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RESUMO

Existem diversas formas de controle do Radopholus similis em bananeira,
como o0 uso de nematicidas, rotacdo de culturas e a utilizacdo de variedades
resistentes. Devido a obstaculos econbmicos e ambientais, medidas
alternativas vém sendo estudadas, como o emprego de rizobactérias no
controle biologico. O objetivo deste estudo foi isolar e avaliar rizobactérias de
plantas nematicidas no controle do nematoide Radopholus similis e na
promocéo de crescimento de mudas de bananeira micropropagadas. A partir
de solo rizosférico de plantas, Crotalaria juncea e Tagetes patula L., foram
obtidos setenta e sete isolados de bactérias rizosféricas, cujos metabdlitos
foram avaliados quanto a presenca de toxidade sobre o nematoide, em
condic¢des in vitro, apos 24 e 36 horas de exposi¢édo. Do total de rizobactérias
obtidas, 33 % apresentaram efeito nematicida ao R. similis, durante as
avaliacbes dos ensaios in vitro, com uma variacdo de 56,66 % a 100 % no
indice de mortalidade destes, no decorrer dos periodos avaliados. Cinco
isolados (3 TSA-CD, 4 TSA-CD, 6 TSA-CD, 7 TSA-CD e 17 KB-CR) foram
identificados como mais promissores, por apresentar efeito nematicida em
ambos os periodos, e selecionados para testes in vivo. Diferentemente das
avaliacdes em laboratorio, as rizobactérias nos testes realizados em mudas de
bananeira micropropagadas ndo apresentaram resultados significativos para o
biocontrole. Pode-se observar uma alta infestacdo de fémeas e juvenis, formas
infectivas da doenca, nas raizes, comparado com 0s niveis encontrados no
solo. Em relacdo ao indice de promocao de crescimento das mudas, pode-se
verificar resultados significativos nos tratamentos com rizobactérias na

auséncia do fitonematoide R. similis.

Palavras-chave: Controle biolégico, Radopholus similis, banana



ABSTRACT

There are several ways to control Radopholus similis in banana trees, by using
nematicides, culture rotations and resistant varieties. Due to economical and
environmental obstacles, alternative measures have been studied, such as the
usage of rhizobacteria in the biological control. The aim of this study is was to
isolate and evaluate rhizobacteria from nematicide plants to control the
nematode Radopholus similis and to promote the growth of micropropagated
banana plantlets. Seventy-seven bacterial isolates were obtained from
rhizospheric soil of Crotalaria juncea e Tagetes patula L., and their metabolites
were evaluated, under in vitro conditions, for toxic effect on those nematodes
after 24 and 36 hours treatment. Thirty three percent of the rhizobacteria
showed nematocidal effect to R. similis, with 56,6% to 100% variation on
mortality due to the exposure to rhizobacteria metabolites during the period of
time evaluated. Five rhizobactera isolates (3 TSA-CD, 4 TSA-CD, 6 TSA-CD, 7
TSA-CD e 17 KB-CR) were considered the most promising biocontrol agents
due to their nematocidal effect in both period of time. And they were selected for
in vivo studies. However, despite their in vitro effect, the in vivo biocontrol trails
did not show good results. It was observed high infestation of juvenile females
of the nematodes in roots of tissue cultured banana plantlets, in comparison
with the nematode found in the soil. Regarding to the plantlet growth promoting
index, it was observed a significant response in the treatments with

rhizobacteria in absence of R. similis.

Keywords: Biological control, Radopholus similis, banana
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1. INTRODUCAO

A bananeira (Musa sp.) é uma planta de clima quente e Umido,
pertencente a familia das Muséaceas. Originaria da india é considerada a fruta
simbolo dos paises tropicais, de maior cultivo e consumo no mundo, e presente
na mesa de todas as camadas sociais da populacdo (MOREIRA, 1999).

A india € o maior produtor mundial de banana e o Brasil ocupa o quarto
lugar, com cerca de 8 % do que é produzido mundialmente. O estado da Bahia,
em 2008, foi responsavel por 19% da producdo da regido nordeste, e € tido
como um dos principais estados produtores de banana do pais (FAO, 2010).

A cultura da banana apresenta uma seérie de problemas fitossanitarios,
destacando-se o nematoide Radopholus similis, em razdo dos danos que ele
pode vir a causar a planta e pela sua ampla distribuicdo nas principais regides
produtoras do mundo (KIMATI et al., 2005).

O Radopholus similis € um endoparasito migrador, o qual penetra nas
raizes da bananeira e migra pelos tecidos radiculares, podendo chegar até o
rizoma, ocasionando a desintegracdo dos tecidos e formando cavidades,
motivo pelo qual é chamado vulgarmente de nematoide cavernicola (THORNE,
1961).

As principais estratégias empregadas no controle de R. similis incluem o
emprego de nematicidas, uso de variedades resistentes, e a rotacdo de
culturas. O controle quimico apresenta varias inconveniéncias, por ser onerosa
e inviavel economicamente em algumas areas infestadas, além de apresentar
uma série de desvantagens com relacdo a contaminacdo do meio ambiente e
humana (KUBO et al., 2011).

O uso de variedades de banana resistentes € uma forma eficiente de
controlar pragas e doencas, contudo apresentam determinados obstaculos,
como o consideravel periodo de tempo para sua obtencao e o desenvolvimento
de plantas com caracteristicas agronébmicas desejaveis para a aceitacdo do
produtor (STARR et al.,, 2002). No caso dos nematoides, sdo poucas as
variedades resistentes disponiveis para o agricultor e a resisténcia geralmente

€ direcionada a poucas espécies (VILAS BOAS et al., 2002).
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Outra estratégia de controle para nematoides e de dificil aceitagédo pelo
produtor, é a rotacdo de cultura. Isso é decorrente da dificuldade do produtor
de integrar diferentes culturas rentaveis, economicamente, no seu sistema de
producéo (BARKER et al.,1998).

Segundo a OILB (Organizacéo Internacional para Controle Bioldgico e
Integrado contra Animais e Plantas Nocivas), a produgdo integrada
preconizada para diversas fruteiras, visa gerar alimentos e demais produtos de
alta qualidade, mediante a aplicacdo de recursos naturais e regulacdo de
mecanismos para a substituicAo de insumos poluentes com garantia da
sustentabilidade da producao agricola (ANDRIGUETO, 2002).

Diante desse contexto, estudos voltados para o uso de plantas
antagonistas estdo sendo desenvolvidos (RITZINGER et al., 2003). Pelo fato
dessas plantas proporcionarem o aumento da atividade de uma microbiota
antagbnica ao nematoide, conferindo a possibilidade da realizacdo de
pesquisas voltadas para a selecdo de micro-organismos capazes de controlar a
moléstia causada por fitonematoides.

Sabe-se, ha décadas, que certas bactérias benéficas sdo capazes de
promover o controle de enfermidades tanto por antagonismo direto, como por
antibiose, competicdo por nutrientes e nichos ecolégicos, producdo de
enzimas, predacao e parasitismo, quanto por mecanismos indiretos, como por
inducdo de resisténcia sistémica (BAKKER et al., 2003; VAN LOON et al.,
1998).

As rizobactérias benéficas, intituladas PGPR (“plant growth-promoting
rhizobacteria”), promovem crescimento e aumentam a produtividade de
culturas. Estudos tém demonstrado que a aplicacdo de rizobactérias em
sementes ou na raiz pode induzir resisténcia a multiplos patdégenos, em tecidos
foliares e radiculares, como virus, fungos, bactérias e nematoides (KLOEPPER
et al., 1999).

De acordo com Romeiro (2007), além da producdo de substancias
promotoras de crescimento e antimicrobianas, como reguladores de
crescimento vegetal e sideroforos, a principal vantagem de se trabalhar com

rizobactérias estd na abundancia de sua ocorréncia no solo, na facilidade de
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producdo em larga escala e armazenamento, e de serem adaptaveis as
tecnologias de formulagbes comerciais.

Para o mesmo autor, o controle biolégico de doencas em plantas,
utilizando antagonistas naturais diretos ou aqueles capazes de induzir
resisténcia, pode ser um método de grande aceitacédo e eficiéncia para o cultivo
sustentavel de plantas.

Devido a bananicultura apresentar grande importancia econémica e
social, e dos sérios problemas fitossanitarios, dentre estes, a moléstia causada
pelo nematoide R. similis, este projeto visa diminuir os danos causados pelo
fitonematoide em mudas de bananeira, por meio do controle biol6égico com o

uso de rizobactérias.

Il. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Isolar rizobactérias de plantas antagonistas a hematoides e avaliar seu
potencial no controle biolégico de Radopholus similis e na promocao de

crescimento de mudas de bananeira.

2.2. Objetivo Especifico

o Isolar bactérias da rizosfera de plantas com propriedades nematicidas,
sendo elas crotalaria (Crotalaria juncea) e cravo-de-defunto (Tagetes patula L.);
o Selecionar in vitro os isolados bacterianos que demonstrarem efeito
nematicida a R. similis;

o Avaliar o potencial dos isolados mais promissores no controle do
nematoide R. simiis e na promocdo de crescimento de mudas

micropropagadas de bananeira em casa de vegetacéo.
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[l. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A bananeira (Musa spp.)

A bananeira (Musa spp.) é de clima quente e Umido, amplamente
disseminada na regido tropical. A banana, originaria da india, € a mais popular
de todas as frutas, sendo consumida no mundo inteiro (MOREIRA, 1999).

De acordo com a classificacdo boténica, as bananeiras produtoras de
frutos comestiveis pertecem a classe da Monocotyledoneae, ordem
Scitamindes, familia Musaceae, da qual fazem parte as subfamilias
Heliconioideae, Strelitzioideae e Musoideae. Esta ultima inclui os géneros
Ensete e Musa (DANTAS et al., 2004).

O género Musa apresenta grande importancia por constituir o maior
namero de espécies, principalmente as comestiveis, e ampla distribuicéo
geografica. O seu cultivo esta hoje concentrado em alguns paises na Ameérica e
no continente Asiatico, onde encontra condicbes favoraveis para a sua
producdo (CERQUEIRA, 2006; DANTAS et al., 2004; NELSON et al., 2006).

A bananeira é um vegetal herbaceo, e apresenta caule subterraneo,
denominado de rizoma, onde se localizam a gema apical e as gemas laterais,
gue dao origem aos perfilhos. A partir do rizoma saem raizes primarias, sendo
brancas e tenras quando novas e saudaveis, tornando-se amareladas e
endurecidas com o tempo (SILVA et al., 2004).

O sistema radicular é fasciculado, podendo atingir horizontalmente até
cinco metros, dependendo da qualidade da variedade e das condi¢cfes do solo.
A bananeira gera raizes continuamente apenas até a diferenciacdo floral,
simultaneo ao processo de formacéo de folhas (DANTAS et al., 2004; SILVA, et
al., 2004). O pseudocaule € um estipe, formado por bainhas foliares,
terminando com uma copa de folhas compridas e largas, com nervura central
desenvolvida (NELSON et al., 2006; SILVA et al., 2004).

A bananeira propaga-se normalmente pela emissdo de novos rebentos.
Um processo continuo, o qual a planta adulta apresenta sempre ao seu redor,
em condi¢cdes naturais, outras bananeiras em diversos estadios de
desenvolvimento, o que facilita a disseminagéo de importantes patdgenos, tais

como: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Micosphaerella fijense,
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Micosphaerella musicola e Ralstonia solenacearum e o nematoide cavernicola
Radopholus similis (DANTAS et al., 2004; SILVA et al., 2004)

O seu fruto, a banana, € considerado um importante alimento por ser
fonte de vitaminas e minerais, principalmente potassio, sendo o quarto produto
alimentar mais produzido mundialmente, ficando apenas atrds do arroz, trigo e
milho (VIEIRA, 2009). A cultura da banana desempenha um grande papel
socioecon6mico, por permitir a fixagdo do homem no campo e gerar renda,
com mais de 500.000 empregos diretos, além de contribuir para a dieta
alimentar de grande parte da populacédo (PAIXAO, 2008).

Segundo dados da “Food and Agriculture Organizazion” (FAO, 2008),
em 2005 a producgéo brasileira foi de 6.703.400 t, ficando atras apenas da
india. Em 2008; o Brasil manteve a producdo de banana em 7.385.196 t,
ficando em quarto lugar e a india, principal pais produtor, com cerca de 23
milhGes de toneladas de bananas produzidas.

No Brasil, a produtividade desta cultura esta em torno de 14 t ha™, muito
abaixo do que é apresentando na india, com cerca de 35 t ha™, sendo S&o
Paulo, Minas Gerais e Bahia, os principais estados produtores (FAO, 2010).

Em 2009, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2010), Sdo Paulo foi o maior estado produtor no Brasil com
1.257.539 t, enquanto que a Bahia, contendo a maior area com bananicultura
do pais, detém a segunda maior producédo, com 1.015.505 t. O nordeste é a
principal regido produtora do Brasil, alcancando a producéo de 2.994.969 t, em
outubro de 2010, (IBGE, 2010).

A Regido Nordeste apresenta vantagens comparativas para a fruticultura
em relacdo as demais regides, com lideranca na producdo e exportacdo de
frutas tropicais, dentre estas a banana. Isso é atribuido a fatores, tais como: o
clima, solo, localizacdo, disponibilidade de agua para irrigacdo, custo da mao
de obra e ao preco atrativo da terra (IBGE, 2003).

Com o estado da Bahia responsavel por 19 % da producdo na regido
nordeste, a bananicultura supera culturas como algoddo e laranja,
demonstrando sua importancia socioecondémica, tanto no agronegécio, como

na geracao de renda e manutencéo da agricultura familiar (IBGE, 2010).
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O desempenho das regides produtoras no Brasil € influenciado por
diferencgas regionais, incluindo fatores tecnoldgicos. As regides Sul e Sudeste
foram as que apresentaram os maiores niveis de tecnologia na producéo. Os
principais polos produtores de banana no Brasil estdo inseridos nas seguintes
regides: Vale do Ribeira (SP), Juazeiro do Norte (BA), Norte de Minas Gerais e
o Norte de Santa Catarina (DANTAS et al., 2004).

Quanto ao cultivo, as variedades Macéa, Pacovan, Prata Ana e Terra
apresentam maior destaque no mercado interno e, as variedades Nanica,
Nanicdo e Grande Naine obtém grande aceitagcdo no mercado externo (SILVA
et al., 2004).

Fatores internos e externos influenciam no crescimento e producéo das
bananeiras. Os fatores internos estdo relacionados com as caracteristicas
genéticas da variedade utilizada, enquanto o0s externos referem-se as
condicdes edaficas, ambientais, agentes bidticos e a agido do homem (BOREM
et al., 2007).

A baixa produtividade no Brasil esta relacionada ao baixo nivel técnico
do cultivo, o que leva a alta incidéncia de pragas e deficiéncia nutricional do
fruto (SANTOS, 2004). Estudos que visam medidas de controle sustentaveis de
fitopatdgenos sdo imprescindiveis para otimizacdo da producdo de banana, o
gue possibilita maior desenvolvimento do agro-negdcio, geracdo de renda e

manutencdo do pequeno agricultor no campo.

3.2. O nematoide cavernicola: Radopholus similis

3.2.1. Origem, distribuicdo e caracteristicas

Dentre os diferentes tipos de nematoides, se destacam os parasitas de
plantas superiores, devido ao numero apreciavel de espécies existentes, por se
multiplicarem de forma rapida e intensa nos hospedeiros vegetais, e por
causarem danos severos e perdas econémicas vultosas (OLIVEIRA et al.,
2008)

Aproximadamente 146 espécies de nematoides foram descritas como
parasitas associados a rizosfera da bananeira (Musa spp.), distribuidas em 43

géneros. Entretanto, o nematoide Radopholus similis é tido como de maior
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importancia, devido aos prejuizos causados aos bananais no Brasil e no mundo
(ARAYA et al., 1995).

O nematoide do género Radopholus Thorne, 1949, pertecem a familia
Pratylenchidae, e a subfamilia Pratylenchinae. O R. similis é caracterizado por
apresentar uma estrutura cefalica bem esclerotizada, saliente e arredondada
nos machos, pequena e chata nas fémeas. A cauda em ambos os sexos €
conica, com ponta redonda e irregular (TIHOHOD, 1997).

Os nematoides fitoparasitos de plantas, os quais vivem no solo ou no
interior de estruturas vegetais (folhas, caules, e raizes), possuem um 6rgao
similar a uma agulha de seringa, denominado de estilete, com o qual
introduzem substancias nas células, digerindo e sugando o conteudo destas,
se alimentando e introduzindo toxinas nas plantas (PAIXAQO, 2008).

O estilete do macho da espécie R. similis € atrofiado e, desta forma, nao
€ considerado parasita, apresentando aparelho digestorio degenerado. Ao
contrario das fémeas, as quais possuem esdfago completo e o estilete bem
desenvolvido (COSTA, 2000).

Radopholus similis geralmente apresenta reproducdo cruzada
(anfimixia), podendo ocorrer, excepcionalmente, partenogénese (COSTA,
2000). Conservam o corpo na forma fina e alongada durante toda a vida,
exceto na fase de ovo, o que possibilita a movimentacdo do espécime, nos
diferentes estadios juvenis e na fase adulta, em busca do alimento (OLIVEIRA
et al., 2008).

Pelo fato de parasitar as células por curto periodo de tempo, causando a
morte rapida destas, o nematoide cavernicola, R. similis, migra para outros
locais da planta em busca de células sadias para se alimentar. Os juvenis e as
fémeas adultas sdo formas ativas que, em condi¢fes adversas, podem sair das
raizes para o solo e, posteriormente, invadir raizes sadias de outras plantas
(SARAH et al., 1996).

A agressividade da populacdo do nematoide sobre a planta hospedeira é
consequéncia da sua capacidade reprodutiva, mediante a velocidade de
multiplicacé@o do fitopatdogeno e da sua patogenicidade (OLIVEIRA et al., 2008).
O que torna ainda mais dificil o desenvolvimento de medidas de controle

eficientes e sustentaveis do fitonematoide.
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O R. similis foi descrito por Cobb em 1893, como resultado de sua visita
a Republica de Fiji, entre 1890 a 1891. A maioria das espécies do género
Radopholus tem sido descrita na Australia e Nova Zelandia, sendo R. similis
considerado nativo dessas regides, porém, existe a possibilidade de ser
originario da regido Indo-Malaia (MARIN et al., 1998).

Considerado o principal nematoide da bananeira, R. similis € encontrado
na maioria das regides produtoras do mundo, com ocorréncia em mais de 80
paises, segundo Barker (1998). No Brasil foi identificado pela primeira vez em
estudos realizados por Carvalho (1959), em raizes de bananeira ‘Nanica’ no
municipio de Juquia, SP.

No territorio brasileiro, 0 nematoide cavernicola tem causado prejuizos
ndo somente no estado de S&o Paulo, como também no Rio de Janeiro e
demais regides do pais onde ocorreu a expansao da cultura (COSTA, 2000).

Dentre as regides produtoras de banana, no Brasil, os estados do Ceara,
Minas Gerais, Pernambuco e Sao Paulo sdo citados como aqueles que
apresentam maiores problemas com R. similis, devido as altas infestacdes
encontradas nas areas de producao (SOUZA et al., 1999).

Segundo estudos realizados por Pereira et al. (2006), em bananais do
Parana, constatou-se uma densidade populacional de 1.390 espécimes de R.
similis por grama de raiz. Ritzinger et al. (2003), ao realizar estudos em
propriedades rurais no polo Petrolina - PE / Juazeiro — BA, constataram que o
R. similis, Helicotylenchus spp., Meloidogyne spp., € o Rotylenchulus renifornis
sdo os fitonematdides mais frequentes associados ao sistema radicular da
bananeira.

A distribuicdo de R. similis nas diferentes regibes produtora é devida
principalmente a preferéncia por temperaturas entre 24 e 32 °C, uma vez que a
reproducdo O6tima, geralmente sexuada, ocorre proximo aos 30 °C, ndo se
reproduzindo abaixo dos 16 -17 °C ou acima dos 33 °C (SARAH et al., 1996).

Mais de 300 espécies de plantas sdo hospedeiras de R. similis, sendo as
preferenciais, a bananeira (Musa spp.), pimenta-do-reino (Piper nigrum L.),
Citrus spp., e plantas ornamentais como antdrio (Anthurium andreanum
Linden), filodendro (Philodendron spp.), tinhordo (Calathea spp.) e gengibre

(Zingiber officinale Rosc.). Entre outros hospedeiros de valor econémico estao
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o coco (Cocus nucifera L.), café (Coffeae arabica L.), cana-de-agucar
(Sacharum officinarum L.) e cha (Camellia sinensis (L) Kuntz) (COSTA, 2003).

No Brasil, além da bananeira, R. similis j& foi constatado nas seguintes
espécies: capim-assu (Andropogon minarum, (Ness) Kunth), café (Coffeae
arabica L.), cenoura (Daucus carota L.), banana-ornamental (Heliconia spp.),
fruta-do-conde (Annona squamosa L.), maria-pretinha (Solanum nigrum L.),
cacau (Theobroma cacgéo L.), caupi (Vignha ungiculata (L.) Walp.) e milho (Zea
mays L.) (COSTA-MANSO et al., 1994).

3.2.2. Radopholus similis em bananeira

Independentemente do comportamento do nematoide em termos de
fitoparasitismo, a relacdo parasito-hospedeiro segue um padrdao ou modelo
basico comum. No solo, os nematoides sao atraidos para raizes de plantas por
exsudacOes emanadas destas. Apesar de produzidas em concentracfes muito
baixas, tais substéncias sado percebidas pelos anfidios (quimiorreceptores
situados na extremidade anterior do corpo) presentes nos nematoides,
orientando-lhes em direcédo as raizes (OLIVEIRA et al., 2008)

O R. similis pode penetrar em qualquer parte da raiz, preferencialmente
pelo apice radicular. As fémeas e juvenis penetram, se alimentam, e se
multiplicam no interior das raizes e do rizoma da bananeira, causando lesdes,
formando galerias, que mais tarde coalescem e formam necroses, promovendo
a reducdo do volume radicular e comprometendo a absorcdo de agua e
nutrientes para a planta (COSTA et al., 1998).

Radopholus similis recebe a denominacdo de “nematoide cavernicola”
devido ao sintoma causado no cortex das raizes e rizomas de bananeiras,
resultado do endoparasitismo migratorio exercido por este nematodide
(O’BANNON, 1977; SARAH et al., 1996).

O ciclo de vida tem duracao de trés a quatro semanas (20 a 25 dias). No
tecido infectado, as fémeas ovipositam de quatro a cinco vezes por dia durante
duas semanas. Os nematoides eclodem depois de 8 a 10 dias e os estadios
juvenis requerem entre 10 e 13 dias para completarem seu desenvolvimento,
depois de trés ecdises subsequentes, originando os adultos machos e fémeas
(BLAKE 1969; MARIN et al., 2002).
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O nematoide migra para os tecidos sadios antes que os tecidos
atacados sofram necrose ou simplesmente migra para o solo em busca de
outra raiz para infectar, e da qual alimentar-se (FERNANDEZ, 1994).

Ao migrar inter e intracelularmente, o fitonematoide se alimenta do
citoplasma de células do parénquima cortical, destruindo paredes celulares,
extravasando o conteudo celular e causando cavidades e tlneis que necrosam
e podem estender-se por toda a regido parenquimatica. Este problema é
agravado pelo movimento continuo do patégeno no tecido, cuja consequéncia
€ a formacdo de extensas éareas necréticas de coloracdo avermelhada

infectada com todos os estadios do nematoide (MARIN et al., 2002) (Figura 1).

Figura 1. Necroses na raiz e rizoma causadas por Radopholus similis.

As cavidades formadas se estendem até a superficie da raiz, formando
fissuras longitudinais. Ao movimentar-se e ferir os tecidos das raizes e rizomas,
0 nematoide cavernicola pode favorecer a entrada de patégenos secundarios,
como o fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, causador do mal-do-
panama (BLAKE, 1969; MARIN et al., 2002).

Com ataque posterior de micro-organismos, a necrose pode evoluir, e
atingir o cilindro central, tornando a raiz fraca e quebradica. Segundo
BARBARA et al. (1999), na cultivar ‘Nanicdo’, suscetivel a R. similis e
resistente ao mal-do-panama, a infecgcdo causada pelo fungo aumentou
significativamente na presenca do nematoide. A presenga de fungos nas lesfes
provavelmente aumenta a deterioragdo da raiz e contribui para a queda das
plantas (MARIN et al., 2002).
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Em conseqiéncia do ataque de nematoides, quando a infestacdo é
severa, ocorre a formacdo de raizes secundérias, resultando num sistema
radicular muito raquitico que ndo suporta o peso do cacho e a planta cai
(COSTA et al., 1998) (Figura 2).

.
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Figura 2. Tombamento da bananeira devido ao ataque de Radopholus similis.

Além disso, a destruicdo dos tecidos das raizes das plantas afeta a
absorcdo de agua e nutrientes e enfraquece o sistema de ancoragem da
planta. Consequentemente, as plantas podem apresentar crescimento
reduzido, menor numero e tamanho de folhas, mostrando-se amareladas,
reducdo do peso do cacho e da vida produtiva, com baixa producéo, frutos
pequenos, prolongamento do ciclo vegetativo e, por sua vez, aumento do
periodo entre colheitas, desenraizamento e tombamento (SARAH et al., 1996;
COSTA et al., 1998).

Os casos de tombamento de plantas pela agdo do vento ou pelo peso do
préprio cacho sdo frequentes, podendo atingir a perda de até 100% da
producdo, principalmente de bananeiras do subgrupo Cavendish (COSTA,
2000).
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A sobrevivéncia de R. similis em solos de bananais depende da
presenca do hospedeiro, podendo o nematoide sobreviver nos rizomas e raizes
vivos por um longo periodo. Estudos demonstraram que o R. similis ndo
sobrevive no solo por um periodo maior do que seis meses, na auséncia de
rizomas e raizes vivas do hospedeiro (LUCY et al., 2004).

O R. similis causa severos danos especialmente em solos arenosos,
onde as perdas em producdo atingem até 100 %. Os solos arenosos,
associados as altas temperaturas provavelmente favoreceram a rapida
multiplicacéo do fitopatégeno (COSTA, 2000; PEREIRA et al., 2006).

Em geral, os danos de fitonematoides em cultivos de bananeira séo
diretamente proporcionais ao aumento de suas populagbes. Outro fator
enddgeno que afeta a dindmica populacional € a presenca de variacbes
patogénicas dentro das espécies (COSTA et al., 1998).

Os nematoides movem-se, por si, poucos centimetros por ano. Segundo
pesquisas realizada por BLAKE (1969), a movimentacdo de R. similis ocorre
em distancias de dois a trés metros por ano. A dispersdo do nematoide
cavernicola se processa principalmente por meio de material propagativo,
implementos agricolas infestados com nematoide, o transito de trabalhadores e
animais, o escoamento de agua em areas de declive e aguas de irrigacao
(STOLF, 2006).

Associado ao fato de apresentarem facil dispersdo, disseminacao e
dificil controle, o nematoide carvenicola é tido como fator importante e limitante
para producdo de banana em varias partes do mundo (RITZINGER et al.,
2003).

3.3. Principais praticas de controle de Radopholus similis

A prevencao da ocorréncia de fitonematoides em uma dada area
agriculturavel é a medida ideal e mais eficaz para a manutencdo de um cultivo
saudavel. Uma vez estabelecidos, sua erradicacdo é quase impossivel e o
controle se torna uma tarefa dificil, trabalhosa e, muitas vezes, onerosa para o
agricultor. A maioria das espécies de nematoides € altamente polifaga e ocorre

na bananeira, podendo sobreviver por longos periodos no solo (SARAH, 1998).
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Existem muitas técnicas empregadas para o controle de fitonematoides,
embora poucas venham se revelando tecnicamente  eficientes,
economicamente viaveis e ecologicamente aceitaveis. Dentre os métodos
existentes, a aplicacao de agroquimicos, a rotacdo de culturas e a utilizacédo de
variedades resistentes sdo 0s mais empregados, além do desenvolvimento de
pesquisas voltadas para o uso de plantas com propriedades nematicidas e o

controle bioldgico.

3.3.1. Uso de nematicidas

Em relacdo aos nematicidas, os primeiros produtos empregados para
controlar nematoides no solo foram o bissulfeto de carbono, o formaldeido e a
cloropicrina, seguido pelo brometo de metila (DEMUNER et al., 2008).

Em 1940 foram comercializados como nematicidas a mistura contendo o
dicloropropano e dicloropropeno (DD), o diclorobromopropano (DBCP) e o
dibrometo de etileno (EDB), todos fumigantes, que se prestavam ao tratamento
do solo infestado apenas em pré-plantio, por serem téxicos. Em diferentes
eépocas, deixaram de ser produzido o DBCP, por provocar esterilidade em
operarios das industrias que o fabricavam, e os EDB e DD, por serem
cancerigenos (NUNES et al., 1998).

Os nematicidas mais recentes, que apresentam acdo de contato e
sistémica e ndo sédo fumigantes, pertencem ao grupo dos organofosforados,
dos carbomatos e oxicarbamatos. Entre outros nematicidas pode-se citar o
Cadusafés (Rugby®),Terbufés (Counter®), Aldicarbe (Temik®), Carbofurano
(Furadan®), os quais estdo disponiveis ou estiveram registrados no Brasil
(FILHO et al., 1995).

Nematicidas podem ser aplicados visando a reducdo de nematoides em
bananais infestados. No entanto esta forma de controle apresenta varias
inconveniéncias, como 0 alto custo dos produtos, os residuos toxicos nos
frutos, intoxicacdo dos aplicadores pela exposicdo aos produtos e dos
consumidores, contaminagdes de fontes de agua, destruicdo da microbiota do
solo e, em longo prazo, podem favorecer o desenvolvimento da resisténcia dos
nematoides ao produto (VILAS BOAS et al., 2002).
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Segundo SILVA (2003), em bananais de Regido Meio-Norte do Brasil,
nos estados do Piaui e Maranhdo, onde Helicotylenchus multicinctus é o
nematoide mais agressivo, 0 manejo de fitonematoides é feito com mudas
sadias e com a eventual aplicacdo de nematicidas na cova de plantio.
Entretanto, pesquisas tém sido direcionadas para a rota¢ao de culturas durante
a reforma dos bananais, utilizando-se braquiaria (Brachiaria decumbens Stapf),
capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum), algumas variedades de milho,
amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov & Gregory) e crotalaria (Crotalaria

spp.)

3.3.2. Rotacéao de cultura

A rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras pode afetar a
sobrevivéncia de patdgenos, tais como nematoides, insetos e acaros. Contudo,
€ necessario o conhecimento das hospedeiras dos patdogenos em estudo e a
ocorréncia de suas espécies na area a ser plantada (RITZINGER et al., 2003).

A supressdo € devido a quebra do ciclo de vida dos organismos
patogénicos por um determinado tempo, 0 que dependera basicamente das
condicbes ambientais, do nivel de infestacdo, da espécie do patdgeno, bem
como, da presenca de outros hospedeiros na area (BARKER et al., 1998).
Speijer (1998) afirma que a interrupcdo no cultivo de plantas hospedeiras,
substituindo-as por outras ndo hospedeiras, reduz a populacdo de nematoides
fitoparasitos, que tendem a morrer pela falta de alimento.

Segundo Bridge (1996), o esquema da rotacdo de culturas deve
envolver plantas ndo hospedeiras, hospedeiras pouco favoraveis, e resistentes,
além da cultura principal, a qual é suscetivel ao fitonematoide e nao deve
retornar a area em menos quatro estacées. O mesmo autor defende que a
adocao de praticas que reduzem a populacdo do patégeno no solo, em areas
infestadas, permite que a proxima cultura se estabeleca e complete o seu
crescimento inicial, antes de ser severamente afetada.

De acordo com BARKER et al. (1998), para que seja de facil a adogéo
dessa pratica, deve haver terras disponiveis, a cultura plantada deve oferecer
retorno econbmico aceitavel e apresentar necessidade similar de trabalho e

equipamentos.
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Na Africa, rotacbes com culturas como mandioca e batata-doce
mostraram ser eficientes no controle de R. similis e H. multicinctus em
bananeira. Entretanto, pelo menos 15 meses sdo necessérios para reduzir
significativamente as populacdes dos nematoides (BRIDGE, 1996; SPEIJER,
1998).

A rotacdo com batata-doce e com gramineas, tais como: cana-de-
acucar, braquidria e sorgo associado com siratro, proporcionou reducao
significativa da populagdo de R. similis no solo. Sorgo associado a siratro
propiciou o melhor rendimento para a bananeira, seguido de cana-de-acucar e
por ultimo de braquiaria (ALVES, 1999).

Na india, a rotacdo com arroz, cana-de-agtcar ou algoddo suprimiu a
populacdo de nematoides e aumentou o rendimento da banana
(SUNDARARAJU et al., 2003). Inomoto (1994) recomendou a utilizacdo de
melancia e soja-perene em sistemas de rotacédo para o controle de R. similis.

Segundo Sikora et al. (1998), existe uma tendéncia ao desenvolvimento
de sistemas mais curtos de producéo de banana em grandes areas comerciais,
utilizando mudas micropropagadas, apos a rotacdo com milho, sorgo, abacaxi,
entre outras. Alguns agricultores tém optado por reformar os bananais
severamente atacados e replanta-los com mudas micropropagadas, apds a
rotacdo com culturas nao hospedeiras (SPEIJER, 1998).

A alternativa que tem se mostrado bastante atrativa para os agricultores,
€ 0 uso de plantas antagonistas em esquema de rotacdo ou em plantio
consorciado com a bananeira. Substancias quimicas com efeito nematicida tém
sido isoladas de algumas dessas plantas, além de apresentarem capacidade
de fixacdo de nitrogénio da atmosfera, de produzirem expressivos volumes de
matéria organica, com o aumento da atividade de fungos antagonistas ou
nematéfagos, e melhoria das caracteristicas gerais do solo (RITZINGER et al.,
2003).

Barker et al. (1998), classificam estas plantas antagonistas como ativas,
guando produzem substancias nematicidas, e como passivas, quando ndo sao
considerados bons hospedeiros para os nematoides ou quando favorecem o
estabelecimento de micro-organismos antagonistas aos nematoides.

Sundararaju et al. (2003) afirmam que na cultura da banana, o consorcio com
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plantas antagonistas pode dar bons resultados, ao verificarem que crotalaria
(Crotalaria juncea L.), intercalada & banana, reduziu a populacdo de R. similis e
aumentou o crescimento e rendimento das plantas.

Na rotacdo de cultura, as praticas podem envolver adubos verdes,
plantas armadilhas e de cobertura, plantas antagbnicas, gramineas e pousio,
como também, praticas quimicas, bioldgicas e fisicas (BARKER et al., 1998).

Bridge (1996) considera que apesar do potencial de plantas antagonistas
em esquemas de rotacdo, este mecanismo de controle s6 terd maior
aceitabilidade pelos agricultores quando as plantas apresentarem algum valor
comercial, como é o caso da crotalaria e mostarda (Brassica sp.), cravo-de-
defunto e aspargos (Asparagus officinalis L.), cultivados na India.

No entanto, existem limitacbes para o uso das plantas na reducdo das
populacdes de nematoides, pelo método de rotacao de culturas. A presenca de
muitas espécies de fitonematoides na area, e de espécies de plantas que
tenham uma ampla gama de hospedeiros, a dificuldade de abertura de novas
areas para plantio sado algumas delas (BARKER et al., 1998).

Segundo Rodrigues et al. (2005) as possibilidades e o interesse dos
agricultores em realizar rotacdes ou associacOes de culturas, sdo afetados
pelas condicbes de mercado, estas ndo favorecidas pela infra-estrutura de

transporte e comercializacao existentes.

3.3.3. Uso de variedades resistentes

A utilizacdo de variedades resistentes € uma maneira altamente
recomendavel de controlar pragas e doencas. Segundo Kubo et al. (2011), o
gue se tem procurado em programas de melhoramento genético da cultura de
banana seria a obtencdo de gendtipos comerciais resistentes aos principais
nematoides.

No Brasil e na india, algumas variedades de Musa foram testadas, sem
sucesso, quanto a resisténcia a Musa incognita e Musa javanica (ZEM et al.,
1981). Alguns gendtipos de M. acuminata (grupos Pisang Batuan, Pisang Lidi e
Pisang Jari Buaya) sdo resistentes a R. similis. Um genétipo do grupo Pisang
Jari Buaya (acesso IlI-116) mostrou ser uma planta muito resistente a R.

similis, mas susceptivel a P.coffeae e M. incognita (PINOCHET et al., 1978)
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Experimentos de campo sugerem que a bananeira cv. Prata, do grupo
AAB, é resistente a R. similis, sem a ocorréncia de tombamento (ZEM et al.,
1981). Contudo, no caso especifico de nematoides, sdo poucas as variedades
de banana resistentes disponiveis para os agricultores e, mesmo assim, a
resisténcia geralmente é direcionada a umas poucas espécies de nematoides
consideradas mais importantes para determinadas culturas (VILAS BOAS et
al., 2002)

As variacdes morfologicas, reprodutivas e patogénicas, indicam a
existéncia de diferentes bibtipos ou patétipos entre isolados de populacfes de
R. similis (FALLA et al., 1995; COSTA et al., 2003). Estudos realizados entre
trés isolados de R. similis provenientes de bananais de Cuba, Brasil e Costa
Rica, na cultivar ‘Grand Naine’, demonstraram que o isolado de Cuba possui
uma capacidade reprodutiva maior do que o da Costa Rica, enquanto que o
brasileiro ocupou uma posicéo intermediaria (COSTA et al., 2003). Costa et al.
(2005) observaram maior velocidade de reproducdo e patogenicidade nas
populacdes de Cuba, do Brasil (Bahia e Minas Gerais), do que a da Costa Rica,
a qual necessitou de um nivel populacional bem maior para produzir danos a
cultura. Na cultivar ‘Grande Naine’, populagdes provenientes da Bahia e Cuba
foram mais agressivas do que aquelas provenientes de Santa Catarina, Séo
Paulo e Australia.

Estas informacfes sédo importantes no desenvolvimento de cultivares
resistentes e na indicacdo de medidas preventivas a introducdo de patétipos
mais patogénicos do que os ja existentes ao nivel local (PEREIRA, 2006). O
incremento de cultivares resistentes ndo pode ser considerado como sendo a
Unica solucao dos problemas causados por fitopatdgenos, visto a variabilidade
génica encontrada em populacdes de R. similis, contudo exerce um papel

importante no manejo de diversos sistemas de producéo (STARR et al., 2002).

3.4. Controle biolégico de nematdide por rizobactérias
A rizosfera é um ambiente na interface solo-raiz, onde proliferam
numerosos organismos. Normalmente, estes organismos apresentam alguma

relagdo com a planta, em maior ou menor grau de interacdo, resultando em
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efeitos maléficos, nulos ou benéficos para o desenvolvimento do vegetal
(MOREIRA, 2002).

Dentre esses organismos, os fitonematoides coexistem na rizosfera com
grande diversidade de micro-organismos. Alguns destes organismos, por sua
vez, podem apresentar atividade antagonica aos nematoides (SIKORA, 1992).

De forma intuitiva, os maias ha 1.000 anos antes de Cristo,
entremeavam fileiras de cravo-de-defunto nos campos de plantio para o
controle de nematoides, hoje reconhecida como efetiva antagonista a alguns
destes, e testada no controle biolégico, provavelmente por apresentarem uma
microbiota antagbnica a estes fitoparasitas (KHAN et al., 1971).

Mais de 200 diferentes organismos sédo considerados inimigos naturais
dos fitonematoides, como fungos, bactérias, nematoides predadores, acaros e
outros (KERRY, 1990). Entretanto, a busca por taticas de biocontrole, com a
utilizagdo de inimigos naturais de fitonematoides, ndo obteve, ainda, resultados
satisfatorios no campo, como por exemplo, no estudo realizado por Zacheo
(1993), com organismos predadores e parasitas de fitonematoides, sendo
necessaria a ampliacado de estudos em relacéo a essa forma de controle.

Bactérias rizosféricas ou rizobactérias existem em grande quantidade na
superficie e proximas as raizes de plantas, onde se nutrem de exsudatos e
lisados liberados por estas, bem como, fazem da rizosfera nichos ecolégicos,
onde se abrigam e se protegem do antagonismo da microbiota circundante
(LUCY et al., 2004).

Dentre os micro-organismos que habitam a rizosfera das plantas,
encontram-se as rizobactérias promotoras de crescimento vegetais, mais
conhecidas como PGPR, do inglés Plant Growth-Promoting Rhizobacteria
(rizobactérias promotoras do crescimento de plantas). Segundo Kloepper
(1978), estas bactérias colonizam o sistema radicular das plantas, exercendo
um efeito benéfico, promovendo o crescimento destas, tornando-as maiores,
mais vigorosas, sadias e produtivas.

A colonizacdo de micro-organismos na rizosfera deve-se a uma maior
disponibilidade de nutrientes em relacdo ao solo ndo rizosférico. Esta
disponibilidade é resultado da translocacdo de fotossintatos das folhas, via

floema, para as raizes, onde sustentam 0s processos biossintéticos, sendo
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uma parte liberada para o solo rizosférico (ZAGO et al., 2000). De acordo com
0 mesmo, para prover um efetivo controle biologico, a bactéria precisa estar
presente nas raizes, em quantidade suficiente e antes do patégeno causar
dano extensivo a planta.

As propriedades fisico-quimicas da rizosfera tém elevada estabilidade,
gue associadas ao fornecimento constante de substratos orgéanicos e fatores
de crescimento favorecem a intensa atividade metabdlica das populacdes, de
forma a exercerem influéncia direta e positiva no tempo de geragcdo microbiano
(MOREIRA, 2002).

O patégeno, o hospedeiro e os antagonistas sdo componentes do
controle biolégico, que estdo sob influéncia do ambiente, interagindo num
sistema biologico (FILHO, 1995). Em relagdo as rizobactérias, sua extensiva
colonizacdo é essencial para alcancar um eficiente biocontrole e estimular o
crescimento das plantas (ZAGO et al., 2000).

Segundo Freitas (2001), a capacidade de a bactéria crescer e multiplicar
na rizosfera, chamada de “competéncia de rizosfera”, é influenciado por uma
série de fatores, tais como a textura do solo, pH, temperatura, osmolaridade,
limitac&o de nitrogénio, entre outros.

Diversos sdo os modos de acédo utilizados pelas rizobactérias para
sobreviver na rizosfera e suprimir 0 ataque de patdgenos as plantas,
principalmente sobre os fitonematoides (MELO, 1998). Os modos de acdo das
rizobactérias sobre o nematoide podem acontecer tanto de forma direta, na
gual metabolitos bacterianos atuam na eclosao de ovos, no direcionamento e
mobilidade destes, como também de maneira indireta, induzindo resisténcia
sistémica na planta ou pela modificacdo dos exsudatos radiculares, cujos
compostos possuem efeito sobre o estimulo, atracdo, penetragéo, eclosdo e no
comportamento dos nematoides (OKA et al.,1993).

O método biolégico para o controle de fitonematoides pode acontecer
pela paralisacdo do ciclo ou pela reducdo da capacidade reprodutiva do
parasita (MACIEL & FERRAZ, 1996). As rizobactérias ou seus metabdlitos
desencadeiam reacdes de hipersensibilidade nas células vegetais, impedindo
gue as fémeas dos nematoides consigam energia suficiente para produzir ovos.

Além disso, existem relatos que antagonistas do solo podem degradar a massa
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gelatinosa que envolve os ovos, reduzindo sua protegéo, principalmente pelo
aumento da desidratacdo (ORION & KRITZMAN, 1991).

De acordo com Freitas (2001), a transformacdo dos exsudatos
radiculares em subprodutos pela acdo dos micro-organismos pode fazer com
gue o nematoide ndo reconheca o estimulo quimiotrpico e continue
movimentando-se no solo até esgotar as suas reservas energéticas e morrer
sem penetrar nas raizes. Segundo o mesmo autor, alguns géneros de
fitonematoides possuem uma gama de hospedeiro restrita, de forma que o
reconhecimento correto do mesmo seja fator primordial para sua sobrevivéncia.

Em alguns estudos verificou-se a atuacdo das rizobactérias no
reconhecimento do patdgeno a planta, em que substancias produzidas pelas
mesmas foram absorvidas pelas raizes, alterando sua composi¢cdo quimica,
fazendo com que os nematoides ndo reconhecessem seu hospedeiro.
Zuckerman (1983) afirma que o processo de reconhecimento da planta
hospedeira pelo nematoide fitoparasita € controlado por interacdes entre
lectinas situadas na superficie da raiz e carboidratos presentes na cuticula do
nematoide. Acredita-se que as rizobactérias se liguem as lectinas, interferindo
no estabelecimento da relacdo planta-hospedeiro (STIRLING, 1991).

Dentre as diversas espécies de rizobactérias isolados da rizosfera, e
testadas contra fitonematoides, as do género Pseudomonas sao
reconhecidamente agressivas colonizadoras de raizes, principalmente as
pertencentes ao grupo das fluorescentes, as quais tém sido as antagbnicas
mais eficazes a esses patdégenos (KLUEPFEL, 1993).

O género Bacillus é conhecido por sua capacidade de formar
enddsporos, um tipo de protecdo para a célula, principalmente contra
dessecacéo e radiacao, fazendo com que a célula suporte longos periodos no
campo (MADIGAN et al., 2003).

As actinobactérias antagonistas a fitopatdégenos, principalmente as do
género Streptomyces (COIMBRA et al., 2004), apresentam um elevado
potencial em programas de biocontrole, sobretudo para fitonematoides
(CRAWFORD et al., 1993).

Em relacdo ao estudo de promocao de crescimento de plantas, as

bactérias PGPR podem beneficiar o crescimento vegetal de forma indireta, por
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meio da inibicdo do patdégeno, ou estabelecer mecanismos diretos, como pela
producéo de fitorreguladores (OLIVEIRA et al., 2003).

A promocdo de crescimento por rizobactérias em decorréncia do
controle de patdégenos podem envolver processos como competicdo por
nutrientes entre os mesmos, producdo de sideroforos e antibidticos, e
resisténcia induzida a doengas.

Antigamente acreditava-se que o controle biolégico promovido por
rizobactérias com caracteristicas de PGPR era devido apenas a mecanismos
diretos de antagonismo contra patdégenos, como antibiose (DUFFY et al.,
2004), competicdo por nutrientes (ELLIS et al., 2000), por nichos ecolégicos
(BOLWERK et al., 2003), entre outros.

Em algumas situacdes, é possivel que ocorra o controle biolégico
classico por antagonismo direto exercido pela PGPR contra o fitopatégeno,
com envolvimento dos conhecimentos de antagonismo microbiano, por acéo
direta da rizobactéria sobre o fitopatogeno (TUZUN, 1995). No entanto existem
situacbes em que apenas 0 antagonismo microbiano ndo explica o controle
biologico exercido em face da compartimentalizacdo, em nivel espacial, dos
componentes microbianos da interacdo (VAN LOON et al., 1998).

Pesquisas tém mostrado que certas bactérias parecem atuar como
eliciadoras de RSI (Resisténcia Sistémica Induzida), onde o micro-organismo
ndo atua diretamente sobre o patdégeno, mas induz uma resposta da planta
ativando o sistema de defesa contra estes, e a planta fica sistemicamente
protegida contra mais de um patdégeno, ao contrario do controle biolégico
classico, que implementa o controle de forma mais especifica (ROMEIRO,
2007).

Em determinados estudos, as rizobactérias tém proporcionado protecao
substancial ao ataque de patdgenos veiculados a solos em plantas,
principalmente contra fitonematoides. Diversas pesquisas relatam como
bactérias rizosféricas apresentam efeito antagdnico aos nematoides, podendo
ser utilizados no manejo de culturas econémicas, visando reduzir os efeitos
deletérios do parasita.

Alguns autores, seguindo a definicdo proposta por Baker & Cook (1974),

afirmam que o controle biolégico tem como finalidade a reducdo da densidade
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do in6culo ou das atividades determinantes da doencga por um patégeno ou
parasita, promovida por um ou mais organismos e pela manipulacdo do
ambiente, hospedeiros ou antagonistas, ou pela introdugdo em massa de um
ou mais antagonitas. O que torna essa forma de controle, associado ao
desenvolvimento de tecnologias viaveis a sua aplicacdo, uma alternativa
promissora para o incremento de uma agricultura sem danos ao meio ambiente
e ao homem.

As bactérias rizosféricas podem ser aplicadas via tratamento de
substrato, imersdo de sistemas radiculares de mudas em suspensdes
bacterianas, rega da planta com suspensao bacteriana e, por imersdo de
sementes (ROMEIRO, 2001).

De acordo com a literatura disponivel as rizobactérias sempre tiveram
papel de destaque em relagdo aos fungos potencialmente agentes
antimicrobianos, principalmente por apresentarem-se em grande abundancia
no solo, serem de facil manipulacdo e adaptaveis ao desenvolvimento de
férmulas comerciais (VAN LOON et al.,, 1998; ROMEIRO, 2001; WHIPPS,
2001). Dessa forma, esses micro-organismos sao considerados potenciais
agentes promissores de controle biologico de fitopatdbgenos e no crescimento

de plantas.
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V. METODOLOGIA

4.1. Isolamento e preservacao de bactérias

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Microbiologia do Solo e
Residuos Organicos na Embrapa Mandioca e Fruticultura. As bactérias foram
isoladas de plantas com propriedades nematicidas, crotalaria (Crotalaria
juncea) e cravo-de-defunto (Tagetes patula L.), oriundas de cultivos organicos.

Com a suspenséo obtida a partir de dez gramas de raiz em 90 mL de
solucéo salina de MgSO,4 a 0,1 M, submetidas, posteriormente, a agitagdo num
agitador orbital por 30 minutos em temperatura ambiente, realizou-se uma
diluicdo seriada em solucéo salina de MgSOy4 (0,1 M), com fator de diluicao de
1:10 até 10™. Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes 10° e 10™* foram semeadas
em placas de Petri contendo os meios “Tryptic soy agar” (TSA, pH 7.2), King B-
agar (King, Ward e Rancy, 1954), e espalhadas com auxilio de alca de
Drigalsky, e incubadas a 28 °C por 24 a 48 horas.

Apés a incubacdo, ocorreu a selecdo de coldnias bacterianas
individualizadas e divergentes morfologicamente. Para o processo de
preservacdo, as colonias crescidas na placa de Petri foram repicadas
assepticamente, em camara de fluxo laminar, para tubos de ensaio, contendo o
meio king B e TSA inclinado, preservados em meio NBY contendo 15 % de

glicerina e, posteriormente, armazenados em ultrafreezer a —80 °C.

4.2. Estudo in vitro sobre a toxidade dos isolados bacterianos a

Radopholus similis

4.2.1. Extracdo de Radopholus similis de mudas de bananeira
micropropagadas

O in6culo de Radopholus similis foi obtido a partir da multiplicacdo do
nematoide em mudas micropropagadas de bananeira, da cultivar ‘Grande
Naine’, cedidas pela CAMPO (Companhia de Promogao Agricola), sediada na
Embrapa Mandioca e Fruticultura. As plantas foram cultivadas em vasos com
capacidade para para 2,5 dm? contendo 2 kg de solo, previamente

autoclavado. Foi realizada, periodicamente, a transferéncia do inoculo para
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novas mudas de banana, com a finalidade de manter a espécime sob
condicdes in vivo, para o desenvolvimento de novos estudos (Figura 3).

i

Figura 3. Mudas micropropagadas da cultivar ‘Grande Naine’ utilizadas para

multiplicacéo do inéculo de Radopholus similis .

Para extracdo dos nematoides a serem utilizados nos bioensaios,
amostras de raizes de bananeira, equivalentes a 10 g, foram trituradas em 250
mL de agua, por 30 segundos. A suspensdo resultante da trituracdo foi
transferida em peneiras sobrepostas de 40 mesh (superior), 100 mesh (meio) e
400 mesh (inferior). Com o auxilio de uma pisseta com agua destilada, o
material retido na peneira de 400 mesh foi transferido para tubos de centrifuga.

Na extragdo dos nematoides de amostras de solo rizosférico, mediu-se
100 cm®, que foi transferido para um recipiente plastico, com capacidade para 2
L, lavado em &gua corrente, homogeneizado e desagregado os torrées. Apds o
repouso, em alguns segundos, despejou-se a suspensdo em peneiras
sobrepostas de 35 mesh (superior) e 400 mesh (inferior). Em seguida,
transferiu-se o material retido na peneira de 400 mesh para tubos de

centrifuga.
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Ambas as amostras de raizes e solo, foram submetidas a centrifugacéo
a 3000 rpm (1814,4 g), durante 5 minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi
retirado e adicionado ao sedimento, em cada tubo, 35 mL de solugdo de
sacarose a 50 %. Posteriormente, realizou-se outra centrifugagédo a 2000 rpm
(806,4 g), por 2 minutos. O sobrenadante resultante foi vertido numa peneira de
500 mesh inclinada, e com o auxilio de uma pisseta com &gua destilada,
retirou-se todo o0 excesso de sacarose e recolheram-se 0s nematoides num

béquer com capacidade para 100 mL (COLLEN & D HERDE, 1972

modificado).

4.2.2. Selecao in vitro de rizobactérias

Os isolados bacterianos obtidos, conforme a descricdo do item 4.1,
foram transferidos para placa de Petri, contendo os mesmos meios de cultura
utilizados no isolamento, e incubados a 25 °C durante 48 horas. As bactérias
crescidas no meio foram repicadas para frascos de Erlenmeyer contendo meio
liquido TSB (Difco) e incubados durante 14 dias, a 25°C. Apos este periodo, 0
meio de cultura foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos, e o0 sobrenadante
resultante armazenado em frascos de vidro tipo penicilina, mantidos em freezer

(-4 °C) para os testes in vitro (Figura 4).

ek

Figura 4. Metabdlitos bacterianos conservados a -4 °C.

Para a realizacdo dos ensaios in vitro, transferiu-se 150 puL do metabdlito
bacteriano juntamente com 50uL de uma suspensdo aquosa contendo cerca de
10 nematoides previamente desinfestados para eppendorfs, que foram

devidamente vedados com parafilme e mantidos a 25 °C.
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Realizou-se a avaliagdo do niumero de nematoides imoveis, apds 24 e
36 horas de exposicdo nos extratos das culturas bacterianas com auxilio de um
microscoépio Optico de lente invertida. Feita essa avaliacdo, os espécimes foram
transferidos para eppendorfs contendo agua destilada e esterilizada, na qual
permaneceram por 24 horas. ApO6s esse periodo, os nematoides que se
mantiveram iméveis foram considerados mortos.

Os isolados selecionados foram avaliados em bioensaios, conduzidos
em quatro repeticbes com seis tratamentos por teste. Cada teste
correspondente aos metabdlitos de cinco isolados bacterianos mais o controle
foram dispostos em delineamento em blocos casualizados. Para a anélise dos
dados utilizou o programa estatistico SAS Agri, sendo realizada a analise de
variancia, e as médias originais transformadas (arcsen Vx/100) e submetidas

ao teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4.3. Biocontrole de Radopholus similis por rizobactérias em casa de
vegetacao

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso,
esquema fatorial 6 x 2, com seis tratamentos, sendo cinco tratamentos com
rizobactérias mais um tratamento controle, e duas condi¢cdes, com e sem a
inoculacéo de nematoides, com seis repeticdes por tratamento.

Foram utilizadas mudas de bananeira (Grande Naine),
micropropagadas, com quatro semanas de crescimento, cultivadas em
substrato composto por uma parte de substrato vegetal Plantmax estaca, uma
parte de p6 de fibra de coco, adicionados de 0,2% da férmula PG MIX e 0,2%
da formula OSMOCOTE, produzidas na CAMPO — Companhia de Promocéo
Agricola — sediada na Embrapa Mandioca Fruticultura, localizada em Cruz das
Almas.

As mudas foram retiradas do substrato de cultivo e as raizes imergidas
em suspensdes de rizobactérias previamente preparadas e ajustada
concentragcdo, com o0 auxilio de espectrofotbmetro, para ODssq = 0,5,
correspondendo a 10° ufc . mL™, por 10 minutos. Apds este periodo, foi feito o
transplantio das mudas inoculadas para tubetes, com capacidade para 300 mL,

contendo substrato autoclavado composto por 50 % de vermiculita mais 50 %
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de composto orgéanico, sendo este ultimo elaborado com 50 % de grama, 20 %
de casca de laranja, 20 % de torta de cacau, 10 % de torta de mamona e 30 L
de manipueira diluida (uma parte de manipueira para uma parte de agua)
(NASCIMENTO, 2010) (Figura 5).

Figura 5. Microbiolizacdo de mudas com rizobactérias e transplantio para
tubetes. Mudas de banana com quatro semanas de crescimento
(A); suspensdes bacterianas (B); processo de microbiolizacao

das mudas (C); mudas transplantadas (D).

Apoés 45 dias de cultivo, as mudas foram transplantadas para vaso,
contendo 2 kg de substrato formado por duas partes de solo argiloso e uma
parte de areia (2:1). Este substrato foi primeiramente adubado com 5 % do
mesmo composto orgéanico utilizado na composicao do substrato dos tubetes e
autoclavado em seguida por 1 hora. Depois de autoclavado, o solo foi
submetido & correcdo de pH com adicdo de calcario (0,5 t ha™) e,

posteriormente, acondicionado em vasos.
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Dez dias depois do transplantio, realizou-se a inoculacdo de 1.000
espécimes de R. similis por muda, nos tratamentos correspondentes, com uma
seringa de 5 mL. A inoculacao foi feita pela aplicagéo de 3,2 mL de suspensao
aquosa contendo os 1.000 espécimes, em dois orificios préximos ao
pseudocaule (Figura 6).

Figura 6. Transplantio das mudas para vasos e inoculacdo do fitonematoide.
(A) Aspecto das mudas apos 45 dias de cultivo; (B) e (C) vasos
contendo as mudas apos o transplantio; (D) Inoculacdo de

espécimes de Radopholus similis no sistema radicular da planta.

O experimento foi avaliado apos 90 dias da inoculacdo de R. similis no
sistema radicular das plantas, por meio de medi¢cdes da altura das plantas,
entre o nivel do solo até a insercdo das folhas, e do didmetro do caule. Em
seguida, as plantas foram cortadas na altura do coleto, e coletado a parte

aérea, o0 rizoma e o solo (Figura 7).
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O solo e o sistema radicular foram armazenados em camara fria para
avaliacdo do comprimento radicular, do nivel de dano das raizes, e a

guantificacdo do nimero de nematdides juvenis, machos e fémeas.

Figura 7. Avaliacdo apds 90 dias da inoculacdo de Radopholus similis em
mudas de banana. (A) Aspecto das mudas ap6s 90 dias de cultivo
em vasos; (B) medicao da altura entre o nivel do solo até a insercéo

das folhas; (C) medicéo do diametro do caule.

Para a avaliacdo do nivel de dano das raizes, adotou-se a escala

proposta por Bridge & Gowen (1993), pela qual sdo atribuidas notas de 0 a 4

de acordo com a severidade das lesbes nas raizes. Os dados foram

submetidos a transformacgéo logaritmica e, em seguida, analisados por meio do

Teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. (Figura 8).
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Figura 8. Escala de notas do nivel de dano em raizes de bananeira da cultivar
‘Grande Naine’, segundo Bridge & Gowen (1993). Para aferir a
severidade das lesdes nas raizes, pelo Radopholus similis, foram
atribuidas notas 0 (A); 1 (B); 2 (C); 3 (D); 4 (E).

A extragdo e quantificagdo da populacdo de R. similis no sistema
radicular e solo rizosférico das mudas de banana, foi realizada conforme a
metodologia proposta por Collen & D’Herde (1972) modificada. A partir da
suspensao resultante do processo de extracdo de R. similis, retirou-se uma
liquota de 1 mL para a contagem dos nematoides em lamina de Peters, com
um auxilio de um microscopio 6ptico (JENKINS & TAYLOR, 1997 modificado).

Os dados da quantificagdo do numero de nematoides no sistema

radicular e da populacdo final de nematoides no solo foram submetidos a
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transformacgéo logaritmica e, em seguida, analisados por meio do Teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

Em relacdo a avaliacdo do indice de promogdo de crescimento das
mudas de bananeira tratadas com rizobactérias, com e sem nematoides, a
média das seis repeticdes do controle, para cada variavel avaliada (altura entre
o nivel do solo até a insercdo das folhas, do didmetro do caule, comprimento
radicular, massa da matéria seca do rizoma e da parte aérea) teve valor 100 e
0os demais valores foram calculados em relacdo a este. Somados 0s cinco
valores atribuidos, o tratamento controle apresentou indice de crescimento
igual a 500.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste F da analise de variancia e
as medias dos tratamentos comparados pelo teste de Scott-Knott a 5 % de
probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2001).
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V. RESULTADOS

Setenta e sete bactérias foram isoladas a partir de solo rizosférico
provenientes de plantas nematicidas, sendo quarenta, oriundas de cravo-de-
defunto e trinta e sete de crotalaria. Desse total de isolados, vinte e seis
apresentaram efeito nematicida, durante os ensaios in vitro. Dentre estas
rizobactérias, seis isolados produziram metabdlitos com efeito nematicida em
24 horas de avaliagdo, sem a ocorréncia do aumento do numero de
fitopatdgenos mortos no periodo seguinte. Quinze foram antagbnicas somente
apos 36 horas de exposicdo e cinco causaram a mortalidade dos nematoides
no decorrer dos periodos avaliados.

As tabelas 01 e 02 apresentam as percentagens de nematoides mortos
por suspensdao de metabdlitos bacterianos de cravo-de-defunto e crotalaria,
respectivamente, entre os periodos de 24 horas e 36 horas de avaliacdo. Em
relacdo a toxidade dos metabdlitos bacterianos, apenas quatro rizobactérias (3
TSA-CD, 4 TSA-CD, 6 TSA-CD e 7 TSA-CD), oriundas de cravo-de-defunto, se
destacaram por apresentar atividade antagbénica durante os periodos avaliados
(Tabela 02).

Em relacdo as bactérias provenientes da rizosfera de crotalaria, apenas
um isolado (17 KB-CR), apresentou efeito nematicida em ambos os periodos,
com o indice de mortalidade de 100 % (Tabela 02). Os cinco isolados mais
promissores para o controle do fitonematoide foram selecionados, para testes
in vivo, em mudas micropropagadas de bananeira, sob condi¢cdes de casa de

vegetacao.
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Tabela 01. Percentagem de nematdides mortos em suspensdo de metabdlitos

produzidos por rizobactérias isoladas de cravo-de-defunto, nos

periodos de 24 horas e 36 horas de exposicao.

Nematoides mortos (%)

Isolado
24 horas 36 horas

11 KB-CD 67,67 aA 84,37 aA
12 KB-CD 66,82 aA 83,09 aA
13 KB-CD 79,44 aA 93,92 aA Cravo-de-defunto
14 KB-CD 58,12 aA 63,92 bA Meio King B
15 KB-CD 63,17 aA 68,54 bA

Controle 33,75 aA 36,25 bA
3 TSA-CD 56,66 aA 79,16 aA
4 TSA-CD 70,08 aA 90,17 aA
5 TSA-CD 45,23 aA 55,41 bA Cravo-de-defunto
6 TSA-CD 71,18 aA 91,42 aA Meio TSA
7 TSA-CD 63,53 aB 92,85 aA

Controle 26,82 bA 40,00 bA
8 TSA-CD 72,49 aA 75,83 aA
9 TSA-CD 62,27 aA 79,72 aA
10 TSA-CD 70,83 aA 84,58 aA Cravo-de-defunto
11 TSA-CD 58,09 aA 80, 41 aA Meio TSA
12 TSA-CD 59,72 aA 88,33 aA

Controle 28,03 aA 45,68 bA

Letras mindsculas comparam os tratamentos em cada periodo e letras mailsculas comparam
0s mesmos tratamentos entre os periodos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5 %.
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Tabela 02. Percentagem de nematdides mortos em suspensdo de metabdlitos

produzidos por rizobactérias isoladas de crotalaria, nos periodos de

24 horas e 36 horas de exposicao.

Nematoides mortos (%)

Isolado
24 horas 36 horas
16 KB-CR 68,19 bA 83,19 bA
17 KB-CR 100,00 aA 100,00 aA Crotalaria
18 KB-CR 74,16 bA 74,16 bA o
Meio King B

19 KB-CR 73,74 bA 79,16 bA

Controle 47,50 bA 61,66 bA
22 KB-CR 79,16 aA 100,00 aA
20 KB-CR 87,50 aA 100,00 aA Crotalaria
21 KB-CR 74,16 aA 74,16 bA Meio King B

Controle 45,83 aA 58,33 bA
6 TSA-CR 83,33 aA 87, 49 aA
7 TSA-CR 75, 41 aA 75,41 aA
8 TSA-CR 95, 83 aA 95,83 aA Crotalaria
9 TSA-CR 81,25 aA 93,75 aA Meio TSA
10 TSA-CR 72,50 aA 93,75 aA

Controle 46,25 aA 56,25 bA
16 TSA-CR 65,84 aA 73,61 aA
17 TSA-CR 71,87 aA 81,24 aA
18 TSA-CR 63,75 aA 81,87 aA Crotalaria
19 TSA-CR 74,16 aA 89,58 aA Meio TSA
20 TSA-CR 55,27 aA 74,44 aA

Controle 35,29 bA 47,91 aA

Letras mindsculas comparam os tratamentos em cada periodo e letras mailsculas comparam
0s mesmos tratamentos entre os periodos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5 %.

No ensaio em condicdo in vivo ndo foram observados diferencas
estatisticas no nivel de dano do nematoide R. similis as raizes, como também,
no numero de fémeas, machos e juvenis presentes no sistema radicular e no
solo (Tabela 03, 04 e 05).



46

Tabela 03. Nivel de dano nas raizes de mudas da cultivar ‘Grande Naine’ devido

acdo do nematoide Radopholus similis.

Tratamento Notas
3 TSA-CD 1,00
4 TSA-CD 1,12
6 TSA-CD 0,95
7 TSA-CD 0,95
17 KB-CR 1,19

Testemunha 1,2

CV (%) 19,75

Nao houve significancia na andlise de variancia.

Tabela 04. Quantificagdo do numero de Radopholus similis nas raizes.

NUumero de nematoides nas raizes

Tratamento
Fémeas Machos Juvenis
3 TSA-CD 45.136,17 7.849,41 22.658,56
4 TSA-CD 44.361,41 6.767,84 22.994,59
6 TSA-CD 32.634,51 7.329,73 15.626,25
7 TSA-CD 33.639,83 4.876,50 15.471,25
17 KB-CR 33.683,60 5.849,76 17.800,39
Testemunha 29.909,06 4.799,19 15.992,34
CV (%) 39,29 52,07 35,63

N&o houve significancia na andlise de variancia.

Tabela 05. Quantificacdo do numero de Radopholus similis no solo.

NUumero de nematoides no solo

Tratamento
Fémeas Machos Juvenis
3 TSA-CD 8.211,80 2.966,94 3.407,71
4 TSA-CD 11.600,66 2.628,16 5.114,26
6 TSA-CD 9.380,03 2.213,66 3.295,68
7 TSA-CD 8.114,03 2.097,56 3.717,89
17 KB-CR 8.515,21 1.853,09 3.152,25
Testemunha 9.886,81 3.214,17 3.202,74

CV (%) 46,34 57,79 70,06

Nao houve significancia na andlise de variancia.
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Na andlise do indice de Crescimento de Planta (ICP), onde foram
testadas as condicdes com e sem nematoides, bem como, a interacdo entre as
rizobactérias e os fitonematoides em mudas de bananeira micropropagadas,
pode-se verificar resultados significativos (p<0,05) para tratamentos sem

nematoides, como consta nas tabelas abaixo.

Tabela 06. Andlise de variancia do indice de crescimento das mudas de
bananeiras microbiolizadas com rizobactérias, na presenca e

auséncia de fitonematoides e da interacao destes.

QM
FVv GL ICP
Tratamentos 5 7805,59**
Nematoide 1 129967,9**
Trat. Xx Nemat. 5 6879,16*
Erro 58 2136,81
CV (%) 8,85
Média Geral 522,18

** e * gignificativo a 1 e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

Tabela 07. Valores médios do indice de Crescimento de Plantas (ICP) para

presenca e auséncia de nematoides.

Nematoéide ICP
Sem 564,05 a
Com 477,84 b

Média seguida por diferentes letras nas colunas pertencentes diferem estatisticamente entre si
pelo teste de F a 5 % de probabilidade.

Tabela 08. Valores médios do indice de Crescimento de Plantas (ICP) em

funcao dos tratamentos e nematoides.

Tratamentos ICP
Sem Com

3 TSA-CD 580,13 aA 507,18 aB
4 TSA-CD 555,53 aA 412,63 bB
6 TSA-CD 561,43 aA 491,58 aB
7 TSA-CD 578,00 aA 484,90 aB
17 KB-CR 609,21 aA 480,52 aB

Controle 500,00 bA 500,00 aA
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Médias seguidas pelas mesmas letras minlUsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo
pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade e pelas mesmas letras mailsculas nas linhas
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de F a 5 % de probabilidade.

Na tabela 08, em relacdo ao indice de crescimento de planta, todos os
tratamentos no ensaio sem a inoculagéao de R. similis apresentaram resultados
significativos, e os tratamento com as rizobactérias 3 TSA-CD, 7 TSA-CD e 17
KB-CR se destacaram em relacdo aos demais isolados, por apresentarem
resultados superiores a estes. Para os tratamentos com rizobactérias e
nematoides, o correspondente a 4 TSA-CD apresentou resultado inferior em

relacdo as demais rizobactérias e ao controle.
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VI. DISCUSSAO

As bactérias sdo micro-organismos mais abundantes na rizosfera das
plantas e podem apresentar efeito antagdnico a varios patégenos, inclusive aos
fitonematoides (BECKER et al., 1988). Segundo a literatura, algo que pode
aumentar as chances de obtencdo de rizobactérias eficientes para o
biocontrole é isola-las da rizosfera de plantas reconhecidamente antagbnicas
aos nematoides parasitas de culturas comerciais.

As plantas antagonistas a nematoides possuem em sua rizosfera,
bactérias distintas daquelas encontradas em plantas ndo antagonistas. Tais
bactérias tém maior potencial no controle de fitonematoides, destacando-se as
encontradas na rizosfera de algumas leguminosas, tais como: Mucuna
deeringiana, Crotalaria juncea e Tagetes patula L. (KLOEPPER et al., 1991),

De acordo com o mesmo autor, o isolamento de bactérias das raizes
destas plantas pode aumentar em até seis vezes as chances de encontrar
isolados antagonicos ao fitonematoide, em testes in vivo. Partindo desse
principio, realizou-se a coleta de solo rizosférico e raizes de plantas com
propriedades nematicidas, crotalaria (Crotalaria juncea) e cravo-de-defunto (T.
patula L.).

Segundo Kloepper et al. (1991), muitas rizobactérias ndo crescem em
meio de cultura, possivelmente por serem mais ricos em nutrientes do que o
ambiente rizosférico ou devido auséncia de compostos organicos presentes
somente em exsudados radiculares. Estudos realizados pelos mesmos, em que
testaram diferentes meios de culturas, constataram maiores populacdes
bacterianas em isolamentos realizados com meios considerados pobres, como
0 meio Trypic Soy Agar (TSA).

Dessa forma, os meios de cultivos, King B-Agar e Trypic Soy Agar
(TSA), utilizados no processo de isolamento foram adequados para a obtencao
de isolados. Do total de 77 isolados obtidos, 33 % apresentaram efeito
nematicida ao Radopholus similis, nos ensaios in vitro, o que corresponde a
treze rizobactérias oriundas de cada planta, cravo-de-defunto e crotalaria.

Em relacdo ao indice de mortalidade promovido pelos metabdlitos

bacterianos, houve uma variagéo de 56,6 % a 100 % entre os isolados. Pode-
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se observar, também, uma distincdo do niumero de R. similis mortos ao longo
dos periodos avaliados (24 e 36 horas).

Das rizobactérias avaliadas, 7,8 % apresentaram toxidade ao R. similis
observados ap6s 24 horas de exposicdo, sem aumentar o indice de
mortalidade no periodo seguinte da analise. A mortalidade de fitonematoides
no periodo de exposicdo de 36 horas foi de 19,5 % e, somente, 6,5 % obteve
efeito nematicida no decorrer dos dois periodos avaliados.

Em estudos conduzidos por Sousa et al. (2006), avaliando o controle de
Meloidogyne incognita em mudas de tomateiro por actinobactérias, verificou-se
uma taxa de mortalidade de 37 % a 98,2 %, em relacéo ao tratamento controle.
Ja Paixdo (2008), ao avaliar actinobactérias no controle do R. similis, em
ensaio semelhante, observou uma taxa de mortalidade entre 72 % e 100 %.

Peixoto (2011), avaliando a taxa de mortalidade de R. similis em fungéo
do tempo de exposicdo em metabdlitos bacterianos, observou resultados
significativos a partir de 24 horas e ao longo de 36 horas de avaliacdo. Apos 42
horas, 100 % dos espécimes encontravam-se mortos, ndo mantendo diferenca
significativa em relacéo ao tratamento controle. Dessa forma, nos testes in vitro
deste estudo, os periodos de 24 e 36 horas foram tidos como mais apropriados
para avaliacdo do potencial efeito antagdnico dos isolados contra o R. similis.

O mesmo foi relatado por Coimbra & Campos (2005), ao testar
exsudados de actinobactérias e constatar a ocorréncia de uma mortalidade
significativa de J2 de Meloidogyne javanica, apds 24 horas de avaliacao.

Algumas rizobactérias produzem enzimas e metabdlitos secundarios
com efeito nematicidas (STIRLING, 1991; OKA et al., 1993). Segundo Kell et al.
1990, os compostos produzidos pelas bactérias rizosféricas podem agir no
controle de micro-organismos por diversos mecanismos, como por antibiose e
inducdo de resisténcia sistémica. Becker et al. 1998, ao realizar ensaios in vitro
com mais de 5.000 rizobactérias de diferentes plantas, observaram que
apenas 1 % dos isolados produziu substancias que causaram inibicdo completa
ou parcial do movimento dos juvenis de M. incognita.

Anter et al. (1995) observaram uma reducdo da populagcdo de
Rotylenchulus reniformis e Tylenchorhynchus latus no campo ao nivel

alcancado pelo uso do nematicida fenamifés, com a inoculagéo de Bacillus sp.
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na cultura do algodoeiro. Hackenberg & Sikora (1994), ao realizar tratamento
de tubérculo de batata com Agrobacterium radiobacter, detectaram uma
diminuicdo em até 70 % da eclosdo de juvenis de Globodera pallida, in vitro, e
uma significativa reducdo de 25 % na infectividade destes, em condi¢des de
casa de vegetacao.

Entretanto, no presente estudo, o teste de biocontrole de R. similis pelas
rizobactérias em mudas de bananeira nao apresentaram resultados
significativos, ao contrario do observado nos bioensaios realizados em
condi¢des in vitro. Pode-se observar uma alta infestacdo de fémeas e juvenis,
formas infectivas da doenca, nas raizes das mudas, comparado com 0s niveis
encontrados no solo. Resultados semelhantes foram apresentados por Peixoto
(2011), ao avaliar mudas de banana microbiolizadas com rizobactéria, apos 60
dias da inoculacéo de R. similis.

Diferentemente, do atual estudo, cuja avaliagdo procedeu apos 90 dias
da inoculacéo do respectivo patdgeno, a pesquisa realizada por Peixoto (2011),
constatou que cinco isolados, dos dez testados, reduziram a populacéao final de
nematoides no solo, demonstrando que as condicdes do solo favoreceram a
acao das rizobactérias no ciclo do fitonematoide.

Existe uma série de fatores que podem ter influenciado no
estabelecimento e atuacdo dos agentes de biocontrole em questdo, dentre
estes, o tipo de solo, temperatura, irrigacdo, além da propria planta. Fatores
estes, que podem favorecer ou minimizar a acdo das rizobactérias sobre
fitopatdgenos e, consequentemente, proporcionar ou ndo um melhor
desenvolvimento da planta.

Segundo algumas pesquisas, a presenca de matéria organica no solo
estimula a atividade antagdnica dos micro-organismos durante o processo de
controle, fornecendo substrato necesséario para sua multiplicacdo. Entretanto
sua decomposicao pode liberar, também, substancias que retardam ou inibem
o crescimento de alguns micro-organismos benéficos.

Outra questdo relevante esta relacionada ao uso isolado das
rizobactérias, o qual pode ter contribuido para o insucesso dos resultados.
Segundo Filho (1995), este tipo de controle raramente erradica os patégenos,

pois depende da manipulagdo do equilibrio bioldgico existente no solo, sendo
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gue o aumento da variedade da populagcdo microbiana, por meio da aplicacdo
em mistura dos isolados bacterianos, potencializa o controle efetivo do
patdbgeno em questdo. Além disso, a possibilidade de se encontrar isolados
eficientes para o controle de fitonematoides aumenta com a diversidade de
espécies de plantas usadas para o isolamento das rizobactérias (COIMBRA et
al., 2005).

Segundo alguns autores, em relacdo ao estudo de promocgédo de
crescimento de plantas, ndo ha uma clara separacdo entre este e o controle
biolégico induzido por inoculantes de bactérias. Os efeitos benéficos exercidos
pelas PGPR sdao realizados pelo estimulo ao crescimento da planta ou por
meio da protecao microbioldgica (ZAGO et al., 2000).

Neste estudo, pode-se verificar resultados significativos na promocéo de
crescimento das mudas de bananeira micropropagadas, microbiolizadas com
bactérias rizosféricas na auséncia do fitonematoide R. similis.

As bactérias isoladas ndo demonstraram efeitos significativos no
controle in vivo de R. similis, mas apresentaram bons resultados para a
promocao do crescimento das plantas.

Com relacdo ao indice de crescimento das mudas testadas nos ensaios
sem nematoides, todos os isolados apresentaram valores superiores ao
controle. Em contra partida, os tratamentos com nematoides ndo apresentaram
resultados significativos, em comparacdo aos tratamentos sem nematoides,
entre as quais, a bactéria 4 TSA-CD conteve resultado inferior em relacdo as
demais rizobactérias e ao controle.

A auséncia de nematoides propiciou maiores indices de crescimento das
mudas de bananeira, com a excecdo da testemunha, onde n&o houve
diferencas entre auséncia e presenca de R. similis. Desta forma, pode-se
concluir que a promocao de crescimento destas plantas ndo foi em decorréncia
ao controle biolégico do fitopatégeno, mas sim, por outros fatores, como pela
producéo de regulares de crescimento vegetal e de outros compostos.

Existem diferentes mecanismos diretos que podem promover
crescimento das plantas, como producdo de fitorreguladores, aumento da

disponibilidade de nutrientes pela fixagdo de N, ou solubilizacdo de P
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(ROMEIRO, 2007). Sendo assim, futuros testes sdo necessarios para estudar
0S mecanismos envolvidos na atuacéo dos isolados em destaque.

Mediante a proposta de desenvolvimento sustentavel da agricultura com
a implantacdo de tecnologias para o controle de doencgas, sem o0 uso de
produtos quimicos, 0os quais prejudicam o ecossistema, fazem-se necessario a
realizacdo de estudos relacionados a planta e o meio onde s&o isolados os
agentes de biocontrole, observados a capacidade de colonizacdo destes, bem
como, a aplicacdo das rizobactérias em combinacdes de isolados e o0s

mecanismos que envolvem suas interacées com a planta e o patdgeno.
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VIl.  CONCLUSOES

" As rizobactérias isoladas de plantas com efeito nematicida
produzem metabdlitos toxicos a fitonematoides, em condigdes in vitro.

. A producgdo de metabdlitos toxicos a Radopholus similis, in vitro,
ndo deve ser o Unico método de selecdo de rizobactérias para controle do
nematoide cavernicola em mudas micropropagadas de banana.

" Rizobactérias selecionadas para fins de controle de nematoides in
vitro podem apresentar caracteristicas de promoc¢édo do crescimento de plantas.
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