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RESUMO

Acéo de Azospirillum brasiliense na reproducéao do nematoide das

lesdes radiculares no arroz de terras altas.

O arroz é apontado como uma das plantas alimenticias mais antigas e
importantes utilizadas pelo homem, sendo um dos cereais mais produzidos no
mundo. Entretanto, variados patégenos podem ser restritos a producdo desta
cultura, entre eles, os nematoides, que se encontram esparsos por quase todas as
regides agricolas do mundo. O género Pratylenchus possui a espécie P. brachyurus
gue esta amplamente distribuido nos pais e em raizes de plantas cultivadas de
importancia econdmica. O controle dos nematoides € dificil e entre os métodos de
controle, destaca-se 0 bioldgico. Diante disso objetivou-se com o estudo avaliar a
acao de Azospirillum brasilense no controle biolégico de P. brachyurus em cultivares
de arroz. Foram obtidas sementes de arroz da variedade BRS Esmeralda e BRS
Sertaneja. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no campus da
Faculdade Evangélica de Goianésia e em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fotorial 2x4 com seis repeticées, sendo quatro niveis de inoculagdo nas
sementes com Azospirillum brasilense (0.0, 0.25, 0.5, 0.75 ml). Ap6s 15 dias da
semeadura ocorreu a inoculacdo do nematoide. A avaliacdo do experimento foi
realizada aos 30 dias apés a inoculagdo do nematoide e foram avaliados os
caracteres: numero de perfilho, peso e cumprimento de raiz e, além disso, foi
calculado o fator de reproducdo (FR) dos nematoides. , as cultivares de arroz de
terras altas BRS Esmeralda e BRS Sertaneja foram suscetiveis ao nematoide P.
brachyurus, pois, obtiveram FR o0s nematoides maior que 1. A. brasilense nao
interferiu nos caracteres agronémicos avaliados aos 45 dias apo0s a inoculacéo da
bactéria com as dosagens utilizadas no estudo e A. brasilense ndo reduziu a
penetracdo e a reproducdo do nematoide P. brachyurs nas raizes das plantas até os

30 dias apos a inoculacao de P. brachyurus.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense, Fator de Reprodugéo, Oryza Sativa,

Pratilenchus brachyurus.
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1. INTRODUCAO

O arroz é uma cultura da familia Poaceae, género Oryza, e tem em torno
de vinte espécies conhecida, porém, a mais cultivada € a espécie Oryza sativa
(BIENVENIDO, 1993). O arroz faz parte da base alimentar de praticamente todos os
paises em desenvolvimento e é apontado uma das plantas alimentares mais antigas
utilizadas pelo homem (ANGLADETTE, 1969).

Os estados maiores produtores de arroz sdo Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Tocantins, Mato Grosso e Maranh&o. O estado do Rio Grande do Sul
representa aproximadamente 75% da produgédo nacional de arroz, destacando o
arroz irrigado, a produtividade meédia nacional foi em torno de 5.984kg/ha.
(CONAB,2018).

Em Goias, a producdo de arroz € proveniente dos seguintes sistemas de
cultivo: sequeiro (arroz de terras altas), irrigados sob pivo central e irrigados por
meio de inundacdo. A producdo na ultima safra foi em torno de 92 mil toneladas,
com produtividade de 5.700 kg. ha-t (CONAB, 2018).

Esta cultura pode ser atacada por varias doencas em todo seu ciclo de
vida, os prejuizos podem chegar a 100%, dependendo da severidade do patdgeno.
Entre os patdgenos causadores de danos no arroz, estdo 0s nematoides
(FORTUNER; MERNY, 1979; SPERANDIO; AMARAL, 1994; FERRAZ, 1999;
WARDA, 2004; LUC; SIKORA; BRIDGE, 2005). No mundo, os principais nematoides
gue atacam o arroz pertencem aos géneros Meloidogyne e Pratylenchus, no
entanto, com importancia secundéaria destacam-se também espécies dos géneros
Heterodera, Hirschmanniella, Ditylenchus e Aphelenchoides (FORTUNER; MERNY,
1979). No Brasil, destacam a espécies dos géneros Meloidogyne, Aphelenchoides e
Pratylenchus (KEPENEKCI, 2013; GOULART, 2008; SPERANDIO; MONTEIRO,
1991). Para o nematoide do género Pratylenchus parasitando a cultura do arroz, sao
poucos os relatos no Brasil. No entanto, existem estudos evidenciando a ocorréncia
de espécies de Pratylenchus parasitando arroz em outros paises (PLOWRIGHT et
al., 1990; GUZMAN-HERNANDEZ et al., 2011).

A ocorréncia da espécie P. brachyurus tem ganhando destaque
principalmente em areas de cultivo de soja e de milho em regifes do Estado de Mato
Grosso e outros estados da regido Centro-Oeste. Esta regido também é a maior

produtora de arroz de terras altas no Brasil. O nematoide P. brachyurus parasitam



10

dezenas de vegetais, com foco para as Poaceas, como o0 arroz, cana de acucar,
trigo, capins de interesse zootécnico e, principalmente, o milho (FERRAZ, 1999;
CASTILLLO; VOLVLAS, 2007; ALVES, 2008; GOULART, 2008). Esses nematoides
sdo endoparasitas que parasitam raizes das plantas e destroem o tecido radicular
causando estrago na parte superficial e causando dano na parte interior das raizes,
fazendo com que essas raizes figuem vulneraveis ao ataque de outros patdgenos.
Os sintomas causados nas plantas sao facilmente confundidos com outros
patdgenos, estresse hidrico ou até mesmo deficiéncia nutricional. Porém nas raizes,
devido ele se alimentar e se locomover, ele libera uma enzimas toxicas no cortex
(parénquima) causando lesbes nas raizes. (CASTILLO; VOLVLAS, 2007).

Atualmente existem varias medidas de controle de nematoides, as mais
utilizadas sdo a rotacdo de culturas, resisténcia genética, controle quimico e
biologico (DIAS et al., 2004). Mais de 200 organismos sao inimigos naturais dos
fitonematoides como espécies de &acaros, virus, fungos e bactérias (STIRLING,
1991). O controle biolégico dos nematoides pode ser realizado interrompendo o seu
ciclo de vida ou reduzindo a sua capacidade de reproducdo (MACIEL; FERRAZ,
1996).

As bactérias colonizadoras das rizosferas sao as mais estudadas para o
controle biolégico de nematoides (TIAN et al., 2007). As bactérias dos géneros
Pseudomas, Baurkholderia, Azospirilum e Bacillus sdo facultativas e tem a
capacidade de colonizar o interior das plantas (COMPANT et al., 2005; GRAY;
SMITH, 2005; HARDOI; OVERBEEK; ELSAS, 2008). As bactérias do género
Azospirillum faz parte das BPCP - bactérias promotoras do crescimento das plantas -
e podem ser encontradas praticamente em todos os lugares do planeta
(DOBEREINER; PEDROSA, 1987; HUERGO et al., 2008). Destacam-se dentre as
diversas acdes desses microrganismos, a producdo de hormdnios que tem grandes
beneficios na evolugcéo das plantas e a morfologia das raizes, viabilizando a maior
exploracdo de volume de solo (BASHAN; HOGUIN, 1997; ZAIED et al., 2003).

Diante da necessidade de estudar a acdo das bactérias diazotroéficas,
objetivou-se com este trabalho avaliar a acdo de Azospirillum brasilense na

reproducdo de nematoides das lesdes radiculares em arroz de terras altas.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em condicdes controladas de casa de
vegetacdo, no campus experimental da Faculdade Evangélica de Goianésia FACEG,
(15° 19" 22. 12” S e 49° 08" 20.07” O). As sementes foram adquiridas através da
EMATER de Goianésia, sendo gendtipos comerciais de arroz de terras altas, BRS
Sertaneja e BRS Esmeralda, ambos indicados para o plantio em areas da regiédo
Centro Oeste. A suspensdo com as bactérias foi adquirida no laboratorio de
microbiologia da FACEG, e o inoculo com o nematoide Pratylenchus brachyurus foi
obtido de raizes de milho infestadas com o nematoide e mantidos em vasos em local
com piso cimentado em uma propriedade rural no municipio de Nova Gloria, Goias.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x4, sendo dois genétipos de arroz e quatro niveis de inoculagédo
com Azospirillum brasilense (0.0; 0.25; 0.5 e 0,75 ml) e seis repeti¢cdes. A inoculacéo
de A. brasilense foi realizada diretamente na semente com o auxilio de uma pipeta
dosadora.

As parcelas do experimento foram constituidas por vasos plasticos com
capacidade para 2L, que foram preenchidos com substrato comercial, areia e solo
na proporcao de 1:1:1 ndo esterilizados. O solo foi obtido de area de cerrado e feito
analise nematologica conforme metodologia proposta por Jenkins (1964), a areia e 0
substrato comercial foram obtidos no comércio local.

Apods a inoculacdo do A. brasiliense na semente, as mesmas foram
agitadas em uma embalagem plastica pequena para a mistura do A. brasiliense na
semente. A agitacdo foi realizada por um minuto e posteriormente deixada
descansar por mais nove minutos. Imediatamente ap0s a inoculacdo, as sementes
foram semeadas nos vasos (10 de marco de 2018). Utilizou-se 15 sementes
inoculadas com A. brasilense por vaso (parcela). Utilizou-se adubacdo com 30
gramas por vaso da formula NPK (4-30-10). Assim que houve a germinacdo das
sementes foi realizado um desbaste deixando seis plantas de arroz por vaso. Apos
15 dias foi realizado uma adubacéo de cobertura com 10 gramas do adubo N.P.K
(20-0-20) . Além da adubacao, os tratos culturais consistiram de regas realizadas
duas vezes por dia utilizando um regador manual. Um dia antes de finalizar o

experimento, a irrigacao foi suspensa para facilitar a remogao do solo e das raizes.
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Como planta indicadora da viabilidade do inoculo do nematoide foi
utilizado o milho cultivar LG 3055 PRO 2. Foram semeadas 10 sementes por vasos,
e apos a germinacao foi feito o desbaste e deixado apenas cinco plantas por vaso. A
inoculacdo com o nematoide foi realizada aos 15 dias ap6s a semeadura (DAS),
guando as plantas (arroz e milho) apresentavam sistema radicular desenvolvido. A
inoculagcdo foi realizada com a suspengdo contendo aproximadamente 540
espécimes de P. brachyurus (adultos e juvenis). A aplicacao foi feita em um orificio
de 02 cm de profundidade préximo ao colo das plantulas.

A avaliagédo do experimento foi realizada 30 dias apds a inoculacdo (DAI)
do nematoide. As plantas foram arrancadas dos vasos, a parte aérea e as raizes
foram separadas, acondicionadas em sacos plasticos e levadas para o laboratério
de microbiologia do solo da FACEG para as avaliagdes. Para a parte area foram
realizadas as seguintes avaliagcfes: peso fresco (g), contagem do nimero de perfilho
(n) e comprimento das plantas, que foi considerado a medida da insergdo das raizes
até o final do colmo principal (cm). As raizes foram pesadas em uma balanca
analitica, as mesmas foram mensuradas o seu comprimento com o auxilio de uma
fita métrica.

Para a extracdo dos nematoides, as raizes foram lavadas em agua
corrente para a eliminacdo de possiveis restos de solo e deixadas sobre toalhas de
papel, para a eliminacdo do excesso de agua. Em seguida, com o auxilio de uma
tesoura foram realizadas cortes em torno de dois centimetros de comprimento.
Posteriormente, as raizes foram trituradas em liquidificador contendo 250 ml de agua
por 30 segundos.

A suspensao obtida no liquidificador foi vertida em uma peneira com
malha de 100 “mesch” sobreposta uma a uma 400 “mesch”. Os residuos que ficaram
retidos na peneira de 100 “mesch” foram descartados e os possiveis nematoides
contidos na peneira de 400 “mesch” foram recolhidos e transferidos para um
recipiente. As amostras contidas nos recipientes foram levadas para o laboratorio
de microscopia da FACEG e conservadas em geladeira até o0 momento das leituras
para quantificacdo dos nematoides.

A identificagc&o e quantificacdo dos fitonematoides foram realizadas com o
auxilio de microscopio 6pticos utilizando-se uma camara de Peters. A identificacdo

das espécies de Pratylenchus referente ao experimento foi realizada analisando-se
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dez amostras aleatoriamente, identificando-se ao acaso dez individuos de cada
amostra.

O fator de reproducdo (FR) dos nematoides em cada cultivar, foi
calculado pela razédo entre a populacéo final e a inicial (Pf/Pi) segundo Oostenbrink
(1966). A populacéo inicial considerada foi a concentracdo do inoculo de 540
espécimes por vaso e a populacédo final, o total de nematoides obtidos da extracdo
das raizes aos 30 dias.

Os dados do experimento foram submetidos a testes de normalidade e
homogeneidade de variancia. Uma vez atendidas as pressuposi¢cdo estatisticas, foi
realizada andlise de variancia com teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade
para as variaveis analisadas. Essas analises foram implementadas no aplicativo
computacional R (1999). Os testes estatisticos foram realizados com dados
transformados em log x segundo Box & Cox (1964) para as variaveis quantidades de
perfilho e fator de reprodugéo (FR).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As duas cultivares avaliadas (Tabela 1) foram suscetiveis a P. brachyurus,
pois, ambas apresentaram FR maiores que 01. Observa-se que a cultivar BRS
Esmeralda teve menor FR e, além disso, apresentou maior comprimento e peso de
raiz quando comparado a cultivar BRS Sertaneja aos 30 dias apos a inoculagéo do

nematoide.

Tabela 1. Caracteres agrondmicos avaliados de arroz de terras altas (nimero de
perfilho, comprimento e peso da raiz) e fator de Reproducédo (FR) do nematoide.

Variaveis analisadas

Cultivar Perfilho(n)2  Comprimento de raiz(cm) Peso de raiz(g) FR2
Esmerada 10,29 a 27.58 a 6.49 a 1,74 a
Sertaneja 9,58 a 19.75b 481b 2,74 a
1CV% 16 18 35 17

Doses de Azospirillum brasilense

0 ml 9,75a 25,17 a 5,94 a 2,24 a
0.25 ml 9,83 a 23,75 a 5,18 a 1,71 a
0.5 ml 9,58 a 22,08 a 6,07 a 2,45 a
0.75 ml 10,58 a 23,67 a 539a 2,57 a
1ICV% 16 18 35 17

As médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. 1Coeficiente de variacao.

A suscetibilidade da cultura do arroz ao nematoide P. brachyurus ja foi
observada em outros estudos. Plowright et al., (1990) mostraram a patogenicidade
do género Pratylenchus, espécie P. zeae para a cultura do arroz quando comparou
areas tratadas com nematicidas com areas ndo tratadas. Nesse estudo ficou
demonstrado que, quando n&o ocorreu a aplicagcdo dos nematicidas, a perda de
producédo do arroz chegou a 29%.

Rios (2014) observou a suscetibilidade de todas as cultivares de arroz de

terras altas avaliadas ao nematoide P. brachyurus. Realizou estudos em casa de



15

vegetacado e, em campo naturalmente infestado. As cultivares BRS Sertaneja e BRS
Esmeralda foram altamente suscetiveis a P. brachyurus apresentando FR de 41
para ambas as cultivares aos 76 dias apds a inoculacdo no estudo em condicbes
controladas e, densidade populacional de 2237 e 2782 espécimes por 10 gramas de
raizes, respectivamente e aos 86 dias apdés a semeadura em propriedade no
municipio de Campinorte, Goias.

A inoculagdo de A. brasilense ndo apresentou diferenca significativa
(p<0,05) para as variaveis analisadas (numero de perfilho, comprimento e peso de
raizes e fator de reproducdo do nematoide) aos 30 dias ap6s a semeadura das
sementes de arroz (Tabela 1). Desta forma, as doses de A. brasilense utilizadas no
estudo nédo interferiram nos caracteres agronémicos das plantas de arroz e também
nao interferiu na penetracao e reproducédo do nematoide.

Alguns resultados corroboraram com os resultados do presente estudo.
Vaz et al (2011), através do seu trabalho realizado em casa de vegetacdo, com a
cultura de tomateiro, genétipo Santa Clara, inoculacdo das sementes com a bactéria
B. subtilis e 2.500 ovos dos nematoides M. javanica e M. incognita por vaso, nao
observaram reducdo de ovos e galhas dos nematoides nas raizes do tomateiro nem
tdo pouco diferenca nos caracteres agronémicos avaliados.

Silva (2004) avaliou em condigdes controladas, a influéncia de
Azospirillum lipoferium (BR11001) no controle de M. incognita na cultura do
algodoeiro. As avaliacbes foram realizadas a cada 15 dias a partir do 30° dia de
semeadura (30, 45, 60 e 75 dias apdés a semeadura). Para a avaliacao aos 30 dias
apos a semeadura nao houve reducado do fator de reproducdo do nematoide, Nas
avaliagBes apoés 45 dias de semeadura, a bactéria A. lipoferium reduziu o fator de
reproducao do nematoide M. incégnita.

Com relacdo a reproducdo dos nematoides, resultados diferentes foram
encontrados por Ludwig; Moura; Gomes, (2013) que avaliaram in vitro e em casa de
vegetacao o potencial de oito isolados de rizobacterias: Pseudomonas synxantha; P.
fluorescens; DFs306 (ndo identificado); Bacillus sp.; Bacillus subtilis e
Stenotrophomonas molthophilia no controle de M. graminicola em cultivares de
arroz irrigado. Aos cinquenta dias apds a inoculacdo do nematoide foi realizada a
avaliacdo. No estudo, todos os tratamentos com rizobacterias tiveram a reducgéo de

27% dos ovos maduros e reducéo do fator de reprodugéo do nematoide.
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Sousa et al., (2010) demonstraram através de seu estudo em condi¢des
controladas, a eficacia das rizobacterias no controle de M. graminicola na cultura de
arroz, cultivar EL Passo L 144. Os isolados de rizobacterias utlizadas foram:
DFs185; DFs223; DFs 416; DFs 418, DFs 306 (ndo identificado) e as bactérias
Pseudonomas synxantha; P. fluorescens; Bacillus sp. Os tratamentos foram a
utilizacdo das bactérias sozinhas ou em combinacdes. A avaliacdo foi aos 50 dias de
inoculacdo do nematoide. Todos os tratamentos com as associacfes das bactérias
reduziram o numero de galhas de M. graminicola.

Araujo; Marchesi (2009) avaliaram o efeito da bactéria Bacillus subtilis no
controle do nematoide Meloidogyne spp. na cultura do tomateiro (cultivar Santa
Clara), o experimento foi realizado em condi¢des controladas de casa de vegetacao
e com solo naturalmente infestadas pelo nematoide com 400 juvenis e 500 ovos do
nematoide. As plantas foram inoculadas com 0.5g de Bacillus subtilis. A avaliacéo foi
realizada aos 85 dias apos o transplante do tomate. Os resultados demostraram
reducdo do numero de nematoides e aumentou o peso das raizes, demostrando
assim que a bactéria utilizada além de promover o crescimento radicular da planta
também teve um bom desempenho na redugcéo do nematoide.

No presente estudo, também foram observadas interferéncia (p<0,05),
das bactérias nos caracteres agrondmicos avaliados (tabela 1) possivelmente pelo
pouco tempo de avaliacdo do experimento, de apenas 45 dias apés a inoculacao da
bactéria.

A eficiéncia da bactéria Azospirillum brasiliense no desenvolvimento das
raizes de plantas pode ser observada em outras pesquisas. Oliveira, Arruda, Bach
(2004) avaliaram o diametro e tamanho das raizes primarias e secundarias de trigo e
cevada quando inoculadas com as bactérias A. brasiliense em condi¢fes in vitro,
onde as sementes e a suspenc¢do contendo bactérias foram inseridos em tubos de
ensaio. As sementes tratadas com o A. brasiliense desenvolveu menor nimero de
raizes secundarias e maior superficie de contato, e também duas raizes mais
grossas sendo como as principais, enquanto que as plantas-controle desenvolveu
maior quantidade de raizes secundarias desordenadas e mais finas.

Ferreira, Knupp & Mart-Didonet (2014) observaram em condicGes
controladas, a eficiéncia das bactérias promotoras do crescimento de plantas,
Burkholderia spp. Pseudomonas spp. Rhizobium spp. sozinhas ou em combinacdes

no desenvolvimento de raizes de seis cultivares de arroz BRS Bonanga , BRS
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Aimoré, BRS Talento, BRSMG Curinga , Japonés e Bolinha. Para todos os
caracteres avaliados foi observado incremento do comprimento de raizes e massa
fresca de raizes quando as plantas foram inoculadas as bactérias.

Estudos realizados por Guimardes et al. (2011), com Brachiaria
decumbens em condi¢cBes controladas demonstraram a eficiéncia de Azospirillum
spp no desenvolvimento das plantas da forrageira. Foram utilizados nove isolados
da bactéria, uma testemunha nitrogenada com (200 mg dm= na forma de ureia) e
uma testemunha absoluta. Observou-se aumento da massa seca de raiz nos
tratamentos com a bactéria.

De acordo com os estudos realizados com a associacao de diferentes
tipos plantas, nematoides e bactérias, observa-se que as bactérias podem reduzir a
reproducdo dos nematoides nas raizes das plantas, no entanto, esse efeito foi
observado quando as avaliagbes foram realizadas com tempo maior que 30 dias
apos a inoculagdo do nematoide nas raizes das plantas. Assim, é importante
continuar os estudos com a associacdo de plantas de arroz e a bactéria A.
brasilense com experimentos mais longos e avaliacdes acima de 60 dias, para obter
melhor efeito da reducdo do nematoide P. brachyurus pela bactéria. Esse estudo é
importante, visto que, essa cultura é suscetivel a essa espécie de nematoide e 0s
trabalhos realizados com esse patossistema ainda € escasso no Brasil.

Nos ultimos anos é observada em areas agricultaveis, principalmente na
regido dos Cerrados, a ocorréncia desse nematoide em area com rotacdo de
culturas em que uma das culturas € o milho, soja ou o arroz de terras altas, ambas
sendo culturas hospedeiras desse nematoide.

O arroz de terras altas tem sido cultivado em é&reas de pastagens
degradadas de braquiarias ou em rotacdo com soja ou milho, principalmente na
regido dos Cerrados. Esses nematoides atacam preferencialmente plantas da familia
das poaceas como milho, pastagens, arroz, cana de acglcar (GUIMARAES et al.,
2003b; MACEDO, 2009; KARAM et al., 2009).
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4. CONCLUSOES

A. brasilense nao interferiu nos caracteres agrondmicos avaliados aos 45
dias ap0s a inoculacédo da bactéria com as dosagens utilizadas no estudo.

As cultivares de arroz de terras altas BRS Esmeralda e BRS Sertaneja
foram suscetiveis ao nematoide P. brachyurus.

A. brasilense ndo reduziu a penetragdo e a reproducdo do nematoide P.
brachyurs nas raizes das plantas até os 30 dias apés a inoculacdo de P. brachyurus.
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