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Efeito da Inoculacédo de Rizobactérias Sobre a Mortalidade e Motilidade de
Nematoide das Galhas

Introducédo

Os nematoides do género Meloydogine sdo fitopatégenos que formam galhas nas raizes do hospedeiro, dificultando a
absorcdo de agua e nutrientes do solo, o que pode levar a deficiéncia mineral e a perda na produtividade de diversas
culturas (FANCELLLI, 2006). Desse modo, o controle dos nematdides no solo é importante para o sucesso de culturas de
grande importancia econdmica e pode ser realizado por varios métodos, dentre os quais se encontra o bioldgico.

Dentre os agentes de controle bioldgico merecem destaque as Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(RPCP’s), que sfo microrganismos capazes de colonizar as raizes, podendo beneficiar a planta diretamente ou atuar no
seu crescimento e desenvolvimento (RYU et al., 2005).

Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito in vitro da inoculagdo de rizobactérias sobre a mortalidade e motilidade de
juvenis de segundo estagio (J2) de Meloidogyne javanica.

Material e métodos

A. Preparo da suspensdo bacteriana

Neste trabalho foram utilizados 5 isolados de rizobactérias oriundos de raizes de bananeira “Prata Ana”. Os dados da
sequéncia parcial da regido 16S rRNA das bactérias identificadas foram depositadas na base de dados do GenBank.

As bactérias foram cultivadas em meio TSA (Triptic Soy Agar), em placas de Petri por um periodo de 24 h a 28°C e
conservadas em agua mineral autoclavada (estoque). Em seguida, os isolados foram submetidos ao ajuste da densidade
Gtica a 1,0 de absorbancia, no comprimento de onda (A) a 540 nm em espectrofotdbmetro. Para isso, foram inoculados
100 pL do isolado estoque que foi cultivado em 100 mL de meio liquido TSB (Triptic Soy Broth), mantidos em agitador
automatico a 120 rpm e temperatura de 28°C por um periodo de 48 h. Depois do periodo de crescimento, esses isolados
foram transferidos para tubos que foram centrifugados por 10 minutos a velocidade de 10.000 rpm para precipitacdo das
células bacterianas. O sobrenadante foi descartado e as suspensdes foram preparadas adicionando-se ao precipitado a
solucéo salina a 0,85% para posterior leitura no espectrofotdmetro.

Aos nove dias de avaliacdo de colonizacdo de raizes em trabalho realizado anteriormente, o volume restante das
suspensdes bacterianas associadas as raizes foi utilizado para a montagem da avaliacdo de mortalidade e motilidade de
J2 de Meloidogyne javanica para servir de parametro para futuras avaliacbes com nematoide.

B. Avaliagdo da mortalidade e motilidade de Meloidogyne javanica

A partir de raizes de tomateiro com sintomas de galhas, procedeu-se a extracdo de ovos pela técnica de Hussey e
Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981). Os ovos obtidos foram colocados em camaras de ecloséo
preparadas em placas de Petri contendo tela e papel de espessura fina, e foram mantidas a 28°C. Os juvenis de segundo
estagio (J2) eclodidos no terceiro dia foram recolhidos e colocados em agua, de tal forma que a suspenséo final tivesse
1000 J2/mL. Em células de 300 pul de placas de Elisa foram colocados 20 ul de tal suspensdo ¢ 100 pl da suspensdo
bacteriana descrita anteriormente (Figura 1A-B).

Apos 24 horas, a avaliagdo de motilidade foi realizada pela contagem dos nematoides moveis e imdveis. A seguir,
avaliou-se a mortalidade, conforme metodologia descrita por Chen e Dickson (2000) que, fundamentalmente, consiste
em adicionar uma a duas gotas de NaOH 1N a suspensdo de nematoides (Figura 1A-B). A contagem foi feita logo a
seguir, considerando-se mortos 0os nematoides retos e imoveis, e, vivos, os retorcidos. Empregou-se o delineamento
inteiramente ao acaso. Foram avaliados 5 isolados de rizobactérias com 3 procedimentos e 5 repeticdes e, como
testemunhas foram utilizadas &gua destilada e solug&o salina.

C. Analise dos dados

Os dados foram convertidos em porcentagem e submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas
pelo teste de agrupamento de Tukey a 5%, por meio do programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).
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Resultados e discussao

De acordo com as analises verificou-se que as rizobactérias avaliadas neste estudo influenciam na mortalidade de M.
javanica (p<0,05). O isolado 65 (Bacillus amilogquefaciens) foi o0 que provocou a maior taxa de Mortalidade (19,96%).
Observa-se ainda, através dos dois tratamentos adicionais (solucdo salina e agua destilada) que a mortalidade de M.
javanica é acentuada com a presenca da rizobactéria. Além disso, os cinco isolados influenciam na imobilidade de M.
javanica na mesma intensidade, mas apresentam diferenca em relacdo aos tratamentos adicionais (Tabela 1). Desse
modo, as rizobactérias utilizadas neste trabalho podem ser submetidas a avaliagcdes posteriores que complementem a sua
caracterizacdo como promissores agentes de controle bioldgico.

As rizobactérias apresentam mecanismos diretos e indiretos que podem contribuir para o controle biolégico. Dentre
0s mecanismos diretos, pode-se citar a producéo de quitinase, de lipase e de sider6foros (PRAKAMHANG et al., 2014;
TIPRE et al., 2015). Entre os mecanismos indiretos estdo aqueles relacionados com a produgdo de acido indol-3-acético
(ALMONEAFY et al., 2014), fixacdo bioldgica de nitrogénio (BALDANI et al., 2014) e solubilizagdo de fosfato
(KUMAR et al., 2015).

Conclusoes

As rizobactérias avaliadas afetam a mortalidade e imobilidade de M. javanica.

O isolado 65 (Bacillus amiloquefaciens) provoca a maior taxa de Mortalidade em M. javanica.

Os isolados avaliados apresentam potencial para serem submetidos a outras avaliagdes que comprovem a eficécia
como agentes de controle bioldgico.
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Unimontes

Tabela 1. Médias do efeito de 5 isolados de rizobactérias, oriundos de raizes de bananeira “Prata Ana”, sobre a mortalidade e
mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

Tratamento Género/espécie mais Mortalidade de Imobilidade de
relacionado M. javanica (%)* M. javanica (%)*

41 Bacillus amiloguefaciens 10,82 b 18,6 b

65 Bacillus amiloquefaciens 19,96 ¢ 16,6 b

168 10,58 b 18,2 b

170 10,98 b 18,2 b

F79 6,78 ab 18,8 b
Solugdo salina 20a 40a
Agua destilada 1,96 a 34a
CV (%) 39,76 20,42

*Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
tIsolado em fase de identificagdo.

Figura 1. Metodologia utilizada para avaliar o efeito de 5 isolados de rizobactérias, oriundos de raizes de bananeira “Prata Anad”,
sobre mortalidade e motilidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica (A). Placas de Elisa com experimento
em andamento para avaliacéo (B).



