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RESUMO

Os fitonematdides causam perdas considerdveis na producgdo agricola, resultando em
prejuizos ao produtor e elevacdo dos precos ao consumidor. Neste contexto, insere-se a
adocdo do controle biolégico que traz grandes vantagens como a redug¢do do uso de
defensivos quimicos, a melhoria na renda dos agricultores e a ndo contaminacdo do meio
ambiente. Entre as rizobactérias, destacam-se as do género Bacillus que s3o muito
promissoras no controle de fitopatdgenos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar, in
vitro, a aplicacdo de produtos bioldgicos a base de Bacillus no controle dos fitonematdides
Meloidogyne incognita, M. javanica, M. exigua e M. paranaensis. O experimento foi
conduzido no Laboratério de Nematologia da Universidade Federal de Uberlandia. Foram
testados os tratamentos: produto japonés a base de Bacillus nas doses de 2 e 4 kg.ha™; produto
Nemix composto por Bacillus sp, lactose 97,8% e diéxido de silicio nas doses de 2 e 4 kg.ha
L. Agua (controle) e; produto aldicarbe (Temik 150G) na dose de 15 kg.ha’l, com cinco
repeticoes. Pelos resultados obtidos, verificou-se que para M. incognita os tratamentos nao
tiveram efeito sobre a movimentagdo e eclosdo dos nematoides. Para M. javanica todos os
tratamentos foram igualmente eficazes ao produto quimico, no que diz respeito a inibi¢do da
movimentacdo. Quanto a inibi¢ao da eclosdo, nenhum dos tratamentos apresentou efeito. Para
M. exigua, o produto japonés nas doses de 2 e 4 kg.ha' e o Nemix na dose de 2 kg.ha™
apresentaram maior efeito quanto a inibicdo da movimentagdo do juvenil, porém inferior ao
padrdao de eficdcia, o nematicida aldicarbe. Em relacdo a inibi¢do da eclosdo, nenhum dos
tratamentos diferiu do controle, ou seja, ndo apresentaram eficacia. Para M. paranaensis,
Nemix na dose de 4 kg.ha‘1 teve a mesma eficidcia que o produto quimico na inibi¢do da
movimentagdo da movimentacdo e em relacdo a inibi¢do da eclos@o os melhores resultados

foram apresentados com as duas doses de Nemix, porém eficdcia inferior ao padrao Temik.
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1 INTRODUCAO

Os nematdides fitoparasitas causam perdas significativas para o produtor. Sasser e
Freckman (1987) estimaram perdas de 100 bilhdes de délares por ano em termos mundiais.

A utilizacdo de cultivares resistentes a nematdides nem sempre € possivel por falta de
fontes de resisténcia para o melhoramento genético, pela falta de adaptabilidade dos cultivares
resistentes a determinadas regides ou épocas de plantio, ou pela quebra de resisténcia em
condi¢des de campo. A rotacdo de culturas € invidvel para algumas espécies, como
Meloidogyne spp., por possuirem ampla gama de hospedeiros. O controle quimico de
nematoéides geralmente ndo é recomendado por ndo ser muito efetivo, caro e pelos residuos
que deixa nos alimentos e contaminac¢do do ambiente. Devido a estas desvantagens, existem
pressoes por parte da sociedade para que o uso de quimicos seja cada vez mais restrito € uma
demanda, por parte dos agricultores, por produtos que sejam, a0 mesmo tempo, atéxicos ao
homem e animais, baratos e bastante efetivos no controle de nematdides fitoparasitas
(SASSER; FRECKMAN, 1987).

Neste contexto atual, de uma sociedade moderna e ecoldgica que se preocupa com a
preservacdo do meio ambiente, insere-se o controle biolégico como op¢do aos métodos
tradicionais de controle. Segundo Almeida (2001), o controle biol6gico consiste no emprego
de um organismo (predador, parasita ou patdgeno) que ataca outro que esteja causando danos
econdmicos as lavouras. Trata-se de uma estratégia muito utilizada em sistemas
agroecoldgicos, assim como na agricultura convencional que se vale do Manejo Integrado de
Pragas (MIP).

Para Almeida (2001), embora o controle bioldgico traga respostas positivas na reducao
ou abandono do uso de agrotéxicos € na melhoria de renda dos agricultores, a analise do
conjunto de experiéncias realizadas mundialmente mostra que os resultados ainda estdo
concentrados em apenas alguns cultivos. Ainda existe muito que desenvolver em controle
bioldgico de pragas e doencgas na agricultura.

No Brasil, em 1990, surgiu um campo de pesquisa em controle biolégico que tratava
do uso de bactérias colonizadoras de raizes de plantas, denominadas rizobactérias
(KLOEPPER et al., 1990). As rizobactérias benéficas por promoverem o crescimento das
plantas e/ou atuarem no controle biologico de fitopatdgenos sdo chamadas de bactérias
promotoras de crescimento de plantas (PGPR, “Plant Growth-Promoting Rhizobacteria™)
(KLOEPPER; SCHROTH, 1981 apud FREITAS, 2002). As PGPR favorecem uma maior

disponibilidade de nutrientes as plantas e podem produzir combinacdes e concentracdes de



substancias promotoras de crescimento. Entretanto, o maior efeito destas rizobactérias € o de
suprimir patégenos e rizobactérias deletérias ao crescimento de plantas. A inibi¢do destas
bactérias deletérias se da através da producdo de siderdforos, substancias que agem sob
condi¢des de pouca disponibilidade de fésforo por reduzir ainda mais o fésforo disponivel
para outros microrganismos da rizosfera ou pela producao de antibiéticos (SCHIPPERS et al.,
1987).

Este trabalho teve com objetivo avaliar, in vitro, o efeito de produtos biologicos a base
de bactéria Bacillus no controle de fitonematdides, a saber: Meloidogyne incognita, M.

javanica, M. exigua € M. paranaensis.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rizobactérias

Os solos abrigam uma complexa comunidade bioldgica, da qual microrganismos,
procariotas e eucariotas, constituem maioria, tanto em nimero quanto em diversidade. Alguns
procariotas t€m como nicho ecoldgico a rizosfera, e, ou, o rizoplano de plantas, onde se
multiplicam, sobrevivem e se protegem da acdo antagonistica do restante da microflora do
solo. Esses organismos tém sido genericamente denominados rizobactérias (LIU et al., 1995;).

Em associagdo com as plantas, as rizobactérias podem ter efeito deletério, nulo ou
benéfico. Aquelas que exercem efeito benéfico - promog¢do de crescimento e controle
bioldgico de enfermidades - sdo chamadas PGPR (Rizobactérias Promotoras de Crescimento
de Plantas), correspondente a sigla em inglés (“Plant Growth-Promoting Rhizobacteria").

Estima-se que apenas 0,6% das rizobactérias possuem algum efeito benéfico para a planta

com a qual encontram-se associadas (KLOEPPER, 1996).

2.1.1 PGPR como agentes de biocontrole

PGPR tém sido usadas para o controle biolégico de doencas de plantas e assim
aumentar a produtividade de culturas. Como e porque esse controle bioldgico € exercido,
ainda é um tema que carece de mais estudos (FREITAS, 2002).

Em algumas situagdes, € possivel que ocorra o controle bioldgico por antagonismo
direto exercido pela PGPR contra o fitopatdgeno, com envolvimento dos conhecidos
mecanismos de antibiose: produg¢do de substdncias antimicrobianas, parasitismo direto,
competi¢do por nutrientes e por nichos ecoldgicos (ROMEIRO, 1999).

Pesquisas tém mostrado que certas PGPR parecem atuar como eliciadoras de ISR
(resisténcia sistémica induzida), no sentido em que a planta fica sistemicamente protegida
contra mais de um patégeno, ao contrario do controle bioldgico classico, que visa e
implementa o controle de forma mais especifica (WEI et al., 1991).

Quando a PGPR coloniza o sistema radicular, moléculas constituintes da célula
bacteriana ou por ela sintetizadas (VAN LOON et al., 1998) atuam como eliciadores de um
sinal bioquimico. Esse sinal transloca-se até sitios distantes do local de sua origem. Genes que
codificam para a sintese de componentes da resisténcia dindmica sdao desativados e expressa-

se a resisténcia sistémica induzida (ROSS, 1961).



Algumas rizobactérias produzem metabdlitos toxicos que afetam o movimento de
nematoéides in vitro, enquanto outras inibem a eclos@o de juvenis e o processo pelo qual

penetram as raizes (STIRLING, 1991).

2.1.2 Efeito das rizobactérias sobre os fitonematoides

O controle que as rizobactérias exercem sobre os fitonematdides pode ser executado
de varias formas. Diversas fases do ciclo deste patégeno sdo impedidas e assim ele ndo o
completa. Freitas (2002) sugere como pode ocorrer este controle e em quais fases do ciclo:

- Ovo: antibidticos e toxinas produzidos pelas bactérias da rizosfera difundem-se pelo
solo e podem ser absorvidos pelos ovos dos nematdides, matar suas células e impedir o
desenvolvimento embriondrio e formacao do juvenil.

- Eclosao: rizobactérias degradam os exsudatos radiculares que funcionam como fator
de eclosdo para muitas espécies de nematdides. E também existe a possibilidade de que
compostos absorvidos pelo ovo inativem o nematdide ou causem deformacdes durante seu
desenvolvimento que o impecam de sair do ovo.

- Direcionamento e mobilidade: o nematdide apresenta movimento aleatério no solo
até detectar, por meio de seus Orgdos sensoriais, baixas concentracdes de exsudatos
radiculares de seu hospedeiro. Isto o direciona e estimula sua locomocdo em dire¢do a maior
concentracdo destes exsudatos até que ele encontre a raiz. A transformacdo do exsudato
radicular em subprodutos pelo metabolismo de rizobactérias pode fazer com que o nematdide
simplesmente ndo reconheca o estimulo quimiotrépico, assim ele continuaria a se movimentar
aleatoriamente até esgotar suas reservas de energia e morrer sem penetrar a raiz. Caso o
nematdide reconheca os exsudatos radiculares e se direcione para as raizes, alguns produtos
bacterianos podem apresentar caracteristicas nematostdticas e reduzir a mobilidade do
nematdide a ponto de impedir que ele atinja a raiz.

- Reconhecimento do hospedeiro: ao encontrar a raiz, o nematdide projeta seu estilete
na epiderme radicular e prova o contetdo das células das raizes. Substancias produzidas pelas
rizobactérias sdo absorvidas pelas raizes e podem alterar sua composicao quimica, fazendo
com que os nematdides ndo reconhecam seu hospedeiro. Acredita-se também que as
rizobactérias se ligam a lectinas na superficie das raizes, caracterizadas por serem o sitio de
ligacdo entre o nematdide e a planta hospedeira, impedindo que ele a reconheca.

- Penetrac@o na raiz: substincias toxicas ou repelentes produzidas pelas rizobactérias,

em alta concentra¢io na regido do rizoplano ou no contetdo celular da epiderme das raizes,
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podem desestimular a penetragcdo dos nematdides na planta hospedeira, ou mesmo a
alimentacdo destes.

- Alimentacdo: as rizobactérias, ou seus produtos metabdlicos, podem ser absorvidos
pela planta e esta ao perceber a presenca do nematdide, desencadeia uma reacdo de
hipersensibilidade nas células gigantes, que € o principal mecanismo de resisténcia varietal a
nematdides do género Meloidogyne. Esta resisténcia é denominada de resisténcia sist€mica
por ndo ser intrinseca a planta, ou seja, € uma reacdo que estd sendo induzida nela através da
presenca da rizobactéria.

- Reproducdo: algumas rizobactérias t€ém maior efeito na reducdo de ovos do que na

redugdo do nimero de galhas, este pode ser um dos mecanismos atuantes.

2.1.3 O ambiente rizosférico

As bactérias ndo estdo distribuidas aleatoriamente na rizosfera, mas sim agregadas,
principalmente nas regides intercelulares da epiderme por serem dreas de ativa exsudacdo
(BOWEN; FOSTER, 1978).

Um dos métodos mais convenientes de introduzir uma rizobactéria no ambiente da raiz
¢ através da aplicacdo desta nas sementes antes da semeadura. O processo de germinacao de
sementes libera carboidratos e aminodcidos em abundancia na forma de exsudatos de
sementes (LYNCH, 1978). Desta forma, estes organismos introduzidos com as sementes no
solo utilizam os exsudatos como fonte nutricional e colonizam as raizes assim que elas
emergem. De acordo com Kloepper et al. (1985), os isolados de rizobactérias que possuem
maior habilidade de utilizar exsudatos de sementes possuem vantagem seletiva na coloniza¢ao
de raizes.

Rizobactérias do género Bacillus também estdo freqiientemente associadas ao controle
de nematdides, mas outros géneros também mostram-se promissores. Sikora (1988) observou
reducdes de infec¢do de Meloidogyne arenaria, M. incognita e Rotylenchulus reniformis em
torno de 60 a 65% com o tratamento de sementes de vdrias culturas com um isolado de
Bacillus subtilis. Racke e Sikora (1992) comprovaram que as rizobactérias sdo eficientes em

condig¢des de campo, quando inoculadas juntas ou isoladamente.

2.1.4 Vantagens das rizobactérias para aplicacio comercial
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As rizobactérias tém uma série de vantagens sobre os nematicidas ou mesmo sobre
outros agentes de controle biolégico: sdo faceis de serem produzidas em massa; sdo de facil
armazenamento; sdo adaptdveis a tecnologia de formulacdo e ndo requerem manipulagdo
genética (SIKORA; HOFFMANN-HERGATEN, 1992).

As rizobactérias podem ser aplicadas via tratamento de substrato, imersdo de sistemas
radiculares de mudas em suspensdes bacterianas, rega da planta com suspensdo bacteriana,
por imersdo das sementes em suspensao de rizobactérias ou pela peletizagdo das rizobactérias

com as sementes em alginato (OOSTENDORP; SIKORA, 1989).

2.2 Género Bacillus

De acordo com Pelczar (1996), as espécies de Bacillus sio Gram-positivas e
caracterizam-se por possuirem parede celular espessa e pela auséncia de membrana externa, o
que as difere das bactérias Gram-negativas. Grande parte da parede das bactérias Gram-
positivas € formada por peptideoglicano.

Os bacilos Gram-positivos tém grande importincia, pois sdo caracterizados na
microbiologia médica, infectam humanos e animais e exercem o controle de insetos dentre
outras atuagdes. Entre muitas espécies, o B. anthracis causa carbunculo. Esta é uma doenca
que infecta animais e também humanos através do contato com seus esporos. Resulta em
edema e congestdo e em alguns casos pode desencadear em mediastinite hemorragica,
pneumonia, meningite e sepse. Nos animais eles disseminam-se rapidamente atingindo a
corrente sanguinea podendo levar a morte. O B. cereus provoca uma doenga que, se manifesta
mais como intoxicagdo alimentar, associada a carnes e temperos. Esta intoxicacdo tem duas
formas distintas: a emética e a diarréica (JAWETZ et al., 1998). A espécie B. thuringiensis,
comporta-se como patogé€nica para insetos e possuem em suas células cristais na forma de
toxina protéica (toxina Bt) que matam certas larvas de insetos. Estes ao ingerirem a bactéria,
os cristais de toxina dissolvem-se e destroem o revestimento do trato intestinal dos insetos
(PELCZAR et al., 1996).

As espécies Gram-positivas sdo divididas em grupos conforme suas caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas. O género Bacillus € pertencente ao grupo das Bactérias
Esporuladas (PELCZAR et al., 1996). Sdo espécies formadoras de esporos que s@o estruturas
resistentes a alteragdes ambientais, suportam calor seco e certos desinfetantes quimicos por
periodos moderados de tempo. Eles persistem durante anos em terra seca. Sao

microrganismos saprofitas que prevalecem no solo, na dgua, no ar e na vegetacdo como é o
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caso de B. cereus e subtilis (JAWETZ et al., 1998), devido ao complexo enzimatico
produzido pelas células. Em geral, aerébicas ou anaerdbicas facultativas. Sdo células em
forma de bastonetes, as vezes em cadeia e, € devido a esta caracteristica que sdo denoninadas
bacilos. Apesar da grande variacdo entre as diferentes espécies desse gé€nero, varias
caracteristicas, como a formagdo de esporos, toxinas e enzimas, levaram os patdgenos
pertencentes a esse género a um lugar privilegiado entre os agentes altamente promissores no
controle de fitopatdgenos (BACILLUS, 2006).

Uma das principais espécies de Bacillus relacionada ao controle de doengas em plantas

é B. subtilis.

2.2.1 Bacillus subtilis

O efeito benéfico de B. subtilis, quando aplicado junto as sementes ou ao solo, ndo é
exclusivamente devido ao antagonismo proporcionado aos patégenos. A bactéria influencia
positivamente a germinacdo, desenvolvimento e rendimento da cultura devido, também, a
producdo de substincias promotoras de crescimento e melhoria na nutricdo das plantas pela
solubilizacao de fésforo (LUZ, 2001).

Somando-se as vantagens, B. subtilis apresenta um efeito benéfico sobre a nodulacao
de leguminosas conforme observado por Araujo (1994), o que o torna especialmente

importante como agente de controle bioldgico nestas culturas.

2.3 Género Meloidogyne

Segundo Gomes e Campos (2003), os nematdides do género Meloidogyne apresentam
grande diversidade de hospedeiros alternativos e ocorrem nas mais variadas regides do globo,
causando prejuizos em diferentes culturas. O principal sintoma € a presenca de galhas nas
raizes das plantas. Estas galhas sdo malformacdes ou engrossamentos do sistema radicular. As
plantas afetadas apresentam-se enfraquecidas, com baixa producdo, desfolhamento precoce e
declinio prematuro, podendo ocorrer, ocasionalmente, a morte da planta, sendo os sintomas
potencializados sob condi¢des de estresses nutricionais e de seca.

Inicialmente, juvenis de segundo estadio (J») de Meloidogyne penetram nas raizes e
estabelecem um sitio de alimentagdo na regido do cilindro central da raiz. Com o
desenvolvimento do nematdide, os J, diferenciam-se em adultos machos ou fémeas. Os

machos, adultos, abandonam o sistema radicular e, as fémeas permanecem no interior das
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raizes, alimentando-se como endoparasitas sedentdrias, até o final do seu ciclo. Durante o
desenvolvimento da fémea de Meloidogyne sao colocados, aproximadamente, 500 ovos. Estes
sdo depositados em uma matriz gelatinosa externa as raizes, dos quais eclodem os J,, que
reinfestam o sistema radicular. O ciclo de vida do nematdide das galhas é de
aproximadamente quatro semanas, podendo prolongar-se sob condi¢des de temperatura
menos favordveis. Temperaturas inferiores a 20°C ou superiores a 35°C e condicdes de seca
ou de encharcamento do solo diminuem o desenvolvimento e a sobrevivéncia do nematéide

(GOMES; CAMPOS, 2003).

2.3.1 Meloidogyne incognita

Para o controle quimico de &4reas infestadas com M. incognita, pode-se aplicar
produtos que contenham como ingrediente ativo carbofurano, fenamifés ou metam-sédico,
entre outros, de acordo com a cultura em questdo. Além dos produtos quimicos, pode-se
realizar a rotacdo de culturas com plantas nao hospedeiras, como o trigo, sorgo, amendoim ou
adotar a pratica de cobertura do solo (adubacdo verde) com plantas que ndo sejam hospedeiras

como a aveia preta, crotaldria ou mucuna (SISTEMA... , 2007).

2.3.2 Meloidogyne javanica

O controle de M. javanica pode ser feito com o uso de alguns produtos quimicos que
detenham certos ingredientes ativos como carbofurano, etoprofés, aldicarbe, metam-sédico ou
fenamif6s, entre outros, tendo em vista a cultura em questdo. A pratica da rotacdo de culturas
também € importante no controle devido a implantacdo de culturas ndo hospedeiras como
amendoim, abacaxi, arroz ou utilizar espécies vegetais como cobertura do solo que também

nao sejam hospedeiras como a aveia-preta (SISTEMA... , 2007).

2.3.3 Meloidogyne exigua

Este nematéide € muito agressivo e € muito disseminado nos cafezais. Dentre as
alternativas de controle quimico em areas infestadas por M. exigua, pode-se utilizar produtos
quimicos que contenham algum dos ingredientes ativos terbufds e carbofurano, de acordo
com a cultura de que se trata. Dentre as culturas comerciais ndo hospedeiras, destacam-se o

algodao, amendoim, arroz e aveia-preta (SISTEMA... , 2007).
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2.3.4 Meloidogyne paranaensis

Assim como o M. exigua, o M. paranaensis € muito disseminado na cultura do café,
nao sendo muito problema em outras culturas. Quanto ao seu controle, Santiago et al. (2006)
obtiveram resultados positivos com o fungo Paecilomyces lilacinus, e este reduziu a

populacdo do nematdide nas raizes de tomateiro cv. “Santa Clara” em casa de vegetagao.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de outubro a dezembro de 2006, no
Laboratério de Nematologia da Universidade Federal de Uberlandia.

Foram estudadas quatro espécies de fitonematdides do género Meloidogyne: M.
incognita, M. javanica, M. exigua e M. paranaensis e dois produtos biolégicos em duas doses
diferentes: produto japonés a base de Bacillus e o produto Nemix composto por Bacillus sp,
lactose 97,8% e didxido de silicio. O nematicida usado como padrido de eficicia foi Temik
150G (aldicarbe), cujas caracteristicas sao:

e Marca Comercial: Temik 150

e Registrante: Bayer CropScience Ltda.

e (lasse(s): Acaricida - Inseticida - Nematicida
e Formulacdo: GR — Granulado

e Ingrediente Ativo (i.a.): aldicarbe

e Concentragado dei.a.: 150 g/kg

e Modo de Aplicacdo: Terrestre

e Modalidade de Emprego: Solo

e C(lassificacdo Toxicoldgica: I - Extremamente téxico

O experimento constou de seis tratamentos:
e Agua: testemunha absoluta;
e P1D2: produto japonés na dose de 2 kg.ha™';
e P1D4: produto japonés na dose de 4 kg.ha™';
e Produto Nemix na dose de 2 kg.ha'l;
e Produto Nemix na dose de 4 kg.ha'l;

e Nematicida aldicarbe (Temik 150G) na dose de 15 kg.ha"1

3.1 Ensaio de avaliacao dos produtos na atividade do nematdide

3.1.1 Obtencao de juvenis de 2° estadio de Meloidogyne
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Raizes de cafeeiro e tomateiro contaminadas pelas espécies de Meloidogyne foram
lavadas para a retirada do excesso de solo aderido a elas, cortadas e processadas pela técnica
do liquidificador (BONETI; FERRAZ, 1981).

As raizes cortadas em fragmentos de aproximadamente 1 cm de comprimento foram
colocadas no copo do liquidificador, preenchendo com solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%
de cloro ativo, até encobrir o material. O liquidificador foi ligado em sua menor rotagido por
40 segundos em média. Em seguida a suspensdo obtida foi passada pela peneira de 100 mesh
sobreposta a de 500 mesh. O residuo foi recolhido da peneira de 500 mesh com auxilio de
jatos de dgua de uma pisseta para um copo de Bequer, com cuidado para que o volume final
fosse 0 mais concentrado possivel.

As suspensOes que ficaram mais turvas foram processadas pela centrifuga para
separacdo de ovos das impurezas. Foram centrifugados por 5 min a uma velocidade de 650
gravidades. Cuidadosamente, o sobrenadante foi eliminado e a parede interna do tubo de
centrifuga, limpa para a retirada de impurezas organicas. Em seguida foi adicionada ao
residuo de cada tubo, solu¢do de sacarose na concentragdo de 454g de agucar para 1 L de
dgua, misturou-se bem e a centrifuga foi ligada a mesma velocidade anterior durante 1 min.

O sobrenadante foi vertido na peneira de 500 mesh, lavado com 4gua para retirar o
excesso de sacarose e recolhido com auxilio de jatos de dgua de uma piseta em um copo de
bequer.

Placas de Petri com diametro de 5 cm receberam em seu interior uma tela de nylon
contendo camada de lenco facial de papel. A suspensdo de ovos foi adicionada sobre a
camada de lengo de papel e as placas de Petri foram colocadas em estufa incubadora a 30°C
por 24 horas.

Apds 24 h, a tela com o lenco de papel foi suspensa pelo auxilio de uma pinga e o
liquido no interior da placa de Petri foi removido para um Bequer e a placa lavada com 4gua.
A tela com papel foi recolocada na placa e 4gua foi adicionada. As placas permaneceram na
incubadora por 48 h.

Depois de 48 h, as telas foram retiradas e o liquido recolhido com auxilio de jatos de
dgua de uma piseta para um copo de Bequer. A suspensido foi calibrada para conter 250, 50,
100 e 20 juvenis de 2° estddio/mL de Meloidogyne incognita, M. javanica, M. exigua e M.

paranaensis para montagem do teste in vitro, respectivamente.

3.1.2 Instalacao e avaliaciao do ensaio in vitro
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Placas de Petri com diametro de 11 cm contendo uma camada de dgar-dgua a 2%,
receberam 1 mL da suspensdo de juvenis de 2° estddio e 1 mL de cada tratamento a ser
testado: dgua destilada; solucdo de Temik 150G (nematicida); solucdo do produto japonés a
base de Bacillus nas duas dosagens; solucdo do produto Nemix nas duas dosagens. Com
movimento giratério, foram bem misturados os 2 mL. As placas ficaram em incubadora a
30°C por 7 dias.

Apos 7 dias, cada placa foi examinada sob lupa para verificagdo e contagem de

nematoides ativos.

3.2 Ensaio de avaliacao da inibicao na eclosao de juvenis de 2° estadio de Meloidogyne

Raizes de cafeeiro e tomateiro foram processadas pela técnica do liquidificador
(BONETI; FERRAZ, 1981) j4 descrita anteriormente no item 3.1.1.

As suspensdes foram calibradas para conter 1500 ovos/mL, 100 ovos/mL, 500
ovos/mL e 200 ovos/mL de M. incognita, M. javanica, M. exigua e M. paranaensis,

respectivamente.

3.2.1 Instalacio e avaliaciao do ensaio in vitro

Placas de Petri com diametro de 5 cm, contendo no seu interior, tela de nylon com
uma camada de lenco de papel umedecido, receberam 1 mL de cada tratamento a ser testado e
1 mL da suspensao de ovos. As placas foram mantidas em encubadora a 30°C por 7 dias.

Apos 7 dias, as telas foram retiradas e o liquido de cada placa foi recolhido, usando
jatos de dgua de uma piseta, para um copo.

Cada suspensdo foi examinada sob microscépio, com auxilio de uma camara de

contagem, para verificacdo e contagem de J, de Meloidogyne.

3.3 Delineamento e Analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso com 6 tratamentos e 5
repeticdes para cada nematdide. Cada placa de Petri foi a unidade experimental.

Os dados obtidos foram submetidos aos procedimentos da estatistica do programa
Sisvar (FERREIRA, 2000). Na andlise estatistica, os dados foram submetidos a andlise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Na avaliacdo do efeito dos produtos no controle dos nematdides, foram calculadas
porcentagem de inibi¢do de movimentacdo e porcentagem de inibicdo da eclosdo de juvenis.
A foérmula utilizada no calculo destas porcentagens foi a seguinte:

(B-A) x 100, onde:

B
A = ntimero de nematdides ativos ou eclodidos em cada repeticao de cada tratamento.
B = nimero de nematdides utilizados no ensaio para avaliacdo da inibi¢do de

movimentagdo ou da inibi¢cdo de eclosdo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos dados apresentados na Tabela 1 verifica-se que para Meloidogyne incognita os
tratamentos com produtos bioldgicos ndo diferiram significativamente entre si. Nao tiveram
efeito satisfatério em relagdo a inibicdo na movimentacdo do nematdide, pois pode-se
observar resultados equivalentes ao da dgua e diferentes significativamente do produto Temik,
considerado como referéncia na inibicdo de movimentagcdo do nematdide. O mesmo pode-se
observar em relacdo a inibicdo da eclosdo dos juvenis, pois tanto os produtos biolégicos
quanto a testemunha absoluta ndo diferiram significativamente.

Pelos dados apresentados na Figura 1A e 2A verifica-se que apenas o nematicida
Temik diferiu significativamente dos demais tratamentos apresentando o melhor resultado em
relacdo a porcentagem de mortalidade e de inibi¢do de eclosdo de juvenis de M. inconita.

Para Meloidogyne javanica ndo houve diferenca significativa entre os produtos
testados e o Temik, mostrando que estes produtos tiveram efeito satisfatério sobre a inibi¢ao
na movimenta¢do do nematdide (Tabela 1). Em relacdo a inibi¢do de eclosdo dos juvenis,
observa-se que os tratamentos nio diferiram da testemunha absoluta e o nematicida Temik
obteve o maior efeito quanto a inibicao.

De acordo com a Figura 1B nenhum dos tratamentos diferiram significativamente
entre si, com exce¢do da dgua que apresentou o pior resultado quanto a porcentagem de
mortalidade. Através da Figura 2B observa-se que o Temik apresentou o melhor resultado
sendo que os demais tratamentos apresentaram o mesmo efeito quanto a porcentagem de
inibicao de eclosao de juvenis de M. javanica.

Pelos dados da avaliagdo apresentados na Tabela 1 verifica-se que para Meloidogyne
exigua o produto biolégico japonés nas duas doses e o Nemix na dose de 2 kg ha™ tiveram o
mesmo efeito quanto a inibi¢do na movimentacdo do nematdide, seguidos pelo Nemix na dose
de 4 kg ha'. Todos apresentaram efeito superior a testemunha absoluta, e o nematicida
mostrou-se superior a todos os demais tratamentos. Com relacdo a inibicdo da eclosdo de
juvenis, todos os tratamentos incluindo a testemunha absoluta e o nematicida, foram
significativamente iguais. Isto mostra que tanto os produtos testados quanto o nematicida nao
apresentaram efeito sobre a inibi¢do de eclosdo, assim como o controle. Este resultado pode
ser explicado pelo fato de o nematicida ndo ser registrado para o controle desta espécie de
Meloidogyne.

Quanto a porcentagem de mortalidade de M. exigua, o nematicida apresentou maior

eficdcia. Em seguida, o produto japonés nas doses de 2 e 4 kg ha e o Nemix na dose de 2 kg
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ha™' ndo apresentaram resultados significativos, sendo superiores a Nemix na dose de 4 kg ha™
e a Agua, que apresentou o pior resultado (Figura 1C). Quanto a porcentagem de eclosio
nenhum dos tratamentos diferiu entre si (Figura 2C).

Para Meloidogyne paranaensis, o Nemix na dose de 4 kg ha™ apresentou resultado
significativamente igual ao nematicida (Tabela 1). Em seqiiéncia, estdo os produtos japonés
nas doses de 2 e 4 kg ha' e o Nemix na dose de 2 kg ha™', sendo que todos os produtos
bioldgicos tiveram efeito maior que a testemunha absoluta. Em relag@o a inibicao da eclosao
dos juvenis, o produto Nemix com as duas doses tiveram o mesmo efeito apresentando os
melhores resultados entre os produtos testados, seguidos pelo produto biolégico japonés nas
duas doses. Todos os produtos testados diferiram da testemunha absoluta e o nematicida teve
efeito superior a todos os demais tratamentos.

O produto Temik e o Nemix na dose de 4 kg ha” foram os mais eficazes e nio
diferiram significativamente entre si em relacdo a porcentagem de mortalidade de M.
parananensis. Em seguida, os produtos japonés na dose de 2 e 4 kg ha™' e o Nemix na dose de
2 kg ha™! apresentaram os mesmos resultados sendo estes superiores a Agua (Figura 1D).
Quanto a porcentagem de inibicdo de eclosdo, Temik diferiu significativamente de todos os
outros tratamentos, sendo superior a estes. Em seqiiéncia estd o produto Nemix nas doses de 2
e 4 kg ha™. Este apresentou-se mais eficaz que o produto japonés nas doses de 2 e 4 kg ha. A

Agua apresentou o pior efeito dentre os produtos testados (Figura 2D)
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Figura 1- Porcentagem de inibi¢do de movimentacdo de juvenis apds efeito de produtos
biolégicos. A: Meloidogyne incognita; B: M. javanica; C: M. exigua; D: M.
paranaensis.



23

100

A a
80 -
60
40 4
h b b b
1B B BB
o100*
< B a
v |
980
(@]
G)SO*
()
©
40
@
1
S h b
YT
£, !—\‘ ‘ = ]
S
100 4
= C
%BO*
a
E a a a a
C 60 a
()
(&]
ust
O 40 A
o
20
0
100
D) ho
b
80 1 C C
60
40 d
20
0
Y A\ =) =)
§ 88 g8 ¢
< ) S 4y
g ¢ °©
s 2
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Meloidogyne incognita; B: M. javanica; C: M. exigua; D: M. paranaensis.
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Quanto a atividade de rizobactérias no controle de nematdides, Aradjo et al. (2002),
revelam que nos trabalhos de laboratério a presenga de B. subtilis reduz a eclosdo de ovos de
Heterodera glycines e o tratamento de raiz de soja com a bactéria inibiu a migracdo de juvenis
de H. glycines para a planta. Em casa de vegetacido houve reducdo de fémeas na raiz quando o
solo ou sementes foram tratados previamente com formulagdao pé-molhével ou calda contendo
B. subtilis, respectivamente.

De acordo com Sottero et al. (2006), alguns isolados de bactérias do grupo
fluorescente do género Pseudomonas apresentaram competicao in vitro contra Fusarium sp.
de modo ndo determinado e ndo houve relacdo entre a promocdo do crescimento e a
competi¢do in vitro.

Santos et al. (2006), relatam a eficiéncia do controle da mancha aquosa (Acidovorax
avenae subsp. citrulli) na cultura do meldo, pelos fermentados de B. subtilis R14, B.
megaterium pv. cerealis RAB7, B. pumilis C116 e Bacillus sp. MEN2, devido a produgdo de
compostos ativos de lipopeptideos com amplo espectro de atividade antimicrobiana.

Dados de Lazzaretti et al. (1997), revelam que o produto bioldgico formulado a base
de Bacillus subtilis-PBBS (10% de células e 10% de metabdlitos do isolado AP3) comportou-
se semelhante ao fungicida benomyl (50g i.a./100kg semente) quanto ao controle de
Sclerotinia sclerotiorum, Aspergillus sp. e Rhizoctonia solani, quando aplicado as sementes
de feijao.

Através do tratamento de sementes de vdrias culturas com um isolado de Bacillus
subtilis, Sikora (1988) observou a redugdo de infeccao de Meloidogyne arenaria, M. incognita

e Rotylenchulus reniformis em torno de 60 a 65%.
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5 CONCLUSOES

Pelos dados obtidos, pode-se concluir que:

Os produtos ndo apresentaram efeito na inibicdo da movimentagdo e na inibi¢do da
eclosdo dos juvenis de Meloidogyne incognita.

Todos os produtos biolégicos testados apresentaram-se eficientes quanto a inibicdo da
movimentagdo de Meloidogyne javanica.

Os melhores resultados quanto a inibicdo da movimentacdo de Meloidogyne exigua
foram proporcionados pelo produto biolégico a base de Bacillus procedéncia japonesa, nas
duas doses, e pelo Nemix 2 kg.ha™.

Nemix 4 kg.hef1 apresentou efeito equivalente ao do produto padrdo quanto a inibi¢dao
da movimentacdo de Meloidogyne paranaensis, € quanto a inibicdo da eclosdo, o produto

mais eficiente foi Nemix nas duas doses.
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