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CAPITULO 1

RIZOBACTERIAS ANTAGONISTAS A Meloidogyne javanica,
ISOLAMENTO E PARASITISMO DE FUNGOS DE FEMEAS DE
Meloidogyne spp.

RESUMO

COIMBRA, Jodo Luiz. Rizobactérias antagonistas a Meloidogyne javanica,
isolamento e parasitismo de fungos de fémeas de Meloidogyne spp.
Lavras: UFLA, 1998. 76p. (Dissertagdo - Mestrado em Fitopatologia) *

Foram obtidos 130 isolados bacterianos a partir da rizosfera das seguintes
espécies de plantas: tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill), quiabeiro
(Hibiscus esculentus L.), cafeeiro (Coffea arabica L.), feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.), pimentio (Capsicum annuum L.), lablab (Dolichos lablab L.),
mamona (Ricinus communis L.), cravo de defunto (ZTagetes erecta L.),
capuchinha (Trapaeolum majus L. ) e alface (Lactuca sativa L.), coletadas na
regido rural dos municipios de Lavras (MG), ljaci (MG) e Ribeirdo Vermelho
(MG). Os isolados obtidos foram testados no controle de Meloidogyne javanica
em tomateiro, através de dois experimentos montados em duas épocas diferentes
na casa de vegetagdo. Para montagem dos experimentos, plantas de tomate
tiveram suas raizes bacterizadas e em seguida, transplantadas para bandejas de
tubetes contendo substrato Plantmax onde foi feita a inoculagio com ovos de
Meloidogyne javanica e 30 dias apés realizou-se a avaliagdo dos experimentos.
Cinquenta e trés isolados (40,76%) demostraram antagonismo ao nematdide;
desses, 32 isolados reduziram o ataque de Meloidogyne javanica em raizes de
tomateiro através da reducdo do mimero de galhas € 47 isolados reduziram o
nimero de ovos. Dos isolados que reduziram o numero de galhas, o maior
nimero deles veio de alface e de tomate coletados na regido de Ijaci.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos - UFLA (Orientador) - Ricardo
Magela de Souza - UFLA, Romildo da Silva - UFLA.



Trinta isolados fiingicos foram obtidos externa e internamente ao corpo
de fémeas de Meloidogyne sp e identificados como: Fusarium oxysporum,
Fusarium solani, Paecilomyces variotii, Paecilomyces lilacinus, Aspergillus
ochraceus, Penicillium sp., Verticillium sp. e Curvularia sp.. O género Fusarium
foi 0 que mais predominou entre os isolados, sendo as espécies F. solani ¢ F.
oxysporum as mais freqiientes. Testes “in vitro “ foram realizados para
observagdo do parasitismo dos fungos P. lilacinus (4 isolados), P. variotii
(1 isolado), Aspergillus ochraceus (1 isolado), Penicillium sp. (1 isolado),
Verticillium sp. (1 isolado), F. oxysporum (3 isolados) e Fusarium sp.
(8 isolados), em fémeas de Meloidogyne javanica. Todos os isolados
demonstraram alta capacidade de parasitismo de fémeas em Meloidogyne
Javanica, “in vitro”.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos - UFLA (Orientador) - Ricardo
Magela de Souza - UFLA, Romildo da Silva - UFLA.



ABSTRACT

COIMBRA, Jodo Luiz. Antagonistic rhizobacteria to Meloidogyne javanica,
isolation and parasitism of Meloidogyne spp. female fungi. Lavras: UFLA,
76p. (Dissertation — Master Program in Phytopathology) *

A hundred thirty bacterial isolates were obtainned from the rhizosphere
of tomato (Lycopersicum esculentum Mill), okra (Hibiscus esculentus), coffee
(Coffea arabica), bean (Phaseolus vulgaris), pepper (Capsicum annuum L.),
Lablab (Dolichos lablab), castor bean (Ricinus communis), marigold (Tagetes
erecta L.), “capuchinha” (Trapaeolum majus) and lettuce (Lactuca sativa L)),
collected from Lavras, Jjaci and Ribeirio Vermelho counties of Minas Gerais
state, Brazil. Two screening experiments were done by inoculating tomato
seedlings with the bacterial isolates in greenhouse followed by Meloidogyne
Javanica eggs inoculation. Thirty days later were avaliated the number of eggs
per tomato plant, number of galls per plant and shoot dry weight. Fifty three
isolates (40,76%) demonstrate antagonistic effect in nematode. Thirty two
isolates reduced the number of galls per plant and fourty seven isolates reduced
the number of eggs per plant. Isolates from lettuce and tomato were the most
frequent in reducing galls per plant, but at least, a few isolates from each plant
sampled had the same effect. Thirty fungal isolates were obtainned from internal
and external Meloidogyne sp. females bodies, and identified, as: Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Paecilomyces variotti, Paecilomyces lilacinus,
Aspergillus ochraceus, Penicillium sp., Verticillium sp. and Curvularia sp.
Among the isolates Fusarium, F. solani and F. oxysporum were the most
frequent genus and species, respectivelly. “In vitro” parasitism tests were done
using P. lilacinus (4 isolates), Aspergillus ochraceus (1 isolate), Penicillium
sp. (1 isolate), Verticillium sp. (1 isolate), F. oxysporum (3 isolates) and
Fusarium sp. (8 isolates) inoculated on Meloidogyne javanica female bodies.
All fungus isolates parasitized M. javanica females.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos (Major Professor), Ricardo
Magela de Souza — UFLA and Romildo da Silva — UFLA



1 INTRODUCAO GERAL

Os grandes prejuizos causados por fitonematéides, que alcancam 12,3%
da producdio mundial correspondendo a 100 bilhdes de délares (Sasser, 1989),
Justificam a busca de novas estratégias de controle desses fitopatogenos. Insere-
se, messe contexto, o controle bioldgico explorando beneficamente os inimigos
naturais dos fitonematoides os quais colonizam a rizosfera da planta onde
também vivem a maioria dos nematdides de maior importincia econdmica para as
culturas. Dentre os habitantes da rizosfera antagonistas dos nematéides, os
fungos tém sido os mais estudados seguido pelas bactérias (Kerry,1987;
Campos, Souza e Souza, 1998 ).

As bactérias da rizosfera constituem um grupo muito diversificado e
abundante. Estima-se que 1 g de solo tenha entre 10° a 10° bactérias com fungdes
diferenciadas (Siqueira, 1988). Existem bactérias na rizosfera que sdo
antagonistas de mematdides. O grupo mais estudado é o da Pasteuria spp.
(Campos, Souza e Souza, 1998). Entretanto, outras bactérias que crescem em
meio de cultura também afetam o desenvolvimento do nematoide e diminuem sua
populag3o no seu nicho ecolégico (Campos, Souza e Souza, 1998). Esse grupo é
caracterizado como rizobactérias, isto é, bactérias de natureza saprofitica qﬁe
colonizam as raizes das plantas (Campos, Souza e Souza, 1998). Muitas espécies
do género Bacillus, além de Pseudomonas fluorescens afetam a eclosio de
Juvenis através de substincias produzidas em meio de cultura (Prasad, Tilak e
Gollakota, 1972). Também as espécies de Clostridium, Desulfovibrio e
Chromobacterium tem efeito semelhante a Bacillus € Pseudomonas (Fortuner e
Jacq ; 1976 e Johnston, 1959; Wilt e Smith, 1970).



As fémeas de Meloidogyne, mesmo desenvolvendo-se dentro da raiz
podem ser infectadas por fungos e bactérias (Sayre, 1985), entretanto pouco se
conhece a respeito dos patogenos desse nematéide.

Desta forma, objetivou-se nesse trabalho:
1 - Isolar bactérias da rizosfera de varias espécies de plantas;

2 - Selecionar isolados de rizobactérias que conferem protegio ao sistema
radicular;

3- Isolar e identificar fungos associados a fémeas de Meloidogyne spp.; e

4- Testar “in vitro”, o parasitismo de fungos isolados em fémeas de Meloidogyne

Javanica.



2 REVISAO DE LITERATURA

A adubagdo concentrada na rizosfera de plantas de interesse econémico
cria condigdes para determinados microorganismos e se estabelecerem nessa
regido. Porém mesmo na natureza, muitos microorganismos desenvolvem-se na
rizosfera das plantas como por exemplo, os antagonistas de fitonematdides
utilizando-se talvez, de substincias secretadas pelas raizes na forma de exudatos
radiculares (Pramer, 1964). Esses exudatos contém nutrientes essenciais €
fatores de crescimento em concentragdes variaveis para os microorganismos. S3o
constituidos basicamente de amino-dcidos, agtcares, glicosidios, acidos
orginicos, vitaminas, enzimas, alcaldides, nucleotidios e ions inorgéanicos
(Schroth, Loper e Hildebrand, 1984). Desta forma, a rizosfera torna-se uma
regido rica para o crescimento de microorganismo, com uma area de influéncia de
alguns milimetros em torno das raizes (Cardoso e Freitas,1992).

Hiltner (1904), define rizosfera como area do solo sob a influéncia das
raizes das pléntas.

As associagdes constantes entre organismos que habitam a rizosfera, tém
forte impacto sobre o estabelecimento de nematdide, resultando num balango
bioldgico entre eles manifestado pela sua redugdo populacional devido ao
parasitismo e infecgGes por organismos da rizosfera nas diversas fases do ciclo

_de vida do nematéide (Naves e Campos, 1991; Ribeiro € Campos, 1993; Campos
e Campos, 1997; Angieri Filho e Campos, 1997, Souza e Campos, 1997).
Massas de ovos, fémeas ou cistos podem ser diretamente invadidos por
organismos patogénicos ou oportunistas, atraidos por nutrientes da massa
mucilaginosa ou por substincias do corpo das fémeas de alguns nematoides.
Também indiretamente podem sofrer efeito das toxinas ou metabolitos diferentes

3



produzidos por um ou mais microorganismos com efeito nos diferentes estagios
de desenvolvimento do nematéide (Jatala, 1986).

Microorganismos que crescem na rizosfera das plantas, sfo ideais como
agentes do controle biologico, pois a rizosfera estabelece uma linha de defesa
contra a acdo de patdgenos (Weller, 1988). Para sua melhor utilizagio precisa-se
conhecer melhor os organismos da rizosfera que sdo antagonistas aos
fitonematdides bem como o potencial deles no controle de patégenos de plantas.

2.1 Associagiio e antagonismo de nematéides e bactérias

Nematoides ¢ bactérias, convivem em um mesmo habitat no solo,
apresentando grande diversidade de espécies e além de existirem em abundancia.
Nos ultimos milhdes de anos ocorreu grande evolugdo, estabelecimento de
formas complexa de interagdo entre eles ¢ o desenvolvimento de formas diversas
de parasitismo (Sayre, 1980).

Tem-se observado, a ocorréncia de bactérias na cavidade do €orpo €
glnadas de alguns nematoides, sendo essas observagdes bem documentadas por
Dollfus (1946) ¢ relatados por Jatala (1986). Adams e Eichmuller (1963),
relataram uma associagio entre a bactéria Pseudomonas denitrificans e o
nematdide Xiphinema americanum. A bactéria foi encontrada em todo o corpo
dos juvenis e em fémeas adultas do nematdide, mas se concentrava no intestino e
ovarios, sugerindo transmiss3o transovariana. Mankau (1981), observou o que
pareceu ser bactérias simbiontes nos ovarios dos nematdides Trichodorus sp.,
Xiphinema americanum Cobb e Xiphinema silvaticum. Entretanto precisa-se
distinguir entre as bactérias parasitas de nematdides e as oportunistas.

Bactérias anaerGbias que obtém sua fonte de energia através da redugio
de sulfato em sulfeto, j4 demonstraram efeitos toxicos a nematides.
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Desulfovibrio desulfuricans, ¢ um género de bactéria anaerdbia redutora de
sulfato com propriedades toxicas a nematdides (Rodrigues-Kabana, Jordan e
Hollis, 1965). Estudos no Senegal, demonstraram que o sulfeto solivel, causou a
mortalidade dos nematdides Hirschmanniella oryzae, H. spinicaudata e
Tylenchorhynchus mashhoodi, cuja dosagem letal foi a mesma para as trés
espécies (Fortuner e Jacq, 1976). Grande redugdo populacional do nematodide
Hirschmanniella oryzae em arroz ocorreu pela bactéria redutora de sulfato
Desulfovibrio desulfuricans. Substancias toxicas a Tylenchorhynchus martini
tem sido produzidas pela bactéria Clostridium butyricum em solos saturados de
umidade (Johnston, 1959). Hollis ¢ Rodrigues-Kabana (1966 ¢ 1967), relataram
fortes evidéncias da produggo de acido butirico em concentragdes nematicidas em
condigdes de anaerobiose no solo com efeito toxico sobre nematdides. Bactérias
do género Chromobacterium, produzem amdnia e cianeto, que sdo potentes
nematicidas (Wilt € Smith, 1970).

Bactérias do género Enterobacter produzem substincias nematicidas.
Lizuka et al. (1962), demonstraram que os filtrados de cultura de nove isolados
testados desse género apresentaram alta a moderada atividade nematicida.

Entre os antagonistas bacterianos mais estudados e eficientes no
parasitismo de nematdides, estio o grupo Pasteuria spp. (Campos, Souza e
Souza, 1998 e Tribe, 1980). Pasteuria sp. ¢ um parasita obrigatorio, de alta
especificidade aos seus hospedeiros. Constitui um dos organismos mais
promissores no controle bioldgico de nematdides por apresentar alta resisténcia
dos seus esporos a dessecagdo, eficientes mecanismos de fixagio e penetra¢do no
hospedeiro, além de bloquear a produgdo de ovos nos nematéides (Campos,
Souza e Souza, 1998 e Stirling, 1984). Porém, a sua utiliza¢do pratica tem sido
inviabilizada pela impossibilidade de cultivo “in vitro”, pois é um parasita
obrigatério, além da necessidade de alta concentragio de esporos no solo,
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ocorréncia de parasitismo somente em alguns estidios de vida do nematéide
decorrendo, por conseguinte, insucessos nos testes com a bactéria em campo
(Sayre, 1980b).

Bactérias que colonizam o interior das raizes das plantas, conhecidas como
endofiticas, j4 demonstraram efeito sobre nematéides (Campos, Souza e Souza,
1998). Hallman et al, (1995), estudaram em casa de vegetagdo, o efeito
antagonista de 72 isolados de bactérias endofiticas a Meloidogyne incognita em
pepino. Sete isolados, Aerococcus viridans, Bacillus megaterium, B subtilis,
Pseudomonas chlororaphis, P. vesicularis, Serratia marcescens, Sphingomonas
paucimobolis, reduziram em mais de 50% 3 infecgiio pelo nematoide em relacdo
ao controle sem inoculago bacteriana.

Quatro isolados de Streptomyces sp. e dois de Bacillus Sp. provenientes

>

do solo exerceram atividade nematicida sobre juvenis de Pratylenchus penetrans
(Walker, Specht e Bekker, 1965). Katznelson e Henderson (1964), estudaram o
efeitodasculmmsdeacﬁnomycet&s,bactériaseﬁmgosdosolosobre
Aphelenchoides paratienus quando cultivados juntos em placas com agar. Foi
observado 'qne 15% das 56 culturas de actinomycetes fizeram com que o
nematbide Aphelenchoides paratienus se acumulasse ao redor da colénia. Quinze
dias apds, esse mimero subiu para 30%. Cinquenta e um isolados bacterianos dos
60 obtidos fizeram com que o nematéide se afastasse das coldnias bacterianas nas
placas. Das 54 culturas fiingicas testadas, 43 delas também tiveram o mesmo
efeito.

2.2 Associagiio e antagonismo de nematéides com bactérias da rizosfera,

Schroth ¢ Hancock (1981, 1982) citados por Weller (1988), definem o
termo rizobactéria, como qualquer bactéria capaz de colonizar facilmente as
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raizes na presenca da microflora indigena do solo. Nesse grupo existem bactérias
que afetam ou inibem o crescimento de outras bactérias, portanto, podem ser
utilizados no controle de patdgenos de plantas (Luz, 1996)

Rizobactérias existem em abundincia no solo, sdo de facil adaptacdo a
produgdo massal pois podem ser cultivadas em meio de cultura, possibilitando
formulages comerciais (Weller, 1988).

Algumas delas podem afetar a penetragdo dos nematdides nas raizes
tornando antagdnicas a esse grupo de patdgeno (Sikora, 1988). Sete a dez por
cento das rizobactérias isoladas das raizes da batata, beterraba e tomate, exibiram
atividade antagonista a diferentes espécies de nematéides dos cistos, € das galhas
(Becker et al., 1988; Klopper, Schroth e Miller, 1992; Oostendorp e Sikora,
1986, 1990; Racke ¢ Sikora, 1986, 1992; Sikora, 1988). Zavaleta-Mejia e Van-
Gundy (1982), testaram cerca de 244 isolados de rizobactérias, através da
inoculagdo de raizes de mudas de tomate e pepino, seguida do transplante para
vasos com solo naturalmente infestado com o nematoide das galhas Meloidogyne
incognita. Cerca de 12% desses isolados foram capazes de reduzir a populagdo
do nematéide, aumentando de 6 a 48% o peso seco das plantas e reduzindo o
numero de galhas em 8 a 49% quando comparados com a testemunha. Becker et
al. (1988), visando o mesmo controle, testaram cerca de 5000 isolados
bacterianos, oriundos da rizosfera de algumas espécies de plantas coletadas no
estado da California nos Estados Unidos. Foram inicialmente realizados com os
_ isolados bacterianos, testes “in vitro”, e posteriormente uma sele¢do dos methores
isolados em casa de vegetagdo. Nos testes “in vitro”, estudou-se a capacidade
dos isolados bacterianos na produgdo de metabolitos que afetassem a mobilidade
dos juvenis do nematdide. Ja em casa de vegetagdo os testes realizados visaram o
controle do nematdide em plantas de pepino cultivadas em vasos contendo
susbstrato ndo esterilizado. Observou-se¢ que desses 5000 isolados apenas 50
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afetaram os juvenis in vitro, ¢ desses apenas 10 foram capazes de controlar o
nematéide em casa de vegetagdo. Sikora (1988), testou a capacidade da
rizobactéria, Bacillus subtilis (A-13), e de alguns isolados de rizobactérias
oriundas da rizosfera das plantas de beterraba, batata, algoddo ¢ amendoim na
reducdo da infeccdo das raizes de plantas hospedeiras de algumas espécies de
fitonematoides. Por exemplo, o isolado A-13 de Bacillus subtilis, foi testado
contra Meloidogyne incognita usando como plantas hospedeiras o algoddo e a
beterraba, contra Meloidogyne arenaria em amendoim e contra Rotylenchulus
reniformis em algoddo. Os demais isolados de rizobactérias foram testados contra
o nematéide dos cistos Heterodera schachtii ¢ Globodera pallida e das galhas
Meloidogyne incognita ¢ Meloidogyne arenaria em plantas de beterraba. Como
resultados, observou-se que o isolado A-13 de Bacillus subtilis reduziu a infecgio
pelosnematéid&semmdasasplantasmmdas.Aredu&odapencuaﬁode
Meloidogyne nas raizes variou de 38 a 66% em algodio, 45 a 68% em amendoim
€ 65% em beterraba. Com Rotylenchulus reniformis a redugdo da penetragdo do
nematdide nas raizes foi de 59%. Os demais isolados de rizobactérias, também
induziram significantes redugdes na penetragio pelo nematoéide dos cistos e das
galhas nas raizes da beterraba, algodio e amendoim. Do total de rizobactérias
isoladas, 7,2% oriundas da rizosfera da beterraba, 9% da batata e 9,8% do
algodio ¢ amendoim tiveram efeito sobre o nematéide. Habe (1997), testou cerca
de 156 isolados de rizobactérias oriundas da rizosfera de espécies nativas e
invasoras da familia solanicea, do cerrado do estado de Goias (Brasil), contra o
nematdide Meloidogyne incognita raga 1. O teste foi realizado em casa de
vegetacdo, com tomateiro, sendo realizado em duas etapas. A primeira, consistin
em testar todos os isolados obtidos, e a segunda, em reavaliar somente os
melhores isolados obtidos da primeira etapa. Obteve-se neste trabalho uma
porcentagem de 10,3 % (16 dos 156 isolados testados) na primeira etapa e 3,8%
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(6 em 156 isolados) na segunda etapa dos testes com atividades
significativamente antagnicas a Meloidogyne incognita.

Dentre os diversos géneros de rizobactérias isolados da rizosfera, e
testados contra fitonematdides, as espécies do género Pseudomonas,
principalmente as pertencentes ao grupo das fluorescentes, tém sido as
antagénicas mais eficazes a esses patogenos, talvez devido a sua maior
capacidade de colonizagdo da rizosfera (Kluepfel, Mcinnis e Zehr, 1993).
Oostendorp e Sikora (1990), obtiveram 290 isolados de bactérias na rizosfera da
beterraba agucareira ¢ trataram as sementes com esses isolados para conferir
protegdo as plantas contra o ataque do nematdide do cisto da beterraba
Heterodera schachtii no campo. Qito dos isolados testados, mostraram-se ativos
¢ eficazes na redugdo da penetragéo das raizes de beterraba pelo nematoide, sendo
que, trés deles eram Pseudomonas fluorescens. Kluepfel, Mcinnis e Zehr (1993),
trabalhando com um solo supressivo ao nematdide Criconemella xenoplax
causador da morte em mudas de pessegueiros, observaram que cerca de 2,4% das
bactérias isoladas deste solo e que reduziram a popula¢do do nematéide, eram do
género Pseudomonas. Westcott ¢ Klupfel (1993), demonstraram que um isolado
de Pseudomonas aerofaciens obtido das raizes de pessegueiro, oriunda de um
solo supressivo & Criconemella xenoplax, foi capaz de inibir, “ in vitro”, a
eclosdo de juvenis do nematoide.

Outros géneros de rizobactérias, ja demonstraram eficiéncia no controle
de nematdides. Racke e Sikora (1992), comprovaram a eficiéncia das
rizobactérias Agrobacterium radiobacter ¢ Bacillus sphaericus no controle de
Globodera pallida, conhecido como nematoide do cisto da batata. Cerca de 179
isolados bacterianos foram obtidos da rizosfera da batata e testados em
condigdes de casa de vegetagdo contra o nematdide usando como planta
hospedeira a batata. Desses 179 isolados, 16 causaram redugdo de 25% na
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penetragdo do nematéide Globodera pallida nas raizes da batata. Entretanto,
apenas seis desses isolados causaram redugdio significativa na penetracio do
nematdide nas raizes da batata em novo ensaio.

Bacillus ¢ um género de rizobactéria que vem sendo considerado como
forte agente de controle biologico de fitonematdides, devido a capacidade de
producdo de endosporos, os quais sdo tolerantes i condigio de dessecagdo do
solo, e de calor extremo (Weller, 1988). Varios pesquisadores tém estudado o
efeito pematicida dessa bactéria. Leyns et al, (1995), testaram o efeito
nematicida da mistura de esporos de trés isolados de Bacillus thuringiensis,
contra o nematdide de vida livie Caenorhabidtis elegans . O teste consistiu em
adicionar aliquotas de cinquenta microlitros de esporos da bactéria dentro de
pequenas placas contendo cinquenta microlitros de suspensio do nematéide com
cerca de 200 a 400 juvenis ¢ avaliado 8h apés. Observou-se que a mortalidade
dos juvenis variou de 50% a 60%, sendo que o nivel de toxicidade variou entre os
trés isolados.

O mimero de isolados de rizobactérias, com potencial de uso no controle
bioldgico tanto de fitonematéides como de outros patdgenos, ndo € muito grande,
compreendendo cerca de 10% da populagio dessas bactérias na rizosfera das
plantas (Schroth e Hancock, 1981; Schroth ¢ Hancock, 1982 ; Suslow e Schroth,
1982; Weller e Cook, 1986). Entretanto, as chances de sucesso no controle
bioldgico serdo aumentadas caso 4 bactéria seja isolada no mesmo local onde ser
aplicada no controle do patégeno, ou isolada de um solo supressivo onde a
populagdo do patdgeno € baixa (Schneider, 1982). A rizosfera da planta, de onde
se faz o isolamento das rizobactérias, parece também influenciar na quantidade de
isolados com capacidade de afetar o desenvolvimento dos fitonematoides.
Kloepper, Schroth e Miller (1992), isolaram bactérias da rizosfera de plantas

conhecidas como antagonistas a fitonematéides, como Mucuna deeringiana,
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Ricinus comunis, Cannavalia ensiformis, Secale cereale e compararam esses
isolados com outros obtidos da soja quanto a capacidade de controlar o nematéide
das galhas Meloidogyne incognita e do cisto Heterodera schachtii em plantas de
soja em micropotes. Foi observado uma freqiiéncia de quatro a seis vezes maior
de isolados bacterianos eficientes no controle dos fitonematéides oriundos das
plantas antagonistas do que aqueles isolados da rizosfera da soja e testados em

soja.
2.2.1 Métodos de isolamento de rizobactérias

Varios métodos tém sido empregados para isolar bactérias das raizes das
plantas com posterior plaqueamento em meio seletivo. A maioria dos métodos
consiste em agitar vigorosamente as raizes das quais deseja-se isolar as bactérias
dentro de tubos ou frascos de vidro contendo 4gua estéril, solugio tampdo ou
MgSO,; (0,1M), por determinado periodo de tempo (Bahme et al., 1988; Bahme
¢ Schroth, 1987, James, Suslow e Stinback, 1985; Howie ¢ Echandi, 1983;
Kloepper, Schroth ¢ Miller, 1980; Loper, Suslow e Schroth, 1984; Oostendorp e
Sikora, 1989). Como alternativa, as raizes podem ser colocadas em sonificador
com solugio tampdo (Parke, Liddell e Clayton, 1990), ou trituradas com pistilo
usando um almofariz (Weller ¢ CooK, 1983). A seguir a suspensdo de raizes e
bactérias passa pelo método de diluigio e plaqueamento em meio seletivo que
permita o crescimento das bactérias.

Outro método de isolamento de bactérias, consiste em lavar as raizes
em solu¢do tampdo tendo-se o cuidado de recolher a solugdo usada na lavagem,
dilui-la e plaguea-la em meio de cultura (Becker et al., 1988).
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2.2.2 Modo de acfio das rizobactérias na reducfio populacional de

nematoides

Os mecanismos de agfio das rizobactérias envolvidas no controle de
nematdides incluem: competigdo por nutrientes ou oxigénio, competigio por nicho
ecolégico; produgdo de antibiéticos, enzimas ou outros metabélitos no local de
estabelecimento dos nematoéides; degradagdo de exsudatos radiculares afetando o
estimulo a eclosio do nematéide do cisto; interferéncia no processo de
reconhecimento da raiz pelo nematéide devido a agdio das bactérias nas lectinas;
ativagdo de mecanismos de defesa da planta induzido pela bactéria (Weller, 19883;
Higinbotham, 1968; Wood e Paleg, 1972; Cleland, 1990 e Hagen, 1990;
Oostendorp e Sikora, 1990; Stirling, 1991).

Muitos isolados bacterianos podem talvez utilizar-se de diversos
mecanismos ao mesmo tempo (Habe, 1997). Portanto, torna-se dificil estabelecer
© mecanismo exato de antagonismo entre o nematbide € a bactéria da rizosfera.
Soma-se a isto a interagdo e relagdes com outros fatores formando o complexo
Rizobactéria-Nemato6ide-Planta-Ambiente.

A hipétese de competicdo por nutrientes ou oxigénio no mesmo sitio de
alimentacio do nematodide, deve ser no minimo nula, devido a diferenga de
tamanho entre os organismos competidores ¢ os modos diversificados da
alimentagdo deles (Weller, 1988) .

A produgdo localizada de antibiéticos, enzimas e outros metabolitos por
bactérias no local de estabelecimento dos nematdides também pode explicar o
possivel antagonismo das rizobactérias a esse patogeno, tanto que algumas
rizobactérias j4 demostraram a capacidade de produzir substincias toxicas a
nematbides como as do gémero Bacillus, Pseudomonas, Desulfovibrio,
Clostridium, Chromobacterium e Enterobacter (Fortuner e Jacq, 1976; Johnston,
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1959, Rodrigues-Kabana, Jordan e Hollis, 1965; Wilt ¢ Smith, 1970; Lizuka et
al., 1962; Becker et al., 1988)

Os exudatos radiculares além de atrair o nematéide na diregdo da ponta
das raizes permitindo o seu parasitismo, também influenciam o ciclo de vida de
alguns nematoides, principalmente os do cisto (Sikora, 1988). Dessa forma a
degradacdo desses exsudatos por rizobactérias influenciariam drasticamente o
reconhecimento da raiz pelo nematéide € o seu desenvolvimento principalmente
daqueles em que a eclosdo ¢ afetada por exsudatos radiculares (Oostendorp e
Sikora, 1990).

Outra hipétese € que as rizobactérias podem interfirir no processo de
reconhecimento da planta hospedeira pelo nematdide, atuando nas lectinas da
superficie das raizes, pois suspeita-se que a interagdo entre as lectinas ¢ os
carboidratos presentes na superficie dos nematoides talvez seja um pré-requisito
para a penetragdo dos nematoides (Stirling, 1991; Zuckerman e Jansson, 1984).
O contato direto das rizobactérias com os tecidos radiculares pode, também, levar
a planta a ativar mecanismos de defesa. Também as rizobactérias podem agir
diretamente afetando o desenvolvimento do nematdide sem causar diretamente sua

morte.

2.2.3 Perspectivas das pesquisas com rizobactérias no controle de

fitonematéides e possivel uso no campo.

Sdo poucos os trabathos de controle biologico de fitonematdides
envolvendo o uso de rizobactérias. Apesar disso, os resultados até entdo
alcangados ja demonstram grande potencial desses microorganismos como
agentes de controle biologico de nematdides. Estimulo maior decorre da facilidade
de crescimento e adaptagdo dessas bactérias na rizosfera, além de possibilitar
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formulagdo comercial. Dai a necessidade de se enfatizar pesquisas sobre a sua
aplicagdo no campo.

Salienta-se que ainda, sdo necessrios alguns estudos para se chegar a
aplicagdo no campo. Inicialmente, necessita-se entender melhor, a interagdo entre
as rizobactérias, plantas, fitonematéides € o solo, abrindo assim melhores
perspectivas para o estudo de dose e meios e épocas de aplicagio no campo.

2.3 Fungos da rizosfera associados a fémeas de nematéides.

Fungos que colonizam as estruturas reprodutivas dos nematdides
parasitas de plantas principalmente ovos e cistos, ja sdo conhecidos h4 muito
tempo. J.Kithn (1877) citado por Kerry (1980), encontrou o fungo Catenaria
auxilliaris destruindo fémeas do nematoide do cisto Heterodera schachtii. Desde
entdo, muitos trabalhos tém relatado a ocorréncia do parasitismo de fungos em
ovos, cistos e fémeas do nematdides do cisto e das galhas (Willcox e Tribe, 1974;
Morgan-Jones ¢ Rodriguez-Kibana, 1981; Clovis e Nolan, 1983; Godoy,
Rodﬁguez-Kébana ¢ Morgan-Jones, 1982, Costa, Campos e Menezes, 1997,
Silvae Campos, 1991; Naves e Campos, 1991; Ribeiro e Campos, 1993; Costa e
Campos, 1997).

Nematoides pertencentes 4 familia Heteroderidae, sio vulneriveis ao
ataque de fungos, devido & natureza sedentaria da fase adulta e a producdo de
Ovos em massa, que ¢ constituida principalmente de glicoproteinas favorecendo
principalmente o ataque de fungos (Decker,1989; Kerry ¢ Mullen, 1981). Sio
muitas as espécies de fungos associados a cistos e fémeas de Globodera,
Heterodera e Meloidogyne nas regites tropicais. Freire e Bridge (1985), isolaram
de matriz gelatinosa de fémeas de Meloidogyne incognita, obtidas de raizes de
pimenta do reino, os fungos Paecilomyces lilacinus, Verticillium
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chlamydosporium, Aspergillus sp, Colletotrichum sp, Fusarium sp, Penicillium
sp e Trichoderma sp. Geralmente os fungos que colonizam fémeas de nematéides
sdo zoosporicos, pertencentes ao Filo Mastigomycota ou oportunistas cuja
atividade de parasitismo, ainda nio é muito conhecida (Morgan-Jones e
Rodrigues-Kabana, 1985).

A npatureza do parasitismo desses fungos pode ser obrigatéria e
facultativa. Os parasitas obrigatorios sdo poucos e muito especializados, capazes
de invadir as fémeas em poucos dias de exposi¢do, na superficie das raizes.

A maioria dos fungos que colonizam fémeas de nematoides, vive no solo
como saprofitas facultativos e sdo parasitas de ovos (Jatala, 1986).
Nematophthora gynophila, ¢ importante parasita obrigatorio de fémeas de
Heterodera (Kerry, 1980; Kerry, Crump e Mullen, 1982). Esse, fungo ja foi
encontrado parasitando fémeas de Meloidogyne acronea Coetzee (Kerry e
Crump, 1977). Os fungos Catenaria auxiliares, Nematophthora gynophila e
fungos Lagenidiaceo tém sido encontrados atacando fémeas do mematdide dos
cistos (Kerry e Crump, 1977).

Stirling ¢ Mankau (1978), encontraram fungo Dactylella oviparasitica
pmsﬁando fémeas de Meloidogyne. Os parasitas facultativos encontrados em
fémeas de nematoides sdo, também, em muitos casos, parasitas de ovos (Jatala,
1986). Morgan-Jones ¢ Rodrigues-Kabana (1980), descreveram o fungo
Verticillium chlamydosporium, como tipicamente parasito de ovos ¢ de fémeas

~maduras de Meloidogyne arenaria. Ribeiro ¢ Campos (1993), isolaram de
massas de ovos de Meloidogyne spp. os fungos Paecilomyces lilacinus, P.
marquandii, P. inflatus, Verticillium chlamydosporium, Penicillium sp.,
Gliocladium roseum e Sytalidium sp. Jatala, Kaltenbach ¢ Boncagel (1979),
relataram em batata no Peru a colonizagdo de 70 a 90% dos ovos de cada fémea
de Meloidogyne incognita ¢ Meloidogyne acrita pelos fungos Verticillium
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chlamydosporium e Paecilomyces lilacinus. Esses fungos também tém sido
encontrados associados as fémeas de Heterodera schachtii e Heterodera avenae
em alguns paises da Europa (Bursnall e Tribe, 1974; Willcox e Tribe, 1974;
Kerry, 1980 e Tribe, 1979).

Nectria haematococca f. sp piperis, Phytophthora palmivora, Paecilomyces
lilacinus e Verticillium chlamydosporium, também tém sido isolados de massas
de ovos e de fémeas maduras de Meloidogyne incognita, extraidas das raizes de
pimenta do reino. Testes “in vitro” demonstraram a colonizagio de todas as
femeas de Meloidogyne incognita (Freire e Bridge, 1985).

Santos (1991), isolou alguns fungos chamados de oportunistas, oriundos de
raizes galhadas, porém colonizando massas de ovos de fémeas de Meloidogyne.
Dentre eles destacam-se: Acremonium sp., Aspergillus sp., A. niger, Fusarium
equiseti, F. solani, Paecilomyces lilacinus, Penicillium spp., P. decumbens e
Trichoderma harzianum. Um isolado do fungo Cylindrocarpon destructans ja
foi encontrado parasitando fémeas de Meloidogyne sp., em raizes de pessegueiro
em Pelotas, Rio Grande do Sul (Freitas, Ferraz e Muchovej, 1995).

Segundo Kerry (1988), cerca de 150 espécies de fungos oportunistas tém
sido encontrados parasitando ovos € colonizando fémeas do nematdide do cisto.
Chen et al, (1994), isolaram de fémeas do nematéide do cisto da soja,
Heterodera glycines, em campos da Florida nos Estados Unidos, os fungos
Neocomosphora  vasinfecta, Fusarium solani, Fusarium oxysporum,
Dictyochaeta coffeae, Dictyochaeta heteroderae, Pyrenochaeta terrestris,
Exophiala pisciphila, Gliocladium catenulatum, Stagonospora heteroderae.
Fusarium oxsporum, foi o fungo mais freqiientemente isolado em fémeas de
Meloidogyne arenaria, em um experimento visando testar a eficiéncia de
espécies de Gliocladium, Paecilomyces e Verticillium no controle de

Meloidogyne arenaria no campo. Nesse trabalho, além do Fusarium foram
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1solados de fémeas do nematdide os fungos Verticillium lamellicola, Gliocladium
roseum, Gliocladium catenulatum, Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces
nostocoides e Verticillium chlamydosporium (Rodrigues-Kabana et al., 1984).
Costa, Campos ¢ Menezes (1997), isolaram fungos de cistos de Heterodera
glycines, entre eles, Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Gliocladium viride,
Sytalidium sp., Dacylaria sp., Penicillium sp., Eurotium repens, Paecilonyces
lilacinus e Paecilomyces variotii. Os mais freqiientemente isolados foram

Fusarium solani e Fusarium oxysporum.
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3 METODOLOGIA GERAL

As bactérias isoladas da rizosfera de algumas plantas, foram estudadas
em experimentos montados em casa de vegetagdo. Os fungos isolados de fémeas
foram estudados “in vitro”. Portanto, em casa de vegetacdo foram montados dois
experimentos em épocas diferentes para se estudar o efeito dessas rizobactérias
quanto a capacidade de reduzir o ataque do nematdide das galhas, Meloidogyne
Javanica, a raizes de tomateiro cv. ‘Santa Cruz Kada’. Inmicialmente as
rizobactérias foram isoladas da rizosfera de algumas plantas coletadas na zona
rural de Lavras (Serrinha) e no campus da UFLA. Em seguida, expandiu-se o
isolamento para rizosfera de plantas dos municipios de Ijaci e Ribeirio Vermelho.
Em seguida, montaram-se experimentos, com a bacterizagio das raizes de mudas
de tomate com os isolados obtidos, seguido do tranplantio dessas mudas para
tubetes contendo o substrato Plantmax. Dez dias apés foram colocados 400 ovos
deMeloidqgme Javanica por tubete, ¢ ap6s 30 dias o experimento foi avaliado.
Como pardmetros de avaliagio, pesou-se a matéria seca do tomateiro,
quantificou-se o mimero de galhas e o niimero de ovos por grama de raiz. Os dois
experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
tendo 4 repetigdes por isolado bacteriano. No primeiro experimento, cada
repeticdo foi constituida de parcelas de duas plantas e no segundo de trés plantas.
O tratamento testemunha nos dois experimentos constituiram-se sempre de muda
sem bactéria.

“In vitro”, mediu-se o parasitismo em Meloidogyne javanica por fungos
isolados internamente e externamente ao corpo de femeas de Meloidogyne spp.
Apés o isolamento dos fungos, montou-se o experimento em placas de Petri
contendo agar-dgua 2%. Para isto colocaram-se os fungos isolados, perto das
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fémeas de Meloidogyne javanica livres de contaminag;a”,o por fungos ou bactérias.
Doze dias apds, cada fémea foi colocada em uma limina escavada com uma
gota de azul de algodio para facilitar a visualizagio do micélio fingico sobre a
fémea. As observagdes foram feitas com auxilio de um microscépio de objetiva
invertida no aumento de 1000x. Foi entio avaliado o nimero de fémeas de
Meloidogyne javanica que continham hifas fiingicas no seu corpo e calculada a

porcentagem de parasitismo por esses fungos.
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CAPITULO 2

RIZOBACTERIAS ANTAGONISTAS A Meloidogyne javanica

RESUMO

COIMBRA, Jodo Luiz. Rizobactérias antagonistas a Meloidogyne javanica. In:
____. Rizobactérias antagonistas a Meloidogyne javanica, isolamento e
parasitismo de fungos de fémeas de Meloidogyne spp. Lavras: UFLA,
1998. Cap. 2, p.30-61. (Dissertagéio - Mestrado em Fitopatologia)*

Foram obtidos 130 isolados bacterianos a partir da rizosfera das
seguintes espécies de plantas: tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill),
quiabeiro (Hibiscus esculentus L.), cafeeiro (Coffea arabica L.), feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), pimentio (Capsicum annuum L.), lablab (Dolichos
lablab L.), mamona (Ricinus communis L.), cravo de defunto (Tagetes erecta
L.), capuchinha (Trapaeolum majus L. ) e alface (Lactuca sativa L.), coletadas
na regido rural dos municipios de Lavras (MG), ljaci (MG) ¢ Ribeirdo Vermelho
(MG). Os isolados obtidos foram testados no controle de Meloidogyne javanica
em tomateiro, através de dois experimentos montados em duas épocas
diferentes, na casa de vegetacdo. Para montagem dos experimentos, plantas de
tomate tiveram suas raizes bacterizadas € em seguida, transplantadas para
bandejas de tubetes contendo substrato Plantmax onde foi feita a inoculagio com
ovos de Meloidogyne javanica. Trinta dias apés realizou-se a avaliagio dos
experimentos. Cinquenta e trés isolados (40,76%) demostraram antagonismo ao
nematoide; desses, 32 reduziram o ataque de Meloidogyne javanica em raizes de
tomateiro através da redugio do mimero de galhas e 47 isolados reduziram o
mimero de ovos. Dos isolados que reduziram o nimero de galthas, o maior
mimero deles veio de alface ¢ do tomate coletados na regiio de Ijaci,
correspondendo a 35% e 23% respectivamente do total amostrado.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador) — Ricardo
Magela de Souza — UFLA, Romildo da Silva — UFLA.
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ABSTRACT

COIMBRA, Jodo Luiz. Antagonistic rhizobacteria to Melozdog)me Javanica. In:

. Antagonistic rhizobacteria to Meloidogyne javanica, isolation and

parasmsm of Meloidogyne spp. Female Fungi. Lavras: UFLA, 1998.
Cap.2, p. 30-61 (Dissertation — Master Program in Phytopathology)*

A hundred thirty bacterial isolates were obtainned from rhizosphere of
tomato (Lycopersicum esculentum Mill), okra (Hibiscus esculentus L.), coffee
(Coffea arabica L.), bean (Phaseolus vulgaris L.), pepper (Capsicum annuum
L.), lablab (Dolichos lablab L.), castor bean (Ricinus communis L.), marigold
(Tagetes erecta L.), “capuchinha” (Trapaeolum majus L.) and lettuce (Lactuca
sativa L.), collected from Lavras, Ijaci and Ribeirdo Vermelho counties of Minas
Gerais state, Brazil. Two screening experiments were done by inoculating
tomato seedlings with the bacterial isolates in greenhouse followed by
Meloidogyne javanica eggs inoculation. Thirty days later were avaliated the
number of eggs per tomato plant, number of galls per plant and shoot dry
weight. Fifty three isolates (40,76%) demonstrate antagonistic effect in
nematode. Thirty two isolates reduced the number of galls per plant and fourty
seven isolates reduced the number of eggs per plant. Isolates from lettuce and
tomato were the most frequent in reducing eggs per plant, but at least, a few
isolates from each plant sampled had the same effect.

*Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos (Major Professor), Ricardo
Magela de Souza — UFLA and Romildo da Silva — UFLA.
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1 INTRODUCAO

Aos organismos antagonistas mais propicios ao manejo da populagdo de
fitonematoides incluem: rizobactérias promotoras de crescimento de plantas,
bactérias parasitas obrigatorias, fungos parasitas e patogenos de ovos, fungos
predadores e parasitas, patogemos de fémeas, fungos endoparasitas ¢
- endomicorrizas (Sikora , 1992).
| O controle biolégico de nematbides por bactérias apenas merecen atengio
dos pesquisadores nas ultimas décadas. Sendo que a énfase nesses estudos tém
sido dada apenas a bactérias parasitas de nematéides do género Pasteuria e as
rizobactérias (Campos, Souza ¢ Souza, 1998).

Rizobacterias isoladas da rizosfera de plantas tém a capacidade de limitar
a penetracdo dos nematbides nas raizes, podendo, assim atuar como agentes no
controle bioldgico de fitonematéides (Sikora, 1988). Além disto podem exercer
efeitos benéficos ao desenvolvimento das plantas através da promogdo do
crescimento (Kloepper et al., 1990).

A principal vantagem de se trabalhar com rizobactéria, estd na abundancia
de sua ocorréncia no solo, além da facilidade na produgio massal e do preparo
de formulag@es comerciais. Essas bactérias tém vantagens sobre os fungos, pois a
rizosfera das plantas, onde crescem, constitui ambiente relativamente estavel,
com ilimitada e continua fonte de nutrientes provida pelo exudato radicular
(Schénbeck, Klingauf e Kraus, 1988).

Desta forma objetivou-se neste trabalho:

1 - Isolar bactérias da rizosfera de diversas plantas.
2 - Selecionar isolados bacterianos para prote¢io do sistema radicular de plantas

comerciais.
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2 METODOLOGIA

2.1 Locais de coleta e isolamento de rizobactérias.

Foram obtidas amostras de diversas espécies vegetais colhidas em

diferentes localidades de Lavras e regidio (TABELA 1).

TABELA 1- Locais de coleta e os hospedeiros amostrados.

Planta amostrada Locais de coleta

Tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill) Ribeirdo Vermelho, Ijaci e Lavras
(Serrinha)

Quiabeiro (Hibiscus esculentus L.) Lavras (Campus da UFLA)

Cafeeiro (Coffea arabicaL.) Lavras (Campus da UFLA)

Feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) Ribeirdo Vermelho e Ijaci

Pimentdo (Capsicum annuum L. ) Lavras (Serrinha)

Lab-Lab (Dolichos lablab L.) Lavras (Campus da UFLA)

Mamona (Ricinus communis L.) Lavras (Campus da UFLA)

Alface (Lactuca sativa L.) Lavras (Campus da UFLA)

Berinjela (Solanum melongena L. ) Lavras (Serrinha)

Cravo de defunto ( Tagetes erectal.) Lavras (Campus da UFLA)

Capuchinha (Trapaeolum majus L.) Lavras (Campus da UFLA)
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As raizes coletadas no campo foram umedecidas, acondicionadas
cuidadosamente em sacos plasticos e transportadas para o laboratério. No
laboratério realizou-se o isolamento de rizobactérias adotando-se os métodos
também seguidos por Qostendorp e Sikora (1989), com algumas adaptagdes.
Desta forma, as raizes, foram ligeiramente lavadas com a agua de torneira para
eliminar o excesso de solo, ¢ entio cortadas em pedagos pequenos. Pesaram-se
10g de raizes em uma balanga eletrdnica e em seguida agitaram-nas em
liqiiidificador com 150 ml de solugio salina de MgSO,4 a 0,1 molar (0,1M) por 2
minutos para facilitar 4 liberagdo das bactérias. A seguir, procedeu-se a diluigio
em série da suspensdo obtida em solugdo salina de MgSO, (0, 1M), com fator de
diluigo de 1:10 até 10>, Foram retiradas aliquotas de 0,1 ml das diluigdes 10 ¢
10 * sendo entio distribuidas e espalhadas com auxilio de al¢a de Drigalski em
placas de Petri contendo o meio 523 de Kado ¢ Heskett (1970), composto de
caseina hidrolisada, extrato de levedura, MgSO., K;HPO, e dextrose. As placas
foram, entdo, incubadas a4 25°C durante 2 a 3 dias em cimara de crescimento
(BOD).

Apés esse periodo, foram selecionadas diferentes colénias bacterianas
que apareceram em maior quantidade no meio. Os diferentes isolados obtidos
foram repicados assepticamente em cimara de fluxo laminar para tubos de ensaio
contendo o meio 523 inclinado, e a seguir armazenados e conservados em cimara
friaa 10° C. A cada duas semanas repetia-se a repicagem.

Com a finalidade de preservar os isolados por um maior periodo de
tempo, esses foram, repicados, assepticamente para o meio liquido
peptona-glicerol, composto de glicerol, peptona, K,;HPO, e incubados a 25°C por
48 horas. A seguir, as suspensdes bacterianas foram transferidas assepticamente
para tubos de Eppendorf, os quais foram entio fechados e conduzidos ao freezer
onde foram mantidos 4 temperatura de - 80 ° C.
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. 2.2 - Efeito de isolados de rizobactérias no crescimento do tomate e no dano

causado por Meloidogyne javanica em condigGes de casa de vegetacdo.

Foram montados dois experimentos em casa de vegetagdo, para
selecionar, entre os isolados de rizobactérias obtidos conforme o item 2.1, aqueles
com capacidade de reduzir o ataque as raizes de tomate cv Santa Cruz Kada pelo
nematdide das galhas Meloidogyne javanica. Os experimentos foram montados
em bandeja de tubetes com 36 gramas do substrato Plantimax/ tubete e em duas
épocas distanciadas de 2 meses.

2.2.1 - Obtencio das mudas de tomate usadas para montagem do
experimento

Para obten¢do das mudas, desinfestaram-se superficialmente sementes de
tomate ‘Santa Cruz Kada’ imergindo-as em solugio de hipoclorito de sadio a 1%
por 5 minutos com auxilio de uma peneira. Em seguida, as sementes foram
enxaguadas trés vezes com agua destilada esterilizada e entio semeadas em
bandejas de plastico contendo areia autoclavada a 120° C durante 2 horas em dois
dias consecutivos. As bandejas ficaram em casa de vegetagdo, protegidas por
sombrite ¢ foram irrigadas diariamente até completar 15 dias, estigio no qual as
mudas encontravam-se com duas folhas verdadeiras.

2.2.2 - Preparo do in6culo bacteriano e montagem dos experimentos.

As coldnias de rizobactérias isoladas e preservadas conforme descrito em
2.1, foram repicadas com auxilio de uma alga de cromo niquel para placas de
Petri contendo o meio 523 e em seguida colocadas 4 temperatura de 25 ° C em
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cdmara de crescimento (BOD). Apés 48 horas, foram preparadas suspensdes
com os isolados bacterianos adicionando-se s placas solugdo salina de MgSO, a
0,IM e homogeneizando-se com auxilio de uma alga de Drigalski. A
concentragio das suspensdes foi ajustada em espectofotémetro para A 550= 1,0, o
que se aproxima a 10 ° células bacterianas por ml de suspensdo.

Mudas de tomate cv Santa Cruz Kada obtidas conforme item 2.2.1, com
mesmo padrdo de desenvolvimento, foram selecionadas e retiradas da areia com
méximo cuidado para nio terem suas raizes danificadas. Em seguida, fez-se a
bacterizacdo das raizes distribuindo as mudas dentro de uma placa de Petri
esterilizada contendo a suspenso bacteriana. Nessa suspensdo as raizes foram
imersas por dez minutos, € a seguir transplantadas para bandejas de tubetes
contendo substrato Plantmax.

Utilizou-se a mesma metodologia nos dois experimentos montados, tendo
4 repetigdes por isolado bacteriano. No primeiro experimento cada repetigio foi
constituida de parcelas de duas plantas e no segundo de trés plantas. O
tratamento  testemunha nos dois experimentos constituiram-se sempre de
plantula sem bactéria. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
tendo as médias de cada tratamento agrupadas pelo teste de Scott & Knott
(Scott ¢ Knott, 1974), em nivel de 5% de significincia. Para analise estatistica os

dados foram transformados em /x+05.

2.2.3 - Obtencéo de Meloidogyne javanica e inoculagiio.

Ovos empregados como inéculo de Meloidogyne javanica (Treub, 1885)
Chitwood, 1949, foram obtidos de plantas de tomate cv. ‘Santa Cruz Kada’
mantidas em casa de vegetagdo. Para isso as raizes galhadas de tomate foram

lavadas cuidadosamente em bandeja contendo 4gua de tormeira, em seguida,
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cortadas em pedagos de 2 cm de comprimento € agitadas com auxilio de um
liqiidificador em solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5% por 1 minuto. Apds essa
operagdo a suspensdo de raizes ¢ ovos foi vertida em um conjunto de peneiras de
0,075mm sobre 0,038mm. O material retido na peneira de 0,038mm foi coletado
num copo com auxilio de um pisseta (Hussey e Barker, 1973). A suspensio de
ovos obtida foi quantificada e ajustada para 200 ovos/ml com o uso de
estereoscopico.

Dez dias apés o transplante das mudas de tomate bacterizadas como
descrito em 2.2.2 para a bandeja de tubetes, inocularam-se 400 ovos de
Meloidogyne javanica em cada planta de tomate. A inoculagdo foi feita com
auxilio de pipeta e bastdo de vidro. Para isso foram feitos dois orificios em volta
de cada muda e entdo, adicionado 2 ml da suspensdo de ovos.

2.3 Epoca de avaliaciio e pardmetros avaliados

Trinta dias apds a inoculagdo dos ovos de Meloidogyne javanica, fez-se
a avaliagdo do experimento. Cada planta foi retirada cuidadosamente dos tubetes
¢ cortada na altura do coleto para separar a parte aérea das raizes. A altura da
parte aérea foi medida com auxilio de uma régua graduada e acondicionada em
sacos de papel para secagem em estufa a 50°C’. A secagem foi feita por 24 horas
€ apods o resfriamento foi pesada em balanga eletrdnica.

As raizes foram imersas em solucdo de floxina B a 0,0015% durante 20
minutos de forma a facilitar a visualizagdo das galhas as quais foram contadas
empregando-se um contador manual e lupa. Todo o sistema radicular foi cortado
em pedacos de 0,5cm de comprimento e extraido ovos pela técnica de Hussey e
Barker (1973) e quantificados conforme descrito no item 2.2.3.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 130 isolados bacterianos, da rizosfera de diversas plantas
(TABELA 2), selecionados entre as coldnias bacterianas que apareceram em
maior quantidade. Desses, 66 isolados foram testados, no experimento 1
(TABELA 3). Nenhum deles reduziu significativamente o nimero de galhas por
grama de raiz em comparagio com a testemunha (TABELA 4). Porém, 28
isolados (42,42%) tiveram um efeito contrario estimulando a formagiio de galhas
nas raizes quando comparados com a testemunha. Observou-se a reducdo da
matéria seca em 31 isolados o que representa (46,96%) dos isolados testados
(TABELA 4) quando comparados com a testemunha. O nimero de ovos por
grama de raiz foi maior do que a testemunha na maioria dos isolados testados
(TABELA 4). Em sete deles o mimero de ovos por grama de raiz nio diferencion
significativamente da testemunha. Talvez a baixa eficiéncia de muitos isolados
bacterianos nesse experimento no controle de nematéides nas raizes do tomateiro
pode ser devido ao baixo crescimento da raiz reduzindo a rizosfera da planta
importante na sobrevivéncia da bactéria e a auséncia de bactérias eficazes nas
rizosferas amostradas dos municipios de Ribeirdo Vermelho ¢ Lavras (Serrinha).
Schroth e Hancock (1981) constataram que sio poucos os isolados de
rizobactérias eficazes na redugio populacional e galhas de Meloidogyne, podendo
em alguns casos constituir em menos de 10% dos isolados obtidos.

A reducdo do teor de matéria seca em alguns isolados (TABELA 4),
pode talvez ser explicada pela ocorréncia de bactérias fitopatogénicas. Também a
ocorréncia de rizobactérias ndo fitopatogénicas mais prejudiciais a0
desenvolvimento das plantas pode ter aparecido entre alguns isolados bacterianos
usados nesse experimento. Segundo Luz (1996) e Schippers, Bakker e Bakker,
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TABELA 3 - Isolados bacterianos com as respectivas rizosferas e os locais de
coleta avaliados no primeiro experimento.

Plantas hospedeiras Locais de coleta Isolados

Tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill) ~ Ribeirdo Vermelho 20

Quiabeiro (Hibiscus esculentus L.) Lavras (Campus da UFLA) 10

Capuchinha (Trapaeolum majus L.) Lavras (Campus da UFLA)

Cravo de defunto (Tagetes erectaL.) Lavras (Campus da UFLA)

Cafeeiro (Coffea arabical.) Lavras (Campus da UFLA)

Mamona (Ricinus communis L.) Lavras (Campus da UFLA)

Feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) Ribeirdo Vermelho 14
Total 66
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TABELA 4 - Efeito de isolados bacterianos da rizosfera do primeiro experimento

no numero de galhas e ovos por grama de raiz e no peso em
gramas (g) da matéria seca da parte aérea do tomateiro.

N°deOrdem  Cddigo dos Nimero de Namero de Peso da matéria
Isolados galhag/g de ovos/gderaiz  seca em gramas
1 TEST 311?91; c 775,65 g 0,9575a
2 CPXCA1l 14,79¢ 1607, 5¢ 1,06a
3 TORB 11 16,88 ¢ 1788, 26 ¢ 0,8775a
4 MAMCAS 21,69c¢c 1095,55f 0,720
5 CPXCA 78 14,46 ¢ * 0,9125a
6 MAMCA4 21,88¢ 1147, 6675 f 1,17a
7 CAFCA 78 18,79 ¢ * *
8 CPXCA 40 21,76 ¢ 990,91 f 1,055a
9 CAF CA 28 23,35¢ 815,615¢g 0,6825b
10 TAG CA 00 19,55¢ * *
11 TORB 12 23,24 ¢ 1288,485 f 0,6275b
12 TAG CA 63 23,76 ¢ 1645, 19¢ 1,035a
13 CPX CA 61 24,15¢ * 0,67b
14 FEJRB 42 24,74 ¢ 620,46 g 0,540
15 MAMCAS8 25,05¢ 1757,67 ¢ 0,7375b
16 TORB 15 25,23 ¢ 1491, 465 ¢ *
17 QUICA 45 25,68 ¢ 659,93 g 0,705b
18 QUICA 44 26,31c¢ 1803, 722 e 0,8425 a
19 TORB 35 30,26 ¢ * 0,77b
20 TORB 75 25,85¢ 4121,582 ¢ 0,74b
21 MAMCA2 21,41c¢ 1272, 79 f *
22 TORB 47 28,67c 1248,48 f 1,3025a
 erereeennes continua.......... »
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“TABELA 4, Cont.”

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
43
49

TORB 1
TORB 14
TORB 10
TO RB 51
TORB 13
MAM CA 7
FEJRB 29
QUI CA 40
FEJ RB 28
TORB 23
QUICA 74
CPX CA 66
FEJRB 27
TORB 16
FEJRB 39
TORB 25
QUI CA 43
QUI CA 53
FEJ RB 26
FEJRB 40
FEJ RB 43
TAG CA 31
FEJRB 31
CAFCA6
QUI CA 54
FEJRB 30
TORB 18

29,74 ¢
28,85¢
3L,31c
31,25¢
33,54c¢
31,85¢
32,51¢
33,16¢
33,97c¢
35,76 ¢
35,21c
38,04 c¢c
37,39¢
3836¢
39,13¢
40,125¢
44,09b
45,98 b
45,19b
49,26 b
46,99b
46,21b
48,88b
47,99b
50,24b
52,7b
54,98b

42

*

1319, 7375 f
*

1297, 53 f
1995,322 ¢
634,13 g
2013,392 ¢
1359, 642 ¢
998, 785 f
1562, 655 e
*

1651, 76
1300, 8225 f
*

1095, 675 f
1423,08 ¢

952,02 f
*

.
316,64 g
1119,31f

2263,107 ¢
3516, 72d

1505, 962 ¢
2530, 38 ¢

*

1749, 625 ¢

.........

vendl

*

0,97a
0,7975 a
0,605 b
0,86 a
0,8225a
0,490
1,065 a
0,6575b
0,8525a
*
0,987 a
0,65b
0,5525b
*
0,79a
0,5475b
0,875a
0,7925 a
0,690b
0,545b
1,095a
0, 3875b
0, 74250
0,94 a



“TABELA 4, Cont.”

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

TO RB 49
QUI CA 00
TAG CA46
QUI CA 23
TORB 9
FEJRB 38
FEJ RB 34
TORB 12
CPX CA 44
QUICA 46
MAM CA 1
FEJRB 32
CPXCAS
FEJRB 36
TORB 21
MAM CA 6
TORB 19
CAFCA S8

51,37b
55,25b
55,66 b
56,3b
59,27b
59,03b
61,68b
65,440
66, 57b

72,64

69,37b
70,1b
73,52b
77,36a
97,62a
103,46 a
114,26 a

*

3460, 562 d

*

*

1623,15¢
*

2954, 965 d

2043, 557 ¢

*

2426,355¢
*

3004, 825d

4465, 837 ¢

%*

10114,42 a
*
5192,682 ¢
6718,602 b

*

1,0175a
0,525b
1,1375a
0,605b
0,6275b
0,745b
0,5125b
0,6375b
0,725b
*
0,665b
0,715b
0,3975b
0,6725b
0,7b

Medias seguidas por letras distintas, diferem-se entre si pelo teste de Scott &

Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

(*) - Dado ndo analisado estatisticamente devido ao pequeno niimero de
repetigses.
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No segundo experimento, dos 64 isolados testados (TABELA 5), a
maioria reduziu o niimero de galhas e ovos por grama de raiz, e aumentou a
matéria seca, quando comparados com a testemunha (TABELA 6). De fato, trinta
¢ dois isolados (50%) reduziram o mimero de galhas por grama de raiz quando
comparados com a testemunha (TABELA 6). Essa redugdo variou de 17,38% a



{ —
45,09%. Quarenta ¢ sete isolados, foram eficientes na redugio do nimero de
ovos por grama de raiz (73,43 %), quando comparados com a testemunha e
apenas trés isolados (4,68 %) aumentaram o numero de ovos/g de raiz
(TABELA 6). Essa redugdo variou de 40,32% a 100%. Trinta e um isolados
aumentaram o teor da matéria seca do tomateiro quando comparados com
testemunhba, cujo aumento variou de 42,64% a 76,64%. Observou-se ainda que
mesmo havendo mimero expressivo de galhas, ocorreu a redugio do mimero de
ovos chegando a zero em alguns isolados testados (TABELA 6). Talvez alguns
isolados inibiram ou retardaram a eclosdo de juvenis ou mesmo a bactéria deve
ter destruida a substincia produzida pela raiz e que atrai o nematéide para a
ponta da raiz, como também postulados por Qostendorp e Sikora (1990).

TABELA 5 - Isolados bacterianos com as respectivas rizosferas e os locais de
coleta avaliados no segundo experimento.

Hospedeira Locais de coleta Isolados
Tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) Lavras (Serrinha) e Ijaci 17
Alface (Lactuca sativa L.) Tjaci 21
Pimentdo (Capsicum annuum L.) Ribeirdo Vermelho 9
Beringela (Solanum melongena L.) Lavras (Serrinha) 9
Cafeeiro (Coffea arabicaL.) Lavras (Campus da UFLA) 1
Lablab (Dolichos lablab L.) Lavras (Campus da UFLA) 4
Mamona (Ricinus communis L.) Lavras (Campus da UFLA) ' 2
Quiabo (Hibiscus esculentus L.) Lavras (Campus da UFLA) 1
Total 64




TABELA 6 - Efeito de isolados bacterianos da rizosfera do segundo experimento
no nimero de galhas e ovos por grama de raiz e no peso em
gramas (g) da matéria seca da parte aérea do tomateiro.

N° de Ordem Codigo dos Nimerode  Nimerode  Peso da matéria
isolados galhas/g de ovos{g de seca em gramas
raiz raiz
1 TEST 71,69 a 324,1675d 0,195d
2 ALF IJAC 164 * 100, 465 g 0,0775e
3 ALF IJAC 123 * 0i 0,0775¢
4 TO JAC 170 * 0,08¢
5 LABCA1 34,78 b 888,91b 0,095¢
6 PIM SER 141 * * 0,1075e
7 ALF ITAC 131 * * 0,125¢
8 BE SER 168 56,47 a * 0,17d
9 PIM SER 148 46,210 0i 0,1775d
10 BE SER 166 36,310 77,39h 0,1925d
11 ALF IJAC 145 67,96 a 0i 0,197d
12 ALF IJAC 120 46,13 b 76,6025 h 0,205d
13 TODJAC 1 53,34a 0i 0,2175d
14 BE SER 159 56,21 a 192, 1425 ¢ 0,23d
15 LABCA 112 * 51,685h 0,23d
16 ALF JAC 167 90,92 158, 555 f 0,2325d
17 LAB CA 183 31,05b 125,9375f 0,2325d
18 BE SER 118 * * 0,2375d
19 BE SER 160 75,69 a 309,0875d 0,235d
20 BE SER 146 * 0i 0,2375d
21 PIM SER 167 62,95a 106,005 g 0,2425d
22 ALF DJAC 116 23,6b 58,71h 0,25d

........



“TABELA 6, Cont.”

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
4
45
46
47
48
49

TO UAC 135
TO DAC 133
ALF JAC 138
QUI CA 26
ALF DAC 122
BE SER 154
ALF DAC 144
TO SER 147
ALF DAC 140
BE SER 165
LAB CA 130
PIM SER 153
CAF CA 62
BE SER 151
PIM SER 157
TO LAC 127
ALF DAC 119
PIM SER 155
TO DAC 163
PIM SER 152
ALF IJAC 169
ALF JAC 142
TO IJAC 143
ALF DAC 124
TODAC 128
TO SER 156
TO DAC 01

27,430
102,15a

26,470
*

*
46,06 b
35,68b
117,22 a
26,55b
119,74 a

28,7b
59,21a
68,2a
31,540
42,87b
21,410

*
46,71b
37,93b
49,95b

*
44,310
60,67 a
27,38b
31,98b

44,69b
*
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119,8g
*

*
*
0i
0i
0i
0i
*
193,4775 ¢
146, 5975 f
42,695 h
26,025 h
0i
15,94 i
0i
0i
94,76 g
57,1h
43,82h
87,14 g
*
0i
0i

.........

0,255d
0,2675d
0,275d
0,2829d
0,2825d
0,30254d
0,305d
0,31d
0,325¢
0,34c¢c
0,345c¢
0,3475¢
0,36¢c
0,37¢
0,37¢
0,38¢c
0,3825¢
0,39c¢
0,3975¢
0,395¢
0,4075c¢
0,41c
0,41¢
0,4275¢
0,43 ¢
0,4375¢
0,4375¢



“TABELA 6, Cont.”

50 ALF JAC 117 42,87b 1416, 13 a 0,445¢
51 TODAC 136 29,43b 0i 0,45b
52 ALF DAC 137 25,66b 0i 0,4525b
53 ALFIJAC 118 * 0i 0,4575b
54 MAMCA 70 40,830 61,3975 h 0,4675b
55 TO SER 158 24,940 0i 0,4625b
56 TODAC 130 48,910 43,5475 h 0,475b
57 MAMCA 73 23,16b 65,555 h 0,45b
58 PIM SER 162 40,72b 36,985 h 0,5b
59 ALF ITAC 010 * * 0,4975b
60 ALF IJAC 166 39,34b 61,15h 0,5525b
61 ALF IJAC 132 28,55b 38,79h 0,835a
62 TOUAC 111 * * 0,3025d
63 PIM SER 158 * 0i *

64 TO UAC 147 * 0i *

65 TO IJAC 138 * 0i *

Médias seguidas por letras distintas, diferem-se entre si pelo teste de Scott &
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
(*) - Dado nfio analisado estatisticamente devido ao pequeno numero de

repetigdes.

Dos isolados testados (TABELA 2), 53 deles demonstraram
antagonismo a Meloidogyne javanica, correspondendo a 40,76 % dos isolados
avaliados (TABELA 7). Esse valor foi bem superior aquele encontrado por Habe
(1997) e Zavaleta-Meija e Van Gundy (1982), em que aproximadamente 10% dos
isolados bacterianos da rizosfera tiveram efeito na redugdo populacional de
Meloidogyne incognita, ou no nimero de galhas. Entretanto, utilizou-se neste
trabalho rizosfera de diversas plantas (TABELA 2), concorrendo talvez para

47



aumentar as chances de isolar bactérias mais eficazes contra Meloidogyne
Javanica. O substrato Plantimax talvez tenha evitado competigdes com outras
bactérias favorecendo os antagonistas de nematéides, o que ndo aconteceu com
Habe (1997) que usou solo.

Entretanto, apenas 32 isolados reduziram o mimero de galhas, isto
devido, talvez, ao efeito direto da bactéria ou de seus produtos na eclosio de
Jjuvenis, ou na penetragdo. Esses produtos da bacteria podem também ser toxicos
ou ter efeitos enzimaticos sobre a cuticula do nematdide (Dollfus, 1946; Jatala,
1985). Katznelson (1946), demonstrou “in vitro” a ag¢do litica de trés isolados de
mixobactérias do solo e de seus concentrados enziméticos extra-celulares sobre
nematdides bacteriofagos.

O nimero de ovos pode também ter sido afetada pelos eventos pos
penetragdo ¢ da reprodugdo, obtendo-se assim maior nimero de isolados que
reduziu o numero total de ovos. Habe (1997), observou que de 156 isolados
bacterianos oriundos da rizosfera de plantas solanaceas do cerrado de Goias
(Brasil), testados em ovos de Meloidogyne incognita raga 1 “in vitro”, 50%
desses, apresentaram alguma caracteristica ovicida, inibindo a eclos3o entre 0,47
a 11,.3%, quando comparados com a testemunha. Por outro lado foi ainda mais
reduzido o mimero de isolados que promoveram o crescimento das plantas,
apenas 31 (23,84%) de 130 isolados testados (TABELA 5). Isto ja tem sido
constatado por varios autores. Sikora (1988), também encontrou um nmimero
reduzido de isolados bacterianos com a capacidade de estimular o crescimento de
plantas. De um total de isolados bacterianos obtidos e testados na rizosfera da
beterraba contra o nematoide Heterodera schachtii, apenas 5,2% estimularam o
desenvolvimento das plantas em casa de vegetagdo, aumentando a matéria seca.
Esse mimero foi maior, chegando a 25% quando testou-se contra o nematéide
Globodera pallida, isolados bacterianos obtidos da rizosfera da batata, também
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em casa de vegetagdo. Nesse trabalho, a maioria dos isolados bacterianos que
aumentaram o teor matéria seca do tomateiro quando comparados com a
testemunha (TABELA 7), também reduziram o nimero de galhas nas sua raizes.
Isso comprova as afirmagdes de Luz (1996), de que as rizobactérias promotoras
de crescimento em plantas (RPCP), além de poderem agir diretamente através da
sintese de fitohorménios como as auxinas ou outros mecanismos, podem também
agir indiretamente realizando o controle biolégico de patégenos no solo.

Embora nio fora verificado a presenca das bactérias no interior da planta,
¢ possivel que alguns dos isolados selecionados possam estar atuando de modo
endofitico, e assim estejam afetando o parasitismo do nematoide, pois a
metodologia adotada para obtengdo dos isolados candidatos ndo permitia a
distincdo entre as rizobactérias epifiticas das endofiticas.
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TABELA 7 - Selegdo dos melhores isolados com efeito significativo na redugio

de galhas por gramas de raiz, ovos por grama de raiz ou no
aumento da matéria seca da parte aérea do tomateiro quando

comparados com a testemunha (X).
n° de Isolado Redugio de Redugdode ovos/g  Aumento do
ordem galhas/ g de de raiz teor de

raiz matéria seca
1 ALFIJACI 117 X - X
2 BE SER 151 X X X
3 ALFIJAC 137 X X X
4 TO SER 156 X X X
5 TO UAC 136 X X X
6 PIM SER 155 X X X
7 PIM SER 148 X X -
8 ALF JAC 166 X X X
9 BE SER 154 X X -
10 "ALFIJAC 124 X X X
11 TO DAC 163 X X X
12 TOHAC 127 X X X
13 PIM SER 157 X X X
14 ALFDAC 118 - X X
15 ALF JAC 132 X X X
16 ALF DAC 140 X - X
17 LAB CA 130 X X X
18 MAMO CA 73 X X X
19 LAB CA 183 X X -
20 ALF DAC 142 X - X

I continua.......... ?
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“TABELA 7, Cont.”

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
4
45
46
47

TODAC 135
ALF IJAC 144
ALF IJAC 138

BE SER 166

MAM CA 70
PIM SER 162

LAB CA1

PIM SER 152

TOJAC 128
ALFIJAC 120

TO SE 158

TODAC 130

ALF JAC 122
QUI CA 26
ALF JAC 123

TO UAC 143
ALF JAC 119
LABCA 112

TODAC1
ALF IJAC 145

BE SER 165
ALF IJAC 164
ALF IJAC 01
ALF IJAC 169
ALF IJAC 167
TO JAC 138
TO DAC 147

I I I I S T
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“TABELA 7, Cont.”

48 PIM SER 167 - X -
49 ALF JAC 116 X X -
50 BE SER 159 - X -
51 PIM SER 153 - X X
52 BE SER 146 - X -
53 TO DAC 01 - - X
54 CAF CA 62 - X X
55 PIM SER 158 - X -

Isolados bacterianos identificados com cddigo, cujas iniciais representam a
planta hospedeira € o local de coleta seguido do mimero de ordem.
(-) efeito ndo significativo.

Da rizosfera de algumas plantas estudadas, isolaram-se¢ bactérias
antagonistas & Meloidogyne javanica, porém em porcentagens diferentes, com
destaque para alface e tomate com 35% e 23%, respectivamente, de ocorréncias
de antagonistas (FIGURA 1). Essa elevada porcentagem para uma tnica planta,
talvez tenha sido devido ao maior mimero de isolados obtidos dessas plantas
(TABELAS 2 e 5). Mas mesmo assim parece predominar o mimero de
antagonistas na rizosfera dessas plantas devido talvez ao uso mais intensivo de
material organico no cultivo desses vegetais.
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FIGURA (1)- Porcentagem de isolados bacterianos antagénicos a Meloidogyne

Javanica nas diversas plantas estudadas.

Realizou-se apenas um fase de selegdo em cada experimento. Nova
selegdo dentre os isolados que demonstraram antagonismo a Meloidogyne
Javanica, poderia reduzir o nimero de isolados como encontrado por Habe
(1997). Esse autor, testou isolados de rizobactérias obtidas da rizosfera de
especies de plantas solanaceas do cerrado do estado de Goias (Brasil) em
Meloidogyne incognita raga 1, encontrando cerca de 10,.3% de bactérias

eficientes numa primeira avaliagio, sendo que numa segunda realizada com os
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melhores isolados da primeira esse niimero caiu para 3,8%. Redugdo do numero
de isolados bacterianos da rizosfera antagonistas a fitonematoides também
ocorreu com Racke e Sikora (1992).

Outra possibilidade para trabalhos futuros com rizobactérias, seria a
aplicagdo simultinea de dois ou mais isolados na mesma planta como ja
realizados por varios pequisadores (Habe, 1997; Gokte e Swarup, 1988 e Snell et
al., 1978).

Entretanto, constata-se o grande potencial do uso de bactérias da
rizosfera como agente do controle bioldgico dos fitonematoides, particularmente
com bactérias isoladas de plantas crescidas nos tropicos, as quais poderdo ser
melhor exploradas em pesquisas no Brasil. Porém avangos precisam ser
alcangados na metodologia de inoculagdo e no estudo da associagio de isolados

introduzidos artificialmente numa mesma rizosfera.
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4 CONCLUSOES

1 - Quarenta por cento dos isolados bacterianos obtidos da rizosfera de diversas
plantas reduziram o ataque de Meloidogyne javanica ‘as raizes do tomateiro.

2 - O maior mimero de isolados bacterianos que demonstraram controlar o
nematoide, foi obtido da rizosfera da alface e do tomate.
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ANEXOS

Quadro 1A. Resumo da analise de varidncia sobre o efeito das rizobactérias no
numero de galhas/ g de raiz do tomateiro do primeiro experimento.

Fontes de Variagio G.L. S.Q. QM. F
Tratamento 65 562,0628 8,76471 5,49 **
Residuo 198 311,7604 1,5745
Total 263 873,8232

C.V.=20,02

Média Geral = 6,2681
Dados transformados em ‘/ x+0,5

Quadro 2A. Resumo da analise de variancia sobre o efeito das rizobactérias no

teor de matéria seca do tomateiro no primeiro experimento.

Fontes de Variagio G.L. S.Q. QM. F
Tratamento 63 1,8853 0,0299 2,26 **
Residuo 192 2,5411 0,0132
Total 255 4,4263

C.V.=10,16

Média Geral = 1,1326
Dados transformados em /x +0,5
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Quadro 3A. Resumo da anilise de varidncia do efeito das rizobactérias no

mimero de ovos/g de raiz no primeiro experimento.

Fontes de Variagdo GL. S.Q. QM. F
Tratamento 53 44640,8703 842,2806 18,.32 **
Residuo 162 7446,4085 45,.9655
Total 215 52087,2788

C.V.=16,03

Meédia Geral = 42, 3057
Dados transformados em /x+0,5

Quadro 4A. Resumo da analise de varidncia do efeito das rizobactérias no niimero

de galhas/ g de raiz no segundo experimento.

Fontes de Variacio G.L. S.Q. QM. F
Tratamento 49 363,2834 7,4139 2,53 *
Residuo 150 439,2822 2,9285
Total 199

C.V.=2557

Meédia Geral = 6, 6922

Dados transformados em /x+0,5
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Quadro 5 A. Resumo da analise de varidncia do efeito das rizobactérias no teor

de matéria seca do tomateiro no segundo experimento.

Fontes de Variagdo G.L. S.Q. QM. F
Tratamento 61 1,3661 0,0224 9,37 %%
Residuo 186 0,4447 0,0224
Total 247 1,8108

CV.=541

Média Geral = 0,9035
Dados transformados em \/x+ 0,5

.

Quadro 6A. Resumo da anilise de varidncia do efeito das rizobactérias no niimero
de ovos/g de raiz do segundo experimento.

Fontes de Variagdo GL. SQ. QM. F
Tratamento 53 11972,4727  225,8957 90,93 * *
Residuo 162 402,4564 2,4843
Total 215 12374,9291

C.V.=2341

Média Geral = 6,7342
Dados transformados em ,/x +0,5
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CAPITULO 3

ISOLAMENTO E PARASITISMO DE FUNGOS DE FEMEAS DE
Meloidogyne javanica e M. exigua.

RESUMO

COIMBRA, Jodo Luiz. Isolamento e parasitismo de fungos de fémeas de
Meloidogyne javanica € M. exigua. In: ___. Rizobactérias antagonistas a
Meloidogyne javanica, isolamento e parasitismo de fungos de fémeas de
Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 1998. Cap.3, p. 62-76 (Dissertagio -
Mestrado em Fitopatologia) *

Trinta isolados fiingicos foram obtidos externa e internamente a0 €orpo
de fémeas de Meloidogyne javanica e M. exigua, ¢ identificados como:
Fusarium oxysporum, F. solani, Paecilomyces variotii, P. lilacinus, Aspergillus
ochraceus, Penicillium sp., Verticillium sp. e Curvularia sp. O género Fusarium
foi o que mais predominou entre os isolados, sendo as espécies F. solani ¢ F.
oxysporum as mais freqiientes. Testes “in vitro“ foram realizados para
observacdo do parasitismo dos fungos Paecilomyces lilacinus (4 isolados), P.
variotii (1 isolado), Aspergillus ochraceus (1 isolado), Penicillium sp.
(1 isolado), Verticillium sp. (1 isolado), F. oxysporum (3 isolados) e Fusarium
sp. (8 isolados), em fémeas de Meloidogyne Javanica. Todos os isolados
demonstraram alta capacidade de parasitismo de fémeas de M Javanica,
“in vitro”, demonstrando que o corpo da fémea constitui boa fonte nutricional
para esses fungos.

*Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador), Ricardo
Magela de Souza — UFLA e Romildo da Silva — UFLA

62



ABSTRACT

COIMBRA, Jodo Luiz. Isolation and parasitism of Meloidogyne javanica and
M. exigua female fungi. In: ___ . Antagonistic rhizobacteria to
Meloidogyne javanica, isolation and parasitism of Meloidogyne spp.
female fungi. Lavras: UFLA, 1998 .Cap.2, p. 62-76 (Dissertation — Master
Program in Phytopathology)*

Thirty fungal isolates were obtainned from internal and external
Meloidogyne javanica and M. exigua females bodies, and identified, as:
Fusarium oxysporum, F. solani, Paecilomyces variotti, P. lilacinus, Aspergillus
ochraceus, Penicillium sp., Verticillium sp. and Curvularia sp. Among the
isolates Fusarium, F. solani and F. oxysporum were the most frequent genus and
species, respectivelly. “In vitro” parasitism tests were done using P. lilacinus
(4 isolates), Aspergillus ochraceus (1 isolate), Penicillium sp. (1 isolate),
Verticillium sp. (1 isolate), F. oxysporum (3 isolates) and Fusarium sp.
(8 isolates) inoculated on Meloidogyne javanica female bodies. All fungus
isolates parasitized Meloidogyne javanica females.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos (Major Professor), Ricardo
Magela de Souza - UFLA and Romildo da Silva - UFLA.
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1 INTRODUCAO

Fungos de solo parasitam e predam varios estadios do ciclo de vida dos
nematéides sedentarios (Kerry ¢ Mullen, 1981), tornando assim antagonistas de
importantes fitonematdides (Ribeiro ¢ Campos, 1993; Naves e Campos, 1991;
Silva e Campos, 1991; Costa e Campos, 1997).

A exposigdo de parte do corpo macio e desenvolvido das fémeas de
Meloidogyne spp., tornam esses nematdides vulneraveis ao ataque de fungos ¢
bactérias (Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana, 1985). Sio poucos os relatos sobre a
ocorréncia de fungos parasitas facultativos e obrigatérios em fémeas de Meloidogyme.
Santos, Ferraz e Muchovej (1991), isolaram alguns fungos chamados de
oportunistas, oriundos de raizes galhadas, porém colonizando massa de ovos de
femeas de Meloidogyne. Dentre eles, destacam-se Acremonium sp., Aspergillus
sp., Aspergillus niger, Fusarium equiseti, F. solani, PaeciI;meces lilacinus,
Penicillium spp., P. decubens e Trichoderma harzianum. Porém nio foi testado
o parasitismo deles em fitonematéides. Morgan-Jones e Rodriguez- Kabana
(1980), descreveram o fungo Verticillium chlamydosporium como parasito de
fémeas maduras de Meloidogyne arenaria. Nematophthora gynophila tem sido
encontrado parasitando fémeas de Meloidogyne acronea (Kerry € Crump, 1977).

Existem muitos microorganismos que parasitam fémeas de Meloidogyne
spp. (Freire e Bridge,1985). Esses, contudo, também podem promover a
degradacdo do seu corpo tornando assim organismos de importéncia no controle
bioldgico do nematdide das galhas. Desta forma, objetivou-se neste trabalho:

- Isolar e identificar os fungos associados tanto externamente como
internamente a fémeas de Meloidogyne spp.
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- Testar “in vitro” o parasitismo de fungos isolados em fémeas de Meloidogyne

Javanica.
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2 METODOLOGIA

2.0 Local de coleta e obtenciio de fémeas de Meloidogyne spp.

Amostras de raizes de plantas de café (Coffea arabica L.), berinjela
(Solanum melongena L.), tomate (Lycopersicon esculentum Mill), quiabeiro
(Hibiscus esculentus L.) e batata baroa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft)
infestadas pelo nematoide das galhas Meloidogyne spp., foram coletadas de
diversas localidades (TABELA 8) e acondicionadas em sacos plasticos
umedecidos, para impedir o ressecamento, ¢ conduzidas ao laboratorio, para
posterior extragdo das fémeas. No laboratério as raizes galhadas foram lavadas
em agua corrente de forma a eliminar as particulas de solo. Com o uso de
microscopio estereoscopico ¢ estilete, as fémeas foram cuidadosamente retiradas
das galhas e transferidas para um placa de Petri contendo agua destilada
esterilizada para posterior isolamento de fungos.

TABELA 8 - Procedéncia das amostras empregadas no isolamento de fungos de

fémeas de Meloidogyne spp.
Planta hospedeira Locais de coleta
Café ( Coffea arabicaL.) Lavras (Campus da UFLA)
Tomate ( Lycopersicon esculentum Mill) Tjaci e Lavras (Campus da UFLA)
Batata Baroa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) Ijaci
Berinjela (Solanum melongena 1..) " Lavras (Serrinha)
Quiabeiro (Hibiscus esculentus L.) Lavras (Campus da UFLA)
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2.1 Isolamento e identificacio de fungos

Quatro fémeas de Meloidogyne spp. foram colocadas eqiiidistantemente
em placas contendo dgar-dgua 2%, acrescido do antibiético estreptomicina na
concentragdo de 100ug/ ml, por quadrante, desenhado no fundo da placa através
de uma caneta dermatografica. A seguir, as placas foram fechadas, vedadas com
rolopack ¢ levadas para camara de incubagdo (BOD), onde foram mantidas a
temperatura constante de 25°C, durante o periodo de dez dias. As col6nias
fiingicas crescidas sobre as fémeas, foram repicadas cuidadosamente com auxilio
de um estilete flambado para placas de Petri com o meio de batata, dextrose e
agar (BDA). Apds sucessivas repicagens, obtiveram-se culturas puras para a
identificagdo desses fungos.

Para o isolamento de fungos dos tecidos internos, as fémeas foram
desinfestadas superficialmente colocando-as em solugdo de cloreto de mercurio
(HgCl) a 0,02% durante 40 segundos, seguido-se de 3 lavagens consecutivas
com agua destilada esterilizada. Na cdmara de fluxo laminar, essas trés fémeas
foram colocadas no interior de um tubo de ensaio esterilizado contendo 2 ml de
agua destilada esterilizada. Em seguida, foram esmagadas através da introdugio
de outro tubo de ensaio de menor didmetro no interior do tubo onde se
encontravam as fémeas. Apds essa operagdo, retiraram-se do interior do tubo
trés aliquotas de 0,1ml com auxilio de uma pipeta esterilizada, as quais foram
distribuidas e espalhadas com uma al¢a de Drigalski em uma placas de Petri
contendo o meio BDA acrescido do antibiético estreptomicina na concentragio de
100ug/ ml . A placa foi entfo fechada, vedada com rolopake, levada para uma
cémara de incubacdo, ¢ mantida & temperatura 25°C. As coldnias fiingicas que
apareceram na placa foram repicadas sucessivamente até a obtengdo de culturas
puras as quais foram empregadas na identificagdo das espécies.
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2.2 Parasitimo dos fungos isolados de fémeas de Meloidogyne spp.

Foram empregadas 1000 fémeas de Meloidogyne Javanica extraidas, de
raizes galhadas de tomateiro cv Santa Cruz Kada mantidos em casa de vegetagio.
Apés a extragdo, as fémeas foram desinfestadas com NaOCl 1% mais
cloranfenicol 4 100 ppm por 5 minutos, plaqueadas em BDA ¢ incubadas em
cémara de crescimento BOD a 25 ° C por 48 horas. Aquelas sem contaminagsio
por fungos e bactérias foram usadas no teste de parasitismo dos fungos isolados
conforme descrito em 2.1.

Foram avaliados inicialmente 19 isolados fingicos no teste de
parasitismo em fémeas de Meloidogyne javanica. Para isto, dez fémeas foram
colocadas em cada uma das 5 placas de Petri contendo agar-agua 2%. Em quatro
delas foi colocado um disco de Smm de didmetro do fungo a ser testado retirado
das bordas da colGnias com 15 dias de crescimento em meio BDA a 25 ° C. A
quinta placa foi usada como testemunha, sendo entio, colocado um disco de BDA
sem o fungo. As placas foram fechadas com rolopack e incubadas por 12 dias,
em camara de incubagdo sob o regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro 3
temperatura de 20 ° C. Apés esse periodo, as placas foram abertas e cada fomea
foi colocada em uma limina escavada, na qual adicionou-se uma gota de azul de
algoddo para facilitar a visualizagio do micélio fingico sobre a fémea. As
observagdes foram feitas com o auxilio de um microscdpio de objetiva invertida
no aumento de 1000x. Foi entdo avaliado o mimero de fémeas de Meloidogyne
Javanica, que continham hifas fimgicas no seu corpo e calculada a porcentagem
de parasitismo pelo fungo.
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3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento e identificacio dos fungos

Foram obtidos 30 isolados fingicos exdgenos ou endogenos de fémeas de
Meloidogyne spp. (TABELA 9), com predominincia do género Fusarium
correspondendo a 56,66% dos isolados obtidos. Das espécies identificadas
predominaram F. oxysporum e F. solani seguidas de Paecilomyces lilacinus. F.
solani ¢ F. oxysporum predominam no solo (Nelson, 1981), o que talvez
explique a alta freqiiéncia dessas espécies em fémeas de Meloidogyne. O género
Verticillium representon 13,33% dos isolados e Penicillium 6,66%. Rodriguez-
Kabana (1984) e Jatala, kaltenbach e Boncagel (1979), também encontraram os
fungos P. lilacinus € F. oxysporum parasitando fémeas de Meloidogyme. F.
oxysporum ¢ P. lilacinus t€m sido frequentemente isolados também de massa de
ovos (Ribeiro ¢ Campos, 1993; Godoy, Rodriguez-Kabana ¢ Morgan-jones,
1983; Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana, 1984 ).

Os fungos isolados interna e externamente de fémeas de Meloidogyne
spp. (TABELA 9 ) ja foram também isoladas de cistos de Heterodera glycines
(Chen et al., 1994).
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TABELA 9 - Fungos isolados externa e internamente de fémeas de Meloidogyne
Spp.

Hospedeiro Regites da fémea Género e espécies

(Meloidogyne spp.) para isolamento fingicas

Fusarium solani (5 isolados)
Verticillium sp. (4 isolados)
externa Paecilomyces lilacinus (2 isolados)

Meloidogyne javanica Curvularia sp. (1 isolado)

interna F. solani (2 isolados)

Aspergillus ochraceus (1 isolado)

Meloidogyne exigua externa Penicillium sp. (3 isolados)

F. oxysporum (1 isolado)

interna Fusarium sp. (5 isolados)
F. oxysporum (4 isolados)
P. lilacinus (1 isolado)

P. variotti (1 isolado)
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3.2 Parasitismo de fungos isolados externamente e internamente em fémeas

de Meloidogyne spp.

O parasitismo de 19 isolados fingicos em fémeas de Meloidogyne javanica
variou de 75 a 100% (FIGURA 1). Em todas as fémeas parasitadas observaram-
se hifas fingicas crescendo tanto imterna como externamente. Fusarium
oxysporum parasitou 90 a 100% (FIGURA 1). Freire e Bridge (1985), também
encontraram 100% de parasitismo de M. incognita com Paecilomyces lilacinus
testado “in vitro”. Oduor-Owino ¢ Waudo (1996), também obtiveram “in vitro”
alto parasitismo de M. javanica com F. oxysporum e P. lilacinus. Tanto F.
oxsporum como P. lilacinus s@o parasitas de ovos e podem alternativamente
parasitar fémeas de Meloidogyne (Jatala, 1986). Costa ¢ Campos (1997),
também obtiveram “in vitro”, uma alta taxa de parasitismo dos fungos F.
oxysporum, F. solani, P. lilacinus e P. variotii isolados de cistos de Heterodera
glycines em fémeas de Meloidogyne spp. De fato o corpo da fémea de
Meloidogyne parece ser 6timo substrato para esses fungos (Oduor-Owino e
Waudo, 1996).

Esse parasitismo em fémeas, pode facilitar a liberagdo de ovos retidos no
interior das fémeas acelerando num curto espago de tempo a produgdo de indculo
ou, na auséncia do hospedeiro, acclerando o declinio populacional desses
nematoides no campo.‘ Entretanto produtos do metabolismo secundario desses
fungos podem afetar a eclosio de juvenis ou a ontogenia desses nematdides
reduzindo a populagdo de Meloidogyne mesmo com o inéculo no interior do
cadaver da fémea (Jatala,1989).
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4 CONCLUSOES

1. Foram isolados externamente em fémeas de Meloidogyne spp., as seguintes
espécies fungicas: Paecilomyces lilacinus, Fusarium sp., F. oxysporum, F.
solani, Curvularia sp., Penicillium sp. e Verticillium sp. Internamente foram
isoladas as espécies: Paecilomyces variotii, P. lilacinus, Fusarium sp,

Verticillium sp. e Aspergillus ochraceus.

2. O género Fusarium foi o mais freqiientemente encontrado no corpo de fémeas
de Meloidogyne spp. entre o isolados filngicos, sendo as espécies F. solani ¢ F.

OXxysporum as mais comuns.

3. Todos os isolados demonstraram alta capacidade de parasitismo de fémeas de
Meloidogyne javanica, “in vitro”.

73



S LITERATURA CITADA

CHEN, S.; DICKSON, D.W., KIMBROUGH, JW.; MCSORLEY, R;
MITCHELL, D.J. Fungi associated with females and cysts of Heterodera
glycines in a florida soybean field. Journal of Nematology,Iowa,v.26, n.3,
p-296 - 303, Feb.1994.

COSTA, S.B.; CAMPOS, V.P. Obtengio de fémeas de Herodera glycines em
hidroponia e testes de patogenicidade de fungos isolados de cistos a fémeas de
H. glycines e de Meloidogyne spp. Summa Phytopatologica, Jaboticabal,
v.23,n.314, p. 239-242, 1997.

FREIRE, F.C.O.; BRIDGE, J. Parasitism of eggs, females and juveniles of
Meloidogyne incognita by Paecilomyces lilacinus and Verticillium
chiamydosporium. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v.10, p. 577-596,
1985.

GODOY, G.R.; RODRIGUEZ-KABANA., MORGAN-JONES. Fungal
parasites of Meloidogyne arenaria eggs in alabama soil: a mycological
survey and greenhouse studies. Nematropica, Florida, v.13, n.2, p. 201-213,
1983.

JATALA, P.; KALTENBACH, R.; BONCAGEL, M. Biological control of
Meloidogyne incognita acrita and Globodera pallida on potatoes.
International Potato Center, Lima, v.3, p. 3, 1979.

JATALA, P. Biological control of plant-parasitic nematodes. Annual Review of
Phytopathology, Lima, v.24, p.453-489, 1989.

KERRY, B.R.; CRUMP, D.H. Observations on fungal parasites of females and
eggs of the cereal cyst nematode, Heterodera avenae, and other cyst
nematodes. Nematologica, Leiden, v.23, p.193-201, 1977.

KERRY, BR; MULLEN, LA. Fungal parasites of some plant parasitic
nematodes. Nematropica, Alabama, v.11, n.1, p. 187-189, 1981.

74



MORGAN-JONES, G.; RODRIGUES- KABANA, R. Species of Verticillium
and Paecilomyces as parasites of cysts and root-knot nematodes.
Phytopathology, Saint. Paul, v.70, n.9, p.884-889, Sept. 1980.

MORGAN- JONES, G.; RODRIGUES - KABANA, R. Species of Verticillium
and Paecilomyces as parasites of cysts and root-knot nematodes.
Phytophatology, Davia, v.74, n.5, p. 831, May 1984.

MORGAN-JONES, G.; RODRIGUES- KABANA, R. Phytonematode
pathology: fungal modes of action. a perspective. Nematropica, Alabama,
v.15,n.1, p.107-114, 1985.

NAVES, R.L.; CAMPOS, V.P. Ocorréncia de fungos predadores de nematéides
no sul de minas gerais e estudos da capacidade predatéria € do crescimento
“in vitro” de alguns de seus isolados. Nematologia Brasileira, Piracicaba,
v.15,n.2, p.152-162, 1991.

ODUOR-OWINO, P.; WAUDO, W. Effects of five fungal isolates on hatching
and parasitism of root-knot nematode eggs, juveniles and females.
Nematologia Mediterranea. Nairobi, Kenya, v..24, p. 189-194, 1996.

NELSON, P.E. Life cycle and epidemiology of Fusarium oxysporum. In: MACE,
EM.; BELL, A.A.;. BECKMAN, C.H. Fungal wilt disease of plants. New
york, p.51-80, 1981.

RIBEIRO, R.CF.; CAMPOS, V.P. Isolamento, identificacdo e efeito da
temperatura no crescimento “in vitro’de fungos parasitas de ovos de
Meloidogyne spp. no sul de minas gerais. Nematologia Brasileira, Piracicaba,
v.17,n.2, p.132-139, 1993.

RODRIGUEZ-KABANA, R.; MORGAN-JONES.; GINTIS, B.O. Effects of
chitin amendments to soil on Heterodera glycines, microbial population, and
colonization of cysts by fungi. Nematropica, Alabama, v.14, n.14, p.10-25,
1984.

SANTOS, M.A.DOS. FERRAZ, S.; MUCHOVE], J.J. Detection and ecology of

nematophagous fungi frombrazilian soils. Nematologia Brasileira,
Piracicaba, v.15, n.2, p.121-134, 1991.

75



SILVA, JF.V.; CAMPOS, V.P. Fungos endoparasitas de nematéides que
ocorrem no Sul de Minas Gerais, Brasil. 2. Resultados de tratamentos e
avaliagdo “in vitro” da capacidade predatéria de Haptaglossa heterospora.
Nematologia Brasileira, Piracicaba, v.15, n.2, p.104-110, 1991.

76





