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RESUMO

Avaliou-se o potencial de oito isolados de rizobactérias que eficientemente controlam doengas fungicas em arroz [DFs185
(Pseudomonas synxantha), DFs223 (P. fluorescens), DFs306 (ndo identificado), DFs416, DFs418 ¢ DFs419 (Bacillus sp.), DFs422
(Bacillus subtilis), DFs471 (Stenotrophomonas malthophilia)] no controle de Meloidogyne graminicola, in vitro, € em arroz irrigado
em casa de vegetagdo. As rizobactérias DFs185, DFs223, DFs306 ¢ DFs416 se destacaram na reducgdo da eclosdo e no aumento da
mortalidade de J2 de M. graminicola. Todas as rizobactérias foram capazes de produzir pelo menos um composto associado ao biocontrole
de nematoides (quitinases, fosfatases, lipases, proteinases e sider6foros). O niimero de galhas e de ovos de M. graminicola em plantas de
arroz foi reduzido em relagdo as plantas vindas de sementes ndo microbiolizadas. O fator de reprodugido do nematoide foi reduzido, em
média, em 29%, com destaque para as rizobactérias DFs185 ¢ DFs223 que proporcionaram redugdo de 35%. Esse resultado ¢ significativo,
porque sdo rizobactérias que também controlam doengas fingicas.
Palavras-chave: Meloidogyne graminicola, Oryza sativa, controle bioldgico.

ABSTRACT
Potential of microbiolization of rice seeds with rhizobacteria for root-knot nematode biocontrol

The potential of eight rhizobacteria that effectively control fungal diseases in rice [DFs185 (Pseudomonas synxantha), DFs223 (P.
fluorescens), DFs306 (not identified), DFs416, DFs418 ¢ DFs419 (Bacillus sp.), DFs422 (Bacillus subtilis), DFs471 (Stenotrophomonas
malthophilia)] was evaluated for the control of Meloidogyne graminicola in vitro and in irrigated rice in the greenhouse. The rhizobacteria
DFs185, DFs223, DFs306, DFs416 and DFs419 exceeded in reducing hatching and in increasing the mortality of M. graminicola J2. All
rhizobacteria were able to produce at least one compound associated with the biocontrol of nematodes (chitinasis, phosphatases, lipases,
proteinasis and siderophores). The number of eggs and galls of M. graminicola in rice plants was reduced compared to plants from seeds
not microbiolized. The nematode reproduction factor was reduced on average by 29%, highlighting rhizobacteria DFs185 and DFs223 that
reduced 35%. This result is significant because the rhizobacteria also control fungal diseases.
Key words: Meloidogyne graminicola, Oryza sativa, biological control.

Os nematoides das galhas podem limitar a produgéo
de arroz, ao reduzir a absor¢do de nutrientes, levando as
plantas, em alguns casos, a morte (Soriano & Reversat,
2003). Meloidogyne graminicola Golden & Birchfield
¢ considerada a espécie mais danosa associada ao arroz
irrigado (Soriano & Reversat, 2003). Esse patégeno pode
sobreviver no solo em areas imidas, por até cinco meses, na
forma de juvenil de segundo estadio (J2) (Bridge & Page,
1982) e por até 14 meses em massas de ovos (Roy, 1982).
A reproducdo em outras plantas, cultivadas e daninhas,
também pode garantir a sua sobrevivéncia no periodo de
entressafra (Dabur et al., 2004).

Perdas causadas pelo nematoide das galhas variam
em funcdo do grau de resisténcia das plantas, da sua

Parte da Tese de Doutorado da primeira autora. Universidade Federal
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populagdo no solo e do manejo da irrigagdo. Apesar
do uso de resisténcia genética ser uma das principais
medidas de controle, ndo existem genotipos resistentes
a M. graminicola no mercado brasileiro (Steffen et
al., 2008). Outra pratica de manejo consiste no uso de
produtos quimicos. Apesar de utilizados, os nematicidas
apresentam limitagdes como a natureza temporaria do
controle, o alto custo, o acumulo do produto no solo ¢
os riscos a saude e ao ambiente (Nordmeyer & Dickson,
1985; Dong & Zhang, 2006).

O controle bioldgico tem sido investigado como
alternativa de manejo (Padgham & Sikora, 2007). Entre
os biocontroladores estudados, as bactérias habitantes
da rizosfera (rizobactérias) apresentam grande potencial.
Estas podem atuar como indutores de resisténcia da
planta (Oostendorp & Sikora, 1990), produzir enzimas
e metabdlitos toxicos (Lian et al., 2007), além de alterar
os exsudatos radiculares, inibindo a eclosdo de ovos e/
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ou reduzindo a atratividade dos nematoides para as raizes
(Becker et al., 1988).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
de rizobactérias, eficientes biocontroladoras de doengas
foliares, no controle in vitro e em casa de vegetacao de M.
graminicola.

O indculo de M. graminicola foi obtido a partir de
populagdo pura em plantas de arroz. Os ovos foram extraidos
de raizes infectadas segundo metodologia de Hussey &
Baker (1973). Parte da suspensdo dos ovos foi incubada em
funil de Baermann modificado (Christic & Perry, 1951) a
26°C por 24 horas para obteng@o dos juvenis de segundo
estadio (J2).

Asbactérias utilizadas foram: DFs185 [ Pseudomonas
synxantha (Ehrenberg) Holland], DFs223 (Pseudomonas
Sfluorescens Migula), DFs416, DFs418 e DFs419 (Bacillus
sp. Cohn), DFs422 [Bacillus subtilis (Ehrenberg) Holland]
e DFs471 (Stenotrophomonas maltophilia [Hugh] Palleroni
& Bradbury), identificadas por sequenciamento do gene 16S
rDNA (dados ndo publicados) ¢ DFs306 (ndo identificada).
Estas bactérias foram selecionadas em trabalhos anteriores
para o controle de mancha parda, escaldadura (Ludwig et
al., 2009) e queima da bainha do arroz (Ludwig & Moura,
2007). Em todos os ensaios, as bactérias foram previamente
cultivadas em meio 523 (Kado & Heskett, 1970) a 28°C
por 24 horas. Em seguida, foram preparadas suspensoes
dessas culturas, em solugao salina (NaCl 0,85%), sendo a
concentragdo ajustada para A, =0,5.

Para avaliar a eclosdo de J2, foram usados ovos do
nematoide em dois estadios: maduros (embrides moveis) e
imaturos (embrides imoéveis) (Carneiro & Gomes, 1993).
Em 50 pL de agua destilada esterilizada (ADE) foram
colocados 60 ovos de cada estadio, separadamente, em
cavidade de placa de microtitulag@o. Foram adicionados 50
pL de suspensdo de cada bactéria, constituindo cada uma
destas um tratamento. Como testemunha, foram usados 60
ovos, de cada estadio, em suspensdo contendo 50 pL de
ADE e 50 uL de solugao salina. As placas foram mantidas
no escuro a 26°C por 16 dias. O numero de J2 eclodidos
foi avaliado em microscopio estereoscopico aos 5, 8, 12 ¢
16 dias e a area abaixo da curva de progresso da eclosdo
(AACPE) foi calculada.

Para avaliar a mortalidade de J2 utilizou-se
metodologia similar a da avaliagdo de eclosdo. Foram
utilizados 50 J2 ao invés de ovos do nematoide. Decorridas
24 ¢ 48 horas, observou-se em microscopio estereoscopico
o nimero de J2 mortos, ou seja, 0s que permaneceram com
o corpo completamente distendido por 3 min apés a adigdo
de 10 puL de solugdo a NaOH 1N (Chen & Dickson, 2000).

A producdo de fosfatases, lipases, quitinases,
sideroforos (Cattelan, 1999) e proteinases (Schaad et al.,
2001) pelas bactérias foi avaliada.

O impacto da microbiolizagdo das sementes sobre
a reproducdo de M. graminicola foi avaliado. Para tanto,
sementes de arroz cv. El Passo L144 foram imersas em
suspensdes bacterianas e agitadas a 100 rpm por 30 min
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a 10°C. Como testemunhas, sementes foram imersas
e agitadas em solucdo salina. Cinco sementes foram
depositadas em vasos contendo 700 mL de solo autoclavado
(121°C e 1,5 atm por 1 h, trés vezes com descanso de 24 h
entre cada autoclavagem). Apos a emissdo da segunda folha
foi mantida uma planta por vaso. O delineamento usado foi
inteiramente casualizado com seis repeti¢des.

Apos a emissdo da quarta folha o solo foi infestado
com 10 mL de suspensao aquosa de M. graminicola (5.000
ovos + J2) e encharcado 24 h apds a infestagdo. O nimero
de perfilhos (NP), a altura (H), massa da matéria fresca da
parte aérea (MFA) e das raizes (MFR) foram avaliados aos
50 dias apos a infestacao.

A contagem do numero de galhas (NG) foi realizada
em microscopio estereoscopico. Em seguida, as raizes foram
processadas (Hussey & Baker, 1973) e o nimero de ovos
(NO) foi determinado. Foi calculado o fator de reproducéo
(FR) do nematoide (FR = Nf/Ni, em que Nf = niimero final
de ovos por sistema radicular e Ni = nimero inicial de ovos
por sistema radicular).

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso nos ensaios in vitro e em casa de vegetacdo, com
quatro e seis repeticdes respectivamente. Os valores de
AACPE, de mortalidade, NG e NO foram transformados
para ~/x+1 . Foi realizada a anélise de variancia, sendo as
médias comparadas pelo teste de Duncan (0=0,05).

Todos os tratamentos com rizobactérias diferiram da
testemunha quanto a eclosao de J2 ao 16° dia, independente
do estadio de maturacdo dos ovos (Tabela 1). O maior
impacto na eclosdo de ovos imaturos foi proporcionado
pelas rizobactérias DFs185, DFs418 e DFs422 atingindo
27, 24 ¢ 22% de controle, respectivamente. As bactérias
DFs223, DFs306 e DFs416 apresentaram maior efeito sobre
a eclosdo de ovos maduros, chegando a reduzir a eclosao de
ovos maduros em 32, 25 e 29%, respectivamente.

O progresso da eclosdo de J2, expresso pela
AACPE, foi similar ao verificado para eclosdo no ultimo
dia de avaliagdo (16°) (Tabela 1). A maioria dos tratamentos
bacterianos diferiu da testemunha, no entanto, a rizobactéria
DFs185 se destacou na redu¢do da AACPE dos ovos
imaturos, alcangando 36% de inibigdo da eclosd@o. Em ovos
maduros, todas as rizobactérias diferiram significativamente
da testemunha, proporcionando, em média, redugdo de
27%.

Também foi observado aumento da mortalidade
para a maioria das bactérias nas primeiras 24 horas, sendo
as maiores porcentagens proporcionadas pelas bactérias
DFs223, DFs306, DFs416 e DFs419, que possibilitaram
aumento na mortalidade de J2 de 3,8 a 4,5 vezes (Tabela 1).
O aumento da exposi¢ao para 48 horas resultou em maior
mortalidade para todas as rizobactérias, sendo os maiores
aumentos (diferenga entre incubagdo a 24 ¢ 48 horas)
proporcionados pelos tratamentos DFs185 e DFs418.

Todas as bactérias produziram pelo menos uma das
enzimas avaliadas, exceto DFs306 (dados ndo apresentados).
As bactérias DFs416, DFs418, DFs419, DFs422 e DFs471
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produziram proteases a partir dos substratos leite e gelatina.
As rizobactérias DFs185, DFs223 e DFs418 produziram
sideroforos, e a bactéria DFs223 foi a inica a produzir lipases.
Nenhuma das rizobactérias avaliadas foi capaz de produzir
quitinases ou fosfatases.

Nenhum dos tratamentos bacterianos proporcionou
ganhos com relagdo ao crescimento das plantas (dados ndo
apresentados). Entretanto, verificou-se quetodasasrizobactérias
reduziram NG ¢ NO e, consequentemente, a reproducdo do
nematoide nas plantas. A microbiolizagdo das sementes com
as bactérias DFs416 e DFs223 resultou em maiores redugdes
de NG, alcangando-se 62 ¢ 54%, respectivamente. Para NO
e FR, os tratamentos bacterianos nao diferiram entre si, mas
diferiram da testemunha (supressdo média de 29%).

A reducdo da eclosdao e o aumento da mortalidade
proporcionados pelas bactérias, como observados no presente
trabalho, sao conhecidos. A redugdo da eclosdo de J2 de M.
graminicola também foi observada por Padgham & Sikora
(2007), quando avaliaram o efeito de Bacillus megaterium
de Bary sobre M. graminicola. A inibigao da eclosdo em
laboratério foi observada em outras espécies de Meloidogyne
e com outras rizobactérias (Fabry et al., 2007). Aumento da
mortalidade dos J2 de M. graminicola proporcionado por
maior periodo de exposigao (48 horas) também ja foi relatado
por Naves et al. (2004) para outras espécies.

Efeito positivo da microbiolizagdo das sementes foi
observado para todas as rizobactérias avaliadas, principalmente
quanto a redugdo de NG (DFs223, DFs416 e DFsl85)
corroborando com os dados obtidos por Souza-Jinior et al.
(2010). Estes autores avaliaram as mesmas bactérias do presente
trabalho, individualmente e em diferentes combinagdes,
e verificaram que estas apresentavam alta capacidade de
reducdo de danos e de reprodugio do nematoide das galhas em
arroz, assim como que a combinagdo entre elas nio resultou
em maior controle, embora tenha promovido o crescimento da
parte aérea.

Os resultados obtidos em casa de vegetagdo estdo em
concordancia com o observado in vitro, exceto para DFs223.
Portanto, parte do efeito da microbiolizagdo das sementes
pode ser atribuida ao aumento da mortalidade e a redugdo da
eclosdo. Porém, nao foi observada correlagao com a produgao
das enzimas e sideroforos pelas rizobactérias nos estudos de
biocontrole in vitro. Neste sentido, os resultados ndo reproduzem
o relatado por Westcott & Kluepfel (1993) que verificaram
acao in vitro de dois isolados de Pseudomonas aureofaciens
Kluyver sobre ovos, J2 e adultos de Mesocriconema xenoplax
(Raski) Loof & De Grisse e atribuiram o efeito a enzimas
produzidas por estas bactérias. Por outro lado, as bactérias
utilizadas no presente trabalho produzem compostos bioativos
contra patogenos da parte aérea de arroz (Ludwig & Moura,
2009). Portanto, ha a possibilidade destas bactérias atuarem
por antibiose sobre os J2 de M. graminicola.

Ao se considerar o experimento em casa de vegetagio,
a competi¢do, mediada pela colonizagdo dos tecidos, pode estar
envolvida, respaldada pelo fato de que as bactérias utilizadas sao
capazes de colonizar raizes da cultivar El Passo L144 (Ludwig
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& Moura, 2009). Portanto, ha razdes para crer que as bactérias
avaliadas possam se estabelecer no sistema radicular, passando
a competir por espago e nutrientes, limitando a reproducéo do
patogeno. Este comportamento foi observado por Al-Rehiayani
et al. (1999) que relataram a redugdo na penetracdo de M.
chitwoodi Golden e Pratylenchus penetrans (Cobb) Chitwood
& Oteifa em raizes de batata na presenca de B. megaterium.
A colonizagdo de raizes também pode afetar a composigao
dos exsudatos radiculares, e como consequéncia ndo haver o
reconhecimento do estimulo quimiotrépico pelo nematoide,
reduzindo assim a infectividade e, consequentemente, NG,
NO e FR (Aratjo et al., 2002).

E possivel aventar que a indugio de resisténcia também
tenha levado ao controle observado em casa de vegetagao. Esta
possibilidade ¢ sustentada pelo fato de a bactéria DFs306, em
trabalho realizado por Ludwig e Moura (2009), ter aumentado
a atividade de peroxidases quando plantas de arroz originadas
de sementes microbiolizadas foram inoculadas com patogenos
fungicos de arroz. Neste sentido, o controle de M. graminicola
em plantas de arroz tratadas com oleos essenciais também foi
relacionado, entre outros fatores, ao aumento de peroxidases
(Steffen et al., 2008).

Resultados como os do presente trabalho sdo
conhecidos. Biocontroladores dos géneros Pseudomonas ¢
Bacillus ja demonstraram potencial de reduzir nematoides
em varias culturas quando aplicados diretamente no solo ou
microbiolizados as sementes. Espécies de Bacillus foram
utilizadas com sucesso em porta enxertos de péssego, reduzindo
em 67% o numero de galhas de M. javanica (Treub) Chitwood
(Alcals, 2007); espécies de Pseudomonas controlaram M.
incognita em tomate (Kagkavalci et al., 2006).

As rizobactérias aqui estudadas apresentam potencial
de uso, principalmente porque ndo existe outra medida viavel
para o controle dessa nematose. Embora o impacto sobre o
fator de reproduco ndo tenha sido elevado, esse potencial é
sustentado pelo fato de essas rizobactérias serem capazes de
controlar eficientemente doengas fungicas em arroz (Ludwig
& Moura, 2007; Ludwig et al., 2009); assim, o controle do
nematoide ¢ considerado um ganho adicional.
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