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RESUMO

O arroz é um dos cereais mais consumidos no mundo, destacando-se como um
alimento da dieta basica da populacdo mundial. Os nematoides causadores de galhas, do
género Meloidogyne podem prejudicar essa cultura, com perdas de até 80% na producéo.
Atualmente muito se estuda sobre a acdo de bactérias atuando como agentes de controle
bioldgico de nematoides das galhas, as quais as tornam uma alternativa de controle deste
nematoide em lavouras de arroz. Além disso, minimiza o problema de ndo haverem cultivares
de arroz resistentes a esse patdgeno. Diante disso, com este trabalho objetivou-se avaliar a
eficacia de trés nematicidas microbiol6gicos no controle do nematoide de galhas na cultura do
arroz irrigado. O experimento foi conduzido em condicGes de casa de vegetacdo, na
Universidade Federal do Pampa-UNIPAMPA/Campus Itaqui. O indculo foi obtido através da
extracdo de ovos de nematoides, a partir de raizes de plantas de arroz, mantidas em vasos com
solo infestado com nematoides, em casa de vegetacdo. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e seis repeticbes. O experimento foi
repetido duas vezes. Foram utilizados trés nematicidas microbioldgicos (Bacillus subtilis +
Bacillus  licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens isolado BV03 e Bacillus
methylotrophicus), um nematicida quimico (Fluensulfona) e uma testemunha sem aplicacéo.
A semeadura do arroz, cultivar IRGA 424, foi realizada em copos plasticos de 500 mL
preenchidos com solo autoclavado, e mantidos em casa de vegetacdo, a inoculacdo foi
realizada com aproximadamente 5000 ovos de Meloidogyne spp. As avaliacdes foram
realizadas aos 30 dias apds a inoculacdo do primeiro experimento arroz; e aos 45 dias apos a
inoculagdo do segundo experimento. Para a avaliagdo, foram realizadas contagens quanto ao
namero de galhas por grama de raiz, nimero de ovos por grama de raiz e matéria fresca de
raiz. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias de cada
tratamento, agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. De acordo com 0s
resultados obtidos, ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos aplicados para o
controle do nematoide das galhas em arroz para a variavel peso do sistema radicular das
plantas, em nenhum dos dois experimentos avaliados. Quanto as variaveis, numero de galhas
e ovos por grama de raiz, no primeiro experimento, apesar de ndo haver diferenca na
quantidade de galhas por grama de raiz. No segundo experimento, o tratamento com Bacillus
subtilis + Bacillus licheniformis mostrou-se mais eficaz na reducdo de galhas por grama de
raiz, reduzindo em 68,18% o numero de galhas por grama de raiz. Todavia, esse tratamento

ndo diferiu dos demais na avaliagdo do experimento 1. Os resultados com maior controle no



experimento 1 para ovos por grama de raiz foram obtidos com os tratamentos com Bacillus
subtilis + Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens isolado BV03 e Fluensulfona,
que apresentaram reducéo de 38,69%, 57,47% e 65,13%, respectivamente, de ovos por grama
de raizes. Ja no experimento 2, o tratamento mais eficaz foi com Bacillus amyloliquefaciens
isolado BVO03, que teve reducdo de 77,78% no numero de ovos por grama de raiz. Com base
nisso, conclui-se que o0s nematicidas microbiolégicos Bacillus subtilis + Bacillus
licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens isolado BV03 mostraram-se eficazes na reducéo

do nimero de galhas e de ovos por grama de raiz, em arroz.

Palavras-chave: Oryza sativa L., nematicidas microbiologicos, Bacillus spp., Meloidogyne sp.



ABSTRACT

Rice is one of the most consumed cereals in the world, standing out as a staple food of the
world population and gall-causing nematodes can damage this crop, with estimates of 80% in
yield loss. Much is currently being studied about the action of bacteria acting as biological
nematode control agents of galls, which make them an alternative control of this nematode in
rice fields. It also minimizes the problem of no rice cultivars resistant to this pathogen. Thus,
this study aimed to evaluate the effectiveness of three microbiological nematicides in
controlling the nematode of galls Meloidogyne sp.2 and sp.3 in the rice crop. The experiment
was conducted under greenhouse conditions at the Federal University of Pampa-UNIPAMPA
/ Campus Itaqui. The inoculum was obtained by extracting nematode eggs from roots of rice
plants kept in pots with nematode infested soil in a greenhouse. The experimental design was
completely randomized with five treatments and six replications. The experiment was
repeated twice. Three microbiological nematicides (Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis,
Bacillus amyloliquefaciens isolated BV03 and Bacillus methylotrophicus), one chemical
nematicide (Fluensulfone) and one control without application were used. Rice sowing
cultivar IRGA 424 was carried out in 500 mL plastic cups filled with autoclaved soil and kept
in a greenhouse. The inoculation was carried out with approximately 5000 eggs of
Meloidogyne spp. Evaluations were performed at 30 days after inoculation of the first rice
experiment; and at 45 days after inoculation of the second experiment. For the evaluation, we
counted gall number, number of eggs per root system and fresh root matter. The obtained data
were submitted to the analysis of variance and the averages of each treatment, grouped by the
Scott-Knott test, at the 5% probability level. According to the results obtained, there was no
statistical difference between the filters applied to control root knot nematodes in rice for a
variable weight of plant root system, in either of the two evaluated experiments. Regarding
the variables, number of galls and eggs per gram of root in the first experiment, although there
was no difference in the number of galls per gram of root. In the second experiment, treatment
with Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis was more effective in reducing galls per root
gram, using 68.18% or number of galls per root gram. However, this treatment did not differ
from the others in the evaluation of Experiment 1. Results with greater control in Experiment
1 for eggs per gram of root were submitted to tests with Bacillus subtilis + Bacillus
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens isolates BV03 and Fluensulfone, which was
published from 38 , 69%, 57.47% and 65.13%, respectively, of eggs per gram of roots. In

experiment 2, the most effective treatment was with Bacillus amyloliquefaciens isolated



BV03, which reduced 77.78% in the number of eggs per gram of root. Based on this, we
conclude that the microbiological nematodes Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis and

Bacillus amyloliquefaciens isolated BV03 try to reduce the number of galls and eggs per gram

of root in rice.

Keywords: Oryza sativa L., microbiological nematicides, Bacillus spp., Meloidogyne sp.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais consumidos no mundo,
destacando-se como um alimento da dieta basica da populagdo mundial. No Brasil a
area cultivada com arroz irrigado aproxima-se de 2,1 milhdes de hectares, com
producdo de 12,1 milhdes de toneladas, classificando o pais como nono produtor
mundial da cultura (CONAB, 2017). O sul do Brasil concentra cerca de 80% da
producdo nacional. O Estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor nacional de
arroz, corroborando com aproximadamente 70% do total produzido no pais, mantendo a
regido sul estavel no mercado brasileiro, além de garantir o suprimento desse cereal a
populagéo interna (SOSBAI, 2018).

Contudo, o cultivo pode ser prejudicado devido a interferéncia de agentes
fitopatogénicos, como os hematoides causadores de galhas em arroz irrigado. Dentre 0s
nematoides causadores de galhas na cultura do arroz, merecem destaque as espécies
Meloidogyne graminicola e Meloidogyne javanica. A preocupacdo acerca dessas
espécies da-se devido ao potencial de prejuizo na producdo que eles causam, como em
paises asiaticos que a infestacdo do nematoide acarreta em até 80% de perda de
producdo (CHARCHAR; ARAGAO, 2005).

Recentemente, Soares et al. (2019) realizaram um levantamento nas principais
regides orizicolas do Brasil, onde constataram a ocorréncia de um complexo de espécies
do género Meloidogyne. Dentre as espécies, foram encontradas Meloidogyne
graminicola, M. oryzae, além de M.sp.0, M.sp.2 e M.sp.3. Entretanto, ha pouca
informac&o disponivel sobre a suscetibilidade das cultivares de arroz a essas especies.
Além disso, a identificacdo correta das espécies de Meloidogyne é dificil e, por vezes,
pode ser baseada em caracteres subjetivos, do mesmo modo que, a diagnose é
dificultada pelo elevado nimero de espécies descritas, muitas vezes com diagnoses
duvidosas, presenca de espécies cripticas, ou seja, espécies referidas como
monoespecificas que na verdade consistem em varias espécies enigmaticas de dificil
identificacdo morfologica, e pela existéncia de variabilidade intraespecifica (MATTOS
etal., 2017).

Os sintomas causados por Meloidogyne spp. geralmente comecam com a
formacgéo de galhas nas pontas das raizes, semelhantes a pequenos cabos de guarda-
chuva que prejudicam o desenvolvimento do sistema radicular (MATOS, 2014; SOUZA
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et al., 2015). A infestacdo se manifesta como uma reducao acentuada do crescimento da
parte aérea da planta hospedeira, menor nimero de perfilhos e clorose nas folhas, além
da ocorréncia de manchas na lavoura, conhecidas como “reboleiras”, bem como murcha
das plantas nas horas mais quentes do dia e reducdo na producdo (DINARDO-
MIRANDA, 2005; MACHADO; ARAUJO FILHO, 2010). Os sintomas refletidos na
parte aérea sao nanismo, clorose devido a caréncia de nutrientes, murchamento e menor
produtividade em areas infestadas. Contudo, nunca se deve levar em consideracdo
apenas o0 exame visual da lavoura, € necessario fazer a coleta de raizes para proceder-se
a verificacao dos parasitas (FERRAZ; BROWN, 2016).

A forma e a extensdo das reboleiras podem variar conforme a declividade e
textura do solo, disponibilidade de matéria organica, presenca de nematoides
(FERRAZ; BROWN, 2016). Segundo o mesmo autor, a duracdo do ciclo biolégico do
nematoide é extremamente dependente de fatores como temperatura, planta hospedeira
e outros. As fémeas produzem ovos por trés semanas, apds cessam a producéo, vivendo
um pouco mais. Os machos vivem semanas e 0s J2 vivem de poucos dias a meses
(TAYLOR; SASSER, 1978; MATTOS, 2017)

O uso de cultivares resistentes ainda é o0 método de controle mais eficaz para os
nematoides das galhas. Porém, no Brasil h& pouco conhecimento sobre a
susceptibilidade de cultivares de arroz irrigado ao género Meloidogyne. Com
resisténcia ao Meloidogyne graminicola, até o momento, s foram registradas duas
espécies de arroz africanas, Oryza longistaminata e Oryza glaberrima (MATOS, 2017;
SOUZA; DEBASTIANI, 2015; BIMPONG et al., 2010). J& o controle quimico de
nematoides em geral, é pouco efetivo na obtencdo de produtos agricolas de melhor
qualidade, além de apresentar custos altos e deixar residuos nos alimentos, que
prejudicam a salde humana e o meio ambiente (CAMPOS et al. 1998; SOUZA;
DEBASTIANI, 2015).

Devido ao alto custo dos defensivos quimicos, além do risco de contaminacédo de
aguas e solos, risco de intoxicacdo por agrotoxicos em trabalhadores rurais, e risco de
contaminagdo dos préprios alimentos, existe a necessidade da busca por alternativas de
manejo de doencas de plantas que causem menos impactos ambientais e sociais, bem
como sejam mais rentaveis economicamente ao produtor rural (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018). Dentro disso, o controle bioldgico, promovido por membros

do género Bacillus spp. pode ser uma alternativa viavel no manejo de nematoides na
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cultura do arroz, devido a sua atividade antagdnica de amplo espectro, alta capacidade
de producdo de enddsporos e resisténcia a condigdes desfavoraveis do ambiente e
hospedeiro (WANG et al., 2014; FERRAZ et al., 2014; FOUSIA et al., 2015).

Com base nisso, torna-se necessario a realizacdo de testes, com formulacdes de
nematicidas microbioldgicos que tenham em sua composicdo espécies pertencentes ao
género Bacillus, e apresentem eficacia no manejo de espécies de Meloidogyne que
atacam a cultura do arroz. Diante disso, objetivou-se com esse trabalho avaliar a
eficacia de trés nematicidas microbioldgicos no controle do nematoide das galhas na

cultura do arroz irrigado (Oryza sativa L.).



12

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) surgiu na Asia e foi disseminado na india, em Bengala,
Assam e Mianmar, com diferentes variedades cultivadas em solos de terras baixas, e
também de maneira espontanea. O arroz cultivado é uma planta herbacea da classe
Liliopsida (Monocotiledonea), ordem Poales, familia Poaceae, e género Oryza. E uma
graminea anual, que possui sistema fotossintético do grupo C3, sendo adaptada ao
ambiente aquatico, devido a presenca de aerénquima no colmo e nas raizes da planta,
que possibilita a absorcdo de oxigénio do ar para a rizosfera (SOSBAI, 2018).

E um alimento essencial na nutricdo humana, sendo a base alimentar para trés
bilhdes de pessoas no mundo. E também o segundo cereal mais cultivado no mundo,
perdendo apenas para o milho, e ocupa area aproximada de 168 milhGes de hectares. A
producdo de cerca de 741,0 milhGes de toneladas de grdos em casca corresponde a 29%
do total de graos usados na alimentacdo humana (SOSBAI, 2018).

Na safra 2018/2019, a producdo meédia alcangou 10.595 mil toneladas. A
estimativa para a safra 2019/20 para o0 arroz € positiva, com uma leve redugéo (0,6%) na
area a ser cultivada, resultando em 1.687,4 mil hectares, e uma producdo de 10,6
milhGes de toneladas, 1,9% superior a de 2018/19 (CONAB, 2019). De acordo com a
SOSBAI (2018), os dez paises maiores produtores sdo, em ordem decrescente: China,
india, Indonésia, Bangladesh, Vietna, Tailandia, Myanmar, Filipinas, Brasil e Japdo. O
Brasil apresentou producdo anual, base casca, entre 11 e 13 milhGes de toneladas de
arroz nas ultimas safras, participando com 79,3% da producdo do MERCOSUL. Além
disso, a maior parte da producdo nacional estd concentrada em cinco estados: Rio
Grande do Sul, onde predomina o arroz irrigado, com 68,9% da produgdo nacional,
Santa Catarina, 9,8% da producdo, Mato Grosso, 4,1%, Maranhdo, 2,7% e Tocantins
com 6,0% da producéo nacional (CONAB, 2019).

No Rio Grande do Sul, o grdo é produzido em 129 municipios localizados na
metade sul do Estado, onde 232 mil pessoas vivem direta ou indiretamente da
exploracdo dessa cultura. As maiores regides produtoras de arroz do estado sdo a
Fronteira Oeste e a Zona Sul, tanto pelas maiores areas, quanto pelas produtividades
obtidas. Os municipios que se destacam pelas maiores produtividades, em ordem
decrescente sdo: Uruguaiana, ltaqui, Santa Vitéria do Palmar, Alegrete e S&o Borja
(IRGA, 2018). Diante disso, pode-se perceber que a maior producao esta localizada em
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estados com solo de varzea e em sistema de irrigacdo por lamina de dgua (ROTILI et
al., 2010).
2.1.1 Nematoide das galhas

As espécies do género Meloidogyne constituem o grupo mais importante dentre
os fitonematoides, devido a caracteristicas como o alto grau de polifagia e a ampla
distribuic@o geogréfica, configurando-os como constantes ameagas aos produtores rurais
de zonas tropicais, subtropicais e também temperadas (FERRAZ; BROWN, 2016).

No cultivo do arroz irrigado, o nematoide da espécie Meloidogyne graminicola é
0 mais importante, devido sua frequéncia e alto potencial de dano as plantas
(PADGHAM et al., 2004). De acordo com um levantamento feito por Mattos et al.
(2017), foi registrado um complexo de espécies de Meloidogyne ocorrendo na cultura
do arroz, na regido sul do Brasil. Dentre elas, M. graminicola foi relatada como a
espécie predominante nos estados de Rio Grande do Sul e Santa Catarina. J& no Parana
a espécie mais comumente encontrada foi M. sp.3. Além disso, houve detec¢do de M.
sp.0, M. oryzae e M. javanica em SC. A perda de producdo pode chegar a 70% em solos
infestados com M. graminicola (BRIDGE et al., 2005; MATTQOS, 2017). A acdo nociva
desses nematoides sobre as raizes altera a absor¢do e translocacdo de nutrientes,
predispondo a planta a estresses ambientais, e em casos mais severos pode culminar na
morte da planta (STEFFEN et al., 2007).

Os nematoides causam danos no sistema radicular das plantas, e essas expressam
0s sintomas em &reas delimitadas da lavoura, conhecidas como reboleiras, atacando as
raizes para absorver nutrientes e completar seu ciclo de vida (CARVALHO, 2018).
Apo6s a formacdo das galhas, o sistema radicular das plantas apresenta limitada
capacidade de absorcdo e transporte de agua e nutrientes, e plantas severamente
infectadas podem murchar mesmo com umidade suficiente no solo. Como também
podem exibir sintomas de deficiéncia mineral devido a capacidade reduzida em da
solugdo do solo (MACHADO. ARAUJO FILHO, 2010; NUNES et al. 2010; SOUZA et
al., 2015). Além disso, as galhas agem como drenos metabolicos que competem com
outros 6rgdos da planta hospedeira por recursos produzidos pela fotossintese, 0s
fotoassimilados (KIRSCH, 2016).

A infeccdo ocorre pela penetracdo do J2 nas raizes, migrando entre 0s espacos
intercelulares até o cilindro vascular, onde penetra o estilete para se alimentar

(CAILLAUD et al., 2008). Em plantas de arroz atacadas por espécies do género
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Meloidogyne, inicialmente ocorre o amarelecimento das folhas, resultando em
crescimento lento, raquitismo e floragdo precoce. O aspecto das raizes fica semelhante a
pequenos cabos de guarda-chuva, que ocorre em funcdo da exsudagdo de secrecoes
enzimaticas via estilete na célula da planta, que induzem a divisdo excessiva dos
nucleos, resultando na hiperplasia e hipertrofia das células, com a formacao de células
gigantes (MICHEREFF et al., 2005; SOUZA et al., 2015).

Os prejuizos pela presenca de Meloidogyne spp. em arroz variam com o grau de
resisténcia das plantas, com o nivel populacional no solo e com o manejo da agua na
area de irrigacdo cultivada, podendo chegar a 80% em solos altamente infestados
(HUNT; HANDOO, 2009). Outro efeito negativo da presenca da infestacdo de uma area
com Meloidogyne é a desvalorizacdo comercial da propriedade em uma situacdo de
venda, ja que essa esta parcial ou quase totalmente infestada por nematoides das galhas,
um ponto que serd levado em conta pelos potenciais compradores (FERRAZ; BROWN,
2016).

Os nematoides formadores de galhas, do género Meloidogyne, sédo destacados
como o grupo mais importante devido a sua ampla distribuicdo geografica, polifagia, e
variabilidade fisioldgica, o que dificulta o estabelecimento de medidas de controle,
especialmente a rotacdo de culturas e a resisténcia varietal, consideradas as estratégias
mais viaveis e eficientes, no manejo de nematoides (RIBEIRO, 2005). Além disso, uma
vez introduzido na area de cultivo, a erradicacdo é praticamente impossivel. Apds a
introducdo, o que busca-se é reduzir a populacdo dos nematoides abaixo do nivel de
dano econémico a cultura, e o controle pode ser feito através de métodos quimicos,
bioldgicos, mecanicos e culturais. A rotacdo de culturas e adubacdo verde com plantas
antagonistas tem apresentado efeitos positivos, contudo, o efeito e o retorno financeiro
ndo sdo de imediato, o que faz com que haja resisténcia a esse método (MOREIRA et
al., 2015). O uso de produtos quimicos é dificil, pois possuem alto custo, além de
apresentarem risco de contaminacdo de aguas e solos, risco de intoxicacdo por
agrotoxicos em trabalhadores rurais, e risco de contaminacdo dos préprios alimentos
(LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

2.2 Uso de nematicidas biologicos

Contudo que haja facilidade e previsibilidade na aplicacdo dos defensivos

quimicos, a atual realidade da producédo agricola expde lacunas sobre a preocupagdo da
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sociedade com os impactos da agricultura, tais como: elevados custos de producéo;
reducdo e perda de eficiéncia dos produtos quimicos, alertas aos padrfes ambientais e
de salide humana, expressos na contaminagdo ambiental; desequilibrio biologico; perda
da diversidade ecossistémica; intoxicacdo de agricultores; e contaminagdo da cadeia
alimentar (MORANDI, 2009). Baseado nisso, tém-se buscado por métodos de controle
de doencas que apresentem menores impactos ambientais, baseados em promover uma
agricultura mais sustentavel, com menores riscos ao homem, ao ambiente e redugdo de
custos na producao.

Perdas causadas pelo nematoide das galhas variam em funcdo do grau de
resisténcia das plantas, da sua populagdo no solo e do manejo da irrigacdo. Apesar do
uso de resisténcia genética ser uma das principais medidas de controle, ndo existem
gendtipos resistentes a M. graminicola no mercado brasileiro (STEFFEN et al., 2008).
Além disso, 0 uso de defensivos quimicos para o controle de nematoides em geral, é
pouco efetivo, apresenta custos altos e presenca de residuos em alimentos e no meio
ambiente (CAMPOS et al. 1998; SOUZA; DEBASTIANI, 2015).

Nesse sentido, encontra-se o controle bioldgico, um fenémeno natural que
resulta na regulacdo de uma populacdo de plantas ou animais por meio de inimigos
naturais, se caracteriza como agentes de mortalidade bidtica, onde ha inimigos naturais
para cada estagio de vida de todas as espécies de plantas e animais (REIS, 2018). Em
doencas de plantas, a ciéncia do controle bioldgico surgiu em 1926, com o trabalho de
Sanford, sobre fatores que influenciavam a patogenicidade de Streptomyces scabies,
agente causal da sarna na batata. E no trabalho sobre o mal-do-pé do trigo, causado por
Gaeumannomyces graminis var. tritici, foi descrito pela primeira vez o termo controle
biolégico (MICHEREFF, 2008). Ainda, segundo o autor, a doenca € resultado da
relacdo entre a planta hospedeira susceptivel, agentes patdgenos e ambiente favoravel.
Todavia, também estdo presentes nos sitios de infeccdo, agentes ndo patogénicos, que
possuem potencial de controle bioldgico do patogeno, podendo reduzir a atividade do
mesmo por antagonismo ou contribuir para uma maior defesa da planta infectada.

A premissa basica do controle bioldgico é controlar doengas e insetos vetores de
doencas através do uso de inimigos naturais, considerados microrganismos benéficos,
como insetos, predadores, parasitoides, fungos, virus e bactérias (DINI1Z, 2016). Dentre
os diversos inimigos naturais de nematoides comumente encontrados nos solos, 0s que

apresentam maior potencial como agentes de controle bioldgico sdo as bactérias e os
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fungos, que podem atuar através de diferentes mecanismos de acdo como antibiose,
competicdo, parasitismo, hipoviruléncia, predacdo e inducdo de defesas do hospedeiro
(BARRETTI et al., 2009; LIN et al., 2013; PURNAWATI et al., 2014).

As especies de bactérias mais promissoras ao controle de nematoides sdo as
pertencentes a familia Bacillaceae, especialmente os géneros Bacillus e Chlostridium,
que possuem diferentes modos de acdo e um amplo espectro de hospedeiros. Estas
bactérias podem ser encontradas no solo, nos tecidos das plantas hospedeiras e nos
préprios nematoides, incluindo ovos e cistos (FERRAZ et al., 2015; FOUSIA et al.,
2015). Caracterizadas como produtoras de enddsporos, estrutura que lhes confere
resisténcia, as bactérias do género Bacillus spp. produzem uma diversidade de
compostos secundarios que agem como antibacterianos, fungicidas, antivirais, agentes
imunossupressores, que conferem as plantas protecdo, podendo agir de forma isolada ou
com todos esses mecanismos na inibicdo de fitopatogenos (ARAVIND et al., 2010;
BRAGA JUNIOR, 2017).Espécies do género Bacillus spp. podem sintetizar
metabdlitos secundarios que interferem no ciclo reprodutivo de nematoides e/ou
transformam exsudatos radiculares degradando-os, o que impedem o processo de
reconhecimento nematoide-planta (ARAUJO, 2018). Possuem também a capacidade de
invadir os tecidos internos das plantas, o que lhes confere vantagem adicional quando
comparadas com outros microrganismos de controle bioldgico, pois ficam protegidas
das condicdes adversas do meio ambiente. Essas bactérias atuam sinergicamente,
através da supressdo direta de nematoides e pela promocédo de crescimento das plantas,
que facilita a colonizacdo e atividade da rizosfera dos microrganismos antagonistas aos
nematoides (TIAN et al., 2007).

A utilizacdo do controle bioldgico pode seguramente reduzir a incidéncia de
doencas e favorecer a longevidade da cultura. Porém, a eficiéncia desse tratamento esta
relacionada, entre outros fatores, ao nivel populacional do patégeno, com eficacia maior
quando aplicado a populagdes menores do patdgeno, estado nutricional, plantas bem
nutridas sdo mais resistentes ao ataque de parasitas e quanto a idade da planta, com
plantas mais jovens apresentando maior susceptibilidade a penetracdo do patdgeno. Para
viabilizar a utilizacdo desses agentes no controle bioldgico, também sdo necessarios
estudos de multiplicacdo e distribuicdo desses microrganismos para sua disponibilizacéo
ao agricultor e, principalmente, obtencdo de registros para comercializagdo
(RITZINGER, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Localizagdo do experimento

O experimento foi conduzido em condicdes de casa de vegetacdo, na
Universidade Federal do Pampa-UNIPAMPA/Campus Itaqui, no periodo de janeiro a
maio de 2019. O municipio estéa localizado a 29°07°10°” de latitude Sul, 56°32°56°" de
longitude Oeste de Greenwich, e a 76 m de altitude (CARGNELUTTI FILHO et al.,
2008). O indculo de Meloidogyne sp. foi obtido através de raizes de plantas de arroz da
cultivar IRGA 424, mantidas em vasos com solo infestado com o nematoide, em casa de

vegetacao.

3.2  Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com
cinco tratamentos e seis repetigdes.

Foram utilizados trés nematicidas microbiol6gicos, um nematicida quimico e uma
testemunha sem aplicacdo (Tabela 1). Cada parcela foi constituida por um copo plastico
de 500 mL, com uma planta de arroz (Figura 1). O substrato utilizado foi solo
esterilizado a 121 °C, por 60 minutos, proveniente da area experimental do campus da

universidade, mantido em repouso por 20 dias ap6s uma autoclavagem.

Tabela 1 - Ingredientes ativos, doses e forma de aplicacdo dos nematicidas comerciais.

Ingredientes Ativos Dose/ Forma de aplicagdo
Testemunha -

Bacillus methylotrophicus isolado SF 267 0,3 mL.100 g sementes™

Bacillus subtilis isolado 0,15 g.100 g sementes™

FMCHO002(DSM32155) + Bacillus
licheniformis isolado
FMCHO001(DSM32154)

1

Bacillus amyloliquefaciens isolado BV03 0,2 mL. 100 g sementes’

Fluensulfona 0,85uL.sulco™
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Figura 1 - Organizacéo das parcelas, em casa de vegetacao.
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Ap6s o periodo de descanso do solo, para os nematicidas microbioldgicos B.

methylotrophicus UFPEDA 20; B. amyloliquefaciens e B. subtilis + B. licheniformis, foi
realizado o tratamento de sementes de arroz cultivar IRGA 424, seguindo a
recomendacdo do fabricante. Para isso, 100 g de sementes foram acondicionadas em
sacos plasticos, tratadas com as doses descritas na Tabela 1, e homogeneizadas. J& para
0 nematicida quimico Fluensulfona, o produto foi aplicado em sulco, diretamente no
solo em uma linha paralela as sementes, para ndo haver contato entre ambos, seguindo
as recomendac0es do fabricante (Figura 2).

ApOs o tratamento de sementes, foram semeadas cinco sementes por copo,
mantendo-se o padrdo de 1 cm de profundidade de semeadura. Apds a emergéncia,
realizou-se um desbaste, mantendo como padrdo uma planta por copo. O experimento
foi repetido em duas épocas de semeadura. A avaliagdo da primeira época foi realizada
aos 30 dias apos a inoculacdo dos nematoides no solo (DAI), e a avaliagdo da segunda
época, aos 45 DAI.
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Figura 2 — Aplicacdo em sulco do nematicida Fluensulfona.

3.3  Inoculacgéo das plantas de arroz

A inoculacdo das plantas foi realizada em estadio vegetativo V3, com suspensdo
de 5000 ovos de Meloidogyne spp. por parcela, atraves de dois orificios feitos no solo,
préximo ao colo da planta.

O indculo foi obtido atraves da extracdo de ovos de nematoides de plantas de
arroz mantidas em casa de vegetacdo como fonte de in6culo, através da técnica proposta
por Hussey e Barker (1973), adaptado por Boneti e Ferraz (1981). Para isso, as raizes
foram lavadas em agua corrente, cortadas em pedacos de aproximadamente 1 cm, e
trituradas em liquidificador com solucdo de hipoclorito de sodio 0,5% por 1 minuto.
Ap0s esse procedimento, a suspensdo de raizes foi filtrada em um conjunto de peneiras
de 0,075 mm sobre 0,038 mm de abertura. Os ovos de Meloidogyne sp. retidos na
peneira de 0,038 mm foram coletados e acondicionados em béquer, com pisseta com
agua, e foi reservada a suspensao.

Posteriormente, foi adicionado caulim ao fundo de tubos Falcon para acelerar a
decantagdo do material desintegrado contendo nematoides, verteu-se a suspensdo de
ovos reservada no passo anterior e homogeneizou-se 0s tubos manualmente. Apds a
homogeneizacéo, os tubos foram alocados na centrifuga (Eppendorf, modelo 5430/5430
R) e centrifugados durante 5 minutos a 1800 rpm. Apos, descartou-se o sobrenadante
dos tubos e adicionou-se a estes, solucdo sacarose (1 L de agua/ 520 gramas de
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sacarose) para que 0s nematoides permanecessem em suspensao no sobrenadante, ja que
a solugéo de sacarose possui densidade ligeiramente menor que a densidade dos corpos
de nematoides. Novamente homogeneizou-se 0s tubos manualmente, que foram
centrifugados durante 1 minuto a 1800 rpm.

Apds isso, 0 sobrenadante foi passado na peneira de 0,038 mm, e lavado com
agua corrente. O sobrenadante retido na peneira foi reservado para a padronizagdo dos

ovos e posterior inoculacdo em orificios feitos préximos ao colo das plantas de arroz.

3.4 Avaliacbes do experimento

As avaliacbes foram realizadas aos 30 dias ap6s a inoculacdo da primeira
semeadura do arroz; e aos 45 dias ap6s a inoculacdo da segunda semeadura do arroz em
casa de vegetacdo. Para isso, as plantas foram retiradas dos respectivos copos, e as
raizes foram lavadas em &gua corrente para remocdo do solo. Posteriormente,
determinou-se o peso (g) da matéria fresca da raiz em balanga analitica de precisao.
Também foram contabilizados o nimero de galhas por grama/raiz e 0 nimero de ovos/g

raiz. A contagem de galhas foi feita manualmente (Figura 3).

Figura 3 — Raiz com galhas (A); Contador utilizado na contagem de galhas (B).

A

Para a contagem de numero de ovos/g raiz, as raizes foram cortadas em
fragmentos de aproximadamente 1 cm, trituradas em liquidificador por 1 minuto
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em solucdo de hipoclorito de sodio 0,5%, e logo, a suspensdo foi vertida em um

conjunto de peneiras de 0,075 mm sobre 0,038 mm de abertura (Figura 4).

Figura 4 — Raizes cortadas em cerca de 1 cm (A); Peneiras utilizadas (B).

Para a contagem do ndmero de ovos, usou-se o0 metodo da clarificacdo
(COOLEN; D’HERDE, 1972). Para isso, a suspenséo foi transferida para tubos Falcon,
acrescidas de Caulim e centrifugadas por 5 minutos a 1800 rpm. O sobrenadante foi
eliminado, e adicionou-se solucdo de sacarose. Em seguida, os tubos foram colocados
novamente na centrifuga (Figura 5) por 1 minuto a 1800 rpm, e o sobrenadante foi
vertido em peneira de 0,038 mm. Da suspensdo retida na peneira de 0,038 mm,
contabilizou-se o0 nimero de ovos em camara de Peters, em microscéopio estereoscéopio e

estimou-se 0 numero total de ovos presentes nas raizes das plantas.
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Figura 5 - Centrifuga utilizada.

3.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
agrupadas pelo teste de Scott-Knott (P<0,05), no software estatistico SISVAR, versdo
5.6 (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, ndo houve diferenca estatistica entre o0s
tratamentos aplicados para o controle do nematoide das galhas em arroz para a variavel
peso do sistema radicular das plantas, em nenhum dos dois experimentos avaliados
(Tabela 2).

Tabela 2 — Peso do sistema radicular (em gramas) das plantas de arroz em fungédo da
aplicagdo dos tratamentos para o controle do nematoide das galhas,
avaliados aos 30 dias ap6s a inoculacdo para a primeira época de
semeadura (Experimento 1), e aos 45 dias ap6s a inoculacdo para a

segunda época de semeadura (Experimento 2).

Tratamentos Experimento 1 Experimento 2
Fluensulfona 1,35a 11,18 a
Bacillus amyloliquefaciens isolado BV03 1,62 a 14,76 a
Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis 2,20 a 15,36 a
Bacillus methylotrophicus 2,28 a 12,53 a
Testemunha 2,73 a 18,48 a
CV(%) 46 58

Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05).
Fonte: Do autor (2019).

Os resultados obtidos nesse estudo sédo semelhantes aos obtidos por Fernandes et
al. (2013), que testaram isolados bacterianos de Bacillus spp., € observaram que ndo
houve incremento no peso da parte aérea e das raizes das plantas de feijoeiro. Além
disso, apesar de ndo haver reducdo no numero de galhas induzidas pelo nematoide, o
isolado 51 reduziu cerca de quatro vezes o numero de ovos de Meloidogyne em relagao
a testemunha.

Quanto as variaveis, namero de galhas e ovos por grama de raiz, no primeiro
experimento, apesar de ndao haver diferenca na quantidade de galhas por grama de raiz.
No segundo experimento, o tratamento com Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis
mostrou-se mais eficaz na reducéo de galhas por grama de raiz, reduzindo em 68,18% o
namero de galhas por grama de raiz. Todavia, esse tratamento ndo diferiu dos demais na

avaliacdo do experimento 1. Os resultados com maior controle no experimento 1 para
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ovos por grama de raiz foram obtidos com os tratamentos com Bacillus subtilis +
Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens isolado BV03 e Fluensulfona, que
apresentaram reducdo de 38,69%, 57,47% e 65,13%, respectivamente, de ovos por
grama de raizes. Ja no experimento 2, o tratamento mais eficaz foi com Bacillus
amyloliquefaciens isolado BV03, que teve reducédo de 77,78% no nimero de ovos por

grama de raiz(Tabela 3).

Tabela 3 - Numero de galhas por grama de raiz e nimero de ovos por grama de raiz das
plantas de arroz, em funcédo da aplicacéo dos tratamentos para o controle do
nematoide das galhas, avaliados aos 30 dias apds a inoculacéo da primeira
época de semeadura (Experimento 1), e aos 45 dias apds a inoculacdo da
segunda época de semeadura (Experimento 2).

Galhas por grama de raiz Ovos por grama de raiz

Tratamentos Experimento  Experimento 2 Experimento 1 Experimento 2
1

Bacillus subtilis +
Bacillus licheniformis 15a /a 160a 162 b
Bacillus
amyloliquefaciens 122 24Db 111a 62a
isolado BV03
Bacillus
methylotrophicus 13a 25b 210b 310b
Fluensulfona 12 a 29b 9la 287 b
Testemunha 17a 22b 261b 279 b
CV(%) 24,77 32,84 23.59 33.06
Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05).

Fonte: Do autor (2019).

Atualmente muito se estuda sobre a acdo de bactérias do género Bacillus spp. e
da espécie Pseudomonas fluorescens, que sdo procariotos promotores de crescimento.
Além disso, essas fazem parte de um grupo de bactérias reconhecidas pela agdo contra
nematoides, através da producdo de substancias tdxicas, competicdo por nutrientes
essenciais, como o ferro, e ainda, pela promogéo de crescimento vegetal, que pode agir
como um escape para a planta, tornando-a mais resistente ao ataque do patdgeno
(MOURA DE SOUZA et al., 2015).

Os principais mecanismos associados a acdo de bactérias na supressdo de
patogenos envolvem a reducdo da eclosdo de juvenis e a atratividade das raizes, em
razdo da producdo de toxinas e alteracdo dos exsudatos radiculares, aléem da inducdo de
resisténcia sistémica na planta hospedeira (SIKORA; HOFFMANN-HERGARTEN,
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1992; FERNANDES et al., 2014). Turatto (2017), ao comparar o efeito de diferentes
bactérias no controle de Meloidogyne javanica, concluiu que mesmo utilizando outras
bactérias, como Pasteuria, Pseudomonas e Streptomyces conhecidas como nematicidas,
a maior porcentagem de reducdo na ecloséo de ovos de M. javanica foi observada com o
uso de Bacillus spp. reduziu em 74% a eclosdo de juvenis desse patdgeno, enquanto
Pseudomonas spp. reduziu apenas em 54,77% a eclosdo de ovos. Isso pode ser
explicados porque os produtos a base de Bacillus spp. podem atuar como antagonistas
de espécies de Meloidogyne, podendo ser uma opg¢éo ao controle quimico para 0 manejo
desse patdégeno (VAZ, 2011). Esse antagonismo pode ocorrer pela associacdo das
proteases microbianas produzidas por espécies de Bacillus spp. que agem como fatores
de viruléncia contra os nematoides (LIAN et al., 2007). Além disso, essas bactérias
possuem a capacidade de produzir endotoxinas com carater nematicida, capazes de
interferir no ciclo de reproducdo, oviposicdo e eclosdo de juvenis dos nematoides
(MACHADO et al., 2012).

O tratamento com Bacillus amyloliquefaciens isolado BV03, obteve um menor
numero de ovos por grama de raiz (Tabela 3). Esser (2018) ao avaliar plantas de alface
tratadas com Bacillus amyloliquefaciens BV03, aos 28 dias apds a infestacdo de M.
incognita, verificou que a acdo da bactéria na reproducdo dos nematoides obteve
controle de quase 100%, que ocorreu devido a formacao de um biofilme na rizosfera da
planta, que impede a penetracdo de alguns fitonematoides e/ou interferindo na sua
reproducdo. Isso pode ser explicado porque a adesdo das bactérias na raiz da planta, leva
a formacdo de biofilmes, que sdo comunidades bacterianas, onde as células sdo
incorporadas a uma matriz de substancias poliméricas extracelulares ligadas a superficie
das raizes, levando a interacdo das bactérias com as plantas e auxiliando na competicédo
contra microrganismos deletérios, como também, formando uma barreira protetiva
contra o ataque de microrganismos patogénicos (BATISTA, 2017).

O mecanismo de reducdo de massa de ovos, € discutido por Brum (2017), que
faz uma associacao a dificuldade de desenvolvimento do nematoide e dificuldades em
obter reservas suficientes para a producao de ovos, que corrobora com a interrupgdo da
reproducdo do nematoide. Baseado nisso, possivelmente, a reducdo da massa de ovos de
Meloidogyne sp. em plantas de arroz, obtida nesse estudo pode ter ocorrido devido a um
efeito supressor, onde possivelmente ocorreu a inducéo de resisténcia na planta devido

ao tratamento de sementes com os produtos bioldgicos.
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Além disso, Berlitz et al. (2018), relataram que B. amyloliquefaciens atua na
regido radicular da planta, e modifica os exsudatos produzidos. Assim 0s nematoides
ndo identificam quimicamente a planta hospedeira e permanecem no solo, ndo
conseguindo parasitar as raizes e nem completar o seu ciclo de vida. Esser et al. (2017),
relataram que o uso de B. amyloliquefaciens no tratamento de sementes de milho
reduziu a reprodutibilidade de Pratylenchus brachyurus em até 70%. Resultados
semelhantes foram encontrados por Anastasiadis et al. (2008), que observaram que 0
uso combinado de Bacillus firmus e Paecilomyces lilacinus proporcionou reducdo no
namero de ovos nas raizes de tomate infestadas com Meloidogyne spp..

Esses resultados reforcam o controle sobre nematoides atraves de nematicidas
microbioldgicos, com bactérias. Segundo Souza Junior et al (2010), a utilizacdo de
combinacgbes de rizobactérias para microbiolizar as sementes de arroz proporcionou em
todos os tratamentos reducdo no nimero de galhas de Meloidogyne graminicola com
variacdo média de 46% em relacdo a testemunha e quatorze reduziram em média 52%
do ndmero de ovos, além de reducdo em media de 51% no fator de reproducdo do

nematoide.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os nematicidas microbiolégicos
Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens isolado BV03

reduzem o ndmero de galhas e de nimero de ovos por grama de raiz em arroz.
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