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RESUMO

Os nematoides-das-galhas, género Meloidogyne, causam prejuizos a agricultura, com
perdas estimadas em mais de 100 bilhdes de ddolares em todo mundo. O manejo
desses nematoides é um complicador para muitas culturas agricolas. Assim, ao longo
do tempo, muitos mecanismos foram adotados, a fim de minimizar os danos desses
fitopatdgenos, entre eles o controle biologico, além de outros. O objetivo deste
trabalho foi selecionar bactérias, para possivel controle biolégico de Meloidogyne
incognita e promogao de crescimento vegetal. Plantas de tomateiro Santa Cruz ‘Kada
Gigante’ foram inoculadas com esse nematoide a partir de uma populagao pura. Apés
60 dias, raizes dessas plantas foram processadas para obtencdo de juvenis de
segundo estadio (Jz2s). Cento e um isolados bacterianos foram inoculados em meio NB
(Nutrient Broth), incubados a 180 rpm por 72 h, até chegarem, aproximadamente, 108
unidades formadoras de colénias (UFC). Os testes in vitro foram realizados em trés
etapas, a primeira para selegdo de isolados com mortalidade igual ou a 50%. Na
segunda etapa foi utilizado nove isolados com de 10% de concentragcédo da suspensao
bacteriana, com avaliagbes as 24, 48 e 72 h, apds a inoculagéo), inoculando 100 J2
mL-'. Cinco isolados foram selecionados para uma terceira etapa, com sete
concentragodes (0; 2; 4; 7; 10; 15; 20%), adicionando-as em tubos de ensaio e depois,
uma suspensdo de 500 J2 mL", apés homogeneizagao, foram inoculados em placas
de Petri de 6 mm de didmetro sobre 12 g de areia silica esterilizada, com avaliagéo
realizada as 92 h, apds a inoculagdo. Todas as triagens seguiram um delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticdes em duplicata, tendo
como testemunhas, agua destilada e meio NB. As etapas in vivo foram divididas em
duas, a primeira para avaliacdo do controle do nematoide, apds 60 dias da inoculagao
de 1.000 J2 mL'. Os tratamentos foram compostos de 5 e 15% da concentragdo da
suspensao bacteriana dos seguintes isolados: 195b, MAO7, 287a, 321b e 311a, tendo
como testemunha agua e meio NB. O segundo experimento foi composto pelos
mesmos tratamentos, nas mesmas concentracoes, para avaliagao de promocao de
crescimento vegetal, sem nematoides. As avaliagbes ocorreram apés 60 dias da
inoculagao, sendo as variaveis: nematoides por grama de raiz, altura da parte aérea,
massa fresca e massa seca da parte aérea, crescimento, massa fresca e massa seca
da raiz, aferidas. Os experimentos foram repetidos duas vezes, com quatro repeticoes

cada tratamento. O “screening” de toda a diversidade de bactérias finalizou com 14%



do total com mortalidade igual ou a 50% (20 isolados). Na segunda etapa cinco
isolados foram eficientes, em uma concentragcdo de 10% da suspensao bacteriana.
Esses resultaram com mortalidade acima de 80%, ja na terceira etapa, os cincos
isolados nas diferentes concentragdes atingiram mortalidade proxima de 100%. O
isolado 287a foi 0 mais promissor no experimento de controle do nematoide, este
demostrou ser um agente bacteriano potencial, para o controle de juvenis, tendo uma
baixa concentracdo de ovos + J2, quando comparado com as testemunhas nao
tratadas com bactérias. Os isolados testados promoveram crescimento vegetal, pois
as plantas inoculadas com bactérias cresceram mais que aquelas nao tratadas. Esses
resultados sao promissores, pois indicam que foi possivel selecionar isolados
potenciais para o controle biolégico de Meloidogyne incognita sob triagens in vitro e in

vivo. Outros estudos em condigdes de campo necessitam ser realizados.

Palavras-Chave: Bacillus; controle biolégico; Meloidogyne; Pseudomonas.



ABSTRACT

Root-knot nematodes, Meloidogyne, cause damage to agriculture, with losses
estimated at more than 100 billion dollars worldwide. The management of this
nematode is a complicating factor for many agricultural crops. Thus, over time, many
mechanisms were adopted in order to minimize the damage of these phytopathogens,
including biological control, among others. The objective of this research is to select
bacteria for possible biological control of Meloidogyne incognita and plant growth
promoting. Tomato plants Santa Cruz 'Kada Gigante' were inoculated with this
nematode from a pure population and after 60 days, roots of these plants were
processed to obtain second-stage juveniles (J2s). Hundred one bacterial isolates were
inoculated in NB medium (Nutrient Broth), incubated at 180 rpm for 72 h, with
approximately 108 colony-forming units (CFU). In vitro tests were performed in three
stages, the first for selecting isolates with mortality equal to or 50%. In the second
stage, nine isolates with 10% concentration of bacterial suspension were used, with
evaluations at 24, 48 and 72 h after inoculation), inoculating 100 J2 mL-". Five isolates
were selected for a third stage, with seven concentrations (0; 2; 4; 7; 10; 15; 20%,
evaluated at 92 h after inoculation), inoculating 500 J2 mL-! in Petri dishes 6 mm in
diameter on 12 g of sterile silica sand. All “screenings” followed a completely
randomized experimental design, with four replicates in duplicate, with distilled water
and NB medium as controls. The in vivo steps were divided into two, the first for
evaluating the control of the nematode, 60 days after inoculation of 1,000 J2 mL-'. The
treatments were composed of 5 and 15% of the bacterial suspension concentration of
the following isolates: 195b, MAQO7, 287a, 321b and 311a, with water and NB medium
as a control. The second experiment consisted of the same treatments, at the same
concentrations, to evaluate plant growth promotion without nematodes. The
evaluations took place 60 days after inoculation, and the variables were: nematodes
per gram of root, height of shoot, fresh mass and dry mass of shoot, growth, fresh
mass and dry mass of the root, measured. The experiments were repeated twice, with
four repetitions each treatment. The “screening” of all bacterial diversity ended with
14% of the total with mortality equal to or 50% (20 isolates). In the second step, five
isolates were efficient, at a concentration of 10% of the bacterial suspension. These
resulted with mortality above 80%, in the third stage, the five isolates at different

concentrations reached mortality close to 100%. Isolate 287a was the most promising



in the nematode control experiment, it proved to be a potential bacterial agent for the
control of juveniles, having a low concentration of eggs + J2 when compared to controls
not treated with bacteria. The tested isolates promoted plant growth, as plants
inoculated with bacteria grew more than untreated controls. These results are
promising, as they indicate that it was possible to select potential isolates for the
biological control of Meloidogyne incognita under in vitro and in vivo “screenings”.
Biochemical tests, metabolite stability, molecular identification and experiments under
field conditions with other agricultural crops need to be carried out.

Keywords: Bacillus; biological control; Meloidogyne; Pseudomonas.
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1 INTRODUGAO

Os fitonematoides causam perdas na agricultara mundial, principalmente o
nematoide-das-galhas, Meloidogyne Goldi, 1887 (Rhabditida: Meloidogynidae). As
espécies de Meloidogyne, induzem a formacéo de galhas, nas raizes de hortaligas,
fruteiras, soja, café, algodao, feijdo e outras (CARNEIRO et al., 2016). As perdas
anuais causadas por nematoides na agricultura sdo mais de 78-125 bilhdes de
dolares (SASSER; FRECKMAN, 1987; McCARTER, 2009). E para contornar este
problema, programas sustentaveis de manejo integrado de nematoides tem sido
implementado, utilizando agentes de biocontrole (MAZZUCHELLI; MAZZUCHELLI;
DE ARAUJO et al., 2020). Esses agentes estao divididos entre fungos e bactérias,
com destaque para o género Bacillus, que contempla 99% de todos os bionematicidas
bacterianos ja registrados no Brasil (AGROFIT, 2022).

No género Meloidogyne existem mais de 90 espécies descritas no mundo
(SUBBOTIN; WAEYENBERGE; MOENS, 2013), das quais, M. arenaria (Neal)
Chitwood, M. incognita (Kofoid; White) Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood e M.
hapla Chitwood, representam até 95% dos nematoides-das-galhas em solos
cultivados, dependendo da cultura (CARNEIRO et al., 2016). A espécie M. incognita
€ retratada como a mais importante economicamente, podendo ser encontrada em
regides de clima quente e temperado (KARSSEN; MOENS, 2013).

O manejo desses nematoides € muito complexo, portanto, o mais importante
antes de tudo é a prevencdo da entrada destes nas areas cultivaveis. Contudo, é
possivel implementar medidas de manejo, principalmente o controle quimico e
bioldgico. Esses podem ser aplicados por meio do tratamento de sementes, via sulco
ou rega (MACHADO, 2016; MACHADO et al., 2016).

O controle biolégico de nematoides por meio de bionematicidas cresceu em
torno de 35% no Brasil na safra 2019/20 (CULTIVAR, 2020). E utilizado em grandes
culturas como a soja, algodao, cana-de-agucar, milho e na hortifruticultura. Porém,
ainda existe uma demanda por novos microrganismos.

Os primeiros passos para obtencdo de microrganismos eficientes no
biocontrole de fitopatégenos é o isolamento no local da doenga e, apds varias triagens

in vitro e in vivo, previamente estabelecidas, utilizando métodos validados, é possivel
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selecionar as cepas mais eficientes para o desenvolvimento de bioprodutos (COTES
et al., 2019; KOHL et al., 2011; KOHL et al., 2019).

As bactérias do género Bacillus, Pasteuria e Pseudomonas sao aquelas que
mais se destacam no controle biolégico de nematoides (PACIFICO; ECKSTEIN;
BETTIOL et al., 2021; BISHOP et al., 2007; WANG et al., 2021). Essas atuam como
antagonistas e/ou promotores de crescimento vegetal (ENGELBRECHT et al., 2018;
FORGHANI; HAJIHASSANI, 2021; STIRLING, 2014).

Cepas especificas de Bacillus podem atuar no controle bioldgico de
nematoides. A titulo de exemplo ja foi constatado que B. subtilis, B. amylolichefaciens,
B. metthylotrophicus e B. pumilus sao antagonistas a Rotylenchulus reniformis, M.
incognita, M. javanica, Ditylenchus destructor, Aphelenchoides besseyi, M. hapla e M.
arenaria (CASTILLO et al., 2013; GENG et al., 2016; XIA et al., 2011; MA et al., 2013;
MOGHADDAM et al., 2014; LEE; KIM, 2016).

Diante disso, o objetivo deste estudo é selecionar isolados de bactérias para o

controle biologico de Meloidogyne incognita e na promogao do crescimento vegetal.
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