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A insercdo do controle bioldgico no manejo integrado de M. incognita constitui-se como uma estratégia
importante para a cultura da figueira no Brasil, visto que ndo estdo disponiveis nematicidas e porta-enxertos
resistentes no pais. Entre os biocontroladores, rizobactérias apresentam potencial, pois podem atuar
promovendo o crescimento vegetal e ou inibindo os nematoides. Assim, o objetivo desse trabalho foi isolar
bactérias com potencial para o biocontrole de M. incognita a partir de raizes de figueira e rochas de folhelhos
betuminosos e selecionar isolados mais promissores através de ensaios in vitro. 124 isolados foram obtidos de
folhelhos betuminosos e de raizes de figueira e avaliados em ensaios in vitro quanto ao efeito sobre ovos e
juvenis de segundo estagio de M. incognita e produgdo de compostos relacionados ao controle biolégico de
nematoides. A partir dos resultados obtidos, 14 bactérias foram consideradas mais promissoras, produzindo pelo
menos um composto relacionado ao biocontrole de fitonematoides, entre os cinco compostos testados, e altos
niveis de mortalidade (78-100%) ou inibicdo da eclosdo (73-100%) dos juvenis de segundo estadio do
nematdide. A redugdo no numero de isolados obtida no presente estudo é importante para viabilizar estudos in
vivo confirmando o potencial destas rizobactérias para controle de M. incognita em figueira.

Palavras-chave: Figueira, Meloidogyne incognita, nematoéide das galhas, rizobactérias, controle bioldgico.

Wille, Caroline Neugebauer; Cesar Bauer Gomes; Monalize Mota (2019) Selection of bacteria for biological
control of Meloidogyne incognita in fig. Rev. Fac. Agron. Vol 118 (1): 45-54.

The inclusion of biological control in the integrated management of M. incognita was established as an important
strategy for the fig tree of culture in Brazil, as they are not available nematicides and rootstocks resistant in the
country. Among the biocontrol, rhizobacteria have potential because they can act to promote plant growth and
inhibiting or nematodes. The objective of this work was to isolate bacteria with potential for biocontrol of M.
incognita from fig roots and bituminous shale rocks and select the most promising isolated by in vitro assays. 124
isolates were obtained from bituminous shale and fig tree roots and evaluated in vitro tests on the effect on eggs
and juveniles of second stage of M. incognita and production of compounds related to the biological control of
nematodes. From the results obtained, 14 bacteria were considered more promising, producing at least one
compound related to the biocontrol plant parasitic nematode, of the five tested compounds and high levels of
mortality (78-100%) or inhibition of hatching (73-100% ) of second stage juveniles of the nematode. The reduction
in the number of isolates obtained in this study is important to enable in vivo studies confirming the potential of
these rhizobacteria to control M. incognita in fig.
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INTRODUGAO

A ficicultura é uma atividade economicamente
importante no Brasil (Leonel, 2008; ALICEWEB, 2013),
principalmente no contexto da agricultura familiar,
porém, a cultivar roxo de Valinhos, mais empregada no
pais, & extremamente sensivel ao nematoide das
galhas (Lima-Medina et al., 2006). Além disso, técnicas
de controle como a utilizagdo de portas-enxerto
resistentes (Bueno et al, 2006) e agrotéxicos
(AGROFIT, 2015) n&o estao disponiveis para a cultura.
Considerando as dificuldades encontradas para o
controle do nematoide das galhas na figueira, nas
condi¢gBes brasileiras, o manejo integrado desta praga
através do uso de agentes de controle biolégico deve
ser considerado como estratégico para o referido
patossistema.

Dentre os agentes de controle bioldgico, as
rizobactérias estdo entre os organismos antagonistas
mais propicios no controle de fitonematoides (Sikora,
1988). Essas bactérias também sdo descritas como
Rizobactérias Promotoras do Crescimento de planta ou
PGPR — Plant Growth Promoting Rhizobacteria, pois
além de sua importancia como biocontroladores de
doengas, quando atuam no controle biolégico de
organismos fitopatogénicos, (Schroth & Hancock 1982),
podem atuar como: biofertilizadoras, quando aumentam
a disponibilidade de nutrientes para as plantas;
fitoestimuladoras, quando estimulam o crescimento da
planta; e rizorremediadoras, quando degradam
poluentes organicos (Somers et al., 2004).

As rizobactérias atuam no controle biolégico de
diversas formas, podem parasitar e/ou produzir
metabdlicos que interferem na reproducgdo, postura e
eclosao de ovos, na sobrevivéncia dos estadios iniciais
de desenvolvimento dos nematoides e/ou mortalidade
de individuos adultos (Zuckerman & Jasson, 1984,
Siddiqui & Mahmood, 1999). Esses mecanismos estédo
relacionados a produgdo de enzimas como lipases
(Santin, 2008) proteases (Dunne et al, 2013) e
quitinases (Zhang & Yuen, 2000), as quais podem estar
envolvidas na degradagao dos ovos, e/ou produgéo de
compostos toxicos (Oka et al., 1993; Arduim, 2006) que
atuam como nematicidas ou nematostaticos.

Em virtude dessas caracteristicas, a maioria dos
trabalhos envolvendo selecdo de bactérias para
controle biolégico, utiliza micro-organismos oriundos do
solo e rizosfera (Freitas et al., 2005; Fabry et al., 2007;
Alves et al., 2011), existindo poucos relatos quanto a
utilizacdo de isolados oriundos de outros habitats
(Ashoub & Amara, 2010).

Contudo, ambientes como as rochas compreendem
formas de vida com potencial que apresentam diversas
caracteristicas desejaveis como resisténcia a condi¢des
adversas, que fazem desses micro-organismos,
especialistas em sobrevivéncia (Hirsch et al., 2004). As
bactérias encontradas nesses ambientes possuem
também, um papel importante na deterioracdo de
rochas e disponibilizagdo de nutrientes essenciais para
as plantas (Gorbushina, 2007).

Além disso, o efeito nematicida ndao é restrito as
bactérias isoladas de raizes. Ashoub e Amara (2010)
observaram que bactérias isoladas de outros ambientes
como solos poluidos com hidrocarbonetos e agua do
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mar vermelho, também podem apresentar efeito toxico
aos nematoides.

MATERIAL E METODOS

Origem dos isolados bacterianos

Os micro-organismos testados quanto ao potencial para
controle do nematoide das galhas, em figueira, foram
isolados da rizosfera e rizoplano de figueira e de rochas
de folhelhos pirobetuminosos. As bactérias fazem parte
da colecdo de micro-organismos do laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Clima Temperado.

Isolados da rizosfera e rizoplano de figueira foram
isolados de raizes de plantas saudaveis coletadas na
Estagdo Experimental Cascata da Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS.

Amostras de 10 gramas de solo rizosférico,
considerado o solo associado as raizes, foram
cuidadosamente coletadas, sob condi¢gbes assépticas,
nas raizes de figueira. As amostras de solo rizosférico
foram misturadas a 90mL de solugdo salina (NaCl
0,85%) estérii e agitadas em liquidificador na
velocidade maxima durante um minuto.

Para obtengéo de isolados do rizoplano, segmentos de
1g de raiz de figueira, submetidos a lavagem continua
com agua corrente, durante um minuto, foram
transferidos para tubos de ensaio com 9mL de solugdo
salina e submetidos a ultra-sonificagdo por 30
segundos a 10.5mm.

As suspensdes da rizosfera e rizoplano foram entdo
diluidas, em solugéo salina e aliquotas de 100ul das
suspensodes, nas diluicdes 10'2, 10'3, 10 e 10'5, foram
semeadas em friplicatas, por espalhamento em placas
de Petri contendo meio 523 de Kado; Heskett (1970) e
incubadas em estufa bacteriolégica a 25°C por 72
horas. Apés a incubagéo, as colénias de bactérias com
caracteristicas morfologicas distintas foram repicadas
individualmente, por esgotamento, para obtencédo de
culturas puras, e identificadas com um cddigo
numerico.

As bactérias de rochas de folhelhos pirobetuminosos
foram obtidas a partir de quinze amostras de rochas
coletadas no Municipio de Sdo Mateus do Sul (PR).
Cada amostra foi triturada e peneirada individualmente.
A seguir, 10 g de cada amostra foi suspensa em 90mL
de solugdo salina estéril e agitada por 30 minutos a
10°C. As suspensbes obtidas foram diluidas em
solugdo salina e aliquotas de 100uL das suspensdes,
nas diluicdes 10'2, 10° e 10'4, foram semeadas em
triplicatas, por espalhamento em placas de Petri
contendo meio 523 de Kado; Heskett (1970) e
incubadas a 28°C por 48horas.

Preparo de suspensdes bacterianas

Para obtencdo de suspensdes bacterianas, utilizadas
nos ensaios de mortalidade e inibicdo de ecloséo, os
isolados em culturas puras, foram repicados para meio
523 de Kado; Heskett (1970) e incubados a 25°C por 24
a 48 h. Para actinomicetos, os mesmos foram
cultivados em meio Amido Caseina Agar - ACA durante
96 h. As células bacterianas crescidas no meio de
cultura foram raspadas com algas de Drigalski estéreis
e transferidas para solugdo salina estéril. As
suspensdes obtidas foram padronizadas (OD=0,5) em
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espectrofotdbmetro a partir da leitura da absorbancia no
comprimento de onda de 540 nm.

Origem e manutencgao de inoculo de M. incognita

O inoculo de M. incognita foi obtido de um pomar de
figueiras infestado no municipio de Pelotas-RS,
multiplicado em mudas de tomate, (Solanum
lycopersicon L.) cv. Santa Cruz, e submetido a
eletroforese (Carneiro & Almeida, 2001) para
confirmagdo da pureza da populagdo pelo perfil de
esterase. Apos confirmagao dos resultados, as massas
de ovos correspondentes foram transferidas para vasos
contendo solo autoclavado e uma muda de tomateiro
cv. Santa Cruz.

Para realizagdo do ensaio de inibigdo da ecloséo,
massas de ovos presentes nas raizes de tomateiro
infectadas foram retiradas com um estilete e colocadas
em tubo com 5mL de &gua. A seguir, as massas de
ovos foram transferidas para um erlenmayer contendo
solugdo de NaClO a 0,5% sendo esta agitada
manualmente durante e vertida em peneira de 500
Mesh, onde os ovos retidos foram lavados diversas
vezes com agua destilada e recolhidos em placa de
Petri com aproximadamente 10mL de agua destilada
(Hussey & Barker, 1973).

Os juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita,
utilizados no ensaio de mortalidade, foram obtidos de
raizes de tomateiro infectadas com o nematoide,
trituradas em liquidificador com solugao de hipoclorito
0,1% e vertidas em peneira de 100 meshes acoplada a
peneira de 500 Mesh. A seguir, o contetdo retido na
peneira de 500 Mesh foi lavado diversas vezes com
agua destilada e transferido para funil de Baermann
modificado (Christie & Perry, 1951). Apds 24h de
incubacgao, no escuro a 25°C, os J2 foram recolhidos do
funil em uma placa de Petri.

Avaliacdo dos isolados bacterianos quanto a
produgdo in vitro de compostos relacionados ao
biocontrole de nematoides

A producdo de diferentes compostos relacionadas ao
biocontrole de fitonematdides foi avaliada in vitro
através de técnicas qualitativas.

Avaliou-se a produgdo de quitinases de acordo com a
técnica descrita por Cattelan (1999). Os isolados foram
repicados para meio de cultura contendo quitina como
fonte exclusiva de carbono, e incubados a 25°C por
quinze dias, apos este periodo, a degradagdo da quitina
foi constatada pela presenga de um halo claro ao redor
das colénias.

Para determinar a produgcédo de lipases, os isolados
foram repicados para meio de cultura de Tween 80 a
1% e pH 7,4 (Fahy & Persley, 1983) e incubados a
25°C por cinco dias. Apds esse periodo, a produgao de
lipases foi observada pela formagao de precipitados ao
redor das col6nias.

A producdo de proteases foi avaliada através de duas
metodologias. Na primeira, os isolados foram repicados
para tubos de ensaio contendo 5mL de meio de cultura
leite de Litmus, a seguir foram incubados a 25°C por
cinco dias, e ap6s o periodo de incubagado, a produgao
de proteases foi verificada pela peptonizagdo da
caseina a qual foi observada, presente, pela redugao
da turvacdo do meio de cultura (Schaad et al., 2001).
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Como testemunha foi utilizado um tubo contendo o
meio estéril ndo inoculado.

Na segunda metodologia, os isolados foram repicados
para tubos contendo meio de cultura de gelatina 12%,
e, a seguir, foram incubados a 25°C por cinco dias e
colocados em geladeira durante 2 horas. A produgao de
proteases de cada isolado foi avaliada pela capacidade
de hidrolisar a gelatina que observada quando o meio
de cultura permanecia liquefeito a 4°C (Mariano &
Silveira, 2005). Como testemunha, foi utilizado um tubo
contendo o meio estéril ndo inoculado.

Para verificar a capacidade de produzir ambnia, os
isolados foram repicados para tubos de ensaios
contendo 10mL de meio de cultura caldo de peptona e
incubados a 25°C por cinco dias. Apos o periodo de
incubagao, foi acrescentado em cada tubo, 1mL de
reagente de Nessler. A producdo de aménia foi
verificada observando-se a formagédo de um precipitado
alaranjado caracteristico (Mariano & Silveira, 2005).
Como testemunha foi utilizado um tubo de caldo de
peptona estéril ndo inoculado.

Avaliacao dos isolados quanto ao efeito nematicida
in vitro sobre juvenis de segundo estadio de
Meloidogyne incognita

O ensaio foi conduzido em placas de microtitulagéo de
96 pogos, utilizando-se cinco repeticbes para cada
tratamento. Cada orificio da placa foi considerado uma
repeticdo, onde foram adicionados 50uL da suspenséo
bacteriana e 50uL de uma suspensio de 50 juvenis de
segundo estadio (J2) de M. incognita. As testemunhas
foram compostas de J2 imersos apenas em solugdo
salina.

A seguir, as placas foram vedadas com filme plastico e
papel aluminio e mantidas em BOD a 25°C na auséncia
de luz. O experimento foi realizado em duplicata, sendo
a percentagem de juvenis mortos avaliada apds 24 e 48
horas pela adigdo de 10uL de NaOH (1N) em cada
cavidade, onde foram considerados como mortos, os J2
que permaneceram com O corpo completamente
distendido durante trés minutos apdés a adigdo de
NaOH (Chen & Dickson, 2000). Posteriormente, os
valores de percentagem de J2 de M. incognita mortos,
em 24 e 48h foram submetidos a analise de varidncia e
teste de agrupamento de Scott & Knott (1974) a 5%
pelo programa SASM Agri (Canteri et al., 2001); e, o
efeito do periodo de incubagdo, foi comparado pelo
teste t (p<0,05).

Avaliagdo dos isolados quanto a capacidade de
inibir in vitro a eclosao de Meloidogyne incognita

O ensaio foi conduzido em placas de microtitulacao de
96 pogos, foram utilizadas utilizando-se cinco
repeticbes para cada tratamento. Cada orificio da placa
foi considerado uma repeticio no qual foram
adicionados 50uL da suspensdo bacteriana e 50uL de
uma suspensdo de 50 ovos imaturos. de M. incognita.
As testemunhas foram compostas de ovos imersos
apenas em solugéo salina.

Logo apés, as placas foram vedadas com filme plastico
e papel aluminio e mantidas em BOD a 25°C na
auséncia de luz. A percentagem de J2 eclodidos foi
avaliada apos 15 dias de incubagao. Posteriormente, os
valores de percentagem de J2 de M. incognita
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eclodidos foram transformados em arco seno Vx/100 e,
a seguir, submetidos a andlise de variancia e teste de
agrupamento de Scott & Knott (1974) a 5% pelo
programa SASM Agri (Canteri et al., 2001).
Identificagao dos isolados através de
sequenciamento de DNA

Para extracdo de DNA, os isolados selecionados para
controle bioldgico de M. incognita foram cultivados em
frascos com 50mL de caldo nutriente, a 25°C durante
48h. Apdés a incubagdo, o DNA das bactérias foi
extraido utilizando o Kit de extragdo Wizard® genomic
(PROMEGA). A amplificacdo da regido 16S do gene
rRNA, por reagcdo em cadeia de polimerase (PCR), foi
realizada em termociclador “Eppendorf Mastercycler”,
utilizando-se os nucleotideos iniciadores universais
correspondentes as posicdes 27f (5-
AGAGTTTGATCTGGCTCAG-3') e 1492R  (5-
TACGGTACCTTGTTACGACTT-3') de Escherichia coli.
Para reagdo de PCR, foram utilizados 6,25uL de
GoTag® Green Master Mix (PROMEGA) 1,25uL do
primer 27f (10uM), 1,25 pL do primer 1492r (10uM), 1uL
de DNA genémico e 2,75 L de agua livre de nuclease.
A reacéo de amplificagédo foi conduzida em 35 ciclos de
PCR (desnaturagéo inicial de 95°C por 5 minutos;
desnaturacdo subsequente de 95°C por 5 minutos;
temperatura de anelamento de 56°C por 1 minuto;
temperatura de extensdo de 72°C por 1 minuto e
extensdo final de 72°C por 10 minutos). Os produtos
obtidos no PCR foram analisados em gel de agarose
2% e purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (PROMEGA). O produto
purificado foi quantificado em eletroforese em gel de
agarose 1% utilizando-se o marcador Low DNA Mass
Ladder (INVITROGEN).

O seqlienciamento das amostras foi realizado utilizando
o0 sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic
Analyzer. Os DNA-moldes foram marcados utilizando-
se 2,5 pmol do primer 27f e 3 yL do reagente BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied
Biosystems) em um volume final de 10 pL. As reagbes
de marcagcdo foram realizadas em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com
uma etapa de desnaturagdo inicial a 96 °C por 3
minutos seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10
segundos, 55 °C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos
Uma vez marcadas, as amostras foram purificadas pela
precipitacdo com isopropanol a 75% e lavagem com
etanol a 60%. Os produtos precipitados foram diluidos
em 10 pyL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems),
desnaturados a 95 °C por 5 minutos, resfriados em gelo
por 5 minutos e eletroinjetados no sequenciador
automatico. Os dados de sequenciamento foram
coletados utilizando-se o programa Data Collection v
1.0.1 (Applied Biosystems).

A homologia das sequencias bacterianas foi obtida
através do programa BLAST.
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RESULTADOS
Desenvolvimento do micélio sobre
diferentes meios de cultura

Foram obtidos 33 isolados do rizoplano e 45 isolados
da rizosfera, a partir das amostras de raizes de figueira.
Além disso, também foram recuperados 46 isolados de
bactérias promotoras de crescimento, de rochas de
folhelhos pirobetuminosos (Tabela 1).

Dos isolados obtidos (Tabela 1), sete isolados foram
considerados promissores, quanto a producdo de
substancias relacionadas  ao biocontrole  de
fitonematoides, pois foram capazes de produzir quatro
dos cinco compostos avaliados (Tabela 2): lipases;
proteases em caseina e gelatina; e aménia. Nenhum
dos isolados foi capaz de produzir todos os cinco
compostos testados e apenas o isolado F83 foi capaz
de degradar a quitina (Tabela 2). Apenas 15% dos
isolados de figueira e 26% dos isolados de rochas nao
produziram nenhum tipo de composto relacionado ao
biocontrole de fitonematoides.

Em relagdo a atividade nematicida dos isolados sobre
os J2 de M. incognita, somente 18, (14%),
demonstraram algum efeito apés 24 h de incubacgao,
sendo que, 10 desses isolados, apresentaram indices
de mortalidades de J2, superiores a 70%, sendo
considerados potenciais biocontroladores, com
destaque para o isolado F76 que atingiu 100% de
mortalidade em 24 horas, e os isolados FB39, F64,
F78, F75, FB34 percentagens de mortalidades
superiores a 95% (Tabela 2).

Apo6s 48 horas de incubagdo, a maioria dos isolados
bacterianos, manteve o mesmo indice de mortalidade
do nematoide (P>0,05) observado em 24 h de
incubacdo. No entanto, alguns isolados apresentaram
um aumento significativo na mortalidade dos J2 de M.
incognita apés 48 h de incubagéo (Tabela 2).

Quanto ao efeito das bactérias sobre os ovos de M.
incognita, 28 isolados (22% das bactérias testadas)
reduziram em 50% ou mais a eclosdo em relagdo a
testemunha, sendo cinco desses (F08, F25, F75, FB68
e FB59) reduzindo a eclosdo de J2 em mais de 70%,
em relacdo a testemunha. Contudo, alguns isolados
apresentaram efeito benéfico a M. incognita,
incrementando em até 9% o percentual de J2 eclodidos
(Tabela 2).

De acordo com os resultados encontrados (Tabela 2),
14 isolados foram considerados mais promissores para
biocontrole de M. incognita em figueira, os isolados
foram identificados por analise de homologia da regido
16S rRNA, sendo cinco identificados a nivel de género,
sete identificados a nivel de espécie e apenas dois ndo
identificados através dessa técnica (Tabela 3).

fangico

DISCUSSAO
No presente trabalho foram avaliados 124 isolados
bacterianos, entre estes, observou-se atividade

antagbnica aos nematoides, seja pela produgdo de
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compostos capazes de interferir no desenvolvimento
dos nematoides seja pelo percentual de mortalidade de
J2 ou inibicdo da eclosdo de M. incognita, tanto em
isolados oriundos da rizosfera e rizoplano de figueira
como em isolados de folhelhos betuminosos.
A obtencdo de numerosos isolados € importante para
obtencdo de agentes de controle bioldgico, visto que
poucos isolados serdo eficientes nos ensaios in vivo.
Contudo, a avaliagdo de um numero amplo de isolados

diretamente através de testes in vivo é

Tabela 1. Isolados bacterianos utilizados para os testes in vitro e suas respectivas origens.

inviavel,

principalmente se tratando de uma planta perene,
devido a sua laboriosidade, assim testes in vitro sao
importantes
promissores (Barra et al., 2008), permitindo a redugao
de candidatos e selegdo de organismos mais
promissores para controle biolégico de M. incognita.
Nessa etapa varias caracteristicas desejaveis como
producdo de enzimas relacionadas a degradacdo de

ovos como quitinases,

investigadas.

para selecionar

proteases e

candidatos  mais

lipases sé&o

Isolados bacterianos

Origem

FOT;
F14;

F02; FO3; FO4; FO5; FO6; FO7
F15; F16; F17; F18; F19; F20

F27; F28; F29; F30; F31; F33; F34

F36;
F52;
F67;

F37; F38; F39; F40; F41; F42;
F53; F56; F57; F58; F59; F60;
F68; F69; F70; F71; F72; F73;

F81; F82; F83; F84; F85; F86

FB02
FB18
FB29
FB39
FB60

; FB04; FBO7; FB10; FB11; FB12; FB14;
; FB19; FB20; FB21; FB23; FB24; FB25;
; FB30; FB31; FB32; FB33; FB34; FB35;
; FB40; FB41; FB42; FB43; FB44; FB45;

F08; FO9;
F21; F22;

F43; F45;
F61; F62;
F74; F75;

; FB62; FB64; FB66; FB67; FB68

F10;
F23;

F46;
F63;
F76;

F11; F12; F13;
F24; F25; F26;

F47; F49; F50;
F64; F65; F66;
F78; F79; F80;

FB15; FB16; FB17;
FB26; FB27; FB28;
FB36; FB37; FB38;
FB46; FB50; FB59;

Rizoplano de figueira

Rizosfera de figueira

Rochas de folhelhos
pirobetuminosos

Tabela 2. Potencial de bactérias isoladas de raizes de figueira e rochas de folhelhos pirobetuminosos para biocontrole
de M. incognita baseado em testes de mortalidade, inibicdo da eclosdo e capacidade de produzir compostos
relacionados ao biocontrole.

N° comp. Mort. 24h Mort. 48h Eclosdo Inibicao
Trat. @ L G T A "py (%) (%)  (%™) eclosao (%)
Salina 0,00 0,00m"  55,66f 0,00
FO1 - - - + - 1 12,29h 9,29]'  39,50d 29,03
FO2 - + + - + 3 2,00 1,00m'  34,48c 38,05
FO3 - + - - + 2 14,13h 13,74"  43,35d 22,11
Fo4 - - - + - 1 7,47i 549m'  49,37e 11,30
FO5 - + + - + 3 0,00 0,00m'  34,48c 38,05
FOB - + + - + 3 0,00 0,00m'  39,16¢c 29,63
FO7 - - - - + 1 0,00 0,00m'  46,38e 16,67
FO8 - + + + + 4 0,00 0,00m'  13,63a 75,50
FOO - + + - + 3 0,00 0,00m'  46,50e 16,46
FI0 - + + - - 2 0,00 0,00m'  31,90c 42,68
FI1 -+ + - + 3 0,00 0,00m'  29,65¢c 46,72
F12 - - - + + 2 0,00 0,00m"  34,17c 38,60
FI3. - + + + + 4 0,00 15,67i°  19,77b 64,47
F14 - - - - - 0 0,00 0,00m'  23,53b 57,71
FI5 - + + - + 3 0,00 0,00m'  20,88b 62,47
F16 - + + - + 3 0,00 0,00m'  27,71c 50,21
F17 - + - - + 2 0,00 0,00m"  18,33b 67,06
F18 - - - - - 0 0,00 0,00m'  30,21c 45,71
F19 - + + + + 4 8,76i 11,54  36,57c 34,29
F20 - + + - + 3 0,00j 0,00m'  28,38c 49,01
F21 - - + - + 2 0,00 0,00m'  30,91c 44,45
F2 - - - + - 1 8,77i 9,84f" 37,28¢c 33,01
F23 - - - + + 2 10,38i 10,76]'  37,00c 33,52
Fo4 - - - - - 0 0,00 18,83h* 31,39 43,60
F25 - + + + + 4 4,09 15,20  14,57a 73,81
F26 - - - - - 0 56,93e  90,72¢>  20,60b 62,98
F27 - + + + - 3 0,00 0,00m"  35,64c 35,96
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Tabela 2 (continuagcéo). Potencial de bactérias isoladas de raizes de figueira e rochas de folhelhos pirobetuminosos para
biocontrole de M. incognita baseado em testes de mortalidade, inibigdo da ecloséo e capacidade de produzir compostos
relacionados ao biocontrole.

N° comp. Mort. 24h Mort. 48h Eclosdao Inibigcao

Trat. QL GTA by (%) (%) (%) eclosio (%)
F28 - + + - + 3 0,00 0,00m’ 47,97e 13,81
F29 - + + - - 3 0,00 0,00m’ 55,50f 0,29
F30 - + + - + 3 0,00j 0,00m’ 17,88b 67,86
F31 - - + - + 2 0,00 0,00m’ 45,20d 18,78
F33 - - - - - 0 0,00 0,00m’ 43,58d 21,69
F34 - - - - - 0 0,00 10,39°  25,57b 54,06
F36 - - - - + 1 0,00 0,00m’ 37,79 32,10
F37 - - - + - 1 0,00 0,00m’ 42,07d 24,41
F38 - + - - + 2 0,00 0,00m’ 37,83¢c 32,03
F39 - + - - + 2 0,00j 0,00m’ 22,20b 60,11
F40 - + - - + 2 0,00 0,00m’ 47,94e 13,86
F41 - - - - - 0 2,00j 12,517 40,00d 28,14
F42 - - - - + 1 56,75e  72,02d°  32,06c 42,40
F43 - - - - - 0 0,00 0,00m’ 40,90d 26,51
F45 - - - - + 1 0,00 0,00m’ 30,58¢ 45,04
Fa6 - - - - + 1 0,00j 0,00m’ 48,82e 12,29
FA7 - + + - + 3 59,6e 66,93¢’  44,99d 19,16
F49 - - - - - 0 0,00je 0,00m’ 36,21c 34,94
F50 - - - - + 1 0,00 0,00m’ 30,20c 4573
F52 - - + - - 1 0,00 0,00m’ 60,50f -8,70
F56 - - - - 0 0,00 0,00m’ 19,11b 65,67
F57 - - - + - 1 0,00j 0,00m’ 32,04c 42,42
F58 - - - + - 1 0,00 0,00m’ 33,89¢c 39,11
F59 - + + + + 4 0,00 0,00m’ 24.,41b 56,13
F60O - - + + + 3 0,00 0,00m’ 33,87¢c 39,13
F61 - - - - - 0 0,00 0,00m’ 33,53¢c 39,75
F63 - - + - - 1 0,00j 0,00m’ 48,14e 13,51
F64 - - - + + 2 98,92a  9887a'  29,50c 47,00
F65 - + - - + 2 0,00 0,00m’ 24,63b 55,73
F66 - - - - - 0 0,00j 0,00m’ 46,24e 16,91
F67 - - - - + 1 0,00j 0,00m’ 55,86f -0,37
F68 - + - - + 2 0,00j 0,00m’ 47 61e 14,45
F69 - - - - - 0 0,00j 0,00m’ 42,83d 23,05
F70 - - + - - 1 0,00j 0,00m’ 28,38¢ 49,01
F71 - + + - + 3 78,07d  86,82c'  38,71c 30,45
F72 - - - - + 1 0,00 0,00m’ 33,42¢c 39,94
F73 - - - - + 1 0,00j 0,00m’ 60,77f 9,19
F74 - + + - + 3 0,00 0,00m’ 47 ,65e 14,38
F75 - - - + - 1 96,58b 99,02’ 7,55a 86,53
F76 - + + + - 3 100,00a 100a’ 23,35b 58,04
F77 - + - + - 2 0,00 0,00m’ 19,69b 64,62
F78 - - - + - 1 97,33b 99,993’ 0,00a 100,00
F79 - - - + + 2 0,00 0,00m’ 25,59b 54,01
FBO - - - - - 0 0,00j 0,00m’ 47 14e 15,30
F81 - + + + + 4 0,00 0,00m’ 38,28¢ 31,22
F82 - - - - - 0 0,00 0,00m’ 49,07e 11,84
F83 + - - - - 1 0,00j 0,00m’ 49,46e 11,14
F84 - - - - - 0 0,00j 0,00m’ 54,94f 1,28
F85 - + - - + 2 0,00 0,00m’ 40,21d 27,75
F86 - - - - - 0 0,00j 0,00m’ 26,14b 53,02
FBO2 - + - + + 3 0,00j 0,00m’ 26,00b 53,29
FBO4 - - - - - 0 0,00 0,00m’ 31,32¢c 43,73
FBO7 - - - + - 1 0,00 0,00m’ 47 44e 14,75
FB1O - - - - - 0 0,00 0,00m’ 41,28d 25,83
FB11 - + - - - 1 0,00 0,67m’ 42,19d 24,18
FB12 - - - + + 2 0,00 0,00m’ 46,05e 17,26
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Tabela 2 (continuagéo). Potencial de bactérias isoladas de raizes de figueira e rochas de folhelhos pirobetuminosos para
biocontrole de M. incognita baseado em testes de mortalidade, inibigdo da ecloséo e capacidade de produzir compostos
relacionados ao biocontrole.Referencias: Q- Produgéo de quitinases, PL-Produgdo de proteases em leite de litmus. PG-
producédo de proteases em gelatina, L- produgéo de lipases em Tween 80 e A- produgdo de amdnia. *Médias seguidas
pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5 % de probabilidade; ** valores originais

transformados em arc sen
comparando os periodos de incubagéo.

;1 e 2, ndo significativo e significativo, respectivamente, pelo teste de t (P<0,05),

N° comp. Mort. 24h Mort. 48h Eclosao Inibigao

Trat. QPLPGLA "p oy (%) (%) (%) eclosdo (%)
FB14 - - - + + 2 1,53 2,61m'  34,81c 37,44
FB15 - - - + + 2 0,00j 0,00m'  44,65d 19,76
FB16 - - - + + 2 0,00 0,00m' 37,47c 32,67
FB17 - - - - + 1 0,00 0,00m' 26,42b 52,53
FB18 - - - + + 2 0,00 0,00m' 49,55 11,07
FB19 - - - - + 1 1,00 453m'  49,50e 11,07
FB21 - - - - - 0 0,00j 1,59m'  42,50d 23,64
FB23 - - - - + 1 0,00 0,00m' 29,73c 46,57
FB24 - - + + + 3 29.66g 30679 46,61e 16,26
FB25 - - - - + 1 1,52 0,00m' 27,21b 51,11
FB26 - + + + + 4 0,00 0,00m'  50,00e 10,17
FB27 - + + - + 3 81,88c  85,84c' 24,03b 56,82
FB28 - - + + + 3 0,00 10,317  54,76f 1,62
FB30 - - - - - 0 0,00j 0,00m'  50,40e 9,44
FB31 - - - -+ 1 0,00 0,00m'  50,86e 8,62
FB32 - - - - - 0 0,00 0,00m'  40,82d 26,66
FB33 - - - - - 0 0,00 0,00m'  44,17d 20,64
FB34 - - - -+ 1 95,5b 97,35b'  58,89f -5,81
FB35 - - - -+ 1 3,05] 3,94m'  30,35c 45,46
FB36 - - - - + 1 0,00 0,00m'  46,91e 15,72
FB37 - + - + + 3 0,00 0,00m' 4577e 17,76
FB38 - - - -+ 1 1,00 1,51m'  44,00d 20,95
FB39 - - - -+ 1 99.44a 97,900 51,76e 7,00
FB40 - - + - + 2 1,55 2,70m'  44,14d 20,70
FB41 - - - - - 0 0,00j 5,00m* 41,84d 24,82
FB42 - - - - - 0 5,09 9,54]'  47.13e 15,32
FB43 - - - - - 0 0,00 0,00m'  48,22e 13,36
FB44 - - - - - 0 36,02f 38,35f'  40,57d 27,11
FB45 - - - - - 0 0,00 0,00m'  19,69b 64,62
FB50 - - - - - 0 0,55 0,00m' 43,87d 21,18
FB59 - - - -+ 1 0,00j 0,00m'  15,90a 71,43
FB6O - - + + - 2 83,84c  96,00b° 28,66¢ 48,50
FB62 - - - + + 2 86,2c 96,88b°  21,00b 62,27
FB64 - - - + + 2 0,00 0,00m' 27,03b 51,44
FB66 - - - - - 0 0,00 0,00m' 27,61c 50,39
FB67 - - - - - 0 0,00 9,00]'  44,45d 20,13
FB68 - - + - - 1 0,00 0,00m' 13,62a 75,52
CV.% 25,24 15,08 5,34

Nesse sentido, 85% dos isolados de figueira e 74% dos
isolados de folhelhos betuminosos apresentaram
capacidade de produzir algum composto relacionado ao
antagonismo a M. incognita. A produgcdo de enzimas
liticas por rizobactérias esta associada, principalmente,
a inicdo da eclosdo dos nematoides, pois atua nos
componentes estruturais dos ovos que sdo vitais para o
desenvolvimento do embrido.

O tegumento da casca dos ovos de Meloidogyne sp.
funciona como uma barreira que protege os embrides
de agentes quimicos e bioldgicos e é composta por trés
camadas: a mais externa chamada camada vitelinica, a
camada quitinosa média formada por matriz protéica
incorporado com microfibrilas de quitina e a camada
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lipidica interna (BIRD & McClure, 1976). A camada
lipidica é responsavel por manter a impermeabilidade
da casca, enquanto a camada quitinosa fornece
protecdo a camada lipidica e resisténcia estrutural; e, a
camada vitelina garante a uniformidade estrutural dos
ovos (Wharton, 1980). Em fungéo de sua importancia, a
degradacdo dessas estruturas € um dos principais
mecanismos de agentes biocontroladores que
parasitam ovos.

A protease € uma enzima importante visto que a
camada vitelina, primeira barreira de prote¢cdo do ovo,
é basicamente composta de proteina e que toda
estrutura da casca do ovo é composta por pelo menos
40% de proteina (Wharton, 1980). Segundo Wei e
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colaboradores (2009), a producdo de proteases é um
excelente indicador para recrutamento de
biocontroladores pois existe correlagdo entre a
producdo de proteases e o biocontrole de nematoides
fitopatogénicos em ensaios in vivo.

Os resultados encontrados no presente trabalho
(Tabela 2) demonstram que a atividade ovicida
predomina entre os isolados capazes de produzir
proteases e lipases, corroborando que a producéo de
enzimas liticas por antagonistas esta relacionada a
capacidade de inibir a eclosdo de nematoides. Embora
apenas um dos isolados tenha produzido quitinase
(F83), a produgdo de proteases foi frequente, sendo
verificada em cerca de 39% dos isolados (Tabela 2). De
forma semelhante, Arduim (2006) avaliando a
capacidade enzimatica de isolados de raizes de figueira
para o biocontrole de M. incognita, também constatou
que esta foi a atividade enzimatica mais frequente entre
as bactérias deste ambiente.

Estudos tém demonstrado que a produgdo de
protcases € uma das principais caracteristicas
envolvidas no sucesso de Bacillus sp. no controle de
fitonematdides (ANN, 2013), permitindo a penetragao
de bactérias pela cuticula do nematoide (LIAN et al.,
2006), de forma semelhante, observou-se que os
isolados desse género, F08, F25, F71 e FB27
produziram proteases nos dois testes realizados e
apresentaram elevados indices de mortalidade e
inibicdo da ecloséo de J2 de M. incognita.

A atividade proteolitica, também tem sido descrita como
um dos principais mecanismos de antagonismo aos
nematdides em Pseudomonas sp. (Siddiqui et al,
2005), no entanto o isolado FB59 (Pseudomonas
denitrificans) ndo demonstrou atividade nos substratos
avaliados.

Mas, apesar da importancia das enzimas liticas, sabe-
se que outros mecanismos de biocontrole podem estar
presentes, justificando a importancia de avaliar os
isolados quanto ao efeito sobre a mortalidade e ecloséo
dos nematoides. Nesse sentido, a produgdo de amdnia
também é um fator importante devido ao seu efeito
toxico aos nematoides (Rodriguéz-Kabana et al., 1987)
e foi observada na maioria dos isolados (54%)
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(Tabela 2).

Vérios isolados apresentaram altas taxas de
mortalidade, mesmo produzindo um reduzido numero
de compostos relacionados ao biocontrole (Tabela 2)
indicando a presengca de outras estratégias para
biocontrole diferentes daquelas aqui estudadas.
Ruanpanun e colaboradores (2011) demonstraram o
efeito de diversos compostos obtidos a partir
estreptomicetos sobre a eclosdo e mortalidade de
juvenis de M. incognita, ressaltando a eficiéncia de

substancias nematicidas produzidas por
biocontroladores como a fervulina.
Em trabalho semelhante, Arduim (2006), obteve

diversos isolados de raizes de figueira, que resultaram
em até 86% de mortalidade de e 77% de inibigdo da
eclosdo de J2 de M. incognita, sendo esses valores
atribuidos, principalmente, & producdo de enzimas;
porém, alguns isolados ndo produziram nenhum tipo de
enzima e foram promissores quanto a inibicdo da
eclosdo de M. incognita in vitro.

De forma semelhante, alguns isolados que
apresentaram efeito ovicida significativo, ndo foram
capazes de produzir a maioria dos compostos testados.
Assim, o isolado F78 que inibiu 100% a ecloséo dos
juvenis, porém produziu apenas lipases. Corroborando
a importancia de outros mecanismos de controle como
compostos téxicos aos nematoides (Sun et al., 2006).
Em bactérias do género Streptomyces sp., como o0s
isolados F76 e F78 , consideradas importantes
antagonistas a nematoides fitopatogénicos (Elnagdi &
Youssef, 1994; Samac & Kindel, 2001) o controle de
fitonematoides esta relacionada principalmente a
producdo de compostos toxicos aos nematdides
(Dicklow et al. 1993; Mishra et al. 1987; Sun et al.
2006). Semelhantemente, o isolado F78 apresentou
elevados indices de mortalidade e inibicdo da eclosao,
embora nio produza proteases, quitinases ou amonia.
De acordo com os resultados obtidos no presente
estudo, 14 bactérias foram consideradas mais
promissoras entre 124 isolados avaliados, pois
produziram pelo menos um composto relacionado ao
biocontrole de fitonematoides e altos niveis de
mortalidade ou reducéo da eclosao (Tabela 2).

Tabela 3. Identificagdo de bactérias selecionadas in vitro para controle de Meloidogyne incognita por seqlienciamento de
regido conservada de 16S rRNA. NS- Fragmentos n&o significativos para identificagéo.

Tamanho da

Isolado P " Descrigao % de identidade
sequéncia obtida

FO8 746 Bacillus sp. 99
F25 765 Bacillus sp. 99
F64 309 Microbacterium trichothecenolyticum 90
F71 500 Bacillus sp. 99
F75 NS - -

F76 572 Streptomyces sp. 97
F78 468 Streptomyces sp. 97
FB27 636 Bacillus megaterium 98
FB34 707 Arthrobacter oxydans 94
FB39 785 Micrococcus luteus 98
FB59 351 Pseudomonas denitrificans 96
FB60 NS - -

FB62 633 Janibacter terrae 99
FB68 740 Gordonia westfalica 99
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Através da caracterizagao dos isolados, selecionadas in
vitro quanto ao efeito nematicida e ovicida sobre M.
incognita, constatou-se que as bactérias selecionadas,
sdo predominantemente Firmicutes, sendo apenas um
isolado de Proteobacterias (Tabela 3).

Entre os isolados selecionados como potenciais
biocontroladores de M. incognita predominaram
bactérias Gram positivas, porém nao existem relatos na
literatura que evidenciem wuma prevaléncia de
biocontroladores nesse grupo especifico, contudo,
verifica-se que quanto ao género, Pasteuria spp.,
Bacillus spp., Streptomyces spp., Pseudomonas spp. e
Serratia spp., sdo as rizobactérias biocontroladoras
relatadas com mais freqiiéncia (Siddiqui & Mahmood,
1999; Silveira & Freitas, 2007).

Entre as bactérias selecionadas predominam géneros
cujo papel como biocontroladores tem sido
frequentemente relatado, como Bacillus sp. e
Streptomyces sp.

Diversos estudos consideram bactérias do género
Bacillus sp. como os isolados F08, F25, F71 e FB27
biocontroladores promissores, devido a caracteristicas
altamente desejaveis como capacidade de colonizar
raizes, atividade contra diferentes nematdides
fitopatogénicos e capacidade de esporular (Siddiqui &
Mahmood,1999; Radnedge et al., 2003).

O género Streptomyces sp. também ¢é bastante
estudado em virtude da producdo de diversos
metabdlitos ativos contra nematosites (Dicklow et al.,
1993; Inbar et al., 2005, Ruanpanun et al., 2011).
Apesar da importancia dos resultados encontrados no
presente estudo, reduzindo o nimero de candidatos
para avaliagdo em ensaios in vivo, a eficacia dos
isolados selecionados para controle de M. incognita
deve ser comprovada em plantas de figueira, visto que
a atividade desses organismos depende também da
sua capacidade de se estabelecer e competir com a
microbiota presente no solo (Zhang & Yuen 2000) entre
outros fatores.
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