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RESUMO

Cinco amostras de solo com alto teor de matéria organica (10,14 dag/kg) de 1 kg cada foram autoclavadas (120 °C/1h),
cinco foram aquecidas em forno de microondas a 660 watts e 2450 Hz por 4 min e cinco ndo foram aquecidas. Raizes
de Mucuna aterrima, Crotalaria juncea, Tagetes erecta e Lycopersicon esculentum foram maceradas separadamente
em liquidificador a baixa velocidade durante 30 s em 1000 mL de 4agua e peneiradas. As suspensodes resultantes foram
adicionadas as amostras de solos as quais foram acondicionadas em saco plastico e submetidas aos trés tratamentos térmicos
e posteriormente mantidas a 28 °C por 24 h. Setenta e oito isolados bacterianos foram obtidos das amostras de solo por
dilui¢do em série e submetidos a selegdo para o biocontrole de M. javanica. Sementes de tomate foram microbiolizadas
por imersdo em suspensdo de propagulos de cada uma das culturas e semeadas em substrato dentro de tubetes em casa de
vegetagdo. As mudas resultantes foram inoculadas com 400 ovos do nematoide, cada. O isolado UFV-6 de Escherichia coli
reduziu o nimero de galhas em maior magnitude (80%) ao passo que o isolado UFV-8 de Citrobacter freundii foi o mais
eficiente na redugdo do niimero de ovos (83%). A identifica¢@o dos isolados foi feita por andlise de acidos graxos esteres de
metil e testes bioquimicos.

Palavras—chave adicionais: isolamento, controle bioldgico, tratamento térmico, nematdide das galhas.

ABSTRACT
Obtaining bacteria for the biocontrol of Meloidogyne javanica by heating soil and treating it with root filtrates from
plants antagonistic to nematodes

Five samples of 1 kg each of organic soil (10.14 dag/kg) were autoclaved at 120 °C for 1 hour, five were heated in a
660 watt and 2450 Hz microwave oven at full power for 4 min, and five were not heat-treated. Roots of Mucuna aterrima,
Crotalaria juncea, Tagetes erecta and Lycopersicon esculentum were macerated, separately, in 1000 ml of tap water in a
blender at low speed for 30 s, then sieved. Each of the resulting suspensions or just tap water (control treatment) was poured
on one of the different soil samples inside a plastic bag and stored at 28 °C for 24 h. Seventy-eight bacterial isolates were
obtained from the soil samples by serial dilution and selected for a subsequent assay for the biocontrol of Meloidogyne
Jjavanica. Tomato seeds were soaked in suspension of each bacterial isolate, then sowed in substrate inside plastic tubes
in the greenhouse. The seedlings were each inoculated with 400 eggs of the nematode. The isolate UFV-6 of Escherichia
coli reduced the number of galls to the highest extent (80%), and UFV-8 of Citrobacter freundii was the most effective in
reducing number of eggs (83%). The identification of the isolates was done by fatty acid analyses and biochemical tests.

Additional keywords: isolation, biological control, thermic treatment, root-knot nematode.

Estudos com rizobactérias e bactérias endofiticas
de raizes de plantas mostraram o potencial desses
microrganismos em reduzir os danos causados por
fitonematoides (Siddiqui et al., 2003). A ocorréncia de
bactérias na rizosfera de plantas antagonistas, diferentes das
usualmente encontradas na rizosfera de plantas cultivadas,
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¢ um conhecimento relativamente novo e abre perspectivas
para se encontrar isolados com maior eficiéncia para o
controle bioldgico de fitonematdides. Portanto, diferentes
espécies vegetais permitem melhor desenvolvimento de
determinadas rizobactérias ¢ bactérias endofiticas, e podem
ser exploradas para o isolamento de grupos diferentes desses
microrganismos. Outro fator que pode ser investigado para
aumentar as chances de se isolar rizobactérias com potencial
de biocontrole de nematoides ¢ a utilizagdo de calor
(Stapleton & Devay, 1982). O aquecimento do solo pode dar
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uma vantagem competitiva aos organismos benéficos em
relacdo aos fitopatogenos.

Segundo Oostendorp & Sikora (1989), menos de 10%
dos isolados bacterianos obtidos apresentam biocontrole
de fitonematoides o que demanda testes de selegdo massal
com grande nimero de isolados. Este trabalho teve como
objetivos desenvolver métodos que aumentem a eficiéncia
do isolamento de rizobactérias e selecionar isolados mais
promissores para o controle de Meloidogyne javanica
(Treub) Chitwood, em tomateiro.

As populagdes do nematodide das galhas, M. javanica,
foram multiplicadas em tomateiro Santa Cruz ‘Kada’,
plantadas em vasos com solo previamente tratado com
brometo de metila. Os ovos utilizados nos experimentos
foram extraidos das raizes pela técnica de Hussey &
Barker (1973), modificada por Boneti & Ferraz (1981). As
suspensdes de ovos foram calibradas com auxilio de camara
de Peters, utilizando microscépio estereoscopio.

Para obtencdo dos isolados bacterianos utilizou-
se solo de mata, previamente espalhado sobre folhas de
jornal em bancada em casa de vegetagdo por 15 dias para
secagem. Dez quilogramas de solo de terrigo de mata foram
submetidos duas vezes a autoclavagem (120 °C por 1 h) e 10
kg foram submetidos & irradiagdo em forno de microondas de
660 W a 2450 Hz por 4 min em lotes de 1 kg de solo em saco
plastico aberto, e 10 kg de solo do tratamento testemunha
nao foram submetidos a nenhum tratamento térmico. Plantas
de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.), mucuna preta
(Mucuna aterrima Merr.), crotalaria (Crotalaria juncea L.)
e cravo-de-defunto (Tugetes erecta L.) foram cultivadas
em campo e, no periodo de floragdo, retiradas do solo e
colhidos seus sistemas radiculares. Sessenta gramas de
raizes de cada espécie foram picadas em pedacos de 1 a 2
cm de comprimento e triturados em baixa velocidade em
liquidificador durante 30 s em 1 | de agua de torneira. Os
homogeneizados foram passados em peneira com malha
de 1 mm e adicionados, separadamente, a 6 kg de solo de
cada tratamento térmico (microondas ou autoclave) e do
solo ndo tratado, acondicionados em sacos pléasticos. Agua
de torneira foi adicionada como tratamento testemunha nos
solos submetidos aos tratamentos térmicos e nao tratado.
Os tratamentos resultaram nas seguintes combinagdes: 1)
T. erecta - solo natural, 2) T. erecta - solo irradiado, 3) T.
erecta - solo autoclavado; 4) C. juncea - solo natural, 5) C.
Juncea - solo irradiado, 6) C. juncea - solo autoclavado; 7)
M. aterrima - solo natural, 8) M. aterrima - solo irradiado,
9) M. aterrima - solo autoclavado; 10) L. esculentum - solo
natural, 11) L. esculentum - solo irradiado, 12) L. esculentum
- solo autoclavado; 13) agua - solo natural, 14) agua - solo
irradiado, 15) agua - solo autoclavado. Os sacos foram
mantidos em incubadora a 28 °C durante 24 h. Fra¢des de
cada solo tratado foram utilizadas para o isolamento das
bactérias por diluicdo em placas de Petri conforme descrito
por Romeiro (2001). Uma aliquota de 50 uL de cada diluigdo
foi depositada e espalhada com espatula de Drigalsky em
placas de Petri de 9 cm de diametro, contendo o meio 523 de
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Kado & Heskett (1970). As placas foram mantidas durante
24 h em incubadora a 28 °C. As coldnias que surgiram foram
repicadas para tubos de ensaio contendo o meio 523 e estes
levados para incubadora com a mesma temperatura e pelo
mesmo tempo.

Parasele¢domassal dosisolados bacterianos misturou-
se solo de mata, ndo esterilizado, com substrato organo-
vegetal (PLANTAGRO®), na proporgao 1:1 (v:v). Sementes
de tomateiro Santa Cruz ‘Kada’ foram microbiolizadas
utilizando-se o método descrito por Oostendorp & Sikora
(1989) modificado para 24 h. As sementes foram imersas
em suspensdes aquosas dos isolados bacterianos e mantidas
em laboratdrio a temperatura ambiente. Para o tratamento
testemunha, as sementes permaneceram em agua destilada.
Quando as plantas estavam com aproximadamente 10 cm de
altura, 2 mL da suspenséao de ovos de M. javanica contendo
400 ovos foram depositados nos tubetes. Apds 60 dias
retiraram-se as plantas e o peso da parte aérea, altura das
plantas e o nimero de ovos e de galhas por sistema radicular
foram avaliados.

Os isolados bacterianos que se mostraram mais
promissores no controle de M. javanica foram identificados
pela analise de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMESs)
segundo a metodologia descrita por Kloepper et al. (1992).
Para a confirmacdo dos resultados da analise de ésteres
metilicos de acidos graxos, os testes de reacdo de Gram
utilizando a técnica de solubilidade em KOH 3% , formagao
de endodsporos foram realizadas seguindo os métodos descritos
por Schaad et al. (2001).

Os dados foram analisados pelo programa Statistica
(2001). As médias dos tratamentos comparadas pelo teste
de Newman-Keuls a 5% de probabilidade e a variavel
numero de ovos foi transformada utilizando-se a fungao log
x. O experimento constou de 6 repetigdes e foi delineado
inteiramente ao acaso.

Foram obtidos 78 isolados bacterianos, nomeados
UFV-1 a UFV-78 sendo que foi possivel obter bactérias de
solos de todos os tratamentos (Tabela 1). Dos 78 isolados
testados, 57 reduziram o numero de galhas e 22 ndo
apresentaram diferencasignificativaemrelagéo a testemunha.
Quanto ao numero de ovos, 26 resultaram em redugdo, 44
ndo diferiram da testemunha e 9 isolados estimularam o
seu aumento. Para a variavel galhas, o UFV-6 foi o isolado
que se destacou, resultando em 80% menos galhas do que
na testemunha (Figura 1A). Para a variavel ovos, o melhor
isolado foi o UFV-8 com reducdo de 83% no nimero de
ovos por planta. (Figura 1B). Os isolados UFV-48 ¢ UFV-29
foram os menos eficientes, permitindo o aumento do nimero
de ovos em 134,3% e 117,78%, respectivamente.

Estudos da rizosfera de plantas antagonistas também
foram realizados por Kloepper et al. (1991). Os autores
observaram que o numero de isolados eficientes no controle
dos fitonematoides foi de 4 a 6 vezes maior entre aqueles
provenientes das plantas antagonistas do que de soja, a
espécie suscetivel.

Os isolados UFV-29 e UFV-32 proporcionaram

Fitopatol. Bras. 32(1), jan - fev 2007



Obtencao de bactérias para o biocontrole de Meloidogyne javanica...

TABELA 1 - Isolados de bactérias obtidos de solo submetidos ou ndo a irradiagdo, autoclavagem, seguido da adigdo de
filtrados de raizes de 7. erecta, C. juncea, M. aterrima ou L. esculentum crescidos no campo

Espécie Vegetal Tratamento Térmico Isolados

T. erecta Nio tratado UFV-28, UFV -29, UFV -41, UFV -57, UFV -62, UFV -75, UFV -34
T. erecta Irradiado UFV-2, UFV-6, UFV-33, UFV -42

T. erecta Autoclavado UFV-50, UFV -66, UFV -68

C. juncea Nio tratado UFV-1, UFV-16, UFV -65

C. juncea Irradiado UFV-9, UFV-14, UFV -24, UFV -64, UFV -69, UFV -77

C. juncea Autoclavado UFV-3, UFV-5, UFV-11, UFV -37, UFV -40, UFV -60, UFV -61

M. aterrima Naio tratado UFV-17, UFV -27, UFV -30, UFV -59

M.aterrima Irradiado UFV-8, UFV-25, UFV -32, UFV -53

M. aterrima Autoclavado UFV-15, UFV -45, UFV -54, UFV -63, UFV -67

L. esculentum
L. esculentum
L. esculentum

Nao tratado
Irradiado
Autoclavado

UFV-7, UFV-43, UFV -48, UFV -56, UFV -76
UFV-22, UFV -23, UFV -49, UFV -52, UFV -58, UFV -74

Nao tratado
Irradiado

Testemunha (agua)
Testemunha (agua)

Testemunha (4gua) Autoclavado

UFV-13, UFV -35, UFV -44, UFV -18, UFV -73
UFV-10, UFV -39, UFV -47, UFV -51, UFV -70

UFV-19, UFV -31, UFV -46, UF V-71, UFV -72, UFV -78

UFV -4, UFV -12, UFV -20, UFV -21, UFV -26, UFV -36, UFV -38, UFV -55

aumento do numero de ovos de M. javanica. Observa-se
que nem todas as bactérias provenientes de homogeneizados
de raizes de plantas antagonistas e solos submetidos a
tratamentos térmicos apresentaram efeitos benéficos no
controle do patdgeno, pois na rizosfera dessas plantas, assim
comonasdendoantagonistas, encontram-se microorganismos
benéficos, neutros e prejudiciais. Oostendorp & Sikora
(1989) isolaram 290 rizobactérias de beterraba agucareira e
testaram seu efeito contra Heterodera schachtii (Schmidt)
Skarbilovich. Dessas, 21 reduziram o nimero de nematdides
e 15 estimularam a infecgéo por eles. O tratamento térmico
por microondas resultou no isolamento de cinco das dez
bactérias mais eficientes ¢ a incorporacao de filtrados de
raizes de Tagetes erecta ¢ Mucuna aterrima no solo resultou
no posterior isolamento de sete das dez bactérias mais
eficientes no controle do nematoide, possivelmente pela
infestagdo do solo com isolados da rizosfera ou do interior
das raizes.

Os seis isolados mais promissores no controle de
M. javanica foram identificados como Acidovorax facilis
(Schatz & Bovell) Willems et al. (UFV 41); Escherichia
coli T. Escherich, (UFV6); Enterobacter intermedius corrig.
Izard et al. (UFV25); Acidovorax facilis (Schatz & Bovell)
Willems et al. (UFV53); Pseudomonas putida (Trevisan)
Migula (UFV57) e Citrobacter freundii (Braak) Werkman
& Gillen (UFV8). Para as provas bioquimicas, todos os
isolados foram identificados como Gram negativos. Nenhum
dos isolados apresentou formagdo de enddsporos.

A bactéria E. coli pode ser encontrada em fezes de
animais e no trato gastro-intestinal humano, sendo, nesse
caso, indicativa de contaminacdo alimentar. Entretanto,
esta espécie bacteriana também é comumente encontrada
no solo, associada as raizes de plantas (Ritchie ef al. 2003),
dai a possibilidade de seu isolamento neste estudo. Espécies
do género Enterobacter sdo encontradas em ambientes
naturais como esgoto, solo e vegetais (Krieg & Holt,
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FIG. 1 - Efeito antagonistico de seis isolados bacterianos pré-
selecionados para controle de M. javanica em tomateiro. A) média
do numero de galhas; B) média do nimero de ovos por tomateiro.
As médias foram comparadas pelo teste de Newman-Keuls a 5% de
probabilidade, enquanto que as médias da variavel numero de ovos
foram previamente transformadas utilizando-se a fungao log x.
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1984). Entretanto, algumas espécies sdo também relatadas
como rizobactérias exibindo antagonismo a fitopatogenos
(Hebbar et al., 1992). Os membros do género Citrobacter
ndo ocorrem somente em fezes de homens e animais, mas
também em agua, esgoto, solo ¢ alimentos. Acidovorax spp.
sdo encontradas também em solo e agua além de serem
importantes patogenos de plantas (Krieg & Holt, 1984).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram
que a utilizagdo de solo rizosférico e raizes de plantas
antagonistas, combinado com tratamentos térmicos do solo,
propiciam o isolamento de maior propor¢do de bactérias
biocontroladoras de M. javanica, apesar de ainda se encontrar
no conjunto, bactérias prejudiciais e neutras.
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