Rizobactérias para o biocontrole de Radopholus similis.
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RESUMO

Radopholus similis provoca perdas econdmicas na cultura da bananeira. Ha relatos que
rizobactérias sdo capazes de produzir metabdlitos nematicidas. Este trabalho objetivou isolar
rizobactérias de diferentes espécies de plantas, avalid-las quanto ao potencial de biocontrole de R.
similis in vitro e in vivo e identificar os isolados mais promissores. Rizobactérias foram isoladas da
rizosfera de cultivares de bananeira e de espécies nematicidas nos meios TSA e King B.
Posteriormente, realizou-se a selecdo pela quantificacdo do nimero de nematoides mortos apos 24 e
36 h em contato com os metabolitos produzidos pelas rizobactérias. Os isolados de melhor
desempenho foram submetidos a identificagdo em nivel de género por PCR com primers para os
géneros Pseudomonas e Bacillus. Dentre 152 isolados, 23 apresentaram toxidez a R. similis ap6s 24
e 36 h. Cinco rizobactérias reduziram a populag@o de R. similis no solo, em casa de vegetagdo. Dos
10 submetidos a identificacdo, trés corresponderam ao género Bacillus ¢ dois a Pseudomonas. As
bactérias avaliadas apresentam potencial de antagonismo a R. similis.
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ABSTRACT: Rhizobacterial for the biocontrol of Radopholus similis.

Radopholus similis present economic importance to banana. Researches show that
rhizobacteria produce nematicidal metabolites. This work aimed isolate rhizobacteria from different
species of plants, evaluate them as for the potential biocontrol of R. similis in vitro and in vivo and
to identify the isolates more promising. Rhizobacteria were isolated of the rhizosphere of the
banana cultivars and nematicidal species on medium TSA and King B. After this, was determined
the number of dead nematodes after 24 and 36 h in contact with the metabolites produced by
rhizobacteria. The isolates with best performance were submitted to identification at the genus level
by PCR with primers for the genus Pseudomonas and Bacillus. Were obtained 152 strains, and 23

showed toxicity to R. similis after 24 and 36 h. Five had deleterious effect on the population of R.



similis in the soil at in vivo assay. Of the 10 submitted to identification three corresponded to the
Bacillus and two to the Pseudomonas. The bacteria evaluated have potential against R. similis.
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INTRODUCAO

A bananeira é afetada pela ocorréncia do nematdide Radopholus similis sendo este
considerado o de maior importincia para a cultura. Rizobactérias colonizam o sistema radicular das
plantas, atuando de forma benéfica, especialmente isolados dos géneros Pseudomonas e Bacillus
que s3o amplamente conhecidos pela capacidade de atuarem no biocontrole de fitopatogenos, dentre
esses, nematoides. Isso se deve a producao direta de compostos toxicos, alteracdo dos exsudatos
radiculares ou indugdo de resisténcia na planta hospedeira. Este trabalho teve como objetivos isolar
rizobactérias de diferentes espécies de plantas, avalid-las quanto ao potencial de biocontrole do R.
similis por meio de testes in vitro e in vivo e identificar os isolados mais promissores em nivel de

género.

MATERIAL E METODOS

Para o isolamento dos microrganismos foram utilizadas amostras de raizes de bananeira
(Prata Comum e Prata And) e de duas espécies de plantas antagonistas a nematoides (Crotalaria e
Tagetes). Adotou-se a técnica da diluicdo seriada e os meios de cultura Tryptic Soy Agar e King B-
agar. Os isolados obtidos foram preservados em meio NBY contendo 15 % de glicerina sendo
posteriormente armazenados a —80 °C. Apds a obtencdo das rizobactérias procedeu-se a extragdo
dos metabdlitos em meio liquido Tryptic Soy Broth ¢ as avaliagdes in vitro. Para os testes foram
utilizados 150 pL do extrato bacteriano contendo metabolitos e 50 pL. de uma suspensao aquosa
com 10 nematoides; ambos foram colocados em frascos, seguido de incubacdo em BOD a 25 °C.
Quantificou-se o nimero de nematoides mortos apds 24 e 36 h, com o auxilio do microscépio.

Isolados de melhor desempenho foram selecionados para ensaio com bananeiras da cultivar
Grand Naine. As mudas tiveram suas raizes imersas em 50 mL de uma suspensdo aquosa das
rizobactérias ajustada para ODs4 = 0,5 (109 ufc mL'l), por 10 minutos. Posteriormente, realizou-se
o transplantio para tubetes contendo substrato autoclavado. Decorridos 45 dias as mudas foram
transferidas para vasos contendo 2,0 kg de solo autoclavado e apds 10 dias realizou-se a inoculagio
com R. similis. Avaliou-se também o nivel de dano nas raizes e a quantificacdo do numero de
nematoides das raizes e do solo. Mudas ndo tratadas compuseram o controle. Os dados dos

experimentos in Vvitro e in vivo foram submetidos a analise estatistica utilizando o programa SAS.



Foram submetidos a técnica de PCR os mesmos isolados do ensaio anterior, com a extra¢ao
do DNA bacteriano por meio da repicagem dos isolados para microtubos contendo 200 pL de
tampao de extragdo (0,05 M NaOH, 0,25 % SDS), seguido de tratamento térmico (20 min. a 100
°C), centrifugagdo (1 min. a 10.000 rpm) e coleta do sobrenadante contendo o DNA. Em seguida,
foram realizadas as rea¢des de PCR com primers especificos para os géneros Pseudomonas (PSMg
e 9-27) ¢ Bacillus (B-K1/F ¢ B-K1/R). Os produtos das amplificagdes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1 %, fotografados em transiluminador de UV e fotodocumentados. A
analise foi realizada pela presenca de banda especifica para cada género bacteriano: Pseudomonas

sp. (445 pb) e Bacillus (1114 pb).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 152 isolados, sendo 77 em meio King B e 75 em TSA. Nos testes
preliminares as diferengas significativas entre os tratamentos comecaram a ocorrer a partir de 24 h
de exposi¢do dos nematoides aos metabolitos, sendo novamente observadas ap6s 36 h. Depois de 42
h, 100 % dos espécimes que estavam na presenca de metabolitos bacterianos se encontravam
mortos. Naves et al. (2004) detectaram aumento da mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2)
de Meloidogyne javanica em todos os filtrados bacterianos testados quando se aumentou o periodo
de exposicao de 24 para 48 h. Resultados semelhantes foram observados neste estudo em que o
aumento do periodo de exposi¢do de juvenis e adultos e de R. similis a metabolitos bacterianos
proporcionou acréscimo no percentual de nematoides mortos. Dos 152 isolados, 23 apresentaram
efeito toxico ao nematoide apds 24 e 36 h estatisticamente significativo (Tabela 1). A maioria das
rizobactérias (9 isolados) que se destacou nas avaliagdes foi oriunda de bananeira da cultivar Prata
Ana. Existe, portanto, a possibilidade da microbiota rizosférica estar relacionada a caracteristica de
moderada resisténcia natural apresentada pela cultivar Prata Ana a R. similis (EMBRAPA, 2009), o
que explicaria os resultados encontrados. No experimento em casa de vegetacdo ndo foram
observadas diferencas estatisticas no nivel de dano nas raizes ¢ nimero de nematoides no sistema
radicular. Porém, observou-se uma redu¢do na populagdo final de R. similis no solo, sendo que
metade dos tratamentos diferiu da testemunha (Figura 1). Segundo Freitas (2009), as rizobactérias
sdo altamente influenciadas pelas condigdes do solo. Neste experimento provavelmente houve um
favorecimento da multiplicagdo de bactérias no solo em detrimento da populagdo de nematoides.
Dos 10 isolados avaliados no ensaio em casa de vegetacao, foi possivel identificar cinco, sendo trés
pertencentes ao género Bacillus e, dois, ao género Pseudomonas. De acordo com Romeiro & Garcia

(2009), certas bactérias benéficas como as rizobactérias, quando dispensadas em plantas sdo
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capazes de promover o controle bioldgico de enfermidades por antagonismo direto, por inducao de
resisténcia ou por ambos os mecanismos. Entre as mais comuns e que atuam de forma efetiva, estao
as bactérias do género Bacillus e Pseudomonas. As bactérias avaliadas neste estudo apresentaram

potencial de biocontrole in vivo.
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Tabela 1. Porcentagem de nematoides mortos apds 24 e 36 h de exposi¢do a suspensdo de
metabolitos produzidos por rizobactérias. Percentage of dead nematodes after 24 and 36 h
of exposure to rhizobacterial suspension of metabolites.

Nematoides mortos (%)

Rizobactéria 2 Toras 36 horas Variedade
3KB-PC 87.85a A 87,852 A
4KB-PC 61,78 b A 67,14b A
7KB-PC 65,55b B 95,83 a A .
1KB-PC 5567b A 67,55b A Prata Comum-meio KB
5KB-PC 61,07b A 72,08b A
Controle 3127c A 46,07b A
24TSA-PC 9226aA 9583 a A
27TSA-PC 81,252 A 93,752 A
16TSA-PC 80,20 a A 87,49 a A Prata Comum-meio
36TSA-PC 81,60 a A 87,50 a A TSA
25TSA-PC 71,11 b B 95,00 a A
Controle 56,87b A 5895b A
5KB-PA 66,66 a A 75,00 a A
3KB-PA 68,122 A 81,452 A
2KB-PA 71,66 a A 81,66 a A .
4KB-PA 63,752 A 82,50 a A Prata Ana-meio KB
SKB-PA 7749 a A 91,66 a A
Controle 22,50b A 31,25b A
31KB-PA 72492 A 82.77aA
13KB-PA 57,50 b B 69,16 b A
12KB-PA 79,44 a A 84,722 A .
23KB-PA 70,62 a A 8520a A Prata And-meio KB
9KB-PA 72,57 a A 83,922 A
Controle 39,10b A 5535b A
19TSA-PA 87,50 a A 93,752 A
2TSA-PA 91,422 A 96,42 a A
12TSA-PA 53,86b A 60,53 b A .
20TSA-PA 63,75b A 80,41 a A Prata Ana-meio TSA
3TSA-PA 83,922 A 88,09 a A
Controle 4571 b A 54,87b A
17KB-CR 100,00 2 A 100,00 2 A
19KB-CR 73,74b A 79,16 b A
18KB-CR 74,16 b A 74,16 b A Crotalaria-meio KB
16KB-CR 68,19b A 83,19b A
Controle 47,50b A 61,66 b A
3TSA-CD 56,66 a A 79,16 a A
4TSA-CD 70,08 a A 90,17 a A
5TSA-CD 4523b A 5541b A .
6TSA-CD 71,182 A 91.42a A Tagetes-meio TSA
7TSA-CD 63,53 a B 92,852 A
Controle 26,82 b A 40,00 b A

Letras minusculas comparam os tratamentos em cada periodo e letras maitisculas comparam os mesmos tratamentos
entre os periodos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5 %.



N° de nematbides

Figura 1. Nimero de nematoides em solo cultivado com mudas de banana tratadas com
rizobactérias. Nematode number in banana cultivadet soil treated with
rhizobacteria.



