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RESUMO

As rizobactérias benéficas as plantas por promoverem seu crescimento e/ou atuarem no
controle bioldgico de fitopatégenos s@o chamados de bactérias promotoras de crescimento de
plantas ou PGPR. O presente trabalho teve como objetivo avaliar in vitro, o efeito de produtos
bioldgicos a base de Bacillus subtilis e Bacillus sp. Na mobilidade dos juvenis e/ou adultos de
Rotylenchulus reniformes e Ditylenchus dipsaci. O delineamento experimental foi o
inteiramente ao acaso em que os tratamentos utilizados foram 4gua (testemunha absoluta);
produto japonés 2 base de Bacillus subtilis nas doses de 2 e 4 kg.ha'; produtos alemdo 2 base
de Bacillus subtilis e Bacillus sp; e nematicida Aldicarbe (TEMIK 150) na dose de 15 kg.ha™
do produto comercial. O inoculo dos nematoéides Rotylenchulus reniformes e Ditylenchus
dipsaci foi preparado e calibrado para conter 200 e 100 juvenis e/ou adultos, respectivamente.
Em cada placa foram adicionados 1 mL da suspensdo de cada nematdide separadamente e 1
mL de cada tratamento. Apds adi¢do, houve a mistura do liquido pela superficie da placa. As
placas foram colocadas na incubadora a 28°C por 7 dias. Apds esse periodo, avaliou-se cada
placa sob observacao na lupa, contando-se os nematdides ativos, ou seja, em movimento. O
produto biolégico de procedéncia alema na dose 4 kg.ha' foi mais eficiente que o produto
japonés e com dose menos. Apresentou, também, efeito similiar ao nematicida para os dois

fitonematoides estudados.

Palavras-chave: Rotylenchulus reniformes, Ditylenchus dipsaci, controle bioldgico,

rizobactérias, Aldicarbe (TEMIK 150).
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1 INTRODUCAO

Os nematoides fitoparasitas sao responsaveis por grandes perdas na produgdo agricola.
Os métodos mais usados para controlar fitonematdides t€m sido o uso de nematicidas,
variedades resistentes e rotacdo de culturas. Os nematicidas, além de caros, podem ser
detrimentais ao ambiente, a saide humana, a vida selvagem e aos organismos benéficos do
solo.

Segundo Freckman e Sasser (1987) a utilizagc@o de cultivares resistentes a nematdides
nem sempre é 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 da resisténcia em condicdes de campo. A rotagdo de culturas € muito util para
o manejo de algumas espécies de nematdides, como Heterodera glycines, mas € complicada
para outros, como Meloidogyne spp., que possuem ampla gama de hospedeiros. Inlimeros
microrganismos do solo interferem direta ou indiretamente em etapas do ciclo de vida dos
fitonematoides.

As rizobactérias benéficas as plantas promovendo seu crescimento e/ou atuando no
controle bioldgico de fitopatégenos sao chamadas de bactérias promotoras de crescimento de
plantas ou PGPR, abreviatura de seu nome em inglés (KLOEPPER; SCHROTH, 1981). As
PGPR aumentam a disponibilidade de nutrientes para a planta e podem produzir combinacdes
e concentracdes de substincias promotoras de crescimento. Entretanto, o maior efeito destas
rizobactérias € o de suprimir patégenos de plantas e rizobactérias deletérias ao crescimento de
plantas (LEONG, 1986; SCHIPPERS et al., 1987).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar in vitro o efeito de produtos biologicos
a base das bactérias Bacillus subtilis e Bacillus sp. na mobilidade dos juvenis e/ou adultos dos

fitonematdides Ditylenchus dipsaci e Rotylenchulus reniformis.



2 REVISAO DE LITERATURA

O controle quimico de nematdides geralmente nio € recomendado por ndo ser muito
efetivo, por ser caro, pelos residuos que deixa nos alimentos e pela contaminag¢do do
ambiente. Devido a estas desvantagens, existem pressdes por parte da sociedade para que seu
uso seja cada vez mais restrito e uma demanda, por parte dos agricultores, por produtos que
sejam a0 mesmo tempo atoxicos a0 homem e animais, baratos e bastante efetivos no controle
de nematdides fitoparasitas.

Neste contexto insere-se o controle biolégico como opgdo ecoldgica aos métodos
tradicionais de controle. Exemplos de controle bioldgico de fitonematdides em campo sdo
escassos, apesar dos estudos com varios microrganismos durante anos. Um novo campo de
pesquisa em controle bioldgico estd emergindo no Brasil. Trata-se do uso de bactérias
colonizadoras de raizes de plantas, denominadas rizobactérias (KLOEPPER et al., 1990). Nos
Estados Unidos esse método ja vem apresentando bons resultados ha 20 anos e na China
desde os anos 60 (CHEN et al., 1996).

A inibicdo destas bactérias deletérias se d4 através da producdo de sideréforos,
substancias que agem sob condi¢des de pouca disponibilidade de fésforo por reduzir ainda
mais o fosforo disponivel para outros microrganismos da rizosfera ou pela producdo de

antibidticos (LEONG, 1986; SCHIPPERS et al., 1987).

2.1 Uso de rizobactérias no controle de fitonematoides

Dentre as rizobactérias, o grupo das Pseudomonas fluorescentes € o mais
consistentemente isolado, principalmente durante periodos de grande producdo de exsudatos
radiculares (STIRLING, 1991), por ser melhor colonizadora de raizes do que as rizobactérias
de outros géneros. Oostendorp e Sikora (1989) isolaram 290 culturas de bactérias da rizosfera
de beterraba acucareira e trataram sementes com os isolados bacterianos para conferir
protecdo as plantas contra o ataque de Heterodera schachtii, o nematdide do cisto da
beterraba acucareira. Oito dos isolados testados mostraram-se ativos contra o nematodide,
destes, trés eram Pseudomonas fluorescens. As Pseudomonas nao fluorescentes e Bacillus sp.

também sao frequentemente associadas ao controle de nematdides.



Uma rizobactéria do grupo das Pseudomonas fluorescentes, trés Pseudomonas nao
fluorescentes e uma Bacillus sp. reduziram em até 53% o ndmero de galhas de M. incognita
em tomateiros, sendo as mais eficientes entre as 156 testadas por Habe (1997). Racke e Sikora
(1992a) observaram que 16 das 179 rizobactérias testadas reduziram a penetragdo de
Globodera pallida em batata, sendo que A. radiobacter e Bacillus sphaericus resultaram em
24 a 41% de reducao na infecc¢ao de raizes, respectivamente. Em outro estudo, Racke e Sikora
(1992) comprovaram a efici€ncia destas rizobactérias em condi¢des de campo, quando
inoculadas juntas ou isoladamente.

Os nematdides Rotylenchulus reniformis e Tylenchorhynchus latus tiveram suas
populacdes reduzidas no campo pela adi¢io de Bacillus sp. na cultura do algodoeiro
semelhante ao uso do nematicida fenamifés. J& canteiros tratados com o actinomiceto
Streptomyces sp. apresentaram producgdo e controle dos nematdides maiores do que o controle
ndo tratado, porém menores do que o tratamento com Bacillus sp. (ANTER et al., 1995).

Kloepper (1992), isolou bactérias da rizosfera de plantas antagonistas a nematdides e
encontrou espécies que exibiam um antagonismo a Heterodera glycines e Meloidogyne
incognita em soja, com predominancia de isolados do género Bacillus. Outros estudos
evidenciaram o uso de bactérias como biocontroladoras de Heterodera glycines em soja.
(TTAN; RIGGS ; CRIPPEN, 2000). Siddiqui e Mahmood (1995) concluiram que a aplicacao
de trés microrganismos (Bacillus subtilis, Bradyrhizobium japonicum e Glomus fasciculatum)
resultou em aumento da nodulacdo em feijao-guandu (Cajanus cajan) e redugdo da

multiplicacdo de nematdide Heterodera cajani.

2.2 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 exsudagdo
(BOWEN; FOSTER, 1978; BOWEN; ROVIRA, 1976). A colonizacdo de raizes recém
formadas € minima, mas apds alguns dias, microcolOnias aparecem em associacdo com a
matéria organica que as pontas das raizes encontram a medida que crescem (STIRLING,
1991). Estudos mostram que a densidade de bactérias que colonizam a rizosfera é
independente da densidade do indculo inicial aplicado a semente, mas depende da fonte de

substrato proveniente das raizes (BENNETT; LYNCH, 1981; JUHNKE , et al , 1989,



KLOEPPER et al., 1985; SCHER et al , 1984). A capacidade da bactéria de crescer e se
multiplicar na rizosfera tem sido chamada de “competéncia de rizosfera” e este atributo €
influenciado por uma série de fatores, tais como textura do solo, percolacdo de células
bacterianas com dgua de chuva ou irrigagdo, e influéncia de fungos ou bactérias que venham a
apresentar antibiose.

As rizobactérias sao altamente influenciadas pelas condi¢des do solo. Gamliel e Katan
(1991) observaram que o crescimento de plantas de tomate tinha uma relagdo direta com a

populacdo de Pseudomonas fluorescens e uma relacdo inversa com o pH do solo, entre 6,5 e

8.,5.

2.3 Vantagens das rizobactérias para aplicacao comercial

As rizobactérias t€ém uma série de vantagens sobre os nematicidas ou mesmo sobre
outros agentes de controle bioldgico: faceis de serem produzidas em massa; fécil
armazenamento; adaptaveis a tecnologia de formulacido; ndo requerem manipulacdo genética
e menor preco (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 suspensdo de rizobactérias ou peletizando as rizobactérias com
as sementes em alginato. As vantagens do tratamento de sementes com rizobactérias para o
controle biolégico sdo: caracteristica saprofitica possibilitando producdo massal; necessidade
de pequenas quantidades de indculo; aplicacdao simples; nao dependem de fontes de energia
para sobrevivéncia; espalham-se sistemicamente na superficie do sistema radicular a medida
que ele cresce; apresentam atividade antagdnica aos nematdides durante a fase mais critica do
desenvolvimento da cultura; € economicamente e ecologicamente aceitdvel (OOSTENDORP;

SIKORA, 1989).

2.4 Os fitonematoides estudados

O nematdide reniforme, R. reniformis ,constituiu-se num dos principais problemas

fitossanitdrios as lavouras de soja e algoddo, ele tem uma ampla distribuicdo em regides de
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clima tropical e € um nematdide polifago, que ataca um grande nimerode espécies botanicas
distribuidas em varias familias, o que limita sobremaneira o uso de programas de rotacao de
culturas para seu manejo. O controle quimico também apresenta sérias limitacdes devido as
altas doses exigidas de nematicidas, o que torna seu uso economicamente limitante e
ambientalmente indesejavel .

Este nematéide também também € conhecido por sobreviver a dessecagao melhor que
a maioria das espécies de fitonematdides , havendo relato de sobrevivéncia deste
fitonematdide apds 29 meses na auséncia de plantas hospedeiras.

O fitonematdide D. dipsaci € um nematdide muito importante principalmente nas
culturas de hortalicas,entre ela as mias atacadas sdo cebola e alho; um dos sintomas causados
no alho € o chochamento com amarelecimento interno e nas escamas dos bulbilhos, que causa
grandes perdas na producdo, Ditylenchus dipsaci é o nematdide de maior importancia na
cultura do alho em regides mais frias do Brasil, podendo causar perdas de até 100%,
dependendo da intensidade de infeccdo dos bulbilhos utilizados como semente. Os principais
danos causados por D. dipsaci a cultura sdo apodrecimento do bulbo no campo e “Amarelao”
do bulbo no armazenamento. O método mais viavel de controle € através do uso de cultivares
resistentes.

Os nematédides podem ser disseminados principalmente , pelos seus proprios
meios (movimentos lentos) , pelo homem, no transporte de material propagativo infectado
(sementes, mudas, tubérculos, etc.), por implementos agricolas contendo solo infestado , por

animais domésticos , por insetos , por dgua de irrigacdo e infiltracao
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Localizacido do experimento

O experimento foi conduzido de novembro a dezembro de 2006, no Laboratério de

Nematologia Agricola da Universidade Federal de Uberlandia.
3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso em que Os tratamentos
utilizados foram 4dgua (testemunha absoluta); produto japonés a base de Bacillus subtilis nas
doses de 2 e 4 kg.ha; produto alemdo 2 base de Bacillus subtilis e Bacillus sp nas doses de 2
e 4 kg.ha‘l; e nematicida Aldicarbe (TEMIK 150 G) na dose de 15 kg.ha'1 do produto
comercial, foram feitos seis tratamentos com cinco repeti¢des para cada nematdide.

As espécies de fitonematdides estudadas foram R. reniformis e D. dipsaci. Os produtos
bioldgicos foram a base de Bacillus, sendo um alemao e outro japonés, em duas doses

diferentes, 2 ¢ 4 kg.ha‘l. O nematicida Aldicarbe (TEMIK 150 G) foi usado como testemunha.
3.3 Obtencio de juvenis e adultos dos nematéides

Para a extracdo dos juvenis e/ou adultos de R. reniformis, foi utilizado solo sob o
cultivo de algodoeiro que foi processado pela técnica da flutuacdo centrifuga em solucao de
sacarose (JENKINS, 1964) obtendo-se uma suspensao calibrada para conter 200 juvenis e/ou
adultos por mL, O procedimento para extracao de nematdides segundo o método de flutuacdo
e centrifugacdo com solug@o de sacarose foi como segue: a amostra de solo foi despejada em
um bequer, cobrindo-a com aproximadamente 1 litro de dgua e homogeneizada; o liquido
sobrenadante foi vertido em peneiras de malha 2 mm, 149, 75 e 0,35mm; a seguir o material
da amostra do bequer foi resuspenso em dgua por vdrias vezes até se obter uma coloragdo
clara da 4gua e sempre sendo o liquido vertido sobre o conjunto de pene iras; o material retido

nas peneiras foi coletado com o auxilio de uma pisseta através de jatos de dgua em tubos de
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centrifuga e posteriormente centrifugado. O liquido sobrenadante foi eliminado
cuidadosamente e adicionado uma solu¢do de 75% de sacarose e homogeneizado.

O material foi entdo centrifugado novamente. O sobrenadante foi vertido em uma
peneira de 0,35mm e efetuadas lavagens com dgua corrente para eliminar a sacarose. O
sobrenadante foi recolhido em placa de Petri para posterior contagem sobre microscépio
estereoscopio binocular.

Para a extracdo dos juvenis e/ou adultos de D. dipsaci, foram processadas folhas de
alho pela técnica de liquidificador (BONETI; FERRAZ, 1981), para se obter uma suspensdo
de 100 juvenis e/ou adultos por mL, o procedimento de tal extracdo € a  seus sistemas
radiculares cuidadosamente lavados, picados em pedacos de um centimetro e com solugdo de
hipoclorito de s6dio na concentragdo de 0,5% foram triturados em liquidificador . A solugdo
obtida, apds ter sido passada em peneira de 20 mesh sobre peneira de 60 mesh, foi recolhida

em balde e passada em peneira de 500 mesh ,

3.4 Montagem e Avaliacao do experimento

Placas de Petri com diametro de 11 cm contendo uma camada de dgar-dgua a 2%,
receberam 1 mL da suspensido do nematdide e 1 mL de cada tratamento a ser testado: 4dgua;
produto 1 (a base de Bacillus subtilis) de origem japonesa nas doses de 2 e 4 kg.ha ; produto
2 (a base de Bacillus subtilis + Bacillus sp.) de origem alemd , nas doses de 2 e 4 kg.ha™;
solucdo de nematicida Aldicarbe (TEMIK 150 G ) na dose de 15 kg.ha”'. Com movimento
giratorio, misturou-se o0s nematdides com os respectivos tratamentos. As placas
permaneceram em incubadora a 28 °C por 7 dias.

Apés 7 dias, cada placa foi examinada sob lupa para verificacdo e contagem de
nematdides em movimento, ou seja, ativos.

Foi calculada a porcentagem de mortalidade pela formula: % M= ( B-A )/B * 100 ;
onde A= n° de nematdides ativos em cada tratamento

B=n° de nematdides ativos na testemunha absoluta ( dgua )
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3.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos procedimentos da estatistica do programa
SISVAR (FERREIRA, 2000). Para andlise estatistica os dados foram transformados para raiz
quadrada (x + 0,5). As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos dados apresentados na Tabela 1, o produto biolégico de procedéncia alema
(Bacillus subtilis + Bacillus sp.) na dose de 4 kg.ha" apresentou maior efeito que os outros
tratamentos com produto bioldgico e efeito similar ao nematicida Aldicarbe (TEMIK 150 G),
visando também que o produto de procedéncia alema , mesmo na metade da dose do produto
japonés, apresentou resultados iguais ao produto japonés, destacando seu poder de controle
destes nematdides perante o outro produto.

Araujo et al. (2002) encontraram que Bacillus subtilis reduziu a eclosdo de ovos de
Heterodera glycines em testes com camara de eclosdo. Quando tratou a raiz de soja com a
bactéria, houve inibi¢do da migracdo dos juvenis do nematdide para a planta. Também,
observou redu¢d@o no nimero de fémeas na raiz da soja quando o solo ou sementes foram
tratadas previamente com formulagdo pé-molhdvel ou calda contendo Bacillus subtilis,
respectivamente.

Sikora (1988) observou redugdes de infec¢do de Meloidogyne arenaria, M. incognita e
R. reniformis em torno de 60 a 65% com o tratamento de sementes de varias culturas com um
1sodado de Bacillus subtilis

Com base nestes resultados podemos afirmar que os produtos biolégicos merecem um
pouco mais de ateng@o nas pesquisas, uma vez que mostraram resultados satisfatérios , pelo

preco e principalmente por ndo poluir o ambiente.



15

Tabela 1 — Numero de nematdides ativos e porcentagem de mortalidade de D._dipsaci

R. reniformis ap6s 7 dias de exposi¢do a dois produtos bioldgicos a base de

Bacillus spp. em duas doses de aplicacdo, sob condi¢des de ensaio in vitro.
UFU,

Uberlandia, 2006.

Ditylenchus dipsaci Rotylenchulus reniformis
Tratamentos ,. ..
Nem.atmdes % Mortalidade Nemgtmdes % Mortalidade
ativos V1VOS

T/estemunha absoluta 70,6 a* i 152.2 2 i
(agua)
P1** dose 2 kg.ha’1 52,6 b 25,5 108,6 b 28,6
P1** dose 4 kg.ha‘] 40,4 ¢ 42.8 65,6 ¢ 56,9
P2** dose 2 kg.ha’1 42.0c 40,5 48,6 ¢ 68,1
P2** dose 4 kg.ha‘] 25,2d 64,3 37,6d 75,3
Nematicida Aldicarbe
(TEMIK 150 G) 17,8 d 74,5 22.2d 85,4
Coeficiente de Variacao 29,3% 29.7%

*Médias de cinco repeticdoes. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade
**P1: Produto biolégico Bacillus subtilis (japones)

P2: Produto biolégico Bacillus subtilis + Bacillus sp. (alemao)
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5 CONCLUSOES

O produto bioldgico Bacillus subtilis + Bacillus sp. (procedéncia alema) na dose 4
kg.ha'1 foi o tunico com efeito similar de reducdo proporcionado ao nematicida

Aldicarbe(TEMIK 150 G) para os fitonematéides R. reniformis e D. dipsaci.
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