dias com incubacdo em
agitador orbital (100-150 rpm) a 28 °C. Apés esse periof:io as células bacterianas
séo removidas do meio por centrifugagio (2.500 — IOLOOOg) e o sobrenadante




filtrado atravéside filtro Millipore-com:0,22:0,45uni-de diaretro de poro (Elad e
Baker, 1985; Freitas ¢ Gerftiida; 1991; Cameiro, Souza ¢ Belarmino, 1998).
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO DE BACTERIAS ENDOFITICAS DO SISTEMA
RADICULAR DE DIFERENTES ESPECIES DE PLANTAS.

RESUMO

NAVES, Rosemeire de Lellis. Isolamento de bactérias endofiticas do sistema
radicular de diferentes espécies de plantas. In: Bactérias
endofiticas do sistema radicular: isolamento e potencial para o controle
biologico de fitonematdides. Lavras: UFLA, 2000. Cap 2, p.42-62. (Tese -
Doutorado em Fitotecnia).”

Objetivando verificar 0 seu potencial antagdnico a fitonematoides,
bacténas endofiticas foram isoladas do sistema radicular de diferentes espécies
de plantas como braquiaria (Brachiaria sp.), crotalaria (Crotalaria sp.), milho
(Zea mays), pimentdo (Capsicum annum L.), cravo de defunto (Tagetes erecta
L.), tomate (Lycopersicon esculentum Mill) e trigo (Triticum aestivum L..),
coletadas nos municipios de Lavras, Ribeirdio Vermelho, ljaci e Alfenas, no
estado de Minas Gerais. Para tanto, raizes sadias foram lavadas em agua de
tomeira e submetidas a duas desinfestagbes superficiais com alcool 50% e
hipoclorito de sddio 1%, seguidas por 3 lavagens em solugio tampio de fosfato-
potassio (PB) 0,02M esterilizada (pH 7,0). Apos cada desinfestagiio, as raizes
passaram por um banho de ultra-som por 10 minutos para desalojar de sua
superficie qualquer bactéria epifitica remanescente. A seguir, foram
fragmentadas e trituradas com almofariz e pistilo esterilizados contendo solugio
PB. O triturado foi submetido a um banho de uitra-som por 10 minutos para
desagregacao das particulas e células bacterianas e posteriormente diluido, sendo
as diluigdes (107, 102 e 10®) plaqueadas em meio “trypic soy agar’ (TSA). Para
verificar a eficiéncia da desinfestagdo superficial das raizes, apés cada banho de
ultra-som a solu¢do PB foi plaqueada em meio TSA. Nio havendo crescimento
bacteriano dentro de 48 horas, os isolados obtidos foram considerados
endofiticos. Oitenta e um isolados bacterianos foram obtidos, sendo 26 de
plantas de milho, 22 de braquiaria, 11 de tomate, 8 de crotalaria, 7 de pimento,
5 de trigo e 2 de cravo de defunto.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador) - Ricardo Magela de
Souza - UFLA.
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ABSTRACT

NAVES, Rosemeire de Lellis. Isolation of endophytic bacteria of the root
system of different plant species. In Endophytic bacteria of the root
system isolation and potencial for the bioldgical control of plant
parasitic nematodes. Lavras: UFLA, 2000. cap 2, p.42-62 (Thesis —
Doctorate in Crop Science).”

Root system of different plant species, such as brachiaria (Brachiaria
sp.), Crotalaria (Crotalaria sp), com (Zea mays L.), sweet pepper (Capsicum
annum L.), marigold (Tagetes ereta L.) tomato (Lycopersicon esculentum Mill)
and wheat (Triticum aestivum L.), were colleted | from Lavras, Ribeirdo
Vermelho, Ijaci and Alfenas towns in Minas Gerais state, Brazil. Selected
healthy roots were surface desinfestated with 50% alcohol and 1% sodium
hypochloride, followed by three washings in 0,02 ‘M sterelized potassium
phosphate buffer solution (PB) (pH 7.0) after each disinfestation. The roots
were, then, placed in ultrasound bath for 10 minutes to continue the
desinfestation of the remaining epiphytic bacteria. The roots were cut and
ground with sterelized pestle and mortar in PB solution. The ground roots were
again placed in an ultasound bath for 10 minutos to improve the homogenization
the roots suspension releasing the bacterium cells. The suspension was, then,
diluted by 10", 10? and 10° with buffer and plated in trypic soy agar (TSA)
medium. To check for the efficiency of the surface désinfestation, the washed
PB was plated in TSA medium. When no bacterium growth was found within 48
hours, the isolates obtained were considered endophytic. Eighty one bacterial
isolates were obtained, 26 of them from com (26), 22 of brachiaria, 11 of
tomato, 8 of chrotalaria, 7 of sweet pepper, 5 of wheat alnd 2 of marigold.

i
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i
* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos - UFLA (Majoﬁ Professor) — Ricardo
Magela de Souza- UFLA.
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1 INTRODUCAO

A teoria de que bactérias ndo patogénicas residem em tecidos de plantas
foi formulada por Perotti (1926), citado por Hallmann et al. (1997). Desde 1940
ha iniimeros relatos de bactérias endofiticas nativas em varios tecidos de plantas,
incluindo sementes e ovulos (Mundt e Hinkle, 1976), tubérculos (Tervet e
Hollis, 1948), raizes (Philipson e Blair, 1957), caules e folhas (Henning e
Willforth, 1940, citados por Hallmann et al., 1997) ¢ frutos (Samish Etinger-
Tulczynska eBick, 1961). Bactérias isoladas de tecidos internos de plantas sadias
compreendem, até o momento, aproximadamente 129 espécies, representando
cerca de 54 géneros (Mundt e Hinkle, 1976; Gardner, Feldman e Zablotowicz,
1982; Mclnroy e Kloepper, 1995; Sturz, 1995; Hallmann et al., 1997:;, com
predominancia dos géneros Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter e
Agrobacterium. Os primeiros relatos consideravam bactérias endofiticas como
contaminantes resultantes da desinfestacdo superficial incompleta ou patogenos
latentes (Hollis, 1951; Thomas e Graham, 1952). Contudo, pesquisas mais
recentes tém demonstrado que bactérias endofiticas podem promover o
crescimento da planta e reduzir sintomas causados por diversos fitopatogenos
(Van Peer e Schippers, 1989; Frommel, Nowak e Lazarovits, 1991; Kloepper,
Wei e Tuzun, 1992; Pleban, Ingel e Chet, 1995). Da mesma forma, a baixa
tolerancia ao estresse de plantas axénicas é, as vezes, parcialmente atribuida a
auséncia de microrganismos endofiticos (Hallamann et al., 1997).

A metodologia utilizada é extremamente importante e limitante nas
investigacSes de bactérias endofiticas. Os procedimentos mais comuns para
isolamento de bactérias endofiticas tém sido baseados na tritura¢do de tecidos de
plantas desinfestados superficialmente usando varias substincias (Hollis, 1951,
Gadner, Feldman e Zablotowicz, 1982; Gagné et al.,, 1987; Caetano-Anollés,
Favelukes e Bauer, 1990; Misaghi e Donndelinger, 1990; Fisher, Petrini e Scott,
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1992; Sriskandarajah et al., 1993; Dong et al., 1994; Mclnroy e Kloepper, 1994;
Hinton ¢ Bacon, 1995; Pleban, Ingel e Chet, 1995; Quadt-Hallmann, Benhamou
e Kloepper, 1997, Quadt-Hallmann, Hallmann e Kloepper, 1997;), seguida por
diversas lavagens em 4gua ou solugdes tampées esterilizadas.

Para garantir a eficacia da desinfestagdo superﬁcial, outras etapas foram
acrescentadas ao processo, como o emprego do ultra-som, que tem se mostrado
eficiente no processo de extragio e isolamento he bactérias endofiticas
(Mariano et al, 1997; Assis et al., 1998). Outra adapatagio da técnica de
desinfestagdo superficial envolve a aplicagiio de gotas de etanol no tecido da
planta e flambagem da superficie (Dong et al., 1994). 3

Para isolar bactérias do xilema, tém sido empregadas bombas de
vacuo(Gardner, Feldman e Zablotowicz, 1982; Bell et al 1995) e a bomba de
pressdo Scholander (Hallmann, Kloepper e Rodriguez-Kabana, 1997). Também
tem sido utilizada a centrifugacdo para isolar bacctérias endofiticas de espacgos
intercelulares e intracelulares (De Wilt e Spickman, 198?).

No Brasil, alguns trabalhos tém sido realizados visando o isolamento de
bactérias endofiticas de tecidos sadios de plantas, como repolho (Assis et al.,
1998) e Ipomea sp. (Nascimento, 1998), para verifica .fo potencial antagdnico

ltn’s (Assis et al., 1998)

e a Raistonia solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

desses organismos a Xanthomonas campestris pv. camp

(Nascimento, 1998). No entanto, a relacio das bactenas endofiticas com
fitonematdides ainda ndo foi investigada.

O objetivo desse trabalho foi isolar bactérias endofiticas a partir de
sistemas radiculares sadios de diferentes espécies de plantas visando a realizacdo

de estudos de interagdo desses organismos com fitonematoides.

1
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem e locais de coleta de raizes de plantas.

Amostras de raizes de diversas espécies de plantas foram coletadas de
diferentes localidades nos municipios de Lavras, Ribeirdo Vermelho, ljaci e
Alfenas, no estado de Minas Gerais (TABELA 1). Em cada localidade
amostrada foram coletadas. trés plantas por hectare, distribuidas uniformemente
na érea, dando-se preferéncia para plantas aparentemente sadias e cujo sistema

radicular ndo apresentava galhas causadas por fitonematoides.

TABELA 1. Locais de coleta de amostras de raizes e os hospedeiros amostrados.
UFLA, Lavras — MG, 2000.

PLANTA AMOSTRADA LOCAIS DE COLETA

Braquiarnia (Brachiaria sp. L.) Lavras, Alfenas

Crotalaria (Crotalaria sp. L.) Lavras

Milho (Zea mays L.) Lavras, Ribeirdo Vermelho

Pimentdo (Capsicum annum L.) Lavras, Jjaci

Cravo de defunto (Tagetes erecta L.) Lavras

Tomateiro (Licopersicon esculetum Mill.) Lavras, Ribeirio Vermelho,
Baci

Trigo (Triticum aestivum L.) Lavras
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No campo, apos serem coletadas, as raizes foram envolvidas em papel
toatha umidecido, acondicionadas em sacos plasticos, devidamente identificadas
e transportadas ao laboratorio.

2.2 Jsolamento de bactérias endofiticas do sistema radicular.

As raizes sadias foram cuidadosameAte lavadas em agua de
torneira para eliminar o solo aderido a elas, transferidas para frascos contendo
solugio tampdo fosfato-potassio (PB) 0,02M esterilizada (pH 7,0) e submetidas
a agitacdo vigorosa em agitador orbital por 1 hora, senéo essa operagao repetida
4 vezes, apds troca da solugio PB. Em seguida, em cimara de fluxo laminar,
procedeu-se a desinfestacio superficial das raizes com alcool 50% por 30
segundos e hipoclorito de sédio 1% por 3 minutos, segulda de 3 lavagens de 1
minuto em solugdo PB. Para desalojar da superﬁcle bactérias epifiticas
remanescentes, as raizes foram, entio, transfendasr: para frascos contendo
solugdo PB esterilizada e submetidas a banho de ultra-som por 10 minutos. Nova
desinfestacdo superficial das raizes foi feita com hipoclorito de sodio 1% por 3
minutos seguida de 3 lavagens em solucio PB esterilig’ada. A seguir, as raizes
foram novamente transferidas para frascos contendo sBlugﬁo PB esterilizada e
submetidas a um banho de ultra-som por 10 minutos. A trituragio das raizes foi
feita em almofariz e pistilo esterilizados contendo PB e p tritbrado foi submetido
a um banho de ultra-som por 10 minutos para desagregacdo das particulas e
células bacterianas. Procedeu-se a homogeneizag¢io do triturado e posterior
diluicio em série em solugio PB com fator de diluigéio 1:10. Retiraram-se,
entdio, aliquotas de 100 pl das diluigses 107, 102, 103, que foram transferidas
para placas de Petri contendo meio ‘trypic soy agar’ (TSA - Difco)) e
espalhadas com auxilio de al¢a de Drigalsky. Foram i)reparadas cinco placas
para cada dilui¢do, que foram mantidas a 28 °C durante 48 horas em cimara de
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crescimento. Apés esse tempo, as colbnias bacterianas apresentando
caracteristicas morfologicas diferentes dentro de uma mesma amostra, foram
repicadas em meio TSA pelo método de estrias em “T”, visando a obtengio de
coldnias isoladas. Posteriormente foram transferidas para tubos de ensaio com
meio TSA inclinado e conservadas em cimara fria a 10 °C, sendo realizadas
repicagens periodicas.

Para verificar a eficiéncia da desinfestagdio superficial das raizes, apés
cada banho de ultra-som, como controle, aliquotas de 100l da solucio de PB
utilizada para aquela operagdo foram transferidas para placas de Petri contendo
meio TSA, que foram incubadas nas mesmas condi¢des descritas para as placas
preparadas com as diluigGes dos triturados. Nio havendo crescimento
bacteriano nessas placas dentro de 48 horas, os isolados obtidos pela trituragio

das raizes foram considerados endofiticos.

2.3 Manutencio dos isolados bacterianos obtidos.

Objetivando a preservagdo dos isolados por um maior periodo de tempo,
esses foram repicados para meio liquido peptona-glicerol, no qual
permaneceram por 18 horas sob agitagio constante a 28 °C. Apés esse periodo,
foram transferidos para tubos Eppendorff e mantidos em “freezer” a —80 °C.

2.4 Caracterizacio dos isolados obtidos.

Visando caracterizar parcialmente os isolados de bactérias endofiticas,
foram realizados os testes de coloragio de Gram e producdio de pigmentos
fluorescentes em meio King B (Schaad, 1988).



3 RESULTADOSE mscussf&o

3.1 Isolamento de bactéria endofiticas a "partir dos sistemas

N
3

radiculares de plantas.

Foram obtidos 81 isolados de bactérias endofiﬁcas a partir dos sistemas
radiculares sem sintomas de doencas das diferentes plantas amostradas
(TABELA 2), demonstrando a eficicia da técnica empregada, a qual permitiu o
isolamento de bactérias que ocorrem em diversos ;ﬁchos, como o xilema,
espagos inter e intracelulares. De fato, o emprego da d’&sinf&stac;éo superficial e
banho de ultra-som tém sido utilizado com sucesso palia isolamento de bactérias
epifiticas da superficie de frutos (Janisiewicz, 1988; Melo et al., 1995), bem
como para o isolamento de endofiticas (Assis et al., 1:996; Assis et al., 1998).
Varios trabalhos também tém demonstrado a ocorréncid de bactérias endofiticas
em diversas partes de plantas, tais como sementes e Svulos (Mundt e Hinkle,
1976), tubérculos (Tervet ¢ Hollis, 1948), raizes (Philipééon e Blair, 1957) caules
e folhas (Henning e Willforth, 1940, citados por Hallm#nn et al., 1997) e frutos
(Samish, Etinger-Tulczynska e Bick, 1961).

O nimero de isolados bacterianos obtidos foi diferenciado para cada
espécie de planta amostrada (TABELA 2). Maior nﬁmém de isolados foi obtido
a partir do sistema radicular de plantas de milho e braqu%iéria. De fato, a partir de
raizes de milho tem sido obtido grande niimero de isolados de varias espécies de
bactérias endofiticas como Agrobacterium sp., Bacillus sp., Burkholderia sp.,
Enterobacter sp, Pseudomonas sp., Serratia sp., além de outras espécies ndo
identificadas (MclInroy e Kloepper, 1995). Além dissq, bactérias diazotroficas
endofiticas dos géneros Herbaspirillum, Azoarcus e Azospirillum tém sido
isoladas a partir de raizes desinfestadas superﬁcialmen‘te de varias espécies de
gramineas como mitho, sorgo e “kallar grass” (Patriquin e Dobereiner, 1978;

!
i
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Schank et al., 1979; Umali-Garcia et al., 1980; Baldani et al., 1986; Reinhold-
Hurek et al., 1993).

Pequeno mimero de tipos morfolégicos foi obtido a partir de raizes de
plantas de cravo de defunto e plantas de trigo, apesar de grande nimero de
colonias desses tipos morfologicos terem sido observadas nas placas de Petri em
que foram realizados os isolamentos. Trabalbando com rizobactérias, Coimbra
(1998) também obteve apenas 4 isolados a partir de plantas de cravo de defunto.

A partif de raizes de tomateiro, foram obtidos onze isolados de bactérias
endofiticas, nimero intermediario quando comparado aos obtidos a partir de
outras espécies de plantas, contrastando com resultados relatados por Coimbra
(1998), que obteve 37 isolados de rizobactérias a partir dessa espécie de planta.
No entanto, a metodologia de isolamento utilizada por aquele autor ndo incluia
desinfestacdo superficial das raizes trituradas, sendo isoladas também bactérias
da rizosfera e do rizoplano. Por outro lado, o nimero de isolados obtidos a
partir de raizes de plantas de pimentdo se aproxima dos resultados relatados por
Coimbra (1998), que obteve 9 isolados de rizobactérias a partir dessa planta.



TABELA 2. Numero e cédigos dos isolados de bactérias endofiticas obtidos a
partir do sistema radicular das diferentes plantas amostradas.

UFLA, Lavras-MG, 2000.
NUMERO DE !
PLANTA AMOSTRADA  ISOLADOS CODIGOS DOS ISOLADOS
OBTIDOS |
Braquidria 22 BRAI. BRA2, BRA3, BRA4,
(Brachiaria sp.) BRAS, BRA6, BRA7, BRAS,
BRA9, BRALO, BRALIL, BRAL,
BRA13, BRAl4, BRAIS, BRAIS,
BRAI7, BRAIS. BRAI9. BRA20,
BRA21. BRA22
Crotalaria 08 CROl, CRO2, CRO3, CRO4,
(Crotalaria sp.) CROS, CRO6, CRO7, CROS
Milho (Zea mays) 26 MIL1, MIL2, MIL3, MIL4, MILS,
MIL6, MIL7, MIL8, MIL9, MILIO,
MIL1l. MILI2, MILI3, MIL14,
MIL15, MIL16, MIL17, MILIS,
MIL19, MIL20, MIL21, MIL22,
MIL23, MIL24, MIL25, MIL26
Pimento 07 PIM1, PIM2, PIM3, PIM4, PIMS5,
(Capsicum annum L.) PIMS6, PIM7
Cravo de defunto 02 TAG1. TAG2
(Tagetes erecta L.)
Tomateiro n TOMI. TOM2, TOM3, TOM4,
(Licopersicon esculetum TOMS. TbMG, TOM7. TOMS.
Mill.) TOMY, Toiyno, TOM11
Trigo (Triticum aestivum L.) 05 TRIL. TRIZ, TRI3, TRI4, TRI5
TOTAL 81 '
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3.2 Caracterizaciio dos isolados bacterianos.

Dos oitenta e um isolados obtidos, quarenta e oito sio Gram negativos
(59,26%) e trinta e trés Gram positivos (40,74%). Em geral, entre as bactérias
endofiticas, espécies Gram negativas sio consideradas dominantes quando
comparadas com as Gram positivas, contabilizando 78% dos isolados do xilema
de videira (Bell et al., 1995), 84% do xilema de raizes de citros (Gardner et al.,
1982), 94% de raizes de alfafa (Gagné et al., 1987) e 75% de tecidos de milho e
algodoeiro (McInroy e Kloepper, 1994). Por outro lado, Lalande et al., (1989)
encontraram 88% de bactérias Gram positivas em raizes de plantas de milho
com 2 meses de idade e Leifert, Waites e Nicholas (1989) relataram uma média
de 70% de bactérias Gram positivas de nove espécies de plantas
micropropagadas depois de 12 meses.

Dentre os isolados Gram negativos, dezoito (37,50%) produziram
pigmentos fluorescentes em meio King B, podendo ser indicativo de
Pseudomonas fluorescens. De fato, de acordo com Hallmann et al. (1997), os
géneros de bactérias endofiticas isolados com maior frequéncia sio
Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter e Agrobacterium, sendo que o maior
numero das espécies de Pseudomonas refere-se as do grupo fluorescente (Luz,
1996).
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TABELA 3. Caracteristicas apresentadas pelos isolados de bactérias endofiticos
quando submetidos aos testes de colomﬁo de Gram e de produgio

de pigmentos fluorescentes em meio King B. UFLA, Lavras-MG,
2000.

N“DE ORDEM CODIGODOISOLADO GRAM _ FLUORESCENCIA EM

MEIO KING B
o1 MIL 1 - -
02 MIL 2 , -
03 MILL 3 + -
04 MIL 4 - -
05 MILL 5 + -
06 MIL 6 - ; -
07 MIL 7 + : -
08 MIL 8 - | .
09 MIL 9 + -
10 MLL 10 + -
11 MIL 11 + | -
12 MIL 12 - | -
13 MIL 13 . -
14 MIL 14 . ]
15 MIL 15 + { -
16 MIL 16 + -
17 MIL 17 . -
18 MIL 18 + -
19 MIL 19 + .
20 MIL 20 : | +
21 MIL 21 + | -
22 MIL 22 - -
R continua......”



TABELA 3 (continuacio)

23 MILL 23 + -
24 MIL 24 + -
25 MIL 25 + -
26 MIL 26 + -
27 BRA 1 + -
28 BRA 2 - -
29 BRA 3 + -
30 BRA 4 -

31 BRA S -

32 BRA 6 - -
33 BRA 7 - +
34 BRA 8 - -
35 BRA 9 -

36 BRA 10 -

37 BRA 11 - -
38 BRA 12 + -
39 BRA 13 - +
40 BRA 14 - -
41 BRA 15 + -
42 BRA 16 - +
43 BRA 17 -
44 BRA 18 + -
45 BRA 19 - -
46 BRA 20 - +
47 BRA 21 - -
48 BRA 22 + -
49 TOM 1 - -
50 TOM 2 - -

© reseeanes continua.......



TABELA 3 (continuagio)

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

TOM 3
TOM 4
TOM 5
TOM 6
TOM 7
TOM 8
TOM 9
TOM 10
TOM 11
CRO1
CRO2
CRO3
CRO4
CRO 5
CRO6
CRO7
CRO 8
PIM 1
PIM 2
PIM 3
PIM 4
PIM 5
PIM 6
PIM 7
TRI 1
TRI 2
TRI 3

L

s

.......
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78
79
80
81

TRI4
TRI 5
TAG1
TAG2




4 CONCLUSOES

Bactérias endofiticas estdo associadas aos sistemas ;xi'adiculares de plantas sem
sintomas de doengas.

Foram obtidos 81 isolados de bactérias endofiticas, sendo 22 a partir do sistema
radicular de plantas de braquidria (Brachiaria sp.). 8 de crotaldria (Crotalaria sp.).
26 de milho (Zea mays), 7 de pimentéio (Capsicum annum L.), 2 de cravo de defunto
(Tagetes erecta L.), 11 de tomateiro (Licopersicon esculetum Mill.) e 5 de trigo
(Triticum aestivum L.). ;

Nos locais em que foram realizadas as coletas e nas plan;as amostradas, as bactérias
endofiticas predominaram qualitativamente nas raizes de gramineas.

Nos locais em que foram realizadas as coletas e nas plar‘}ta.s amostradas, as bactérias
endofiticas Gram negativas predominaram qualitativaméhte em relagdo as bactérias
Gram positivas.
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CAPITULO 3

EFEITO DE FILTRADOS DE ISOLADOS DE BACTERIA§
ENDOFITICAS NA MOTILIDADE, MORTALIDME E ECLOSAO DE
JUVENIS DE SEGUNDO ESTADIO DE Mela‘idogyne Jjavanica.

RESUMO

NAVES, Rosemeire de Lellis, Efeito de filtrados de isolados de bactérias
endofiticas na motilidade, mortalidade e eclosdo; de juvenis de segundo
estadio de Meloidogyne javanica. In: . Bactérias endofiticas do
sistema radicular: isolamento e potencial para o controle biologico de
fitonematdides. Lavras: UFLA, 2000. cap.3. p.63 -83. (Tese — Doutorado
em Fitotecnia).” !J

Testaram-se os efeitos dos filtrados das culturas de 40 isolados de

bactérias endofiticas obtidos a partir do sistema radicular de diferentes espécies
de plantas na motilidade, mortalidade e eclosdo de juvenis de segundo estadio
(J2) de Meloidogyne javanica. Para obtencgio dos filtrados, as bactérias foram
cultivadas em meio liquido “trypic soy broth” (TSB) por 7 dias a 28 °C sob
agitacdo constante a 100 rpm, centrifugadas a 10.000g por 15 minutos e o
sobrenadante filtrado em filtro Millipore de 0,22um de abertura de poro. Cerca
de 100 ovos ou 100 ], foram colocados em cada filtrado bacteriano para os
ensaios de motilidade, mortalidade e eclosio, r&cpectiyamente. As avaliagdes
foram feitas apos 24 e 48 horas para motilidade e mor!talidade e apds 15 dias
para a eclosdo de juvenis. Dos isolados testados, sete i‘mobilizaram 0s juvenis
em 24 horas, ndo ocorrendo recuperagio da mobilidade apés serem transferidos
para agua, provocando, dessa forma, porcentagens de mortalidade semelhantes 2
provocada pelo nematicida aldicarbe utilizado como controle. Os mesmos
isolados também inibiram eficientemente a eclosdo dos juvenis. Dois isolados
provocaram a morte de mais de 90% dos juvenis som;ente apos 48 horas de
exposi¢do. Diferentes diluigSes dos filtrados dos 8 isolados mais eficientes
também foram testadas. Maiores indices de mortalidade e redugio na eclosio
foram provocados pelas dilui¢des 1:0 e 1:1 (v/v) (filtrado:agua).

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Oriemador) - Ricardo Magela de
Souza - UFLA. (Co-Orientador) ﬁ
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ABSTRACT

NAVES, Rosemeire de Lellis. Effect of isolates on motility, mortality and
hatching of second stage juveniles of Meloidogyne javanica Ini___
Endophytic bacteria of the root system: isolation and potential on the
biological control of plant parasitic nematodes. Lavras: UFLA, 2000.
Cap.3, p.63-83. (Doctorate Thesis in Crop Science).”

Filtrates of 40 isolates of endophytic bacteria from the root system of
different plant species on the motility, mortality and hatching of second stage
juveniles (J,) of Meloidogyne javanica were tested. For obtaining the filtrates,
bacteria were cultivated in liquid trypic soy broth (TSB) medium for seven days
at 28°C under constant stirring at 100 rpm, centrifugalized at 10,000 G for 15
minutes. The supernatant was filtrated in Millipore filter of 0,22 um of pore
openning. The evaluations were done 24 and 48 hours later by counting the
numbers of nonmotile nematodes and dead. Hatched J, were counted 15 days
after setting up the experiment. Seven bacterial isolates immobilized the
Jjuveniles in 24 hours of exposure, but the movement was not recovered when
placed in water. This effect was similar to aldicarb treatment used as control.
These isolates inhibited hatching, as well. Two isolates kilied more than 90% of
the J after 48 hours exposure. Dilutions of the filtrates were tested using the best
isolates based on reducion of hatching, increased mortality e inhibition of
motility. Dilutions of 1:0 and 1:1 (bacterial filtrate: water) greatly reduced hatch,
increased mortality and inhibited movement of J,.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor) — Ricardo
Magela de Souza - UFLA,
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de bactérias no controle biolégico de fitonematéides tem
recebido aten¢do apenas nas ultimas décadas, sendo enfatizadas as bactérias
parasitas do género Pasteuria e as rizobactérias (Campoé; Souza e Souza, 1998).
0 modo de acio desses organismos sobre os nematéides tem sido enfatizado em
alguns trabalhos (Jonhston, 1959; Sayre, 1980; Sikora, e Hoffmann-Hergaten,
1996; Quadt-Hallmann et al., 1996)| Bactérias, como%algumas espécies dos
géneros Clostridium, Desulfovibrio, Bacillus, Chromobacterium, Enterobacter e
Pseudomonas, ja demonstraram a capacidade de produzir substincias téxicas aos
nematéidesi(‘]onhston, 1959; Lizuka et al.1962; Rodriguez-Kabana, Jordan e
Hollis, 1965; Wilt e Smith, 1970; Ignoffo e Dropkin, l}977; Jacq e Fortuner,
1979). O efeito nematicida e nematostitico de filtrados de culturas bacterianas
foi inicialmente demonstrado por Lizuka et al. (1962) trabalhando com 134
isolados de bactérias do género Pseudomonas, dos quais 69 apresentaram
intensa atividade nematicida contra Meloidogyne sp\Os mesmos autores
demonstraram que filtrados de cultura de 9 isolados de Enterobacter
apresentaram alta atividade nematicida. Filtrados de cultura de Bacillus cereus
crescida em meio ‘trypic soy broth’ (TSB) mostraram atividade nematicida a J e
ovos de Meloidogyne javanica (Oka, Chet e Spiegel, 1993). Cameiro, Souza e
Belarmino (1998) testaram vinte e um isolados de Bacillus spp. em juvenis do
segundo estadio de Meloidogyne javanica em ensaios in vitro. A cultura total e o
sobrenadante de B. thuringiensis brasiliensis e B. lateospo?'us mataram J, recém
eclodidos apés 24 e 48 horas, enquanto B. thuﬁi;giensis aizawai, B.
thuringiensis morrisoni e B. circulans causaram apenas imobiliza¢do ou reducio
de movimento. Varios modos de a¢do tém sido preconizados para explicar a
agdo antagonistica de bactérias a nematodides (Kloepper eéi al., 1980; Neilands,
1981; Van Peer e Schippers, 1989). |
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As bactérias até entdo estudadas na produgdo de substincias toxicas a
fitonematoides tem sido rizobactérias, bactérias livres do solo ou do filoplano. O
estudo das bactérias endofiticas nesse aspecto merece atenco, uma vez que
esses organismos, devido a sua capacidade de viver no interior dos tecidos da
planta, escapam da competicio com outros microrganismds do solo (Misaghi e
Donndelinger, 1990), podendo estar melhor adaptados a sobreviver nesse
ambiente competitivo, beneficiando-se do catabolismo de metabélitos de plantas
(MclInroy e Kloepper, 1995). Nenhuma pesquisa tem sido desenvolvida sobre o
antagonismo de bactérias endofiticas aos nematdides no Brasil.

No presente trabalho, objetivou-se avaliar, in vitro, o efeito dos
.metabolitos produzidos por bactérias endofiticas isoladas a partir do sistema
radicular de diferentes espécies de plantas, como braquidria (Brachiaria sp. L.),
crotalaria (Crotalaria sp. L.), milho (Zea mays L.), tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) e trigo (Triticum aestivum L.) na motilidade, mortalidade e
eclosio de juvenis de segundo estidio de Meloidogyne javanica (Treub)
Chitwood, 1949.



2 MATERIAL E METODOS
Quarenta isolados de bactérias endofiticas de sistemas radiculares de
plantas de braquiaria, crotaliria, milho, tomate e trigo obtidos em trabalhos
anteniores, foram utilizados para produgio dos filtrados.

2.1 Preparo dos filtrados de cultura de bactérias endofiticas.

Os 1solados de bactérias endofiticas preservados em meio liquido
peptona-glicerol em “freezer”, a —80 °C, foram transferidos para placas de Petri
contendo meio ‘trypic soy agar’ (TSA) e incubados a 28 °C em cimara de
crescimento (BOD). Apés 48 horas, pequena porgio do crescimento bacteriano,
com auxilio de alga de platina, foi repicada para frascos Qe vidro contendo 100
ml de meio liquido “trypic soy broth” (TSB), que foram mantidos a 28 °C por 7
dias em agitador orbital, sob agitacdo de 100 rpm. Apés esse periodo, as
culturas foram centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos para remogdo das
células bacterianas e o sobrenadante foi filtrado em filtro Millipore com 0,22 pm
de didmetro de poro. ‘

2.2 Obtengidio de ovos de Meloidogyne javanica. ‘

Ovos de Meloidogyne javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949, foram
extraidos de raizes de tomateiro ‘Santa Clara’ mantidas ém casa-de-vegetacio
através da técnica proposta por Hussey e Barker (1973). Para tanto, raizes de
tomateiro com galhas foram cuidadosamente lavadas com agua de tomeira em
bandeja e, em seguida, cortadas em pedagos de O,Scmt de comprimento e
trituradas em liquidificador com 200ml de hipoclorito dé sédio 0,5% por 1
minuto. Apés a trituragdo, a suspensio foi vertida em um é.’onjunto de peneiras
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de 0,075mm sobre 0,038mm de abertura. O material retido na peneira de
0,038mm foi coletado num becker com auxilio de piseta com agua,

completando-se todo o processo em 2 minutos.

2.3 Obtencio de juvenis de segundo estidio de Meloidogyne javanica.

Para obtencdo de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne javanica, a
suspensdo de ovos, obtida conforme descrito em 2.2, foi colocada em cimaras
de eclosdo preparadas em placas de Petri de 10cm de didmetro. Uma tela plastica
fina foi colocada no fundo da placa e coberta com papel extra-fino em fothas
duplas. A cada placa foram adicionados 25m! de suspensdo de ovos e, apos 24

horas, foram coletadas as suspensdes J,.

2.4 Efeito do filtrado de culturas de bactérias endofiticas na motilidade e

mortalidade de juvenis do segundo estddio de Meloidogyne javanica.

Para avaliar o efeito do filtrado de culturas de bactérias endofiticas na
motilidade e mortalidade de J», 0,6ml de cada filtrado, obtido conforme descrito
em 2.1, foi colocado em ldminas escavadas esterilizadas, para onde foram
transferidos cerca de 100 J, de Meloidogyne javamica recém eclodidos,
previamente tratados com sulfato de estreptomicina 0,1% por cinco minutos e
lavados em é4gua destilada esterilizada. As laminas foram transferidas para
placas de Petri contendo papel de filtro umidecido e mantidas em condigdes de
laboratorio a 25 +2°C. Foram feitas 8 .repeti¢des para cada tratamento e as
testemunhas foram agua destilada esterilizada, meio TSB sem crescimento
bacteriano e aldicarbe a 50ppm. Apés 24 e 48 horas avaliaram-se, com auxilio

de microscépio estereoscdpio, as porcentagens de I, imobilizados e mortos,
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utilizando-se 4 repeticdes a cada periodo de avaliagdo. Foram considerados
mortos os nematdides que, 24 horas apos terem sido retirados do filtrado e
transferidos para dgua, ndo recuperaram a mobilidade. Foram montados dois

ensaios, sendo utilizados 20 isolados em cada um. ¥

2.5 Efeito do filtrado de culturas de bactérias eﬁdoﬁﬁcas na eclosiio de
juvenis do segundo estidio de Meloidogyne javam‘ca.‘

Para avaliar o efeito do filtrado de culturas dq‘fbactérias endofiticas na
eclosdo de J;, Sml de cada filtrado, obtido conforme jd&scn'to em 2.1, foram
colocados em placas de Petri de 4cm de didmetro esteﬁlizadas, para onde foram
transferidos cerca de 100 ovos de Meloidogyne javaniica, previamente tratados
com sulfato de estreptomicina 0,1% por cinco minytos e lavados em agua
destilada esterilizada. As placas foram mantidas em condig¢des de laboratério a
25 £2°C. Apés 15 dias avaliou-se, com auxilio de I‘l‘llCl‘OSCOplO estereoscopio, a
porcentagem de J, eclodidos. Foram feitas 5 repethoas para cada tratamento,
sendo utilizados como testemunhas agua destilada esterilizada, meio TSB sem
crescimento bacteriano e aldicarbe a 50ppm. Foram montados dois ensaios,

sendo utilizados 20 isolados em cada um.

2.6 Efcito de diferentes diluigdes dos filtrados de culturas de bactérias endofiticas
na motilidade, mortalidade e eclosdo de juvenis do segundo estidio (J.) de
Meloidogyne javanica.

Para avaliar o efeito de diferentes diluigdes dos filtrados sobre M.
Javanica selecionaram-se oito isolados que se mostraram mais eficientes na
reducdo da motilidade e eclosdo e aumento da mortalidade de J> de Meloidogyne

Javanica. Para tanto, os filtrados das culturas bacterianas' foram diluidos em dgua
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destilada esterilizada nas proporgdes de 1:0, 1:1, 1:2 e 1:3 (v/v) (filtrado:agua) e

os ensaios montados conforme descrito em 2.4 e 2.5.
2.7 Delineamento experimental e andlise estatistica.

Os ensaios foram montados em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC). Os dados obtidos foram transformados em y= arcsen V x/100
¢ submetidos a analise de-varidncia. As médias de cada tratamento nos dois
primeiros ensaios foram agrupadas pelo teste de Scott & Knott (Scott e Knott,
1974) ao nivel de 5% de significincia. No ensaio em que foi testado o efeito de
diferentes diluigbes dos filtrados bacterianos, foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 8 x 4 e as

meédias foram agrupadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significincia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito in vitro de filtrados dos isolados de bactérias endofiticas utilizados
nos ensaios na motilidade, mortalidade e eclosio de juvenis do segundo
estidio (Jz) de Meloidogyne javanica. |

A porcentagem de J, iméveis apds 24 horas foi muito baixa, ndo
diferindo das testemunhas agua e TSB, em apenas trés filtrados bacterianos, no
primeiro ensaio (TABELA 1). No segundo ensaio, todos os filtrados tiveram
mais juvenis iméveis do que as testemunhas agua e TSB (TABELA 2). Apos 48
horas esses valores variaram. No primeiro ensaio, filtrados de sete isolados ndo
diferiram das testemunhas (agua e TSB). No segundo :‘ensaio, novamente, todos
os filtrados tiveram mais juvenis iméveis do que as testemunhas (agua e TSB).

Cinco filtrados de isolados bacterianos no primeiro ensaio e dois no
segundo proporcionaram porcentagens de J, iméveis ac‘iima de 85%, tanto em 24
quanto em 48 horas de exposi¢o, aproximando-se da testemunha aldicarbe.

Observa-se, portanto, que a maioria dos isolados bacterianos produze in
vitro substancias que afetam a motilidade de M Javanica e que tais substéncias
podem ser diferentes ou sere produzidas em quantldades elevadas em alguns
isolados, causando, por conseguinte, efeito mais d.rastlco na motilidade de J,
Resultados semelhantes foram encontrados por Carmneiro, Souza e Belarmino
(1998), que trabalhando com isolados de BaciIIus, observaram que B.
thuringiensis aizawai, B. thuringiensis morrisoni e ‘:B. circulans causaram

imobilizacdo ou redu¢do de movimento em J, recém eclbdidos de M. javanica.
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TABELA 1. Porcentagens médias de juvenis de Meloidogyne javanica imdveis,
mortos e eclodidos quando expostos aos filtrados das culturas dos
isolados bacterianos utilizados no primeiro ensaio in vitro. UFLA,
Lavras-MG, 2000.

PERCENTAGEM DE PERCENTAGEMDE PERCENTAGEM

ISOLADO  JUVENIS IMOVEIS JUVENIS MORTOS DE JUVENIS
APOS24 APOS48 APOS24 APOS48 ECLODIDOS
HORAS  HORAS HORAS  HORAS

TOM 1 250f 4,75e 2,00h 475¢ 89,60b
CRO1 025g 4,50¢ 0,251 4,50¢ 95,20 ¢
TRI 1 4.25d 66.5b 33,75 66,50 b 95,00¢c
TRI 2 0,00g 1,50e 0,00 1.50e 89.40b
MIL 1 90,50 b 98,50 a 90,50 b 98,50 a 10,40 a
MIL 2 4,50 f 11,25d 3,75h 11,25d 93,20¢
MIL 3 325f 475e 3,00h 475¢ 9420 ¢
MIL 4 93,25b 96.25a 93,25b 96,25 a 14.20a
MIL 5 91,50b 95,75a 91,50b 95,75a 920a
ML 6 100g 575¢ 1,00i 57e 91,00b
MIL 9 3,75¢F 425e 2,75h 425¢ 91,00b
MIL 10 54,25¢ 78,50b 54,25d 74,10b 93,00¢
MIL 11 36,50d 76,25b 36,50 ¢ 76,25 b 92,80¢
MIL 12 7.00e 10,00d 700g 9.25d 90,80 b
MIL 14 2,25f 500e 2,25h 500e 93,20b
MIL 16 90.00b 96.25a 7500 ¢ 96.25a 1220 a
MIL 17 5,25f 10,25d 525g 10,25d 82,20b
MIL 19 52,00e 72,000 5200e 70.00b 88,800
MIL 20 12,00¢c 3900c 12,00 39,00c 91,400
MIL 21 85,250 95.00a 85.25¢ 95,00a 880a
AGUA 0,00g 0,00e 0,001 0,00 e 96,60 ¢
TSB 050g 275e 0,00i 275e 96,20 ¢
ALDICARBE 9950 a 100,00a 99.50 2 100,00 a 4.60 a

Médias seguidas por letras distintas, nas colunas, diferem entre si pelo teste de
Scott & Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 2. Porcentagens médias de juvenis de Meloidogyne javanica imoveis,
mortos e eclodidos quando expostos aos filtrados das culturas dos
isolados bacterianos utilizados no segundo ensaio in vitro. UFLA,
Lavras-MG, 2000. ’1

1
PERCENTAGEM DE PERCENTAGEMDE PERCENTAGEM
ISOLADO _ JUVENIS IMOVEIS JUVENIS MORTOS DE JUVENIS
APOS24 APOS48 APOS24 APOS 48 ECLODIDOS
HORAS HORAS HORAS HORAS

BRA 2 32,25¢ 56,75 ¢ 32,25b 56,75 ¢ 90,40 ¢
BRA 4 1,75f  29.75d 11.75¢ 29,75d 91,80 ¢
BRA 5 85,25¢ 98,252 8525a 98,25 a 9,00 a
BRA 6 525g 2400 e 4,25¢ 24.00¢ 87.20¢
BRA 8 2,75g 13,50¢ 2,75¢ 13,50 ¢ 85,80 ¢
BRA 9 2,25g 27.00d 225¢ 27,00d 89.20 ¢

BRA 10 300g 16,75¢ 3,00¢c 16,75¢ 91,80 ¢
BRA 11 250¢g 58.50 ¢ 2,75¢ 58,50 c 76,80 ¢
BRA 12 4,00g 1825¢ 4,00c 18,25¢ 89,40 ¢
BRA 13 1375f  64.25¢ 12,00¢ 56,75 ¢ 90.40 ¢
BRA 14 225g 37,75d 225¢ 37,75d 90,80 ¢
BRA 15 9450b  9825a 94,50 a 98.75a 20.00b
BRA 17 12,00f  64,75¢ 12,00¢ 64,75¢ 89,00 ¢
BRA 18 34,50 ¢ 60,50 ¢ 3450b  60.50c¢ 91.40¢
BRA 19 5500d  93,50b  5500b  93.50b 89,60 ¢
BRA 20 67.25d  98.75a 67.25b  98.75a 88,00¢c
MIL 7 64,25d  9925a 64,25b 99.252 12,002
MIL 8 43,25¢ 60,00 ¢ 43,25b  60.00¢ 28400
MIL 13 41,25¢  66,75¢  41,25b  66,75¢c 92,80 c
MIL 15 13,25d  39,50d 10,75¢ 39.50d 8440 ¢
AGUA 0,00 h 0,251 0.00¢ 0,251 95,00 ¢
TSB 0,50 h 225¢ 0.00¢ 2251 94,20 ¢

ALDICARBE  99.25a  10000a 99252 100.00 a 3.20a

Médias seguidas por letras distintas, nas colunas, dlferﬁr)n entre si pelo teste de
Scott & Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

73



A porcentagem de J, mortos- apés 24 horas foi maior do que nas
testemunhas (agua e TSB) na maioria dos isolados no primeiro ensaio e em 45%
dos isolados no segundo ensaio. Apenas trés isolados no primeiro ensaio e onze
no segundo ndo diferiram das testemunhas (igua e TSB) (TABELAS 1 e 2).
Apos 48 horas a mortalidade aumentou em todos os isolados alterando os
valores anteriormente comentados (TABELAS 1 e 2). Apenas sete isolados nio
diferiram das testemunhas (agua e TSB) no primeiro ensaio. Ja no segundo
ensaio a mortalidade foi maior do que as testemunhas (agua e TSB) em todos os
filtrados testados (TABELAS 1 e 2).

0 primeiro ensaio, os mesmos cinco isolados que mais afetaram a
otilidade de J; discutidos anteriormente também mantiveram alta mortalidade

0 segundo ensaio, também os mesmos dois isolados que mais afetaram a
motilidade continuaram causando as mais altas mortalidades. Entretanto, mais
dois isolados no segundo ensaio também proporcionaram altas mortalidades,
acima de 90%, quando expostos por 48 horas. Esses mesmos isolados
broporcionaram taxa de mortalidade entre 60 e 70% quando expostos por 24

horas.
Cﬁe, portanto, que as substincias ou as dosagens mais elevadas delas
ue causam imobilidade, sdo as mesmas que causam mortalidade. Lizuka et al.
be'm relataram que sessenta e nove isolados de bactérias do género
; Pseudomonas apresentaram intensa atividade nematicida contra Meloidogyne
sp. Os mesmos autores demonstraram que filtrados de cultura de 9 isolados de
Enterobacter apresentaram alta atividade nematicida. Filtrados de cultura de
Bacillus cereus crescida em meio ‘trypic soy broth’ (TSB) mostraram atividade
nematicida a J, de Meloidogyne javanica (Oka, Chet e Spiegel, 1993). Cameiro,

Souza e Belarmino (1998) testaram vinte e um isolados de Bacillus spp. em

juvenis do segundo estadio de Meloidogyne javanica em ensaios in vitro. A
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cultura total e o sobrenadante de B. thuringiensis brasiliensis e B. lateosporus
mataram J; recém eclodidos apos 24 e 48 horas.

A porcentagem de eclosdo foi alta na maioii‘ia dos isolados testados,
tanto no primeiro quanto no segundo ensaio. A eclosio de J, de M. javanica em
seis e dezesseis isolados no primeiro e segundo ensaios, respectivamente,
tiveram eclosdo semelhante as testemunhas (aguae TSB) (TABELAS 1 ¢ 2). As
mais baixas eclosdes no primeiro ensaio provieram dos mesmos cinco isolados
que afetaram grandemente a motilidade e causaram alta mortalidade. No
segundo ensaio, os mesmos dois isolados que afetaram grandemente a
motilidade e causaram alta mortalidade também proporcionaram alta inibi¢do da
eclosdo. Entretanto, dos dois isolados que propércionaram também alta
mortalidade, apés 48 horas, BRA 20 e MIL 7, com discutido anteriormente,
apenas um deles, MIL 7, inibiu significativamente a eclosao de J, (TABELAS 1
e 2). '

ovamente, parece que as substincias ou suds dosagens que afetam a
motilidade e provocam alta mortalidade, também inibem a eclosio, afetandd, por
conseguinte, os embrides dentro dos ovos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Oka, Chet e Spiegel (1993), que veriﬁcaratlx‘l que filtrados de cultura
de Bacillus cereus crescida em meio ‘trypic soy broth’ (TSB), mostraram
tvidade nematicida a ovos de Meloidogyne javanica. -

A motilidade e mortalidade de J, como bioteste para substincias
produzidas in vitro por bactérias endofiticas parecé’m discemnir melhor os
isolados que produzem essas substincias téxicas quando a exposicio do
nematobide € de 24 horas apenas. A avaliagio da eclosdo de J> em presenca de
filtrados bacterianos ajuda a descartar isolados que, nos testes de motilidade e
mortalidade, tiveram resultados intermediarios. Obsetva-se que os filtrados
obtidos dos isolados TRI 1 e MIL 19 propiciaram ;redugdes crescentes na
motilidade e mortalidade quando as exposicdes a esses!filtrados variaram de 24



ANt

para 48 horas. Contudo, quando ovos foram colocados em cimara de eclosdo
com esses filtrados a eclosdo foi 6tima, acima de 88% (TABELAS 1 e 2). Desta
forma, nos biotestes para selecionar filtrados bacterianos devem ser empregados
os trés testes concomitantemente.

3.2 Efeito de diferentes dilui¢des dos filtrados de culturas de bactérias endofiticas
na motilidade, mortalidade e eclosdo de juvenis do segundo estidio (J,) de

Meloidogyne javanica.

Os oito isolados testados comportaram-se de forma semelhante quanto a
motilidade de J; apés 24 horas de exposicéo, ndo havendo diferenca significativa
entre eles pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significincia (TABELA 3). No
entanto, intera¢do significativa foi observada entre as dilui¢des dos filtrados e os
isolados. Maiores porcentagens (acima de 90%) de juvenis imoveis foram
observadas quando os filtrados foram utilizados sem dilui¢do (1:0), havendo
redugdo dessas porcentagens a medida que o filtrado foi diluido. De forma geral,
diferengas significativas foram observadas entre as diluicGes de cada isolado.
Apenas para o isolado MIL 21 n3o houve diferenca significativa entre as
diluigSes 1:2 e 1:3. Valores entre 41,50% e 55,00% de juvenis iméveis foram
observados quando os filtrados foram diluidos na razdo de 1:2. Contudo, esses
valores cairam para até 1,25% nas diluigdes 1:3. Comportamento semelhante dos
filtrados de cada isolado nas diferentes dilui¢Ses foi observado para motilidade
apos 48 horas (TABELA 4) e mortalidade apds 24 horas de exposigio
(TABELA 5).

Néo foram observadas diferengas significativas entre os filtrados dos
isolados nem interagdo entre os isolados e as dilui¢des, quanto & mortalidade,
apos 48 horas de exposi¢do (TABELA 6). No entanto, as porcentagens médias
de juvenis mortos foram significativamente diferentes entre as dilui¢Ges testadas.
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Foram observados, em média, 96,91% , 87,94%, 67,56% ¢ 5,35% de juvenis
mortos nas dilui¢des 1:0, 1:1, 1:2 ¢ 1:3, respectivamentei.

TABELA 3,

Porcentagens médias de juvenis de segundo estadio de
Meloidogyne javanica imoveis apés 24 horas de exposicio as diferentes
diluigdes dos filtrados de culturas de bactérias endofiticas. UFLA, Lavras-MG,

2000.
ISOLADO DILUICOES (FILTRADO:AGUA) MEDIA
1:0 1:1 1:2 1:3
MIL 1 90,25 a 78,75b 52,50 ¢ 525d 56,69
MIL 4 93,75a 69,00 b 52,25¢ 4,25d 55.56
MILL 5 9325a 81,75b 47,00¢ 2,25d 56,06
MILL 16 91,00 a 77,00b 44,50 ¢ 2,00d 53,62
MIL 21 83,75a 76,75b 41,50 6,75¢ 52,19
BRA 5 88.00a 76,50 b 52,50 ¢ 4,00d 55,25
BRA 15 96,00 a 71.75b 52,50 ¢ 1,25d 56,88
MIL 7 96.50 a 78,00 b 55,00 ¢ 1,25d 57.69
MEDIA 91,56 76,94 50,09 3,38 55,49

Médias seguidas por letras iguais, nas linhas, nio difere
Tukey ao nivel de 5% de significancia.

|
f.
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TABELA 4. Porcentagens médias de juvenis de segundo estidio de
Meloidogyne javanica imoveis apoés 48 horas de exposicio as diferentes
dilui¢des de filtrados de culturas de bactérias endofiticas. UFLA, Lavras-MG,
2000.

ISOLADO DILUICOES (FILTRADO:AGUA) MEDIA
1:0 1:1 1:2 1:3
MIL 1 9800 a 90,25b 67,50 ¢ 7,.75d 65,88
MIL 4 98.00a 82,50b 69,00 ¢ 6,25d 63.94
MILL 5 97.75a 88,50b 68,75¢ 2,75d 64,50
MIL 16 9475a 87,00b 66,75¢ 4,50d 63,25
MIL 21 95,00 a 89,25b 61,25¢ 10,25¢ 63,94
BRA S 96,50 a 88.75b 72,00c 7,50d 66,19
BRA 15 98.00 a 88,500 67,50 c 4.00d 64,50
MIL 7 98,00 a 90,25b 68,25¢ 0,75d 64.31
MEDIA 96,91 87,94 67,36 5,38 64,56

Médias seguidas por letras iguais, nas linhas, nio diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significincia.

TABELA 5. Porcentagens médias de juvenis de segundo estadio de
Meloidogyne javanica mortos apds 24 horas de exposi¢do as diferentes diluigSes
de filtrados de culturas de bactérias endofiticas. UFLA, Lavras-MG, 2000.

ISOLADO DILUICOES (FILTRADO:AGUA) MEDIA
1:0 1:1 1:2 1:3

MIL 1 90,252 78.75b 52,50 c 5,25d 56,69
MIL 4 93,752 69.00b 5225¢ 425d 55,56
MIL 5 93252 81,75b 47,00 ¢ 225d 56,06
MIL 16 91,002 77,00 b 44,50 ¢ 2,00d 53,62
MIL 21 83,75a 76,75b 41,50 ¢ 6,75¢ 52,19
BRA 5 88002 76.50 b 52,50 ¢ 4,00d 5525
BRA 15 96,00 2 77,75b 52,50 ¢ 1,25d 56,88
MIL 7 96.50 a 78,00 b 55,00 1.25d 57.69
MEDIA 91,56 76,94 50,09 3.38 55,49

Médias seguidas por letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significincia.
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TABELA 6. Porcentagens médias de juvenis de segundo estidio de
Meloidogyne javanica mortos apés 48 horas de exposicdo as diferentes diluigdes
dos filtrados de culturas de bactérias endofiticas. UFLA, Lavras-MG, 2000.

ISOLADO DILUICOES (FILTRADO: AGUA). MEDIA
1:0 1:1 1:2 v 1:3

MIL 1 98,00 90,25 67,50 i 7.5 65,88
MIL 4 98,00 82,50 69,00 6,25 63,94
ML 5 97,75 88,50 68,75 2,75 64,50
MIL 16 94.75 87.60 66.75 4,50 63,25
MIL 21 94,25 87,50 60,75 ‘9,50 63,00
BRA 3 96.50 88.75 72.00 ‘i< 7.50 66,19
BRA 15 98,00 88,50 67,50 [ 4,00 64,50
MIL 7 98.00 90.25 68.25 0,75 64.31
MEDIA 96,91 a 87,.94b 67,56 ¢ :538d 64.45

Meédias seguidas por letras iguais, nas linhas, nio diferem entre si pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de significincia. |
a

Interagao significativa entre os isolados e as diferéht&s dilui¢Ges testadas
também foi observada nas porcentagens de juvenis eclsdidos (TABELA 7).
Maiores inibigdes na eclosio de juvenis foram observadas quando os ovos foram
expostos a diluicio de 1:0, seguida das diluides 1:1," 1:2 e 1:3, havendo
diferencas significativas entre elas. Apenas para o isolado MIL 7 ndo foi
observada diferenca entre a diluigio 1:1 e 1:2. Poro;éntagens de juvenis
eclodidos de até 63,50%, foram observadas quando os ovos foram expostos a
diluigdo de 1:2. No entanto, esses porcentuais elevaram-se para até 89,90%

quando os ovos foram expostos a diluigio de 1:3.
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TABELA 7. Porcentagens médias de juvenis de segundo estidio de
Meloidogyne javanica eclodidos apés 48 horas de exposi¢io as diferentes
dilui¢Oes de filtrados de culturas de bactérias endofiticas. UFLA, Lavras-MG,
2000.

ISOLADO DILUICOES (FILTRADO:AGUA) MEDIA
1:0 1:1 1:2 1:3
MILL 1 10,20 a 25,60 b 4120¢ 78,40d 38,85
ML 4 10,20 2 21,80b 43,20¢ 79,80 d 48,55
ML 5 12,00a 29,40b 53,40¢ 89,80d 38,75
MIL 16 8,802 28.40b 51,40 ¢ 81,60d 46,15
MIL 21 9,60 a 23,60b 46,20 ¢ 76,60 ¢ 42,55
BRA 5 13,40 a 22,00b 37,00¢ 66,80d 39,00
BRA 15 13,80 2 30,00b 37,20¢ 7740d 34,80
MIL 7 16.00 a 37,00b 63.50 ¢ 77.50 ¢ 39,60
MEDIA 11,80 27,18 46,40 78,75 41,03

Médias seguidas por letras iguais, nas linhas, nio diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significincia.

Os resultados obtidos, embora a natureza quimica dos filtrados ndo
tenha sido determinada, sugerem a presenca de substincias téxicas produzidas
em meio de cultura pelo metabolismo das bactérias, que quando diluidas em
agua, diminuem o seu efeito nematicida. Dessa forma, toma-se necessiria a
continuagio de trabalhos nessa linha de pesquisa, a fim de que sejam
caracterizadas as substincias presentes nesses filtrados de culturas bacterianas.
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4 CONCLUSOES

1- Filtrados de culturas de bactérias endofiticas afetam a motilidade,
mortalidade e a eclosdo de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne

Javanica.
2- Melhores efeitos dos filtrados dos isolados bacterianos sobre a motilidade,
mortalidade e a eclosdo de juvenis de segundo estidio de Meloidogyne

Javanica foram observados quando os mesmos nio foram diluidos.
{

8l



5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAMPOS, V.P.; SOUZA, J.T., SOUZA, R.M. Controle de fitonematodides por
meio de bactérias. Revisfio Anual de Patologia de Plantas, Passo Fundo,
v.6, p.285-327, 1998,

CARNEIRO, RM.D.G; SOUZA, 1S., BELARMINO, L.C. Nematicidal
activity of Bacillus spp. strains on juveniles of Meloidogyne javanica.
Nematologia Brasileira, Jaboticabal, v.21, n.2, p.12-21, June 1998.

HUSSEY, R.S.; BARKER, KR. A comparison of methods for collecting
inocula of Meloidogyne spp. including a new technique. Plant Disease
Reporter, Washington, v.57, n.2, p.1025-1028, Dec. 1973.

IGNOFFO, C.M.; DROPKIN, V.H. Deleterious effect of the termostable toxin
of Bacillus thuringiensis on species of soil inhabitin, miceliophagous, and
plant parasitic neamtodes. Journal of Kansas Entomological Society,
Kansas,v.50, n.3,p.394-398, July 1977.

JACQ, V.A.; FORTUNER, R. Biological control of rice nematodes using
sulphate reducing bacteria. Revue de Nematologig, Paris, v.2, n.1, p.41, Jan.
1979.

JOHNSTON, T.M. Effect of fatty acids mistures on the rice stylet nematode
(Tylenchorhynchus martini Fielding, 1956). Nature, London, v.183, n.3696,
p.1392, Dec. 1959.

KLOEPPER, J.W. LEONG, J.; TEINTZE, M.; SCHROTH, MN. Enhanced
plant growth by siderophores produced by plant growth-promoting
thizobacteria. Nature, London, v.286, n.5775, p.835-836, Aug. 1980.

LIZUKA, H.; KOMAGATA, T.; KUNII, Y.; SHIBUYA, M. Nematocidal
astion of microrganisms. Agricultural and Biological Chemistry, Tokio,
v.26,n.2, p.199, Feb. 1962.

MCINROY, J.A _; KLOEPPER, J.W. Survey of indigenous endophytes from
cotton and sweet corn. Plant and Soil, Dordrecht, v.173, n.2, p.337-342, Jan.
1995.

MISAGHL, L. J.; DONNDELINGER, C. R. Endophytic bacteria in symptom-free
cotton plants. Phytopathelogy, St. Paul, v.80, n.9, p.808-811, Sept. 1990.

82



NEILANDS, J.B. microbiol iron compounds. Annual Review of Biochemistry,
Palo Alto, v.50, p.715-731, 1981.

OKA, Y., CHET, L; SPIEGEL, Y. Control of the rootknot nematode
Meloidogyne javanica by Bacillus cereus. Biocontrol Science and
Technology, Oxford, v.3,n.2, p.115-126, Apr./June 1993,

QUADT-HALLMANN, A.; HALLMANN, J.; RODRIGUEZ-KABANA, R.;
KLOEPPER, JW. Nematode mteractions with endophytes II: effect of
nematode density on colonization of endophytic bacteria. In:
INTERNATIONAL NEMATOLOGY CONGRESS, 3. Gosier, 1996,
Guadeloupe Antilles, Abstracts... Gosier, Guadeloupe Antllles Society
Nematology, 1996. p.135-136.

RODRIGUEZ-KABANA, R.; JORDAN, J. W.; HOLLIS, J.P. Nematodes
biological control in rice ﬁelds role of hydrogen sulﬁde Science, Lousiana,
v.148, n. 3669, p.524, Apr. 1965, [

SAYRE, RM. Biocontrol: Bacillus penetrans and ' ' related parasites of
nematodes. Journal of Nematology, De Leon Spnngs v.12, n.4, p.260-270,
Oct. 1980. &

SCOTT, A,; J.; KNOTT, M. A cluster analysis method for grouping means in
the analysis of variance. Biometrics, Raleigh, v.30, 1.3, p. 507-512, Sept.
1974.

SIKORA, A.; HOFFMANN-HERGARTEN, S. Nematade interactions with
plant health pomoting rhizobacteria. In: INTERNATIONAL
NEMATOLOGY CONGRESS, Gosier, 3., Guadeloupe Antilles.
Abstracts... Gosier, Guadeloupe Antilles: Society Nematology, 1996. p.72-
73. '

VAN PEER, R.; SCHIPPERS, B. Plant growth responses to bacterization with
seleted Pseudomanas spp. strains and rhizosphere microbial development in
hydroponic cultures. Canandian Journal of Microbiology, ottawa, v. 35,
n.1, p. 456-463, Jan. 1989,

WILT, G.R; SMITH, R.E. Studies on the interactions of ; aquatxc bacteria and

aquatic nematodes. Water Resources Research Instltute Bulletin, Raleigh,
v.1,n.4, p.701, Oct.1970.

83



CAPITULO 4

ANTAGONISMO DE BACTERIAS ENDOFITICAS A FORMACAO DE
GALHAS E A REPRODUCAO DE Meloidogyne javanica EM
TOMATERIO.

RESUMO

NAVES, Rosemeire de Lellis. Antagonismo de bactérias endofiticas a formacdo
de galhas e a reprodugdo de Meloidogyne javanica em tomateiro. In: .
Bactérias endofiticas do sistema radicular: isclamento e potencial para
o controle biolégico de fitonematéides. Lavras: UFLA, 2000. Cap.4, p.84-
103 . (Tese - Doutorado em Fitotecnia).”

O potencial de bactérias endofiticas isoladas do sistema radicular de
plantas de tomate, Croralaria sp., trigo e braquiaria, no controle biolégico de
Meloidogyne javanica, foi avaliado em casa-de-vegetacio, utilizando-se mudas
de tomateiro. Foram testados 40 isolados bacterianos e dois métodos de
inoculagdo da bactéria: microbiolizagdo de sementes e irrigagio do substrato.
Quinze dias apos a semeadura, 400 ovos de Meloidogyne javanica em solugio
aquosa foram colocados ao redor de cada planta. Trinta dias apds a infestagdo do
substrato com o nematdide, foram avaliados a altura de planta, peso da matéria
seca da parte aérea, peso da matéria fresca do sistema radicular, o nimero de
galhas e de ovos por grama de raiz. Todos os isolados testados diferiram da
testemunha quanto ao numero de galhas por grama de raiz, apresentando
porcentuais de reducdo que variaram entre 18,79% e 58,68%. Apenas trés
isolados ndo diferiram da testemunha quanto ao nimero de ovos por grama de
raiz. Reducdes significativas, entre 20,75% e 64,87%, no nimero de ovos por
grama de raiz, foram observados para os demais isolados testados. Sete isolados
bacterianos induziram as maiores redu¢des do nimero de galhas e de ovos por
grama de raiz, concomitantemente. Nenhum dos quarenta isolados testados
mostrou efeito no crescimento das plantas, nio havendo, também, diferenca
significativa entre as médias dos métodos de inoculagio testados.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos ~ UFLA (Orientador) - Ricardo Magela de
Souza - UFLA.
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ABSTRACT

NAVES, Rosemeire de Lellis. Antagonism of endophhic bacteria to the galls
formation and reproduction of Meloidogyne javan;i,ca on tomato. In: _____
Endophytic bacteria of the root system: isolation and potential for the
biological control of plant parasitic nematodes. Lavras: UFLA, 2000.
Cap. 4, p. 84-103. (Thesis — Doctorate in Crop Science).”

In greenhouse, the antagonism of the forty isolates to galls
formation and reproduction of Meloidogyne javanica or.tomato was evaluated.
Two inoculation methods of bacteria were tested: seed microbiolization and
substrate irrigation. Fifteen days after sowing, 400 eggs in aquous solution were
placed around each plant. Thirty days after the sub:strate infestation with
nematode, plant height, shoot dry matter weight, root system dry weight, number
of galls and eggs per gram of root were evaluated. All isolates reduced the
number of galls as compared to the control. The reducion varied from 18,79%
to 58,68%. Only three bacterial isolates did not affect the nematode reproduction
when compared to control. All others isolates induced significant reductions on
number of eggs per gram of the root, varying from 20,75% to 64,87% compared
to control. Simultaneous reduction on number of galls and number of eggs per
gram of the root was induced by seven bacterial isol only. No bacterial
isolates promoted plant growth. Differences between inoculation methods were
not observed. '

" Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor) — Ricardo
Magela de Souza - UFLA. ?

85



1 INTRODUCAO

A utilizagdo de bactérias no controle biolégico de fitonematéides tem
recebido atengdio apenas nas tltimas décadas, sendo enfatizadas as bactérias
parasitas do género Pasteuria e as rizobactérias (Campos, Souza e Souza, 1998).

As bactérias endofiticas, devido a sua capacidade de viver no interior
dos tecidos da planta, escapam da competi¢io com outros microrganismos do
solo (Misaghi e Donndelinger, 1990), podendo estar melhor adaptadas a
sobreviver nesse ambiente competitivo, beneficiando-se do catabolismo de
metabolitos de plantas (Mclnroy e Kloepper, 1995). Desta forma, tomam-se
candidatas potenciais ao controle biolégico de nematdides depois de sua
penetracdo na raiz. As primeiras camadas de células das raizes sdo colonizadas
por bactérias que nd3o causam doen¢as na planta. Algumas promovem o
crescimento das plantas (Bashan et al.,, 1989; Frommel, Nowak e Lazarovits,
1991; Kloepper, Wei e Tuzun, 1992; Hurek et al., 1994; Hinton e Bacon, 1995;
Nowak et al., 1995; Sturz, 1995), outras, cujo papel ainda nio é bem conhecido,
podem proteger esse 6rgdo contra o ataque de patégenos (Hallmann et al., 1995);
Nowak et al., 1995; Pleban, Ingel e Chet, 1995; Nascimento, 1998).

Ha algumas evidéncias de que bactérias endofiticas possam contribuir
para o controle de nematdides fitoparasitas (Hallmann et al., 1995), embora a
eficacia do antagonismo bacteriano seja limitada nesse caso, uma vez que os
danos de nematdides ocorrem como resultado de seu hdbito alimentar e
migra¢do interna (Hallmann et al, 1997). Todavia, fitonematdides
endoparasitas sedentirios podem ser um alvo interessante para o antagonismo
endofitico, ja que eles permanecem dentro da planta por varias semanas e
alimentam-se em um tunico local (Hallmann et al., 1997).

Dessa forma, objetivou-se, neste trabalho, avaliar, em casa-de-

vegetacao, o potencial de bactérias endofiticas isoladas dos sistemas radiculares



sadios de plantas tomate (Licopersicon esculentum Mill.) , crotalaria
(Crotalaria sp. L.), trigo (Triticum aestivum L), milho (Zea mays L) e
braquiaria (Crotalaria spp. L.) no controle biolégico de Meloidogyne javanica
(Treub) Chitwood, 1949, em tomateiro, aplicadas aﬁ“avés de dois métodos:
microbiolizacdo de sementes e irrigagio do substrato. "
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2 MATERIAL E METODOS

O potencial antagénico de isolados de bactérias endofiticas obtidos a
partir do sistema radicular de plantas de tomate, crotalaria, trigo, milho e
braquidria a Meloidogyne javanica foi avaliado em casa-de-vegetagio,
utilizando-se mudas de tomateiro Santa Clara. Foram testados 40 isolados
bacterianos (TABELA 1) e dois métodos de inoculagio da bactéria:
microbiolizagdo de sementes e irrigagio do substrato. O ensaio foi montado em
bandejas de poliestireno com 72 células, com 36 gramas de substrato organico
Plantmax por célula.

TABELA 1. Notificagio do isolados de bactérias endofiticas e as plantas
hospedeiras. UFLA, Lavras-MG, 2000.

PLANTAS N¥ DE CODIGOS DOS ISOLADOS
HOSPEDEIRAS ISOLADOS
Miltho 20 MIL 1, MIL2, MIL3, MIL4, MIL5, MILS6,
(Zea mays) MIL7, MILS, MIL9, MIL10. MIL11, MIL12,

MIL13, MIL14, MIL15, MIL16, MIL17,
MIL19, MIL20, MIL21

Braquiiria 16 BRA2, BRA4, BRAS, BRAGS, BRAS, BRAY,
(Brachiaria sp.) - BRAIO, BRALL, BRA12. BRA13, BRAIM,
BRAL15, BRA17, BRA1S, BRA19, BRA20
Tomatciro 01 TOM 1
(Licopersicon
esculentum)
Crotalaria 01 CRO1
(Crotalaria sp.)
Trigo 02 TRI1.TRI2
( Triticum aestivum L.)
TOTAL 40
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2.1 Preparo do inéculo bacteriano. i

Os isolados de bactérias endofiticas preservados em meio liquido
peptona-glicerol em freezer, a ~80 °C, foram transferidos para placas de Petri
contendo meio ‘trypic soy agar’ (TSA) e incubados a28 °C em cimara de
crescimento (BOD). Apés 48 horas, foram prepamdas suspensdes com o0s
isolados bacterianos, adicionando-se as placas solugio salina de MgS0, 0,IM
homogeneizando-a com auxilio de alca de Drigalsky. A concentragio das
suspensdes fol ajustada, em espectrofotdmetro, para ngo.,;i,= 20%.

2.2 Inoculagiio de bactérias endofiticas pela microbioliiacio de sementes.

As sementes de tomateiro ‘Santa Clara’ iforam desinfestadas
superficialmente através de imersio em hipoclorito de s(%dio 1% por 5 minutos
e, em seguida, enxaguadas trés vezes em agua destilada esterilizada. Apos
secagem com auxilio de papel de filtro, as sementes foram imersas nas
suspensdes bacterianas por 15 minutos e semeadas em bandejas de poliestireno
de 72 células contendo substrato orginico Plantmax. Colocaram-se 4 sementes
por célula, sendo feito o desbaste 7 dias apos a semeadura, deixando-se uma

plantula por célula. i
2.2 Inoculagdo de bactérias endofiticas pela irrigagio doi,substrato.
A irrigacio do substrato na bandeja foi feita através da distribuicio de

10ml de suspensdo bacteriana por célula. Apés a homogeneizagdo do substrato,

4 sementes de tomateiro ‘Santa Clara’ desinfestadas superficialmente, conforme
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descrito em 2.2., foram semeadas por célula, sendo feito desbaste 7 dias apos a

semeadura, deixando uma plantula por célula.
2.4 Obtengiio do inéculo e inoculacdo de Meloidogyne javanica.

Os ovos empregados como inéculo de Meloidogyne javanica foram
extraidos de raizes de tomateiro ‘Santa Clara’ mantidas em casa-de-vegetacio
através de técnica proposta por Hussey e Barker (1973). Para tanto, raizes de
tomateiro com galhas foram cuidadosamente lavadas com agua de tomeira em
bandeja e, em seguida, cortadas em pedagos de 0,5cm de comprimento e
trituradas em liquidificador com 200ml de hipoclorito de sédio 0,5% por 1
minuto. Apds a trituragdo, a suspensdo foi vertida em um conjunto de peneiras
de 0,075mm sobre 0,038mm de abertura. O material retido na peneira de
0,038mm foi coletado num becker com auxilio de piseta com agua,
completando-se todo o processo em 2 minutos. A suspensdo de ovos obtida, com
auxilio de microscopio estereoscépio, foi quantificada e ajustada para 200
ovos/ml.

Quinze dias apés a semeadura, 400 ovos de Meloidogyne javanica em
solucdo aquosa foram colocados em cada célula da bandeja, através de dois
orificios feitos no substrato, proximos ao colo da plantula, em lados opostos,

com auxilio de bastio de vidro.
2.5 Avaliacdo.

/0 Trinta dias apds a infestagio do substrato com o nematdide foram

[

avahadas as segmntes vanavels Taltura de planta, peso da matéria fresca do

slstema radxcular peso da matéria seca da parte aérea, nimeros de galhas e de

N ———

ovos por grama de raiz, Cada planta foi cuxdadosamente retirada da bande_ya e
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@E na altura do coleto para separagio da parte aérea e raizes. Com auxilio
de uma régua graduada foi medida a altura da pa;;te aérea, que foi
acondicionada em sacos de papel para secagem em estufa a 50 °C. A secagem
foi feita por 24 horas e apos resfriamento, as partes aéreas das plantas foram
pesadas em balanga eletronica.

m__jgp_a_rg_d_as__d_g\parte aérea, as raEesﬁfg[a;m culdadosamente lavadas

em agua parada e secas com auxilio de papel absorvente, sendo em seguida
pesadas em balanga eletronica. A contagem de galhas foi feita visualmente em

todo o sistema radicular do tomateiro. Para isso, apos a pesagem, as raizes foram
Im?aﬁsﬁe;n solu@o de ;lo;ma B ;0#0015%, durante 20 minutos, para facilitar a
visualiza¢do das galhas, as quais foram contadas empregando-se um contador
manual. O nimero total de galhas foi dividido pelo peso da matéria fresca do
sistema radicular. Todo o sistema radicular foi cortado em pedacos de 0,5cm de
comprimento e os ovos foram extraidos pela técnica de ﬁussey e Barker (1973)
e quantificados conforme descrito em 2.4. O nimero total de ovos foi dividido

pelo peso da matéria fresca do sistema radicular.
2.6 Delineamento experimental.

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagio e montado em
delineamento de blocos casualizados em esquema fato;rial 40 X 2, mais um
tratamento adicional, constituido da planta testemunha, cujo substrato fon
infestado apenas com o nematdide. Para avaliagio das caracteristicas de
crescimento e desenvolvimento da planta, foi acrescentgdo mais um tratamento
adicional, constituido de plintula sem bactéria e sem nefnatéide. Foram testados
40 isolados bacterianos e dois métodos de inoculagdo (}le bactérias endofiticas:
microbiolizagio de sementes e irrigagio do substrato. Cada tratamento foi

repetido quatro vezes, sendo cada parcela constituida por 3 plantulas. Os dados
|
!
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obtidos foram transformados em y=V x + 0,5, submetidos a analise de variancia

e as médias de cada tratamento foram agrupadas pelo teste de Scott & Knott
(Scott e Knott, 1974), ao nivel de 5% de significincia.

92



3 RESULTADOSE mscussAp

3.1 Efeito dos isolados de bactérias endofiticas no mimero de galhas e

numero de ovos por grama de raiz no tomateiro.

Todos os quarenta isolados de bactérias endofiticas testados reduziram
significativamente o niimero de galhas por grama de ralz quando comparados 2
testemunha inoculada apenas com nematdide. As redu¢es no niimero de galhas
por grama de raiz variaram de 18,79% a 58,68%. (TABELA 2). Resultados
semelhantes foram observados por Hallmann et al. i(1995), que relataram
reducdes de até 50% no indice de galhas produzidas por Meloidogyne incognita
(Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949, em plantas de pepino, devido ao
tratamento com sete isolados de rizobactérias endofiti is. Apenas trés isolados
ndo diferiram da testemunha quanto ao nimero de o;'os por grama de raiz
(TABELA 2). Redugdes no nimero de ovos por grama de raiz, que variaram de
20,75% e 64,87%, foram observadas para os demais isola;dos.

Bactérias da rizosfera e do rizoplano também t{ém demonstrado o seu
potencial no controle de fitonematéides. Coimbra (19’?8) observou reducoes
entre 17,38% e 45,09% no nimero de galhas por grama de raiz e 40,32% a
100% no numero de ovos por grama de raiz, em tomateiro, devido a

bacterizagio de raizes com rizobactérias. 1‘;

93



TABELA 2. Efeito do isolados bactérias endofiticas no namero de galhas e ovos de
Meloidogyne javanica por grama de raiz em tomateiro. UFLA, Lavras-

MG, 2000,
GALHAS/ G DE RAIZ OVOS/ G DE RAIZ
ISOLADO NUMERO % REDUCAO*® NUMERO % REDUCAO*
MIL 5 2248a 58,68 21592a 61,10
MIL 21 2290a 45,60 26387a 5243
MIL 7 23,10a 57,54 22277a 59,84
TRI1 2362a 56,58 307,19b 46,62
MIL 3 23, 7%9a 56,27 455,65d 17,85
MIL 6 24 47a 55,02 22593 a 59,27
BRA2 2491a 5421 316,77b 42,89
MILL 13 2526a 53,57 261,08a 52,93
BRAS 2544 a 53,24 339,77b 38,75
MIL 12 25,51 a 53,11 406,53 c 26,71
TRI2 26,12a 51,99 315,78b 43,07
CRO1 2645a 51,38 368,80 c 33,51
MIL 10 26,64a 51,03 35482¢ 36,03
BRA 13 27,16a 50,07 285940 4845
BRA 6 27217a 49,87 306,10b 4.2
BRA 4 2746a 49,52 23888a 56,94
TOM 1 2753 a 49,39 322,020 41,95
BRA I8 27,60a 4929 - 319270 42,44
MIL 14 2762a 49,23 30784 b 44,50
"BRA 10 28,16a 4824 348,126 3724
MIL 11 28.19a 48,18 36220c 34,70
MIL 9 2821a 48,14 269,73 a 51,37
BRA 15 28800 47,06 303240b 45,33
MIL20 29,30b 46,16 301.89b 45,58
MIL 19 2942b 45,92 194,85a 64,87
MIL 15 3L10b 42,83 291,74b 47,40
MIL 2 31,30b 4248 41424 ¢ 25,32
MIL 8 31,51b 42,08 26940 a 5143
MILL 16 31,63b 41,86 381,76 ¢ 31,18
BRA 19 31,74b 41,66 361,54c 34,82
BRA 12 31,78b 41,58 33994b 3872
MIL 4 32,35b 40,53 28481b 48,65
BRA 14 33,280 38,81 31945b 42,41
MIL 17 34,53¢ 36,53 500,52d 9,77
BRA 11 36,06 ¢ 33,71 38026¢ 31,45
BRA 9 36,9¢ 32,17 49987d 9,88
BRA 20 37,69¢ 30,72 40627 ¢ 26,76
BRA S8 40,90d 248 38021c 29,83
BRA 17 41,13d 24,39 38783¢ 30,08
MIL 1 44,18d 18,79 439,57¢ 20,75
TEST 5440 ¢ 554,69d
Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si pelo teste de Scott &
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
* Calculada com base na testemunha,
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Vinte e dois isolados foram incluidos no grupo c;e maiores redutores do
numero de galhas por grama de raiz pelo teste de Scott e Knott (1974) ao nivel
de 5% de probabilidade, enquanto para o nimero de ovos por grama de raiz
apenas nove isolados foram incluidos no primeiro grupo (TABELA 2). Desses
isolados apenas sete — BRA4, MIL 5, MIL 6, MIL7, h/ﬁL9, MIL 13 e MIL21-
mostraram maiores redu¢Ses do numero de galhas e ovos por grama de raiz,
concomitantemente.

Para as variaveis nimero de galhas e ovos por grama de raiz, ndo houve
diferenca significativa entre os métodos de inoculat;io?, bem como interagio
entre os métodos de inoculagio e os isolados testados.

Poucos trabalhos foram realizados com bactérias endofiticas no controle
de fitonematoides. No entanto, bactérias endofiticas tém Se mostrado candidatas
potenciais a agentes de controle biolégico, principalmente por colonizarem um
nicho ecolégico semelhante aos fitopatdgenos. Kloepper, Wei e Tuzun (1992),
relataram que rizobactérias induziram resisténcia sistémica, em pepineiro, a
Colletotrichum orbiculare, exibindo coloniza¢io extema e interna da raiz. Em
de casa-de-vegetagdo, bactérias endofiticas selecionadas in vitro para o controle
de Ceratocystis fagacearum, agente causal da murcha do carvalho, causaram
reducdo de 39% de plantas doentes (Brooks et al.. 1994), Bactérias endofiticas
também mostraram controle significativo nos sistemas; Fusarium oxysporum
f.sp. vasinfectum em algodoeiro (Chen et al., 1995), Verticillium alboatrum e
Rhizoctonia solani em batateira (Nowak et al., 1995), Rhizoctonia solani em
algodoeiro (Pleban, Ingel e Chet, 1995) e Sclerotium rolfsii em feijoeiro (Pleban,
Ingel e Chet 1995). |
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Bactérias endofiticas tém mostrado também potencial antagdnico contra
bactérias fitopatogénicas. Van Buren, Andre e Ishimaru (1993) verificaram que
quatro isolados de bactérias endofiticas preveniram, em casa-de-vegetacio, o
aparecimento de sintomas da podridio anelar em batateira, causada por
Clavibacter michiganense subsp. sepedomicum. O isolado 89B-27 de
Pseudomonas fluorescens e o isolado 90-166 de Serratia marcescens foram
observados como indutores de resisténcia em pepineiro a Pseudomonas syringae
pv. lacrymans (Liu, Kloepper e Tuzun, 1995). Isolados obtidos de folha de
repolho, usados no controle de Xanthomonas campestris pv. campestris, agente
causal da podridio negra em repolho, causaram 70,8% de redugdo da incidéncia
da doenga (RID) em casa-de-vegetacio e 77% de redugio da severidade da
doenga (RSD) em condigdes de campo (Assis et al., 1998). Utilizando isolados
obtidos de Jpomea sp., Nascimento (1998) observou, em casa-de-vegetagdo,
reducdo significativa na incidéncia de Ralstonia solanacearum e Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis em tomateiro.

3.2 Efeito dos isolados de bactérias endofiticas na altura de planta,
peso da matéria seca de parte aérea e peso da matéria fresca do
sistema radicular.

Nenhum dos isolados testados mostrou efeito na promog¢do do
créscimento de planta. Diferengas significativas entre as médias de altura de
planta, peso da matéria seca de parte aérea e peso da matéria fresca do sistema
radicular apresentadas pelas plantas tratadas com os isolados bacterianos e as
plantas testemunhas inoculadas s6 com Meloidogyne javanica ou nio
inoculadas nem bactérias nem com nematdides, ndo foram observadas
(TABELA 3), provavelmente devido ao periodo de tempo relativamente curto ao
qual as plantulas de tomate foram expostas aos isolados bacterianos.
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TABELA 3. Altura de planta, peso da matéria seca da. parte aérea e peso da
matéria fresca do sistema radicular em tomateiro apoés tratamento
com diferentes isolados de bactérias endoftticas e inoculagio com
Meloidogyne javanica . UFLA, Lavras-MG, 2000

‘ |
|

PESO MATERIAFRESCA ALTURADE PLANTA | PESO MATERIA SECA DE
ISOLADO RAIZ (2) (am) ‘ PARTE AEREA (g)
TOM 1 325 a 3963a 0,72a
CRO1 298a 3946 a ‘ 0.74a
TRII 355a 40,21 a 0,75a
TR! 2 347a 38,882 : 0.76 a
MIL 1 320a 39,002 i . 07a
MIL2 3.39a 4046a ‘ 0.73a
MIL3 362a 37,50a ‘ 0.76a
MIL 4 2,71a 4094 a l 0,76 a
MIL 5§ 300a 3738a 0,69a
MIL 6 347a 4008 a b 0.76 a
MIL 7 306a 3824a 0.77a
MIL 8 296a 38,17a I . 0,68a
MIL9 3,48a 41,132 0,75a
MIL 10 274a 40.13a I 0.782
MIL 11 3.15a 41,46a ‘ 0.79a
MIL 12 5.88a 39962a 0,76 a
MIL 13 299a 38,002 0,81a
MIL 14 3.19a 38752 0.76a
MIL 15 291a 42,07a 0,79a
MIL 16 3.02a 41.12a 0,75a
MIL17 344a 37,71 a 0,76 a
MIL 19 328a 40,21 a , 0.75a
MIL 20 329a 38042 0,76 a
ML 21 3.14a 40,46 a 0.80 a2
BRA2 332a 37.17a ‘ 0,73a
BRA 4 327a 3746 a N 0,69 a
BRAS 290a 39,04 2 ‘ 0,75a
BRAG6 273a 41,292 L 0,77a
BRAS 302a 4196a K 0,77a
BRA9 292a 3842a , 0.75a
BRA 10 300a 39,48a 0,72a
BRA 11 330a 39752 0772
BRA 12 3,08a 3823a 0,76 a
BRA 13 3.16a 40.46 a 0,71a
BRA 14 3.19a 3800a - 0,73a
BRA 1S 3.14a 39,132 | 0,78a
BRA 17 322a 38,79a ‘t 0,78a
BRA 18 365a 40,54 a : 0.76a
BRA19 382a 3933a : 0.742a
BRA 20 291 a 38,62a 0,76 a
TEST 383a 3942a 0 0,77 a2
TEST 2602 3883 a 1 0772
(+NEM) |

Médias seguidas por letras iguais nas colunas, nio dlferem entre si pelo teste de
Scott & Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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No entanto, bactérias endofiticas tém sido associadas com a promogio
do crescimento em diversas culturas, incluindo plantas de tomate, alface (Bashan
et al., 1989; Van Peer e Schippers, 1989; Nowak et al., 1995), batata (Van Peer e
Schippers, 1989; Frommel, Nowak e Lazarovits, 1991; Sturz, 1995), milho
(Lalande et al., 1989; Hinton e Bacon, 1995), pepino (Van Peer e Schippers,
1989; Kloepper, Wei e Tuzun, 1992; Nowak et al., 1995), arroz (Hurek et al.,
1994) e algoddo (Bashan et al., 1989). Aproximadamente 10% de isolados
bacterianos recuperados de dentro de tubérculos de batata mostraram promogio
de crescimento de planta (Sturz, 1995). O isolado PsIN de Pseudomonas sp. n3o
fluorescente induziu aumento significativo no mimero de raizes de batateira (24-
196%), peso de matéria seca de raiz (44-211%) e comprimento de caule (26-
28%), bem como aumento de formagiio de pelos foliares (55-11%), ramificacdes
secundarias e contelido total de lignina (43%) (Frommel, Nowak e Lazarovits,
1991). Van Peer e Schippers (1989) observaram que plintulas de tomate
inoculadas com o isolado WCS417r de Pseudomonas sp. mostraram aumento no
crescimento de planta acompanhado por densa colonizagio do isolado aplicado
nos tecidos intemos da raiz .

Também ndo foram observadas diferencas significativas entre os
métodos de inoculacdo testados, microbiolizagdo de sementes e irrigagio do
substrato, nem intera¢io entre os métodos de inoculacio e os isolados
bacterianos. Entretanto, estudos comparando varios métodos de inoculacdo,
indicaram que o método de aplicagio de bactérias endofiticas para introduciio no
tecido da planta é especifico para cada isolado (Musson, McInroy e Kloepper,
1995). A microbiolizagdo de sementes e irrigacio do solo oferecem protecgio
para a plantula desde o inicio da germina¢io da semente. Além disso, o
tratamento de sementes parece ser um método rapido, economicamente pritico e
vidvel para introducdo de bactérias endofiticas (Hallmann et al., 1997).
Entretanto, a combinag8o de tratamento de sementes com irrigagdo do solo pode
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aumentar a colonizacdo endofitica dentro da planta e a consisténcia dos efeitos
benéficos. Os conhecimentos a respeito da forma de penetragio e colonizagio
das bactérias endofiticas nas plantas, contudo, aiq:da sio limitados e o
desenvolvimento da tecnologia de aplicagdo depeﬂderé do aumento do

conhecimento sobre a ecologia desses organismos (Hallmann et al., 1997).
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4 CONCLUSOES

1- Os isolados de bactérias endofiticas testados tiveram efeito antagonico a
formacdo de galhas e reprodugdo de Meloidogyne javanica em raizes de
tomateiro, embora essa agdo antagonica tenha sido diferenciada.

2- Os métodos de inoculagdo de bactérias endofiticas testados mostraram-se

igualmente eficientes para todos os isolados.
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ANEXO A

TABELA 1 A. Resumo da analise de varidncia da percentagem de juvenis iméveis apos
24 horas de exposi¢do aos filtrados de cultura dos isolados bacterianos

utilizados no primeiro ensaio.

F.V. GL SQ oM F Pr>F
ISOLADOS 22 2407180 1,09417 251222 0,0000
ERRO 69 0,30052 0,00436
TOTAL 91 24,37233

CV=12.1513%

TABELA 2 A. Resumo da anilise de varidncia da percentagem de juvenis iméveis apés
48 horas de exposicdo aos filtrados de cultura dos isolados bacterianos

utilizados no primeiro ensaio.

F.V. GL SQ oM F Pr>F
ISOLADOS 22 27,55511 1,25250 74,869 0,0000
ERRO 69 1,15432 0.01673
TOTAL 91 28,70943

CV=18,4293%

TABELA 3 A. Resumo da anilise de varifincia da percentagem de juvenis mortos apos

24 horas de exposi¢io aos filtrados de cultura dos isolados bacterianos
utilizados no primeiro ensaio.

F.V. GL SQ QM F______ Pi>F
ISOLADOS 2 23,4897 1,06771 214,617 0,0000
ERRO 69 0,34327 0,00497
TOTAL 91 23,83300

CV=13,2086%

TABELA 4 A. Resumo da anilise de varifincia da percentagem de juvenis mortos apos
48 horas de exposicio aos filtrados de cultura dos isolados bacterianos

utilizados no primeiro ensaio.
E.V. GL SQ oM F Pr>F
- ISOLADOS 22 27,54558 1,25207 75,180 0,0000
ERRO 69 1,14915 0,01665
TOTAL 9 28,69473
Cv=18.3829%

106



TABELA 5 A. Resumo da andlise de variincia da percentagem de j Jjuvenis iméveis apos
15 dias de exposmo aos filtrados de cultura dos isolados bacterianos

utilizados no primeiro ensaio.

F.V. GL 5Q QM T F Br>F
ISOLADOS 22 22,16755 1,00762 131,440 0,0000
ERRO 92 0,70527 0,00767
TOTAL 114 22,87282

CV=837777%
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ANEXOB

TABELA 1B. Resumo da andlise de varidncia da percentagem de juvenis iméveis apos
24 horas de exposicdo aos filtrados de cultura dos isolados bacterianos

utilizados no segundo ensaio.

F.V. GL SQ QM F Pr>F
ISOLADOS 22 16,65871 0,75721 156,720 0,0000
ERRO 69 0,33338 0,00483
TOTAL 91 16,99210

CV=13.2819%

TABELA 2 B. Resumo da andlise de varidncia da percentagem de juvenis iméveis apds
48 horas de exposi¢do aos filtrados de cultura dos isolados bacterianos

utilizados no segundo ensaio.

F.V. GL SQ QM F Pr>F
ISOLADOS 22 18,19777 0,82717 179,649 0,0000
ERRO 69 0,31770 0.00460
TOTAL 91 18,51547

Cv=8,0156%

TABELA 3 B. Resumo da andlise de varidncia da percentagem de juvenis mortos apds
24 horas de exposicdo aos filtrados de cultura dos isolados bacterianos

utilizados no segundo ensaio.
F.V. GL SQ QM F Pr>F
ISOLADOS 22 17,55993 0,79818 45,376 0,0000
_ERRO 69 121373 0,01759
TOTAL 91 18,77366

CV=25,6425%

TABELA 4 B. Resumo da anilise de variincia da percentagem de juvenis mortos apos
48 horas de exposicdo aos filtrados de cultura dos isolados bacterianos

utilizados no segundo ensaio.

F.V. GL SQ oM F Pr>F
ISOLADOS 22 18,19575 0,82708 179,855 0,0000
ERRO 69 0,31730 0,00460
TOTAL 91 18,51305

CV=8.0107%
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TABELA 3 B. Resumo da analise de varidncia da percentagem de juvenis eclodiso apds
15 dias de exposicdo aos filtrados de cultura dos isolados bacterianos

utilizados no segundo ensaio.

F.V. GL SQ QM ‘i F Pr>F
ISOLADOS 22 16,15709 0,73441 11 38,807 0,0000
ERRO 92 1,74108 0,01892 1
TOTAL 114 17,89817

CVv=12,9740%
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ANEXOC

TABELA 1 C. Resumo da anilise de varidncia da percentagem de juvenis iméveis apds
24 horas de exposi¢do as diferentes dilui¢des aos filtrados de cultura de

8 isolados bacterianos.

EV. GL_ SQ oM F Pr>F
ISOLADO 7 0,04795 0,00685 1,307 0,2553
DILUIC.T\O 3 23,12972 7,70991 1471,290 0,0000
ISSO * DILU 21 0,38812 0,01848 3,527 0,0000
ERRO 96 0,50306 0,00524
TOTAL 127 24,06885

CV=8.7317%

TABELA 2 C. Resumo da andlise de varidncia da percentagem de juvenis iméveis apés
48 horas de exposi¢do as diferentes diluigdes aos filtrados de cultura de

8 isolados bacterianos.

E.V. GL SQ QoM F Pr>F
ISOLADO 7 0,05119 0,00731 1,297 0,2599
DILUICAO 3 26,80247 8,96416 1584,881 0,0000
ISSO * DILU 21 0,29414 0,01401 2,485 0,0015
ERRO 96 0.54116 0,00564
TOTAL 127 27.68896

CV=7.8322%

TABELA 3 C. Resumo da anilise de varidncia da percentagem de juvenis mortos apds
24 horas de exposi¢do as diferentes diluigSes aos filtrados de cultura de

8 isolados bacterianos,

F.V. GL SQ oM F Pr>F
ISOLADO 7 0,04795 0,00685 1,307 0,2553
DILUICAO 3 23,12972 7.70991 1471,290 0,0000
ISSO * DILU 21 0,38812 0,01848 3,527 0,0000
ERRO 96 0,50306 0,00524
TOTAL 127 24,06885

CV=87317
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TABELA 4 C. Resumo da andlisc de variincia da percentagem de juvenis mortos apds
48 horas de exposi¢dio as diferentes dilui¢Ses : aos filtrados de cultura de

8 isolados bacterianos,

F.V. GL SQ QM F Pr>F
ISOLADO 7 0,07465 0,01066 0,491 0,8392
DILUICAO 3 25,98729 8,46243 389,471 0,0000
ISSO * DILU 21 0,66605 0,03172 1,460 0,1110
ERRO 96 2,08589 0,02173
TOTAL 127 28,21387 3

CV=15,5761%

TABELA 5 C. Resumo da andlise de variincia da percentagem de juvenis eclodidos apds
15 dias de exposiciio as diferentes diluigbes aos filtrados de cultura de 8

isolados bacterianos.
[E
F.V. GL SQ QM ‘ F Pr>F
1ISOLADO 7 0,36042 0,05149 12,462 0,0000
DlLUICAO 3 12,38667 4,12889 999 ,311 0,0000
ISSO * DILU 21 0,29942 0,01426 ¢ 3451 0,0000
ERRO 128 0,52886 0,00413 !

TOTAL 159
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ANEXOD

TABELA 1 D. Resumo da anilise de varidncia do niimero de ovos por grama de raiz de

tomateiro.

___EV. GL sQ QM F Pr>F
BLOCO 3 33,77253 11,25751 2,6787 0,0298
MET INOCU 1 1,98288 1,98288 04718 0,4652
ISOLADO 39 1254,04015 32,15488 76513 0,0000
MET *ISOL 39 68,25702 1,75018 0,4165 0,9969
ERRO 241 1012,80561 4,20251
TOTAL 323 2360,85819

CV=10,6068%

TABELA 2 D. Resumo da anlise de varidncia do niimero de galhas por grama de raiz

de tomateiro.

F.V. GL SQ QM F Pr>F
BLOCO 3 9,24712 3,08237 10,9139 0,0000
MET INOCU 1 0,09855 0,09855 0,3489 0,5030
1ISOLADO . 39 66,94883 1,71664 6,0782 0,0000
MET *ISOL 39 4,64846 0,11919 0,4220 0,9877
ERRO 241 68,06464 0.28243
TOTAL 323 149.00760

CV=8,5657%

TABELA 3 D. Resumo da anilise de varidncia altura de planta de tomate.

F.V. GL SQ oM F Pr>F
BLOCO 3 3,44835 1,14945 11,6273 0,06000
MET INOCU 1 0,35406 0,35406 3,5815 0,0566
ISOLADO 39 3,51970 0,09025 0,9129 0,5839
MET *ISOL 39 2,90736 0,07455 0,754] 0,8320
ERRO 245 24,2017 0,09886
TOTAL 327 34,44964

CvV=4.9747%
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TABELA 4 D: Resumo da anilise de variincia do peso da matéria seca de parte aérea de

tomalteiro.

E.V. GL SQ QM F Pr>F
BLOCO 3 0,16273 0,05424 . 23,3565 0,0000
MET INOCU 1 0,00069 0,00069 b0.2971 0,6006
ISOLADO 39 0,05135 0,00132 - 10,5669 0,9913
MET *ISOL 39 0,02422 0,00062 0,2674 1,0000
ERRO 245 0.56899 0,00232
TOTAL 327 0,80798

CV=4.4851%

TABELA 5 D: Resumo da anilise de variancia do peso da matéria fresca do sistema

radicular de tomateiro.

F.V. GL SQ QM F Pr>F
BLOCO 3 0,39857 0,13286 ;12,5124 0,0000
MET INOCU 1 0,00592 0,00592 { 0,5575 0,4617
ISOLADO 39 0.16320 0,00418 ' 0,3941 0,9997
MET *ISOL 39 0,13130 0,00337 - 10,3171 1,0000
ERRO 245 2,60141 0.01062
TOTAL 327 3,30040

CV=58451%
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