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Resumo — Hordones, M.P. & M.A. dos Santos. 2012. Influéncia do tratamento de
sementes de soja com bactérias endofiticas no desenvolvimento das plantas e na
reprodugdo do fitonematoide Meloidogyne incognita.

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade Federal de
Uberlandia com o objetivo de verificar a influéncia de isolados de bactérias endofiticas
(LP8 e LP16.1) no desenvolvimento de plantas de soja, e na reproducao de Meloidogyne
incognita. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), utilizando o
esquema de comparagdo por médias entre os oito tratamentos realizados pelas cultivares
BRSGO 7960 e BRS 7860 RR .Os tratamentos foram os mesmos para ambas cultivares,
um tratamento com rizobacteria LP8 + nematoide, um tratamento com rizobacteria
L16.1 + nematoide, um somente com nematoide e uma testemunha absoluta O
nematoide ndo desenvolveu em nenhum tratamento, mesmo naquele em que apenas foi
inoculado o nematoide no solo com a cultivar de soja suscetivel sem tratamento de
semente. Houve um incremento no peso de raizes no tratamento com a rizobactéria
LP8.16, mas ndo houve resultados conclusivos acerca do fator de reproducdo do
nematoide por hipdteses variadas como temperatura, efeito do ambiente pds inoculagdo,
e conservacao inadequada de indculos.

Palavras-chaves: rizobactérias, nematoide formador de galha, Glycine max L.
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Summary — Hordones, M.P. & M.A. dos Santos. 2012. Effect of soybean seed
treatment with endophytic bacteria in plant development and reproduction of plant
parasitic nematode Meloidogyne incognita.

The experiment was conducted in a greenhouse at the Federal University of
Uberlandia in order to verify the influence of endophytic bacteria isolates (LP8 and
LP16.1) in the development of soybean plants, and reproduction of Meloidogyne
incognita. We used a completely randomized design (CRD) using the scheme by means
of comparison among the eight treatments carried out by the cultivars BRS BRSGO
7960 and 7860 RR. Treatments were the same for both cultivars, treatment with
rhizobacteria LP8 + nematode, a treatment with rhizobacteria LL16.1 + nematode, a
nematode with only one witness and absolute the nematode did not develop in any
treatment, even when that just was inoculated with the soil nematode susceptible
soybean cultivar untreated seed. There was an increase in weight of roots treatment with
rhizobacteria LP8.16, but no conclusive results about the factor nematode reproduction
by various hypotheses as temperature, environmental effect post inoculation and
inadequate conservation of inocula.

Key words: rhizobacteria, root-knot nematode, Glycine max L.
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Introducao

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das mais importantes culturas na
economia mundial. Seus graos sao muito usados pela agroindustria (producdo de dleo
vegetal e ragdes para alimentacdo animal), inddstria quimica e de alimentos. O seu uso
como fonte alternativa de biocombustivel também cresceu (COSTA NETO; ROSSI,
2000).

Meloidogyne spp., € um género de fitonematoides que apresenta a denominagao
de formadores de galhas e constitui um dos grupos mais importantes de parasitos de
plantas, causando grande redu¢do na producdo agricola (SINCLAIR; BACKMANN,
1993).

Dentre os métodos de controle dos nematoides, destacam-se os quimicos e
bioldgicos, que atuam nas raizes da planta hospedeira diminuindo o indice de
reproducio dos parasitas (ARAUJO et al., 2002).

As rizobactérias vivem na rizosfera, ou seja, na regido do solo sob influéncia da
raiz, e promovem crescimento das plantas numa relagdo ndo simbiética. O interesse por
suas funcdes na rizosfera vem aumentando nas dltimas décadas, pois os efeitos podem
ser positivos, neutros ou, até mesmo, negativos em relacdo a promog¢ao de crescimento
(NEHL et al., 1996).

As rizobactérias podem promover -crescimento, vigor e incremento de
produtividade nas plantas (CHEN et al., 1956) e apresentam vantagens sobre os
nematicidas como producdo em massa, facil armazenamento, adaptacdo a tecnologia de
formulacdo e nao requer manipulacdo genética (SIKORA; HOFFMANN-HERGATEN,

1992). Além disso, a introdugdo de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
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no solo € uma alternativa de cultivo com menor uso de insumos agricolas (LAVIE;
STOTZKY, 1986; SCHROTH et al., 1982).

Os beneficios causados pelas rizobactérias promotoras de crescimento (RPCPs)
podem ser verificados em diversas culturas (FREITAS et al., 2003). Todavia, as
interacdes de populagdes microbianas na rizosfera, particularmente, sobre as RPCPs
podem vir a complicar a produtividade da planta de maneira a exercer uma relacao nao
benéfica a planta. O solo ndao é um habitat uniforme, ocorre um grande nimero de
diferentes habitats, em locais muito proximos uns dos outros (SCOTT et al., 1995). O
genotipo da planta afeta a exsudagdo radicular, sustentando comunidades microbianas
diferentes nio s6 para cada espécie vegetal (GU et al, 2001) como para cada variedade
dentro de uma mesma espécie vegetal (RENGEL et al., 1998). Além disso, a mesma
espécie pode estimular comunidades microbianas diversas entre um local e outro, o que
leva a respostas diferentes a inoculacdo de um mesmo isolado promotor de crescimento
(CHANWAY et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de isolados de bactérias
endofiticas em controlar a reproducdao de Meloidogyne incognita e em promover o

crescimento de plantas de soja pelo tratamento das sementes.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido na casa de vegetacio e no Laboratério de
Nematologia da Universidade Federal de Uberlandia. Foram semeadas as cultivares de
soja BRSGO 7960 e BRS 7860RR, em vasos contendo 1 kg da mistura areia + solo (1:1
v/v). Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com oito tratamentos
e quatro repeti¢des. Os tratamentos foram: soja BRSGO7960 sem nematoide e sem
bactéria; soja BRSGO7960 com nematoide e sem bactéria; soja BRSGO7960 com
nematoide e isolado LP8; soja BRSGO7960 com nematoide e isolado L16.1; soja
BRSGO7860RR sem nematoide e sem bactéria; soja BRSGO7860RR com nematoide e
sem bactéria; soja BRSGO7860RR com nematoide e isolado LP8 e soja
BRSGO7860RR com nematoide e sisolado L.16.1. As médias dos tratamentos foram
avaliadas 60 dias pos-emergéncia da cultura. A andlise estatistica dos dados foi feita
pelo software Sisvar onde as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.

Obtencao do in6culo do nematoide Meloidogyne incognita. As raizes de plantas de
soja infectadas por Meloidogyne incognita foram processadas pela técnica de Boneti e
Ferraz (1981), onde as raizes foram fragmentadas em 2 cm de comprimento, colocadas
no copo liquidificador. Adicionou-se hipoclorito de soédio a 0,5% de cloro (1 parte de
dgua sanitdria para 4 partes de dgua) até cobrir os fragmentos de raizes. Na menor
velocidade do liquidificador, foi feita a trituracdo por 20s e verteu-se a suspensiao na
peneira de 100 mesh sobreposta a de 500 mesh. Recolheu-se o residuo da peneira de

500 mesh com auxilio de jatos de dgua de uma pisseta para um copo de Becker. A
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suspensdo obtida foi calibrada para conter 500 ovos de Meloidogyne incognita por mL

de solucao.

Preparo do inéculo das bactérias. Os isolados LP8 e L16.1 de bactérias endofiticas
foram provenientes de trabalhos anteriores e apresentaram bons resultados para o
controle do fitonematoide Pratylenchus brachyurus(Juliana Piassa,2008). Os isolados
preservados em meio de cultura LGI-P liquido armazenado no Laboratério de
Nematologia.

Foi feita repicagem da cultura bacteriana cultivada em placas de Petri para tubo
contendo o meio liquido LGI-P. Logo apds, os tubos de ensaio foram incubados durante
48h em uma estufa incubadora a 25°C. Apds esse tempo, o meio liquido foi calibrado

para DOg igual a 0,5.

Conducao do ensaio. As sementes de soja foram tratadas com 10 mL de suspensdo
contendo as rizobactérias e semeadas em vasos com lkg de substrato contendo 1:1 de
areia e solo. Imediatamente apds a semeadura, foi adicionada suspensdo calibrada
contendo 500 ovos de Meloidogyne incognita por mL. Em trés orificios no solo de cada
vaso com 2 cm de profundidade e 2 cm distanciados da plantula de soja, foram
inoculados 10 mL da suspensao de nematoides no solo ao redor das sementes.

A avaliacdo do experimento ocorreu 60 dias apds a inoculacdo do nematoide e
da bactéria. O solo foi colocado em uma bandeja para separacdo do solo e das raizes. O
solo foi homogeneizado e uma aliquota de 150 cm? foi recolhida para o procedimento
da técnica da flutuacdo centrifuga em solu¢do de sacarose (JENKINS, 1964). Essa

aliquota de solo foi adicionada a uma bacia contendo 1 a 2 L de 4gua, desmanchando os
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torrdes e agitando a mistura. Deixou-se a mistura em repouso por 15 s. Essa suspensao
foi vertida em peneira de 20 mesh sobreposta a de 400 mesh. O residuo da peneira de
400 mesh foi recolhido com auxilio de jatos de d4gua de uma pisseta para um copo. O
contetido do copo foi distribuido em tubos de centrifuga para a centrifugacdo por 5 min
a 650 gravidades. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se solucdo de sacarose
(454 g de acucar para 1L de dgua) ao residuo. Misturou-se e nova centrifugagdo ocorreu
por mais 1 min na mesma velocidade anterior. O sobrenadante foi vertido em uma
peneira de 500 mesh e o residuo na malha foi lavado com dgua de torneira para retirar o
excesso de sacarose. Esse residuo da peneira de 500 mesh foi recolhido com jatos de
dgua de uma pisseta para um copo. Essa suspensdo foi observada em camara de
contagem de Peters, para determinagdo de nematoides no solo.

Os nematoides que estavam nas raizes foram extraidos pela técnica de Boneti e
Ferraz (1981), descrita anteriormente. A suspensdo obtida, também, foi observada em
camara de contagem de Peters, para determina¢do da populagdao de nematoides no solo.

O fator de reproducdo (FR) foi calculado pela razdo entre a populagao final (solo
+ raiz) e a populag@o inicial. Quando FR foi maior ou igual a 1 tratou-se de um
hospedeiro favoravel, ou seja, a reprodu¢do do nematoide foi boa. Por outro lado, FR

menor que 1, a reprodu¢do do nematoide foi prejudicada.
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Resultados e Discussao

Nao foram encontrados nematoides nos tratamentos testados. Portanto o fator de
reprodugdo foi zero. A explicacdo pode ser baseada por efeitos de fatores abidticos,
como temperatura, substrato, entre outros. No experimento realizado neste trabalho o
efeito da temperatura foi um fator determinante para o insucesso dos resultados finais,
visto que, a inoculacdo dos nematoides foram realizadas nas horas mais quentes do dia
entre 14:00 as 16:00, e no més de janeiro, houve nos registros de meteorologia casos em
que tiveram dias que temperaturas oscilaram de 12 a 30 graus no mesmo dia, podendo
se tornar letal para esses nematoides.

Carvalho (1999) ndo detectou nematoide em seu ensaio e explicou essa auséncia
pelas amostras terem sido processadas muito tempo depois da coleta, e mantidas em
ambiente impréprio. Segundo o autor, os cuidados com o transporte da amostra, deix4-
la dentro da caixa de isopor com a tampa fechada, para manter temperatura adequada,
devem ser obedecidos. Recomendou ndo armazenar o indculo a ser usado em um ensaio
de um dia para o outro, caso seja necessario, armazend-lo a 5 °C. A temperatura
ambiente, durante a inoculacdo, deve estar entre 7 °C e 20 °C, pois temperaturas
superiores ou inferiores tendem a provocar a morte dos nematoides.

A temperatura € um fator que tem proporcionado maior influéncia na capacidade de
penetracdo, desenvolvimento e reproducdo de varias espécies de Meloidogyne
(Bergesson, 1959; Thomason et al., 1964; Van Gundy, 1985). As condi¢Oes ambientais,
determinam o nivel das reservas lipidicas do J2, podendo interferir na sua infectividade
(Christophers et al., 1997). As perdas dessas reservas estdo em funcdo da duragdo do
tempo que o J2 passa sem se alimentar € podem variar com a espécie de Meloidogyne

(Reversat, 1981).
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O substrato pode ter efeito sobre penetragdo de Meloidogyne incognita. Segundo
Prot e Van Gundy (1969) apud. Santos (2010) menor penetragdo de J2 de Meloidogyne
incognita em raizes de tomate ocorreu quando o solo tinha acima de 22% de argila e a
partir de 32,7%, ndo ocorreu penetracao.

A perda de infectividade de juvenis de 2° estddio de Meloidogyne foi observada por
vdrios pesquisadores. Reversat (1981) constatou perda de 54% de infectividade na
incubacdo de J2 de M. javanica por 1 semana em meio fosfato de sédio diluido. Ja
Dutra (2002) constatou perda de 58% de infectividade em relacdo a testemunha quando
incubou J2 de M. incognita por 2 dias. No periodo de 6 dias, a perda foi de 99,7%.
Segundo Van Gungry (1967) as temperaturas de 5°C e 28°C conduz a perda de
patogenicidade ou morte dos J2, diminuindo a eficiéncia deste indculo.

Pela Tabela 1, observa-se que para a cultivar de soja BRSGO 7960, o tratamento
com presenc¢a do nematoide, mas sem sementes inoculadas por rizobactérias apresentou
o menor peso de raizes de soja (7,03g) diferindo significativamente do tratamento com o
isolado bacteriano LP8, que proporcionou o peso de 9,58¢g, ja para a cultivar de soja

BRS7860RR, os tratamentos ndo diferiram entre si.
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Tabela 1- Peso (em g) das raizes de duas cultivares de soja tratadas ou ndo com
rizobactérias e com a presenca do nematoide Meloidogyne incognita. Média de quatro
repeticdes por tratamento. UFU, Uberlandia, maio de 2012.

Tratamentos Médias
BRSGO7960 (nematoide+LPS8) 9,58 a
BRSGO7960 (nematoide+L16.1) 9,13 a
BRSGO7960 (somente com nematoide) 7,03 b
BRSGO7960 (sem nematoide e bactéria) 8,56 ab
BRSGO7860RR (nematoide+LP8) 7,79 ab
BRSGO7860RR (nematoide+1.16.1) 7,22 b
BRSGO7860RR (somente com nematoide) 591c
BRSGO7860RR (sem nematoide e bactéria) 6,45 bc

C.V(%)=13,03

Burr et al. (1978) relataram 100% de aumento na matéria fresca de raizes e parte
aérea de batata tratada com P. fluorescens e P. putida em casa de vegetacdo. No campo,
esses aumentos variaram de 14 a 33% em alfafa, Olsen et al. (1981) observaram
aumentos de 194 % na massa de matéria seca de plantas tratadas com células vivas de
P. fluorescens e de 167 % nas tratadas com células mortas pelo calor da mesma espécie
bacteriana. Em beterraba, obtiveram-se aumentos de 20 a 85% na massa de raizes e da

parte aérea. No campo, esse aumento foi de 13%, com aumento no teor de acucar

(SUSLOW et al, 1982).
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