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ACAO DO PRODUTO BIQLOGICO Nem-Out™ NA ECLOSAO, MORTALIDADE E NA
REPRODUCAO DE Meloidogyne incognita NO TOMATEIRO

RESUMO

Os nematoides das galhas € um dos principais patégenos causadores de doencgas na cultura do
tomateiro. O controle biolégico com agentes antagonista tem sido pesquisado visando aumentar a
eficiéncia do controle dos nematoides. Assim, objetivou-se avaliar diferentes concentragbes do
produto comercial Nem-Out™ sobre a eclosdo, mortalidade e na reproducdo de Meloidogyne
incognita em tomateiro, sob duas formas de aplicagdo do produto. Para avaliar a acdo do produto
foram preparadas diferentes concentragdes diluidas em agua a saber: 1,25; 2,5; 5; 10; 20 e 40 g L.
A seguir, ovos de M. incognita foram colocados em camara de eclosdo contendo solugdes das
diferentes concentragdes e mantidas em sala a temperatura ambiente. A primeira leitura do numero
de juvenis do segundo estadio (J2) de M. incognita eclodidos foi feita 48 horas e as demais a cada 24
horas por 14 dias. Ovos mantidos em agua foram considerados como testemunha. Para avaliar a
mortalidade, os J2 de M. incognita foram expostos nas mesmas concentragdes por 24 horas. Apods
esse periodo, eliminou as solugdes e realizou a contagem do niumero de J2 moveis e imdveis. Os J2
que permaneceram imoveis apos 12 horas em agua foram considerados mortos. No estudo da agéo
do produto biolégico na redugdo populacional de M. incognita em tomateiro usou as concentragbes
mencionadas e duas formas de aplicacdo (via irrigacdo e cova). Nas mudas de tomateiro foram
inoculados 3.692 ovos de M. incognita. As avaliagbes de infectividade e reproducao foram feitas trinta
dias ap6s a inoculagédo. Observou-se reducgdo significativa na eclosdo dos J2 de M. incognita nas
concentragoes de 20 e 40 g L. A partir da concentracdo de 5 g L' houve menor motilidade e maior
mortalidade dos J2, causando 92% de mortalidade nesta concentragdo. A infectividade e a
reproducdo de M. incognita foram influenciadas significativamente pelo efeito da interagdo entre
concentragdes e forma de aplicagdo do produto. O aumento das concentragbes do Nem-Out™
resultou em crescimento linear do FR na aplicagdo via superficie, enquanto na aplicagdo via cova
houve efeito quadratico com o aumento das concentragdes. As concentragbes de 1,25 e 2,5 g L'
aplicadas via superficie proporcionaram menor numero de ovos/ g de raiz. A aplicagdo do produto
biolégico na superficie proporcionou maior massa do sistema radicular, independente da
concentracdo. O produto biolégico possui acdo nematicida e na promogéo do crescimento do sistema
radicular.

Palavras chave: Nematoides das galhas, Bacillus spp., Trichoderma longibrachiatum, enzimas,
controle biolégico.



ACTION OF THE BIOLOGICAL PRODUCT Nem-Out™ IN ECLOSION, MORTALITY AND
REPRODUCTION OF Meloidogyne incognita IN TOMATO

ABSTRACT

Root-knot nematodes are one of the main pathogens that cause diseases in the tomato crop.
Biological control with antagonistic agents has been investigated aiming to increase the nematoid
control efficiency. Thus, the objective of this study was to evaluate different concentrations of the
commercial product Nem-OutTM on hatching, mortality and reproduction of Meloidogyne incognita in
tomato, under two forms of application this product. To evaluate the action of the product, dilutions
were made in water to obtain the following concentrations: 1.25; 2.5; 5; 10; 20 and 40 g L'. Eggs of M.
incognita were placed in hatch chamber containing solutions of the different concentrations and kept in
room at room temperature. The number of juveniles of the second stage (J2) of M. incognita hatched
was done 48 hours and the others readings every 24 hours for 14 days. Eggs kept in water were
considered as controls. To assess mortality, J2 of M. incognita were exposed at the same
concentrations for 24 hours. After this period, the solutions were eliminated and counted the number
of J2 mobile and immobile. The J2 that remained immobile after 12 hours in water were considered
dead. In the study of the action of the biological product in the population reduction of M. incognita in
tomato used the mentioned concentrations and two forms of application (via irrigation and pit). In
tomato seedlings were inoculated 3,692 eggs of M. incognita. Infectivity and reproduction evaluations
were done thirty days after inoculation. There was a significant reduction in the hatching of J2 of M.
incognita at concentrations of 20 and 40 g L-1. Observed a significant reduction in the hatching of J2
of M. inocgnita at the concentrations of 20 and 40 g L-'. From the concentration of 5 g L-! there was
less motility and higher J2 mortality, causing a 92% mortality at this concentration. The infectivity and
reproduction of M. incognita were significantly influenced by the effect of the interaction between
concentrations and the application of the product. In the surface application, the increase of the
concentrations of the Nem-Out™ resulted in linear growth of the FR, whereas in the application
through the pit there was a quadratic effect with the increase of the concentrations. Concentrations of
1.25 and 2.5 g L' applied via the surface provided lower number of eggs per gram of root. The
application of the biological product on the surface provided a larger mass of the root system,
regardless of the concentration. The biological product has nematicidal action and the promotion of
root system growth.

Key words: Root-knot nematodes, Bacillus spp., Trichoderma longibrachiatum, enzymes, biological
control.



Gréfico 1-

Gréfico 2-

Gréafico 3-

Gréfico 4-

Gréafico 5-

Gréafico 6-

Grafico 7-

LISTA DE ILUSTRAGOES

Porcentagem de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita
eclodidos apds exposicdo dos ovos a diferentes concentragdes do produtor
comercial Nem-Out™ por 14 dias. Barras seguidas da mesma letra nédo
diferenciam entre si pelo teste Kruskal-Wallis...............oooiiieeee e

Porcentagem de motilidade (A) e mortalidade (B) de juvenis do segundo estadio
(J2) de Meloidogyne incognita apos exposicdo a diferentes concentragdes do
produtor comercial Nem-Out™. Barras seguidas da mesma letra ndo diferenciam
entre si pelo teste Kruskal-Wallis...............oooriiiiiie e

Massa do sistema radicular de tomateiro em funcédo de diferentes concentragbes
Lo L= 3 NV =Y 0 O 1T LR

Numero de galhas de Meloidogyne incognita por grama de raiz de tomateiro em
funcdo de diferentes concentracdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagdo. **
Significativo @ 1% Pelo tESEE t.......coii i

Numero de massa de ovos de Meloidogyne incognita por grama de raiz de
tomateiro em fungdo de diferentes concentragdes de Nem-Out ™ e do tipo de
aplicagdo. ** Significativo a 1% pelo teste t. ..o

Numero de ovos de Meloidogyne incognita por grama de raiz de tomateiro em
funcdo de diferentes concentracoes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagdo. **
Significativo @ 1% peloteste to..... e i

Fator de reproducédo de Meloidogyne incognita em raiz de tomateiro em funcéo de
diferentes concentragdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagdo. ** Significativo a
T% PEIO EESTE L. e a e

30

31

34

35

36

38



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Valores médios + erro padrdo da massa do sistema radicular, infectividade
e fator de reproducéo (FR) de Meloidogyne incognita em tomateiro em fungao das
diferentes concentragdes de Nem-Out ™ e tipo de aplicagao..............ccoceevveereeenneennen.

Tabela 2 - Valores médios do numero de galhas de Meloidogyne incognita por grama de raiz
de tomateiro em fungado de diferentes concentracdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagao.

Tabela 3 - Valores médios do niumero de massa de ovos de Meloidogyne incognita por
grama de raiz de tomateiro em fungdo de diferentes concentragées de Nem-Out ™ e do tipo
Lo LT T o] LTe=To= Lo T PRSP

Tabela 4 - Valores médios do numero de ovos de Meloidogyne incognita por grama de raiz
de tomateiro em fungao de diferentes concentragdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagéo...

Tabela 5 - Valores médios do fator de reprodugdo de Meloidogyne incognita em tomateiro
em fungdo de diferentes concentracdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagdo..........c..ccceeuee..

34

35

36

37



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

J2 Juvenil do segundo estadio

DIC Delineamento inteiramente casualizado
UFC Unidades Formadoras de colbnias

FR Fator de Reprodugéao

9 Gramas

°C Graus Celsius

piv Peso por volume

um Micra ou milésima parte do milimetro
mL Mililitros

gL’ Gramas por mililitros



APENDICE

Tabela 1 - Resumo da Analise de Variancia das médias da massa radicular de tomateiro, N°
de galhas, N° de massa de ovos, N° de ovos e fator de reprodu¢do de Meloidogyne
incognita, em fungao de concentragdes de Nem-Out TM e do tipo de aplicagéo.......................

Quadro 1 - Saida do resultado da analise de varidncia da porcentagem de juvenis do
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita eclodidos apds exposicdo dos ovos a
diferentes concentragbes do produtor comercial Nem-OutTM por 14 dias (Software R.
RV =T To T T T I TSR

Quadro 2 - Saida do resultado da analise de variancia da porcentagem de motilidade e
mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne inocgnita em diferentes
concentragdes do produto comercial Nem-OutTM por 14 dias (Software R. Verséo 3.5.1.)......

53

54

55



SUMARIO

CAPITULO 1 — REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUGAO. ... 14
2 REVISAO DE LITERATURA........c.ooooouiummiiimmenemeesssesssessssssssssssssssssnassenns 15
2.1 A cultura do tomateiro e os nematoides das galhas.............cc.ccccoeieiiiiiinnns 15
22 Controle bioldgico de Meloidogyne spp. com bactérias ...............cocceeeeeenen 16
2.2.1 Acao de enzimas produzidas por bactérias sobre nematoide.......................... 19
2.3 Controle biolégico de Meloidogyne spp. com Trichoderma sp.............cccuu..... 22
24 Produto biolégico a base de NemOut™ no controle de nematoide ................. 23
3 OBUETIVOS ...ttt sttt ettt et e te et e smee e nne e e e e neee e 25
3.1 ODJELIVO GETAI ....eiiiiiiiiee e 25
3.2 ODbjetivos €SPECITICOS. ... ..uuiiiiiiiiiie s 25

CAPITULO 2 - AGAO DO PRODUTO BIOLOGICO Nem-Out™ NA ECLOSAO,
MORTALIDADE E NA REPRODUGAO DE Meloidogyne incognita NO TOMATEIRO

1 1N 13 {070 U LY o 2N 26
2 MATERIAL E METODOS.........coooimiieeeee et 27
2.1 Obtengao de mudas de tomateiro............uveuuiiiiiiiiii e 27
2.2 Identificagdo e multiplicacdo de Meloidogyne incognita................ccccoueeeeeeniiinennnnnne. 27
23 Obtencéo de ovos e juvenis do segundo estadio de Meloidogyne incognita ............ 27
24 Instalagao e avaliagdo dos exXperimentos...........ccoooeeiiiiiiiiiiiiiiee e 28
2.5 Analise estatistiCa...............c.oooooiiii 29
3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ...........cooiiieiieee e 30
3.1 Ecloséo e na mortalidade de JUVENIS............ooiiiiiiiiiiii e 30
3.2 Infectividade e reproducao de M. incognita em tomateiro............ccccvveeeeeeeeeeeiiceccnnns 33
4 CONCLUSOES.........oooieeeeeeeeeeeeeeee et n s en e ananes 41
5 REFERENCIAS. ..ottt 43

APENDICE . ..... .o 53



14

CAPITULO 1: REFERENCIAL TEORICO

1. INTRODUGAO

O tomateiro € uma planta originaria nos Andes, de regiao que envolve o Peru, Bolivia e Equador
(FILGUEIRA, 2000). E uma das hortalicas-fruto mais importante no mundo pela sua versatilidade do
uso, seja in natura ou industrializado. O fruto é boa fonte de acido félico, vitamina C e potassio
(FONTES E SILVA, 2005).

Apesar de sua origem Sul Americana, o consumo de tomate no Brasil foi introduzido no Brasil no
século XIX pelos imigrantes europeus, ja amplamente consumido nos seus lugares de origem
(FILGUEIRA, 2000).

O tomateiro pertence a familia Solanaceae e nome cientifico inicialmente foi dado por Lineaus
como sendo Solanum lycopersicon. Ja Miller em 1754 como sendo Lycopersicon sculentum, por
considerar o tomate pertencente ao género diferente do Solanum. Entretanto, atualmente
considerando as bases de estudos filogenéticos usando sequéncias de DNA e estudos mais
aprofundados da morfologia e distribuicdo de plantas, ha uma aceitacdo do binémio Solanum
lycopersicon, por pertencer ao género Solanum (Peralta et al., 2006).

No meio agricola, o tomateiro é considerado uma das plantas mais afetadas por doengas, o que
leva a drastica redugcédo da produgdo de frutos. Dentre os problemas fitossanitarios do tomateiro
destacam-se os nematoides, especialmente os causadores de galhas. Das quatro espécies mais
importantes que atacam a cultura do tomate, o Meloidogyne incognita € o de maior ocorréncia no
Brasil (FILGUEIRA, 2000).

Dentre as principais formas de manejo de nematoide na cultura estd o controle bioldgico.
Enzimas produzidas por bactérias (Bacillus sp.) e fungos (Trichoderma sp.) podem interferir no ciclo
de vida e/ou no comportamento dos fitonematoides, reduzindo assim sua densidade populacional.
Deste modo, produtos que contenham agentes antagonistas e/ou substancias produzidas por estes
agentes tem potencial para o controle dos nematoides de galhas. O aditivo para compostagem Nem-
Out™ possui em sua composigdo basica enzimas (proteases, pectinases, celulases, xilanases) e
microrganismos (Bacillus subtilis, B. licheniformes, Trichoderma longibrachiatum) presentes em sua
formulacdo, os quais agem proporcionando a decomposi¢do do tecido vegetal e na adequagéo da
flora microbiana do processo de compostagem e/ou em microorganimos da rizosfera. Partindo deste
principio, o produto comercial supracitado tem potencial para o controle populagcdo de nematoides de
galhas na rizosfera do tomateiro.

Sao0 poucos os estudos que avaliam a atuagdo e eficacia do aditivo Nem-Out™ na populagéo da
rizosfera de plantas de tomate. Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de
concentragdes do produto comercial Nem-Out™ na eclosdo, mortalidade e na reprodugéo de juvenis

do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita em tomateiro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do tomateiro e nematoide das galhas

O tomateiro (Solanum lycopersicon L.), originario da América do Sul, € uma planta da familia
Solanaceae. E considerado um alimento importante na nutrigdo humana. O fruto é rico em agua,
aproximadamente 94%, sendo que nos 6% correspondente a matéria seca encontram-se acgucares
(glucose e frutose), solidos insollveis em alcool (proteinas, substancias pécticas, hemicelulose e
celulose), acidos organicos (acido citrico e malico), minerais e vitaminas, especialmente as vitaminas
A e C (FILGUEIRA, 2000).

O tomateiro € uma das principais hortalicas cultivadas mundialmente. Segundo dados da
FAOSTAT (2018), a China é o pais com maior area colhida no mundo (1.003.992 ha) com uma
quantidade produzida de 56.423.811 toneladas de tomate. Entretanto, a maior produtividade é de
507,04 toneladas alcangada da Holanda. No Brasil, 9° maior produtor de tomate no mundo, a
producdo total em 2016 foi de 4.169.447 toneladas. Os Estados brasileiros de Sdo Paulo, Goias e
Minas Gerais sao os maiores produtores de tomate (IBGE, 2017).

A cultura do tomateiro € uma das mais atacadas por doencas na agricultura, o que pode
influenciar enormemente a produgédo de frutos em quantidade e qualidade. Dentre os problemas
fitossanitarios do tomateiro destacam-se os nematoides por serem a causa de grandes perdas nas
lavouras de tomate no Brasil. Dentre os fitonematoides, dois grupos se destacam por serem bastante
comuns nas areas brasileiras: Meloidogyne e Pratylenchus, sendo que o primeiro provoca galhas nas
raizes e ocorre na maioria dos plantios intensivos de tomate e de outras hortali¢cas, interferindo na
absorc¢ao de 4gua e de nutrientes na planta (EMBRAPA, 2003).

Quatro espécies do género Meloidogyne se destacam como causadoras de galhas nos
tomateiros: M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla. As duas primeiras sao as de ocorréncia
comuns no territério brasileiro com maior nimero de hospedeiros entre as hortaligas. Todavia, outra
espécie, M. enterolobii (Sin. M. mayaguensis) foi registrada no Estado de S&o Paulo como causadora
de danos econdmicos a diversas espécies olericolas, entre elas o tomateiro (CARNEIRO et al., 2006).

A densidade populacional de nematoide é fortemente influenciada pelo cultivo sucessivo da
cultura numa mesma area, o que € uma caractéristica nas areas de plantio de tomateiro. FILGUEIRA
(2000) recomenda fazer a rotagédo de culturas por 3 a 5 anos com culturas ndo solanaceas com o
objetivo de reduzir a populagdo de nematoides no solo. Outras medidas de controle é o uso de
cultivares resistentes. O melhoramento genético no tomateiro resultou no desenvolvimento de
cultivares com resisténcia a nematoides com M. javanica, M. incognita e M. arenaria. Todavia, essas
variedades de tomateiro ndo s&o resistentes ao M. enterolobii (GUIMARAES et al., 2003). Rosa et al.
(2014) ao estudar a reagdo de dois gendtipos experimentais e dez hibridos de tomateiro a M.
enterolobii concluiu que todos esses materiais sdo sensiveis a esta espécie de nematoide. Assim, o
cultivo de tomateiro em area com histérico de M. enterolobii constitui em sério risco de perda de
produtividade. Outras medidas de controle de nematoides s&o o uso do controle quimico e agentes
antagonistas, dentre outros.
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Segundo Agrios (2004), o ciclo de vida do nematoide, considerando a fase de ovo até a fase
adulta, varia de 28 a 70 dias, dependendo da temperatura, sendo que no inverno o ciclo € maior. O
ciclo de vida tem inicio com o ovo, inicialmente com uma célula apenas e que depois de varias
mitoses ocorre o desenvolvimento do embrido e, consequentemente, a formagado do juvenil do
primeiro estadio. O juvenil do segundo estadio se forma apds a primeira ecdise. Apds eclosao, o
juvenil do segundo estadio (J2) migra do solo para as raizes do tomateiro, penetrando atras da coifa
até atingir o sistema radicular da planta. Ainda na fase juvenil do segundo estagio existe células do
primérdio sexual, diferenciando-se em machos e fémeas, apds o processo de parasitismos no
hospedeiro. Apos 4 ecdises, ocorre a fase adulta, sendo o macho com formato filiforme, enquanto
que a fémea tem formato piriforme, sendo capaz de ovopositar até 2580 ovos (CAMPOS, 2000).

Os sintomas tipicos causados pelo nematoide do género Meloidogyne séo engrossamentos
das raizes (galhas), o que dificulta a translocacdo de agua e nutrientes para a parte aerea das
plantas, como consequéncia, resultam no amarelecimento, murcha e morte da planta, além de abrir
portas de entrada para outros patéogenos do solo (FILGUEIRA, 2000). A galha é resultado de
hipertrofia e hiperplasia celular, iniciada poucas horas apds a penetracdo dos J2 e estabelecimento

do parasistismo.

2.2 Controle biolégico de Meloidogyne spp. com bactérias

Um dos maiores enfoques dos estudos de bactérias antagénicas a nematoides tem sido no
género Pasteuria, cujo primeiro relato foi feito no inicio do século passado. Observa-se, desde entao,
um numero relativamente grande de trabalhos realizados com esse género, visando ao controle
biolégico de fitonematdides. Na década de 90, a grande dificuldade de producdo massal de
endosporos, Pasteuria spp era o entrave para o emprego comercial (Campos et al.,, 1998;
Norinsuisansho Nogyo Kenkyu, 2001). No entanto, hoje este problema foi sanado e temos produtos
com formulagéoa base de Pasteuria sp. sendo comercializado pela empresa Syngenta.

O termo rizobactéria é usualmente empregado para bactérias de solo adaptadas a regido da
rizosfera. No entanto, como ha varios relatos de que tais microrganismos s&o capazes de colonizar
desde a superficie até o cortex da raiz (Sturz, 1995), o termo rizobactéria estara sendo empregado
aqui para especificar qualquer bactéria obtida da parte externa da raiz ou cujo método empregado no
seu isolamento ndo permita especificar se as suas coldénias se encontravam na parte externa ou
interna das raizes. Quanto as bactérias endofiticas, em principio séo todas aquelas que passam todo
0 seu ciclo de vida ou parte dele no interior dos tecidos vegetais e que aparentemente ndo acarretam
qualquer sintoma de doengas. Conforme a definicdo de bactérias endofiticas, muitas delas poderao
também ser encaradas como rizobactérias e vice-versa.

Em principio, pode-se dividir as rizobactérias em filamentosas (actinomicetos) e nao
filamentosas. Em geral, observa-se que aquelas com caracteristica ndo filamentosa podem ser
isoladas e cultivadas em meios de cultura com relativa facilidade, o que permite o uso de tais
microrganismos para a produc¢do de substancias biologicamente ativas. Os primeiros trabalhos na
area de nematoides, com 244 isolados de rizobactérias, permitiram observar que 12% desses

microrganismos apresentavam algum efeito antagdnico a Meloidogyne incognita (Campos et al.,
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1998). Também existe evidéncia de controle dos nematoides Meloidogyne spp. em banana, milho e
tomate, através do emprego das rizobactérias Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida
(Aalten et al., 1998).

Em alguns estudos com bactérias do género Bacillus foram obtidos resultados tdo bons que
os autores decidiram patentear a combinagao de Bacillus thuringiensis e B. sphaericus, denominada
NOVO-BIOTECH-7996, para o controle de fitonematoides (Bchir & Bchir, 2000). Analogamente, o uso
de Bacillus firmus (Feldman et al., 1999) e da combinacdo de B. firmus e B. cereus (Peleg et al.,
2002) também foram patenteados para o controle de fitonematdides, especialmente aqueles do
género Meloidogyne. Enfim, o nimero expressivo de patentes recentemente publicadas sobre tal
assunto deixa evidente o potencial que as rizobactérias apresentam para o controle de fitonematoides
(alguns exemplos sao: Heins et al., 2003; Warrior et al., 2001; Ellis et al., 2001; Heins et al., 1999;
Germida et al., 1999; Elawad & Hague, 1999; Germida et al., 2001; Bchir, 1997).

Reconhecendo o grande potencial das rizobactérias, Coimbra (1998) realizou o isolamento e
através de testes in vivo em tomateiro, observou-se que 40,8% desses isolados apresentavam algum
tipo de antagonismo a Meloidogyne javanica.

Em principio, podem ser varios os mecanismos de agao de rizobactérias (Weller & Cook,
1983; Higinbotham, 1968; Cleland, 1990; Hagen, 1990; Stirling, 1991), sendo um deles
correspondente a produgdo localizada de metabdlitos com propriedades nematicidas, o que pode
auxiliar no desenvolvimento de novos métodos de controle de fitonematdides menos toxicos ao
homem e meio ambiente, mais eficientes e de custos mais baixos. Os resultados sdo bastante
animadores, pois ja se demonstrou a capacidade de produgdo de substancias téxicas a
fitonematdides por parte de rizobactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas, Desulfovibrio,
Clostridium, Chromobacterium e Enterobacter (Dicklow et al., 1995; Fortuner & Jacq, 1976; Johnston,
1959; Rodriguez-Kabana et al., 1965; Wilt & Smith, 1970; Lizuka et al., 1962; Becker et al., 1988). No
caso especifico de Pseudomonas fluorescens, sabe-se que a substdncia ativa no controle de
Globodera rostochiensis em batata é o 2,4-diacetilfloroglucinol (Cronin et al., 1997).

Ali et al. (2002), observaram que isolados de Pseudomonas aeruginosa, capazes de produzir
substancias nematicidas, reduziram significativamente a densidade populacional de Meloidogyne
Javanica quando eram inoculados em sementes antes do plantio.

As bactérias endofiticas colonizam um nicho ecolégico semelhante aos dos patégenos de que
causam doencgas vasculares, o que pode favorecé-las como candidatas potenciais a agentes de
biocontrole. Em decorréncia, tém sido estudadas no controle de fungos (Brooks et al., 1994; Nowak et
al., 1995) e bactérias fitopatogénicos (Assis et al., 1998; Nascimento, 1998).

Hallmann et al. (1995) avaliaram, em casa de vegetacao, o efeito de 72 isolados de bactérias
endofiticas obtidas de pepino e algoddo no controle de Meloidogyne incognita. Observou-se que
Aerococcus viridans, Bacillus megaterium, Bacillus subtillis, Pseudomonas chlororaphis,
Pseudomonas vesicularis, Serratia marcerens e Sphingomonas paucimobilis reduziram em até 50 %
a infeccdo pelo nematdide em plantas de pepino, evidenciando o potencial de bactérias endofiticas

para o controle de nematoides.
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Em 2000, com 81 isolados de bactérias endofiticas, obtidos do sistema radicular de espécies
de Brachiaria sp., Crotalaria sp., Zea mays, Capsicum annum, Tagetes erecta, Lycopersicon
esculentum e Triticum aestivum, Naves (2000) observou que os metabdlitos de sete isolados foram
altamente promissores para a producao de substancias com propriedades toxicas a Meloidogyne spp.
Quando na forma bruta, os metabdlitos de tais bactérias afetaram tanto a mortalidade quanto a
eclosdo de juvenis do segundo estadio de tal nematdide, com efeitos similares ou superiores aos
observados para o nematicida Aldicarb.

Os acinomicetos sido bactérias Gram positivas, pertencentes a ordem Actinomicetales, com
crescimento filamentoso assemelhando-se a hifas fungicas. Em meio de cultura sélido formam-se
filamentos ramificados, firmemente aderidos ao Agar, que se ramificam como micélio fungico,
formando esporos assexuados em suas extremidades (Pereira, 1995). Em geral, o género
Streptomyces tem 70 a 90 % de ocorréncia nas amostras de solo, seguido de Nocardia, Actinomyces
e Micromonospora (Siqueira, 1988). Poucos trabalhos tém explorado o uso de actinomicetos no
controle de doencgas de plantas, apesar da enorme quantidade de metabdlitos secundarios
produzidos. Existem evidéncias sobre a sua importancia na rizosfera, influenciando o crescimento de
plantas através da sua agao sobre patéogenos dessa regido (Crawford et al., 1993). Espécies de
Streptomyces, por exemplo, tém demonstrado eficacia na protecdo de plantas contra fungos e
bactérias fitopatogénicas tanto em casa de vegetagdo quanto no campo (Filnow & Lockwood, 1985;
Reddi & Rao, 1971; Tu, 1986; Crawford et al., 1993).

Os primeiros relatos da associagdo entre actinomicetos e nematodides ocorreram em 1851
(Sayre & Starr, 1988). Naquela época nao se conhecia detalhadamente esse grupo de
microrganismos, porém o autor o descreveu como um procarioto filamentoso, concluindo que se
tratava de um actinomiceto. Desde entéo, ha vérios relatos de isolamento de tais microrganismos dos
corpos de diversos nematoéides (Durschner, 1984; Walter & Kaplan, 1990; Nour et al., 2003). Além
disso, actinomicetos também ja foram isolados de cistos de Hetrodera trifolli € de massa de ovos de
Tylenchulus semipenetrans (Hay & Skip, 1993; Walter & Kaplan, 1990).

Alguns trabalhos tém demonstrado a eficacia dos actinomicetos na redugéo populacional de
fitonematdides. Dicklow et al. (1993), por exemplo, verificaram que um isolado do género
Streptomyces reduziu o numero de galhas de M. incognita raca 4 em raizes de pimenta, bem como
as populacbées de Totylenchulus reniformis e Pratylenchus penetrans em raizes de tomate e de
morango, respectivamente. Posteriormente, tal microrganismo foi identificado como Streptomyces
costaricanus (Esnard et al., 1995). Krechel et al. (2002) estudaram o efeito de varios isolados do
género Streptomyces sobre M. incognita em casa de vegetacdo e observaram redugdes de 50 a 85 %
no numero de galhas e de 40 a 100 % no ndmero de ovos.

Isolados de Streptomyces eficientes no controle da sarna da batateira em campo e em inibir o
crescimento de fungos e bactérias fitopatogénicos in vitro, também demonstraram capacidade de
reducdo populacional de Pratylenchus penetrans em raizes de alfafa (Samac & Kinkel, 2001)

Antes do plantio de tomate e banana, Jonatham et al. (2000) aplicaram varios isolados de
actinomicetos em solo infestado com M. incognita. Apés doze semanas, constataram redugdo do

numero de ovos e de galhas, bem como promog¢ao do crescimento vegetativo de ambas as culturas.
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Um caso bastante estudado e explorado de produgdo de nematicidas a partir de
microrganismos consiste na utilizacdo de Streptomyces avermectilis. O emprego deste actinomiceto
permite a obtencdo de substancias genericamente conhecidas como avermectinas, que apresentam
excelente atividade contra nematdides como Meloidogyne incognita, Hoplolaimus galeatus,
Tylenchulus semipenetrans e Tylenchorhynchus dubius (Campos et al., 1998; Garabedian & Van
Gundy, 1983; Sasser et al., 1982; Blackburn et al., 1996). Tais substancias e seus derivados semi-
sintéticos podem apresentar efeito nematicida até dez vezes superior ao do aldicarbe, no entanto,
com baixa toxicidade a mamiferos (Garabedian & Van Gundy, 1983). Desta forma, um produto a base
de avermectina foi patenteado para uso no controle de varios fitonematoéides (Shen et al., 2002).

Coimbra (2003) realizou o isolamento de actinomicetos de diversas espécies vegetais para o
controle de Meloidogyne javanica e observou que, na forma bruta, os metabdlitos de nove isolados

apresentavam efeito similar ao de aldicarbe.

2.2.1 Agao de enzimas produzidas por bactérias sobre nematoide

Em alguns casos, as bactérias antagonistas sdo capazes de produzir enzimas tais como
proteases, colagenases e lipases que atuam como fatores de patogenicidade e de viruléncia contra
0s nematdides de vida livre e parasitas vegetais. A espécie Bacillus nematocida estirpe B16 produz a
serina protease alcalina que degrada a cuticula de juvenil e a casca de ovo de Panagrellus redivivus
(Niu et al., 2006a). Quando o extrato bruto (100%) da enzima purificada foi utilizado, ocorreu 95% de
morte apds uma exposigcao de 48 horas. Esta espécie bacteriana também produz a protease neutra
Bae16 e a serina protease Bace16 extracelular que também possuem atividades degradantes da
cuticula contra P. redivivus e do nematéide fitoparasita Bursaphelenchus xylophilus (Niu et al., 2006b,
2007). A protease alcalina extracelular BLG4 da estirpe G4 de Brevibacillus laterosporus degrada
95% da epiderme de P. redivivus apés uma exposi¢do de 60 horas (Huang et al., 2005). A protease
neutra NPE-4 também ¢é produzida por B. laterosporus G4 e atua de forma sinérgica com BLG4 na
degradagéao da cuticula e da epiderme dos nematoides (Huang et al., 2005; Tian et al., 2006; Tian et
al., 2007). Os esporos de B. laterosporus se ligam as cuticulas de nematoides, mas os mecanismos
de ligacédo e germinacao ainda ndo foram estudados (Tian et al., 2007). A clonagem e sequenciagéo
do gene que codifica as enzimas produzidas por B. nematocida B16 e B. laterosporus G4 mostraram
que sao altamente conservadas entre essas bactérias (Niu et al., 2006a; Tian et al., 2006).

Stenotrophomonas maltophilia G2 tem alta atividade nematicida contra B. xylophilus e P.
redivivus e sua serina protease foi encontrada responsavel pelo fator de patogenicidade envolvido na
degradagéo da cuticula (Huang et al., 2009). Chitinases produzidas por S. maltophilia, Lysobacter
enzymogenes e Bacillus sp. D2 contribui para a degradagédo da casca do ovo e inibe a eclosdo em
Globodera rostochiensis e outros nematodos, tanto no interior como no solo (Cronin et al., 1999;
Chen et al., 2006; Margino et al., 2012).

As espécies do género Pseudomonas produzem uma série de compostos com atividade
contra nematodes. A protease extracelular aprA da estirpe CHAO de P. fluorescens causa a morte e
inibe a incubacao de ovos em M. incognita (Siddiqui et al., 2005). Uma mutacdo no gene regulador

global GacA, que controla a expressao de aprA, diminui a atividade da bactéria contra M. incognita. O
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cianeto de hidrogénio e o 2-4-diacetilphloroglucinol produzido pelo CHAQO também desempenham um
papel no controle de nematoides (Siddiqui e Shaukat, 2003). O antibiético 2,4-diacetilfloroglucinol
produzido pela estirpe F113 de P. fluorescens é responsavel pela capacidade dessa cepa para dobrar
a incubagédo de ovos em G. rostochiensis e também diminuir trés vezes a mobilidade dos juvenis
incubados in vitro e no solo. Os mutantes incapazes de produzir os antibiéticos nao foram tao
eficientes quanto a cepa do tipo selvagem (Cronin et al., 1999).

Pseudomonas aeruginosa e outras bactérias patogénicas humanas, como Burkholderia
pseudomallei, Stenotrophomonas maltophilia, Serratia marcescens, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus, produzem moléculas com atividade toéxica contra
nematoides. Estas moléculas sdo consideradas como causadoras de fatores de viruléncia contra C.
elegans e incluem a antibiética fenazina e cianeto de hidrogénio de P. aeruginosa, e uma endotoxina
neuromuscular, uma citolisina, duas proteases extracelulares (gelatinase e serina protease) e uma
variedade diversa de toxinas de outras bactérias (Kurz e Ewbank, 2000; Qin et al., 2000; Garsin et al.,
2001; Sifri et al., 2002). Todos esses estudos foram conduzidos com a principal intengdo de estudar
patogénese no ser humano usando C. elegans como modelo. Infelizmente, essas bactérias tém
poucas chances de serem liberadas para serem usadas como agentes de controle bioldgico de
nematoides parasitas.

Bacillus thuringiensis & considerado um agente de biocontrole muito bem suscedido no
manejo de pragas de insetos (Bravo et al., 2011). Apds a esporulagéo, B. thuringiensis produz a
proteina Cry (cristal) que tem propriedades insecticidas e nematicidas. Existem mais de 300 genes de
B. thuringiensis que codificam proteinas Cry que séo classificadas em 68 familias de acordo com sua
similaridade de sequéncia (Crickmore et al., 1998; www.lifesci.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt). Entre
estas familias, Cry5, Cry6, Cry12, Cry13, Cry14, Cry21 e Cry55 mostram toxicidade contra
nematéides (Guo et al., 2008), mas apenas Cry5B, Cry5Ba2, Cry6A, Cry6Aa2 e Cry55Aa1 foram
encontrados ativos contra nematdides parasitas de plantas (Guo et al., 2008; Luo et al., 2013). Essas
proteinas quando ingeridas por nematoéides séo clivadas pelas proteases intestinais e os produtos
causam a lise de células epiteliais, resultando na morte da praga alvo. Cry6A com 54-kDa esta entre
as proteinas na faixa de tamanho que podem ser ingeridas por M. incognita. As plantas de tomate
transgénico que expressam Cry6A reduziram a reproducéo de M. incognita (Li et al., 2007). Cry5Ba2,
Cry6Aa2 e CryrAa1 mostraram toxicidade para juvenis de M. hapla (Guo et al., 2008). Além disso, as
proteinas Cry de B. thuringiensis produzem uma série de outros fatores de viruléncia, como inclusbes
de citrato (citolitico), exotoxinas de baixa massa molecular, serina proteases, quitinases, colagenases
e uma metaloproteinase (Guttmann e Ellar, 2000; Raymond et al., 2010; Jisha et al., 2013; Luo et al.,
2013).

Os compostos volateis podem ser organicos ou inorganicos e podem ser produzidos por
bactérias. As bactérias do género Xenorhabdus sao transportadas no intestino do nematdide
entomopatogénico Steinernema, enquanto que Heterorhabdite carrega o0 género bacteriano
Photorhabdus. Essas bactérias produzem toxinas que aumentam a viruléncia do transportador de

nematoide em relacédo aos insetos (Aatif et al., 2012). Quando essas bactérias foram testadas contra
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fitonematoides, demonstraram que inibem a eclosdo e promovem a mortalidade de juvenis de
Meloidogyne por alelopatia através da producao de aménia (Grewal et al., 1999).

Os compostos organicos volateis (COVs) liberados por bactérias tém um baixo ponto de
ebulicdo, natureza lipofilica e estdo no estado liquido apenas sob alta presséo de vapor (Baldwin et
al., 2006; Heil e Ton, 2008; Asensio et al., 2008). A producao de COVs é influenciada por condi¢des
ambientais, disponibilidade e fonte de nutrientes, oxigénio, umidade e comunidade microbiana (Leff e
Fierer, 2008; McNeal e Herbert, 2009; Insam e Seewald, 2010). Muitas bactérias produzem COVs
que exercem alguma influéncia sobre os nematoides. Alguns desses COVs tém efeitos prejudiciais
sobre os nematoides, causando imobilidade, repeléncia ou morte, enquanto os outros podem atrai-
los. No banco de dados de volateis emitidos por microorganismos (DOVE-MO), existem 671 VOCs
produzidos por 212 espécies bacterianas (Effmert et al., 2012). Os COVs produzidos por bactérias
tém alguns efeitos antagdnicos contra os nematoides. Gu et al. (2007) realizaram selegao in vitro de
COVs obtidos a partir de 200 isolados bacterianos pertencentes a sete espécies. Entre esses 22
isolados que mostraram 100% de atividade nematicida contra P. redivivus e B. xylophilus, 21 isolados
pertenciam a trés espécies do género Bacillus (B. simplex, B. subtilis e B. weihenstephanensis) e uma
de Serratia marcescens. Os nove COVs que inibiram 100% dos nematoides foram 2-octanol,
benzeno-acetaldeido, decanal, benzaldeido, 2-nonanona, 2- undecanona, ciclo-hexeno, dissulfureto
de dimetilo e fenol. O benzaldeido produzido por todos os isolados bacterianos mostrou maior
atividade nematicida. Bacillus megaterium YFM3.25 e Lysinibacillus mangiferahumi M-GX18T
produziram uma série de COVs que mataram os juvenis de M. incognita e inibiram a eclosdo (Huang
etal.,, 2010; Yang et al., 2012).

Os COVs podem ser classificados como fatores de viruléncia, permitindo que bactérias
saprofitas explorem nematoides como fonte de nutrientes. Niu et al (2010) demonstraram que B.
nematocida B16 produz pelo menos sete COVs que atraem C. elegans em diregdo a suas coldnias e,
uma vez que as bactérias entram no intestino de nematoide, secretam duas proteases, denominadas
Bace16 e Bae16 com uma ampla faixa de substrato que almeja principalmente proteinas vitais do
intestino causando a morte do hospedeiro. Este mecanismo de atragdo e subseqiiente morte do
nematoide nao foi demonstrado para fitonematoides, mas fornece uma estrutura para futuras
investigacdes e aplicagdo no biocontrole. Os COVs também podem atuar como moléculas de
sinalizagdo na comunicagdo de células bacterianas de maneira dependente da densidade, um
comportamento coordenado para regular a expressdo de genes conhecidos como detecgdo de
quérum. Entre estes infoquimicos, as lactonas homoserina sdo comumente encontradas.

Varias espécies de Streptomyces e Bacillus produzem dissulfureto de dimetilo, que mostra
atividade inibitéria contra nematodes e também induz resisténcia sistémica em plantas (Schoéller et al.,
2002; Faruk et al., 2010). Além disso, os COVs produzidos por Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens
e Enterobacter cloacae promovem o crescimento de Arabidopsis thaliana (Ryu et al., 2003). Assim, os
COVs desempenham diversos papéis na interacdo entre nematoides e plantas e podem ser usados

para o desenvolvimento de novas aplicagdes no gerenciamento integrado de fitonematoides.
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2.3 Controle bioldgico de Meloidogyne spp. com Trichoderma sp.

Os fungos do género Trichoderma sao saprdfitos, ubiquos e altamente interativos na raiz e no
solo, bem como no interior de plantas (POMELLA; RIBEIRO, 2009). Se reproduzem assexuadamente
tendo a sua fase teleomofica pertencente ao género Hypocrea. Embora sejam considerados fungos
de vida livre, ja ha evidencias de que espécies de Trichoderma podem ser oportunistas, simbiontes
avirulentos de plantas, bem como parasitas de outros fungos (SAMUELS, 2006). Sdo encontrados
com mais frequéncia em solos de regides de clima temperado e tropical (HARMAN et al., 2004),
sendo algumas espécies cosmopolitas enquanto outras limitadas em sua distribuicdo geografica
(SAMUELS, 2006). Trichoderma sp. se caracteriza pelo crescimento rapido em meio de cultura, com
a producdo de um micélio aéreo e esparso, com a formagdo de pustulas conidiogénicas brancas ou
verdes (BISSET, 1991). Possuem coloragdo verde ou hialina sendo as vezes amarelos. Quando
presentes, os clamiddsporos sao tipicamente globosos para subglobosos e sdo formados dentro ou
nas pontas das hifas.

A grande importancia econdmica desses fungos para a agricultura se deve a capacidade de
atuarem como antagonistas a uma gama de fitopatdgenos de varias plantas cultivadas, como
promotores de crescimento e indutores de resisténcia de plantas a doengas (FORTES et al. 2007;
SILVA et al., 2011; STEFANELLO e BONETT, 2013; AGUIAR et al, 2013). O antagonismo é baseado
em diferentes mecanismos como a competicdo por espago e nutrientes o micoparasitismo e a
producéo de metabolitos antifugicos (MOTLAGH e SAMIMI, 2013).

Um importante mecanismo de Trichoderma é a antibiose que ocorre quando metabdlitos
produzidos por Trichoderma sp. inibem o crescimento de outros fungos. Esses metabolitos podem ser
volateis ou ndo volateis (BENITEZ et al.,2004). Muitas espécies de Trichoderma j& estudadas
produzem metabdlitos secundarios tdxicos, como antibidticos e enzimas liticas capazes de inibir e
destruir propagulos de fungos fitopatogénicos (HARMAN, 2000). Um outro agéo esta relacionado a
promogao de crescimento de plantas pela aplicagdo de isolados de Trichoderma spp. foi inicialmente
relacionada ao controle de microrganismos prejudiciais as plantas. Entretanto pesquisas mostraram
que tal efeito esta relacionados a produgédo de horménios ou fatores de crescimento; maior eficiéncia
no uso de alguns nutrientes e aumento da disponibilidade e absor¢gdo de nutrientes pela planta
(SILVA et al., 2011; CONTRERAS-CORNEJO, 2009; AGUIAR et al., 2013). Trichoderma pode
solubilizar varios nutrientes, tais como fosfato de rocha, Fe3*, Cu2*, Mn** e Zn, que podem estar
indisponiveis para determinadas plantas (HARMAN et al., 2000).

A associagado de Trichoderma com as raizes pode ainda induzir mecanismos de defesa na
planta protegendo-a de vérios patégenos (BENITEZ et al.,2004). Os isolados de Trichoderma sp.
colonizam a epiderme e as células do cértex das raizes e, dessa forma, ativam vias de sinalizagao,
desencadeando respostas de defesa nas plantas (Brotman et al., 2010). Estas produzem depésitos
de parede celular, e fatores bioquimicos que limitam tanto o crescimento do préprio Trichoderma,
quanto a entrada de agentes patogénicos (HARMAN et al, 2004; MOTLAGH e SAMIMI, 2013).
Segundo Romeiro (2007), plantas levadas ao estado de indugdo apresentam aumento nas atividades

de enzimas, tais como, quitinases, glucanases e peroxidases, envolvidas nas rotas de percepg¢ao da
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presencga de patégenos em potencial e nas rotas de sinalizagdo bioquimica a pontos distantes do sitio
onde o sinal foi originado.

Na literatura existem poucas informagdes sobre os mecanismos utilizados pelas espécies de
Trichoderma sobre os fitonematoides. O parasitismo direto de ovos e juvenis pelo aumento da
atividade de quitinases e proteases produzido por Trichoderma é um indicativo da capacidade de
infectar ovos (Sharon et al. 2001; Suarez et al., 2004; Sahebani e Hadavi, 2008), e indugcdo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro. Enzimas extracelulares, tais como quitinase e protease, com
atividade antifingica, participam da relagdo de interagdo de Meloidogyne spp. e Trichoderma sp.
(Sharon, et al. 2001). Dentre os potenciais do uso de Trichoderma como agente de biocontrole
podemos citar: € inécuo ao ser humano e ao meio ambiente, é de facil propagagéo, principalmente,
em substratos naturais e apresenta meia vida de prateleira quando formulado com boa viabilidade
(Spiegel e Chet, 1998).

Para Harman et al. (2010), embora inimeros microrganismos tenham sido apontados como
antagonistas a patégenos oriundos do solo, poucos evoluiram para uso em escala comercial. No
Brasil, a baixa disponibilidade de produtos a base de Trichoderma devidamente registrados no
Ministério da Agricultura Pesca e Abastecimento (MAPA) e a falta de divulgagdo sobre os seus
principios e vantagens restringem a sua utilizagdo (MACHADO et al., 2012), principalemnte no
controle de Meloidogyne spp. Atualmente, algumas empresas vem comercializando isolados de
trichoderma sp. no controle de fungos e nematoides mas poucos estudo foram feitos com relagéo a

eficiéncia do controle em condi¢bes de campo e in vitro.

2.4 Produto biolégico a base de Nem-Out™ no controle de nematoide

A compostagem €& o processo biolégico de decomposi¢cdo e de reciclagem da matéria
organica contida em restos de origem animal ou vegetal para formar um composto organico, um
material estavel e rico em humus e nutrientes, com atributos fisicos, quimicos e bioldgicos superiores
ao material original (matéria organica). Na agricultura, restos vegetais comumente ficam nas areas de
cultivo, causando alguns inconvenientes tais como abrigo para pragas, animais pegonhentos,
multiplicacdo de agentes patogénicos e etc. Para atender a necessidade e acelerar o processo de
decomposicao dos restos vegetais sdo aplicados aditivos para compostagem, tornando sustentaveis
esses restos de matéria organica e favorecendo a reciclagem de nutrientes.

O aditivo para compostagem Nem-Out™ possuem em sua composicdo basica enzimas
(proteases, pectinases, celulases, xilanases) e microrganismos (Bacillus subtilis, B. licheniformes,
Trichoderma longibrachiatum) presentes em sua férmula, os quais agem proporcionando a
adequacao da flora microbiana do processo de compostagem ao concorrerem com microrganismos
indesejaveis. Com isso, promovem a diminuicdo de maus odores e da quantidade de revolvimento
para a sua aeragao. O aditivo permite que o composto seja estabilizado em menor tempo e com
melhor qualidade. Por outro lado, as enzimas, bactérias (Bacillus sp.) e fungos (Trichoderma sp.)
presentes na formulagcdo dos aditivos para compostagem comercializados podem atuar nas fases do

desenvolvimento dos fitonematoides.
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Silva (2015) ao adicionar doses crescentes do aditivo Nem-Out™ em substrato com ovos de
Meloidogyne inconita encontrou reducao linear da densidade populacional e do fator de reproducao
do nematoide. Esse resultado foi atribuido a presenga de Bacillus no aditivo ea presenga de enzimas
e outros produtos metabdlitos. Segundo esta autora, a presencga do fungo Thicoderma no aditivo pode
também ter contribuido para a supressao do nematoide, ndo s6 pela producdo de metabdlitos, mas
também pelo parasitismo direto sobre ovos de nematoides através da produgdo de quitinase e pela
inducdo de mecanismos de defesa da planta, embora ndo tenha realizagdo sobre ovos do nematoide
e nem sobre agédo direta sobre os juvenis infectivos.

Alguns trabalhos tém sido feitos visando estudar a influéncia de Bacillus no controle do
nematoide de galhas. Araljo e Marchesi (2009) ao avaliarem o efeito de Bacillus subtilis (PRBS-1)
como promotor de crescimento e agente de supressao de nematdides formadores de galhas
(Meloidogyne spp.) no cultivo do tomateiro, observaram reducao da massa de ovos na raiz e
concluiram que tal bactéria diminui a reprodugédo de nematoide formador de galhas em raizes desta

planta.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da mistura de agentes de biocontrole e enzimas na eclosdo, mortalidade e na

reproducéo de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita em tomateiro.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito de diferentes concentragbes da mistura de agentes de biocontrole e enzimas

na eclosao de Meloidogyne incognita;

e Avaliar o efeito de diferentes concentragbes da mistura de agentes de biocontrole e enzimas

na motilidade e mortalidade de Meloidogyne incognita;

e Avaliar o efeito de diferentes concentracbes da mistura de agentes de biocontrole e enzimas

na infectividade e reprodugéo de Meloidogyne incognita em tomateiro em casa de vegetagao.
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CAPITULO 2: AGAO DO PRODUTO BIOLOGICO Nem-Out™ NA ECLOSAO, MORTALIDADE E
NA REPRODUGAO DE Meloidogyne incognita NO TOMATEIRO

1. INTRODUGAO

Meloidogyne incognita € uma das principais espécies de nematoides das galhas na cultura do
tomateiro devido sua ampla distribuicido geografica e elevada gama de hospedeiros. Em sistema de
cultivo extensivo e protegido esta espécie causa enormes perdas na produgao desta hortalica. Perdas
causadas por M. incognita sao estimadas em 38% na cultura do tomateiro (KATHY, 2000), podendo
chegar a 100% dependendo da densidade populacional e da distribuicdo na area cultivada.

Os sintomas causados pelos nematoides de galhas s&o: lesbes nas raizes, formagédo de
galhas, amarelecimento, murcha e morte da planta (AGRIOS, 2004). Além de causar galhas
radiculares os nematoides favorecem a penetragdo de outros patdégenos no sistema radicular devido
aos ferimentos provocados nas raizes (FILGUEIRA, 2000).

A aplicacdo de nematicidas quimicos tem sido cada vez mais restrito seu uso pelos
produtores para controlar os nematoides. Isto ocorre devido ao alto risco de contaminagdo ao meio
ambiente e ao homem, em alguns casos, sdo de baixa eficiéncia. Desta forma, uma alternativa
promissora e segura € o manejo com agentes de controle biolégico.

Espécies de Bacillus e Trichoderma produzem metabdlitos com atividade nematicida, inibindo
deste o processo de eclosdo e penetragdo do nematoide até sua reprodugdo ou atuando como
promotor de crescimento de plantas (HOWELL, 1997; KAVITHA et al., 2007; SAHEBANI e HADAVI,
2008; CARVALHO, 2017; MOREIRA e FERREIRA, 2015).

Produtos a base de agentes de controle bioldgico, principalmente com espécies de Bacillus e
de Trichoderma tem sido desenvolvido, visando o controle de fitonematoides. H4 no mercado o Nem-
Out™ um aditivo para compostagem resultante da mistura de enzimas (proteases, pectinases,
celulases, xilanases) e microrganismos (Bacillus subtilis, B. licheniformes, Trichoderma
longibrachiatum) com a finalidade de otimizar o processo de decomposi¢do da matéria organica de
maneira equilibrada. Considerando os microrganismos presentes na composi¢do deste aditivo com
potencial agdo antagdnicas contra nematoides, podemos visualiza-lo como uma alternativa no manejo
de Meloidogyne spp. na cultura do tomateiro. Sdo poucos os estudos que avaliam a atuagéo e
eficacia do aditivo Nem-Out™ na populagdo da rizosfera de plantas de tomateiro (SILVA, 2015).
Portanto, existe uma caréncia de estudos para avaliar concentracbes da mistura desses agentes de
biocontrole desde o processo de eclosdo até a reproducdo de Meloidogyne spp. Desta forma, o
objetivo do presente estudo é avaliar o efeito de concentragées do produto comercial Nem-Out™ na
eclosdo, mortalidade e na reprodugao de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita

em tomateiro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de mudas de tomateiro

Sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) cv. Kada grupo santa cruz foram
semeadas em bandejas contendo substrato Tropstrato HT e mantidas em casa de vegetagcao. Mudas
de tamanho ideal para o transplantio e instalagdo dos experimentos foram obtidas 35 dias apos a

semeadura.

2.2 Identificagdo e multiplicagao de Meloidogyne incognita

Para os experimentos utilizou inoculo proveniente da casa de vegetagdo do Laboratério de
Pesquisa em Fitopatologia do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas
Gerais. A partir de raizes de tomateiro infestadas com Meloidogyne spp. foi feita a confirmagéo da
espécie por meio da técnica da configuragao perineal (TAYLOR e SASSER, 1978). Para isto, fémeas
de aspecto branco leitosa foram retiradas ao acaso do sistema radicular e identificadas em
microscopio optico como Meloidogyne incognita. A seguir, a partir deste inoculo incial foi feita a
inoculacdo em mudas de tomateiro, mantidos em casa de vegetagdo em vasos plasticos com
capacidade de 3 litros contendo areia e solo na proporgéo 2:1 (areia:solo), para multiplicagdo de M.
incognita e obtencao do indculo usado nos exeperimentos.

Durante o crescimento e desenvolvimento das plantas, foram realizadas irrigacbes diarias. As
adubacgdes de cobertura foram feitas quando necessario de acordo com o recomendado para a
cultura. Tratamentos fitossanitarios foram realizados de acordo com as necessidades da cultura

evitando produtos com agao nematicida.

2.3 Obtencao de ovos e juvenis do segundo estadio de Meloidogyne incognita

Raizes de plantas de tomateiros conforme descrito no item anterior cultivadas em casa de
vegetagéo e infestadas com M. incognita foram lavadas, cuidadosamente, e cortadas em pedagos de
aproximadamente 1 cm. A seguir, as raizes foram trituradas em liquidificador por 40s em solugéo de
hipoclorito de sédio a 0,5%, seguindo-se a técnica de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti
e Ferraz (1981). Em seguida, foi adicionado, aproximadamente, 3 g de caulim por tubo de centrifuga
de 50 mL, para realizagdo da limpeza dos ovos pela técnica de Coolen e D’Herde (1972). Os ovos
retidos na peneira de 0,025 mm foram recolhidos em béquer de 500 mL. Para obtengéo dos juvenis
do segundo estadio (J2) de M. incognita, os ovos foram colocados em camara de eclosao, formada
com tela e papel de espessura fina sobre funil de Baermann, mantidas a temperatura ambiente.
Foram utilizados nos experimentos apenas os J2 eclodidos no terceiro dia. Desta forma foram obtidos

0s ovos e os J2 de Meloidogyne spp. usados nos ensaios.
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2.4 Instalagao e avaliagao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Pesquisa de Fitopatologia e na casa de
vegetagdo da Universidade Federal de Minas Gerais, campus Montes Claros-MG. Nos experimentos
utilizou-se o produto comercial Nem-Out™ da empresa Alltech Crop Science, o qual é classificado
como aditivo de compostagem, a base de mistura de enzima (protease, celulase, xilanase) e agentes
antagonistas de nematoides como Bacillus subtilis, Bacillus licheniformes e Trichoderma
longibrachiatum na concentragdo de 3,75 x 108 UFC/g.

Experimento de eclosdo: suspensdo de ovos obtidos conforme descrito no item 2.3, foi
previamente calibrada em miroscopio éptico para 5.985 ovos/mL. A seguir, em camara de eclosao
formada com tela e papel de espessura fina, mantida em placa de Petri foram adicionado 6 mL da
suspensdo de ovos de M. incognita. Apds esse procedimento, foi colocado sobre a camara de
eclosdo solugdes de aditivo para compostagem, diluido em 40 mL de agua, contendo as seguintes
concentragdes: 1,25; 2,5; 5; 10; 20 e 40 g L' (p/v) do produto comercial Nem-Out™. As placas foram
incubadas em sala a temperatura ambiente de aproximadamente 25+ 3°C por 14 dias. Ovos
incubados em camara de eclosdo contendo apenas agua foram considerados testemunhas. Desta
forma, os tratamentos consistiram de sete concentragdes do produto (0; 1,25; 2,5; 5; 10; 20e 40 g L-
). O experimento foi instalado em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com 6
repeticoes.

A primeira leitura de eclosado foi realizada 48 horas apds instalagdo do experimento e as
demais leituras de 24 em 24 horas até 14 dias. Em cada periodo de leitura, os J2 foram recolhidos
com auxilio de pisseta contendo agua para frascos plasticos, identificados com relacdo a cada
tratamento. Em seguida, o numero de J2 eclodidos foram contados em microscépio de 6ptico, no
aumento de 40X, em I&mina de Peters.

Experimento de motilidade e mortalidade: Os J2 foram expostos as mesmas
concentragdes do aditivo para compostagem mencionadas no experimento anterior. Para isto, foram
pipetados 4 mL de suspensédo de J2 previamente calibrada com 1.848 J2 de M. incognita, obtidos
como descrito anteriormente, e transferidos para tubos de ensaio de vidro de 10 mL contendo as
solugbes do produto comercial Nem-Out™ a serem avaliadas quanto a agdo nematicida. Os J2
mantidos em agua foram considerados testemunha. Apés esse procedimento o tubo foi vedado com
filme de pvc transparente e incubado em sala a temperatura ambiente por 24 horas. O experimento
foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, sendo 7 tratamentos, com seis repeti¢des.

Apébs o tempo de incubagao, os J2 foram vertidos para peneira formada de tela de 11 uM,
enxaguados com agua destilada, substituindo assim a solugao, e recolhidos com jatos de agua com
pisseta para frascos. A seguir, foi realizada a leitura em microscopio 6ptico do numero de J2 movéis e
iméveis, 100 ao acaso, em cada parcela dos tratamentos. Apds a leitura, os J2 foram transferidos
novamente para os tubos de ensaio e armazenados em agua por 12 horas nas mesmas condi¢des.
Apods esse tempo de exposicdo, quantificou-se o nimero de J2 movéis e imdveis em microscopio,
conforme mencionado anteriormente. Os J2 foram considerados inativos quando nao se
movimentaram ou quando apresentaram o corpo com aspecto retilinio ou retorcido. Espécimens que

permaneceram inativos apés 12 horas em agua foram classificados como mortos.
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Experimento de Infectividade e reproducgao: Para o estudo do efeito do produto biolégico
Nem-Out™ sobre a reprodugdo de M. incognita, foram realizados dois modos de aplicagdo das
diferentes concentragdes do produto comercial em solo infestado com ovos. Para isto, em vasos
plasticos com capacidade de 1 litro contendo 800 cm? de substrato na proporgdo 2:1 (areia:solo),
aplicou na cova 40 mL de solugdo do produto comercial Nem-Out™, seguido pelo transplantio de
muda de tomateiro cv. Kada na cova, obtidas conforme descrito no item 2.1. A seguir, suspenséao de
ovos dispersos em 2 mL de agua contendo 1.846 de M. incognita foram colocados em 2 furos de + 3
cm de profundidade ao redor das mudas. Em outro tratamento, as mudas foram transplantadas no
substrato dos vasos e irrigados com mesmo volume de solugédo do produto comercial Nem-Out™ nas
concentragbes descritas anteriormente, e inoculados com ovos de M. incognita. Mudas
transplantadas para os vasos sem aplicagdo das solugdes do produto biolégico Nem-Out™ e
inoculadas com ovos de M. incognita foram consideradas como testemunhas. Foi empregado o
delineamento inteiramente casualizado, com sete repeticées, no esquema fatorial 6x2+1, sendo seis
concentragdes do Nem-Out™ (1,25; 2,5; 5; 10; 20 e 40 g L"), duas formas de aplicagdo do produto
(Superficie e Cova) e mais um tratamento adicional (Testemunha, sem o produto). Cada parcela foi
constituida de um vaso com uma planta, totalizando 91 parcelas.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetagdo, sendo as irrigagbes feitas quando
necessarias e as adubacgoes feitas conforme a recomendacgao da cultura.

Trinta dias apds a inoculagdo, a parte aérea das plantas foram cortadas e retirado,
cuidadosamente, o sistema radicular do solo em agua parada num balde de 10 litros. A seguir, as
massas de ovos dos nematoides nos sistemas radiculares foram coloridas de vermelho, em solugao
contendo corante artificial empregado na fabricagdo de sucos, conforme técnica de Rocha et al.
(2005). Apos a coloragéo, as raizes foram deixadas sobre papel toalha por 10 minutos, possibilitando,
assim, a avaliagdo do peso da matéria fresca das raizes, seguida da contagem do nimero de massas
de ovos e de galhas por sistema radicular. Para a quantificagdo do numero de ovos por sistema
radicular, as raizes foram cortadas em pedagos de, aproximadamente, 1 cm de comprimento e os
ovos obtidos pela técnica de Hussey e Barker (1973). Em microscépio 6ptico foi feita a quantificagao
do numero de ovos de M. incognita por sistema radicular. Em seguida, foi estimado o nimero de
galhas, massas de ovos e de ovos/ g de raiz. O calculo do fator de reproducéo (FR) foi obtido pela
divisdo entre as densidades populacionais final e inicial para cada tratamento (FR=Pf/Pi), conforme

proposto por Seinhorst (1967).

2.5 Anadlise estatistica

Os dados de mortalidade, motilidade e eclosdo foram inicialmente submetidos a analise de
variancia de regressdo. Considerando que tais dados nao apresentaram normalidade e nem
variancias homocedasticas, foi feita entdo a analise ndo paramétrica sendo os tratamentos

comparados pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Os dados de infectividade e reproducdo foram submetidos a analise de variancia e de
regressdo. As meédias do fator qualitativo (forma de aplicagdo) foram comparadas pelo teste F,
adotando-se o nivel de 5% de probabilidade. Para o fator quantitativo (concentracdes) foram
ajustadas equacgdes, testando-se os coeficientes pelo teste “t”. Para a comparagcdo das médias da
Testemunha com cada média dos tratamentos (concentragdes x forma de aplicagao) foi aplicado o

teste de Dunnett até 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Eclosédo e mortalidade de juvenis

Para os dados de ecloséo, motilidade e mortalidade de J2, devido a grande instabilidade das
variaveis avaliadas, observou-se a falta de normalidade e homogeneidade das variancias, o que nao
atende aos pressupostos basicos para a realizagdo da anélise de variancia e ajustes de equacdes
(Quadros 1 e 2 - Apéndice). Deste modo, conforme recomendado neste caso, foi feita analise
estatistica ndo paramétrica. Dentre os testes ndo paramétricos o Kruskal-Wallis € o recomendado
para delineamento inteiramente casualizado (Pimentel-Gomes, 2009).

A exposicdo dos ovos de M. incognita as concentragdes de 1,25 a 10 g L' do produto Nem-
Out™ n&o diferiram significativamente da testemunha quanto a eclosdo dos J2 (Grafico 1). No
entanto, nas concentragées de 20 e 40 g L' ocorreu reducao significativa na eclosdo dos J2. Quando
os J2 de M. incognita foram expostos as diferentes concentragdes ocorreu reducdo significativa na
motilidade a partir da concentragdo 5,0 g L' (Grafico 2A). A partir desta concentragdo também

ocorreu mortalidade dos J2 acima de 90% (Grafico 2B).

Grafico 1 — Porcentagem de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita eclodidos
apos exposigdo dos ovos a diferentes concentragdes do produtor comercial Nem-Out™ por 14 dias.
Barras seguidas da mesma letra ndo diferenciam entre si pelo teste Kruskal-Wallis.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Grafico 2 — Porcentagem de motilidade (A) e mortalidade (B) de juvenis do
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita apds exposicdo a diferentes
concentragdes do produtor comercial Nem-Out™. Barras seguidas da mesma letra
nao diferenciam entre si pelo teste Kruskal-Wallis.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Dentre as concentragbes do produto Nem-Out™ avaliadas, observa-se que a partir da

concentragdo 2,5 g L' ocorre maior inibigdo na ecloséo e mortalidade dos J2 (Graficos 1 e 2B). No

caso dos ovos armazenados nas concentragdes entre 2,5 e 10 g L' ocorreu redugao similar entre os
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tratamentos. Ja nas duas maiores concentragdes do produto comercial verificou maior inibicdo da
eclosdo, sendo na maior concentragéo (40 g L") verificado redugdo de 79,5% na ecloséo dos J2, em
comparagao com a testemunha. Quando observamos a agado dessas mesmas concentragdes sobre a
motilidade e mortalidade dos J2 podemos verificar que houve uma maior acdo nematicida sobre o
nematoide em baixas concentragbes num periodo de 24 horas de exposicdo, em relagdo aos ovos
que ficaram expostos por 14 dias. De fato, podemos verificar imobilidade dos J2 ja nas primeiras 24
horas e mortalidade acima de 80% na concentragdo de 2,5 g L' do produtor comercial Nem-Out™,
enquanto que inibicdo na ecloséo de 79,5% ocorreu apenas na maior concentragdo (Graficos 1 e 2).

A casca do ovo dos fitonematoides é formada por uma camada vitelinica, quitinosa e lipidica
(FERRAZ e BROWN, 2016), protegendo o nematoide contra a acao de substéncias nematicidas e de
agentes antagonistas. Como neste trabalho utilizou suspensdo com populagao de ovos, em diferentes
fases de desenvolvimento embrionario, talvez isto explique, porque ndo ocorreu inibigdo na eclosao
acima de 80%, ou seja, parte da populagdo de ovos que estavam prontos para o processso de
eclosdo perfuraram a casca dos ovos e permitiu a entrada das substancias provenientes do Nem-
Out™, causando morte dos J2 ainda dentro do ovo, e consequentemente inibicdo do processo de
eclosdo. Por outro lado, a acdo de enzimas, principalmente proteases, e substancias e/ou dos
agentes antagonistas presentes no produtor Nem-Out™ (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformes e
Trichoderma longibrachiatum) apresentou menor agao na outra parte da populagdao de nematoide
composta por ovos na fase embrionaria ou juvenil do primeiro estadio.

Bactérias do género Bacillus podem produzir enzimas como quitinases e proteases com
atividade nematicida aos diferentes estadios do ciclo de vida dos nematoides parasitas de plantas
(NIU et al.,, 2007; MARGINO et al.,, 2012). As proteases sdo enzimas que quebram ligacdes
peptidicas entre os aminoacidos das protéinas através da hidrélise das ligagcbes peptidicas que ligam
0s aminodacidos da cadeia polipeptidica da proteina. Varias proteases capazes de degradar a cuticula
de nematoides de vida livre e nematoides parasitas de plantas tém sido purificadas e caracterizadas
de diferentes isolados dos géneros Bacillus, Brevibacillus e Stenotrophomonas (HUANG et al., 2005;
TIAN et al., 2006; NIU et al., 2006a e b; NIU et al., 2007; TIAN et al., 2007; HUANG et al., 2009). Niu
et al. (2006a) demonstraram que a estirpe B16 de Bacillus nematocida produz uma serina protease
alcalina que degrada a cuticula do juvenil e a casca de ovo de Panagrellus redivivus, causando 95%
de morte apds exposi¢cao de 48 horas do extrato bruto da enzima purificada. A producédo das enzimas
protease neutra Bae16 e a serina protease Bace16 extracelular com atividade degradante da cuticula
contra P. redivivus e Bursaphelenchus xylophilus também tem sido relatada por B. nematocida (NIU
et al., 2006b, NIU et al., 2007).

Em outro estudo, Huang et al. (2005) verificaram que a protease alcalina extracelular BLG4
da estirpe G4 de Brevibacillus laterosporus degrada 95% da epiderme de P. redivivus apdés uma
exposicao de 60 horas. A protease neutra NPE-4 também é produzida por B. laterosporus G4 e atua
de forma sinérgica com BLG4 na degradacgao da cuticula e da epiderme dos nematoides (HUANG et
al., 2005; TIAN et al., 2006; TIAN et al., 2007). Como no produto comercial Nem-Out™ existe a
enzima protease ao que tudo indica esta enzima atua reduzindo a motilidade do J2, degradando a

cuticula do J2 e a casca do ovo, levando o nematoide a morte. Pelos resultados podemos observar



33

que a motilidade foi reduzida drasticamente na primeira concentragdo e houve aumento crescentes
na mortalidade dos J2, chegando a causar 99% de mortalidade na concentragdo de 40 g L-'. De fato,
em estudos prévios observamos mortalidade dos J2 em 24 horas apds exposi¢gdo ao produto
comercial Nem-Out™ e processo de degeneragdo da cuticula do J2 de M. incognita, dados nao
publicados. Isto explica em parte uma das formas de atuagdo do Nem-Out™ sobre o processo de
eclosdo e a mortalidade dos J2 de M. incognita.

Jamal et al. (2017) avaliaram in vitro o sobrenadante de B. amyloliquefaciens Y1 na eclosdo e
mortalidade de J2 de M. incognita e verificaram que o sobrenadante bacteriano na concentracdo de
40% inibiu a eclosdo em 60,6% em 5 dias de incubagédo e causou 80% de mortalidade dos J2 apos 3
dias de exposicdo. Os mesmos autores, purificaram e identificaram o dipeptideo ciclo (D-Pro-L-Leu)
da cultura de B. licheniformes Y1 pela primeira vez, o qual é reconhecido pela atividade nematicida. O
peptideo ciclo (Pro-Leu) foi previamente purificado e identificado de cultura de Achromobacter
xylosoxidans, Pseudomonas putida, Lactobacillus plantarum e Streptomyces sp. (DEGRASSI et al.,
2002; RHEE, 2002; YAN et al., 2004; DAL et al., 2007). Kong et al. (2010) relataram a produgéo de
peptideos ciclicos produzidos pela estirpe N1 de B. licheniformis, o que sugere que B. licheniformis
pode levar a morte M. incognita devido a presenga desse aminoacido com atividade nematicida.

AL-Shammari et al. (2013) verificaram que T. longibrachiatum causou redugéo de 8,9% na
taxa de eclosédo de ovos de Meloidogyne e mortalidade de 64,5% dos J2 apds 72 horas de exposi¢ao
ao filtrado fungico.

Baseando na composigdo do produto Nem-Out™ e nos resultados obtidos, observou-se que
existem um conjunto de mecanismos que atuam de forma sinérgica no controle do nematoide, na
fase de ovo e do J2, por meio de atividades diferentes mas complementares no processo de

degradacéo da cuticula do nematoide e a casca do ovo, causando a morte do nematoide.

3.2 Infectividade e reproduc¢ao de M. incognita em tomateiro

A massa do sistema radicular foi influenciada significativamente apenas pela forma de
aplicagdo do produto, ndo sendo constatados o efeito da interacdo concentragbes x Formas de
Aplicagéo e nem o efeito das concentragdes do Nem-Out™ (Tabela 1 — APENDICE). Pelos dados da
Tabela 1, observa-se que na aplicagdo do produto via superficie, independente da concentragao, a
massa do sistema radicular do tomateiro foi superior ao que foi aplicado via cova.

Ao se comparar os valores médios da massa radicular do tomateiro de cada concentragao e
de cada forma de aplicagdo do produto com a testemunha (18,35 g), observou-se que apenas na
concentragdo de 10 g L' aplicado na superifice € que houve diferencga significativa pelo teste Dunnett,
a 5% de probabilidade (Tabela1).

Quanto ao efeito das concentragbes do produto na massa radicular, ndo se observou
diferenga significativa, n&o havendo, portanto, qualquer associacdo entre a elevagdo das

concentracdes e a variavel observada (Grafico 3). A massa radicular média encontrada foi de 19,23 g.
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TABELA1

Valores médios da massa do sistema radicular de tomateiro em fungao de diferentes concentragbes
de Nem-Out ™ e do tipo de aplicacao.

~ FORMAS DE APLICACAO .

CONCENTRACOES SUPERFICIE COVA Médias

1,25 24,29 18,05 21,17

2,50 19,48 17,47 18,48

5,00 23,78 17,10 20,44

10,00 24,91* 14,62 19,76

20,00 19,80 15,33 17,56

40,00 22,20 13,76 17,98
Médias 22, 41A 16,06B

Testemunha 18,35

As médias com letras mailsculas iguais na linha, ndo diferenciam entre sim pelo teste F a 5% de
probabilidade. * diferente da Testemunha a 5% de probabilidade pelo teste Dunnett.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Grafico 3 — Massa do sistema radicular de tomateiro em fungao de diferentes concentragdes de Nem-
Out ™
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. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

As caracteristicas de infectividade e reprodugéo avaliadas como numero de galhas, de massa
de ovos e de ovos por grama de raiz e fator de reprodugao, foram influenciadas significativamente
pelo efeito da interagdo concentragdes x forma de aplicagdo do produto (Tabela 2 — APENDICE).

Nas concentragdes 2,5 a 10 g L' do Nem-Out™, os valores médios do nimero de galhas por
grama de raiz do tomateiro foram superiores quando aplicadas via cova (Tabela 2). Nas demais

concentragdes, ndo houve diferencga significativa entre as formas de aplicagao.
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Comparativamente a testemunha (20,91), as concentragdes de 1,25 a 10 g L', aplicados na
superficie resultaram em menor nimero de galhas. Quando o produto foi aplicado na cova na
concentragdo de 1,25 g L', o niUmero de galhas também foi menor. Entretanto, nas concentragdes de
5e 40 gL', onimero de galhas foi maior do que na testemunha.

A elevacido das concentragdes do produto Nem-Out™ resultou em aumento linear crescente
no numero de galhas por grama de raiz (Grafico 4), havendo um incremento do nimero de galhas de

160,53% e 183,79% quando o produto foi aplicado via superficie e via cova, respectivamente.

TABELA 2

Valores médios do numero de galhas de Meloidogyne incognita por grama de raiz de tomateiro em
fungéo de diferentes concentragdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagédo.

FORMAS DE APLICACAO

CONCENTRAGCOES SUPERFICIE COVA Médias

1,25 3,26A (11,02)** 3,64A (13,44)* 3,45 (12,23)
2,50 2,60B (6,97)** 4,00A (16,122) 3,30 (11,54)
5,00 2,30B (5,33)** 5,67A (31,11)* 3,93 (18,22)
10,00 2,78B (8,29)** 4,66A (22,00) 3,72 (15,14)
20,00 5,06A (25,97) 5,10A (26,48) 5,08 (26,22)
40,00 5,26A (28,71) 6,08A (38,14)** 5,67 (33,42)

Médias 3,54 (14,38) 4,84 (24,55)

Testemunha 4,56 (20,91)

As médias com letras maiusculas iguais na linha, ndo diferenciam entre sim pelo teste F a 5% de
probabilidade. * e ** diferente da Testemunha a 5% e 1% de probabilidade pelo teste Dunnett,

respectivamente. Dados transformados pela férmula vX. ( ) Dados originais.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Grafico 4 — Numero de galhas de Meloidogyne incognita por grama de raiz de tomateiro em fungéo de
diferentes concentragées de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagéo. ** Significativo a 1% pelo teste t.
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O numero de massa de ovos de M. incognita na concentragdo de 1,25 g L' do produto foi
maior quando aplicado via superficie. Ja na concentragdo de 40 g L', observou-se maior valor médio
quando aplicado via cova. Nas demais concentragdes, ndo se observou diferencga significativa entre
as formas de aplicagdo (Tabela 3). Também n&o foi observada diferenga significativa nas
comparagdes da média de cada concentracdo e formas de aplicagdo com a media da testemunha
(10,69). Quanto ao efeito das concentragdes do Nem-Out™ no nimero de massa de ovos, observou-
se efeito linear crescente apenas quando o produto foi aplicado via cova (Grafico 5). Neste caso,
observou-se um incremento de 104,05%. Na aplicagcdo via superficie, ndo foi constatado efeito

significativo das concentracoes.

TABELA 3

Valores médios do numero de massa de ovos de Meloidogyne incognita por grama de raiz de
tomateiro em fungdo de diferentes concentracdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagao.

FORMAS DE APLICACAO

CONCENTRAGCOES SUPERFICIE COVA Médias

1,25 3,70A (14,26) 2,88B (8,40) 3,29 (11,33)
2,50 3,78A (14,61) 3,68A (13,80) 3,73 (14,21)
5,00 3,29A (10,95) 3,85A (14,95) 3,57 (12,95)
10,00 3,88A (15,84) 3,30A (11,36) 3,59 (13,60)
20,00 3,79A (14,83) 3,62A (13,51) 3,71 (14,17)
40,00 3,28B (11,68) 4,07A (17,14) 3,68 (14,41)

Médias 3,62 (13,69) 3,57 (13,20)

Testemunha 3,23 (10,69)

As médias com letras maiusculas iguais na linha, ndo diferenciam entre sim pelo teste F a 5% de
probabilidade.* diferente da Testemunha a 1% de probabilidade pelo teste Dunnett. Dados

transformados pela férmula Dados transformados pela férmula VX. ( ) Dados originais.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Grafico 5 — Numero de massa de ovos de Meloidogyne incognita por grama de raiz de tomateiro em
fungéo de diferentes concentragdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagédo. ** Significativo a 1% pelo
teste t.
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Na comparagdo do numero de ovos de M. incognita nas formas de aplicacdo do produto,
observou-se que nas concentragdes de 2,50 e 40 g L', na aplicagéo via superficie os valores foram
superiores (Tabela 4). Todavia, nas concentragées de 5 e 10 g L', os valores do nimero de ovos
foram superiores na aplicagdo via cova. Nas demais concentracbes ndo se constatou diferengas
significativas.

Em relagédo a testemunha (740,44), na aplicagio via superficie, as concentracdes de 1,25 e
2,5 g L' proporcionaram menores valores médios de nimero de ovos. Equanto que as concentragdes
de 20 e 40 g L' proporcionaram valores superiores ao da testemunha. Nas concentragdes
intermediarias ndo se observou diferenga significativa. Na aplicagdo via cova, apenas na
concentragdo de 2,5 g L ndo houve diferenga significativa. Nas maiores concentragées (10, 20 e 40
g L"), as médias observadas foram superiores a testesmunha.

O aumento das concentragdes do produto resultou em crescimento linear do numero de ovos
por grama de raiz na aplicagéo via superficie, observando-se um incremento de 285,31% na maior
concentragao (Grafico 6). Ja na aplicagdo via cova, observou-se efeito quadratico com a elevagao
das concentragdes do Nem-Out™. O aumento do nimero de ovos ocorreu até a dose calculada de
22,87 g L' do produto, atingindo 5.607,85 ovos. A partir dai houve redugdo para 2.906,83 ovos na

concentragdo de 40 g L.

TABELA 4

Valores médios do numero de ovos de Meloidogyne incognita por grama de raiz de tomateiro em
fungéo de diferentes concentragbes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagéo.

FORMAS DE APLICACAO

CONCENTRACOES SUPERFICIE COVA Médias

1,25 38,20A (1.536,77)* 42,60A (1.835,51) 40,40 (1.686,14)
2,50 47,88A (2.339,38) ** 36,89B (1.378,20) 42,39 (1.858,79)
5,00 34,38B (1.189,57) 47,29A (2.339,03)* 40,84 (1.764,30)
10,00 35,07B (1.238,29) 64,70A (4.247,63)** 49,89 (2.742,96)
20,00 72,21A (5.258,08)** 73,86A (5.581,39)** 73,04 (5.419,74)
40,00 76,47A (5.921,27) ** 52,25B (2.893,42)** 64,36 (4.407,35)

Médias 50,70 (2.913,89) 52,93 (3.045,86)

Testemunha 26,92 (740,44)

As médias com letras mailsculas iguais na linha, ndo diferenciam entre sim pelo teste F a 5% de
probabilidade. * e ** diferente da Testemunha a 5% e 1% de probabilidade pelo teste Dunnett,

respectivamente. Dados transformados pela férmula Dados transformados pela férmula VX, ()

Dados originais.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Grafico 6 — Numero de ovos de Meloidogyne incognita por grama de raiz de tomateiro em fungao de
diferentes concentragdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagéo. ** Significativo a 1% pelo teste t.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Comparando-se o FR entre as formas de aplicagédo, observou-se que nas concentragdes de
2,5, 2,50, 20 e 40 g L' a aplicagdo na superficie as médias foram maiores (Tabela 5). Apenas na
concentragdo de 10 g L' observou-se maior média na aplicagdo via cova.

Comparativamente a testemunha (7,46), todas as médias (de cada concentracdo e em cada
forma de aplicagdo) foram superiores, exceto na dose 2,5 g L' na aplicagao via cova.

Com o aumento das concentracdes do Nem-Out™ resultou em crescimento linear do FR na
aplicagéo via superficie, observando-se um incremento de 281,31% na maior concentragao (Grafico
7). Ja na aplicacdo via cova, observou-se efeito quadratico com a elevagado das concentragdes do
Nem-Out™. O aumento do FR ocorreu até a concentragdo calculada de 22,64 g L' do produto,

atingindo o valor de 44,94. A partir dai houve redugao para 18,43 na concentragdo de 40 g L.
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TABELA 5

Valores médios do fator de reprodugdo de Meloidogyne incognita em tomateiro em fungdo de
diferentes concentragbes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagéo.

FORMAS DE APLICACAO

CONCENTRAGCOES SUPERFICIE COVA Médias

1,25 4,24A (18,30)** 4,20A (17,78) ** 4,22 (18,04)
2,50 4,86A (23,87) ** 3,56B (12,85) 4,21 (18,36)
5,00 3,90A (15,25) ** 3,50A (21,32) ** 3,70 (18,28)
10,00 4,05B (16,51) ** 5,68A (32,74) ** 4,86 (24,62)
20,00 7,39A (54,78) ** 6,68B (44,72) ** 7,03 (49,75)
40,00 8,32A (69,78) ** 4,26B (18,43) ** 6,29 (44,10)

Médias 5,46 (33,08) 4,60 (21,19)

Testemunha 2,68 (7,46)

As médias com letras maiusculas iguais na linha, ndo diferenciam entre sim pelo teste F a 5% de
probabilidade. * e ** diferente da Testemunha a 5% e 1% de probabilidade pelo teste Dunnett,

respectivamente. Dados transformados pela formula Dados transformados pela férmula VX, ()

Dados originais.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Grafico 7 — Fator de reproducdo de Meloidogyne incognita em raiz de tomateiro em funcao de
diferentes concentragdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicagdo. ** Significativo a 1% pelo teste t.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Pelos resultados apresentados podemos observar que o nematoide e o tomateiro apresentam
reacOes diferenciadas com relagdo as concentragdes do produto Nem-Out™ e a forma de aplicacao.
Quando analisamos a infectividade e a reproducdo de M. incognita, verificamos comportamento
variavel entre as concentracdes do Nem-Out™ e a forma de aplicagdo. Embora tenha ocorrido

reducdo das variaveis nematoldgicas entre as concentragbes estudadas, observou-se um aumento
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linear na densidade populacional do nematoide com o aumento da concentragcdo do Nem-Out™,
independentemente da forma de aplicagdo, expresso principalmente pelo nimero de galhas e ovos/ g
de raiz e pelo FR. Ja quando analisamos o efeito sobre o tomateiro, houve maior influencia da forma
de aplicagdo do Nem-Out™ via superficie, independente da concentragio, proporcionando maior
massa do sistema radicular.

Os agentes antagonistas presentes na mistura do Nem-Out™ como Bacillus,
Trichoderma e enzimas sdo relatados na literatura no biocontrole de nematoides (ARAUJO e
MARCHESI, 2009; RADWAN et al., 2012; FERNANDES et al., 2014). Espécies de Bacillus produzem
enzimas, peptideos e compostos organicos volateis com atividade que interferem no processo de
parasitismo e na reprodugdo dos nematoides (PEREZ-GARCIA et al., 2011; SHARMA e GOMES,
1996). Além do mecanismo de producao de compostos com atividade nematicida varios isolados de
Bacillus e de Trichoderma também podem atuar como promotores de crescimento de plantas
(SIKORA, 1988; FORTES et al., 2007; HOWELL, 2003; FREITAS et al., 2012; SAHEBANI e HADAVI,
2008; ARAUJO e MARCHESI, 2009). A agdo desses agentes e de seus produtos com agéo
nematicida foi mais evidente nos estudos in vitro, principalmente sobre os J2 de M. incognita, mesmo
em baixas concentragdes, do que nos estudos in vivo. Esses resultados podem ser explicados pela
agao direta dos produtos e do tempo de exposi¢ao ao produto e dos agentes antagonista nos estudos
in vitro, enquanto nos estudos in vivo foi feito apenas uma aplicagdo do produto Nem-Out™ e com a
irrigacdo ocorre a diluigdo e/ou lixiviagdo do produto no solo com o tempo de cultivo do tomateiro.

Silva (2015) avaliou também o produto comercial Nem-Out™ em diferentes dosagens e
observou aos 45 dias apds a inoculagdo redugéo crescentes na densidade populacional e no fator de
reproducdo de M. incognita em tomateiro a partir das dosagens de 6, 8 e 10 kg/ha, mas nao houve
promogao do crescimento do sistema radicular e da parte aérea. Um dos fatores que pode explicar
nossos resultados seria o numero de aplicagbes do produto e a concentracdo dos agentes
antagonistas. No entanto, nos trabalhos de Silva (2015) podemos verificar que na testemunha o fator
de reprodugdo foi de 157,54 e nas concentragbes de 8 e 10 kg/ha foi de 10,11 e 7,48,
respectivamente, aos 45 dias. Isto significa que apesar da redugédo populacional de M. incognita o
fator de reprodugdo ainda permaceu acima de 1,0, sendo pelos critérios de Seinhorst (1967) as
plantas classificadas como boas hospedeiras. As duas maiores concentragdes que utilizamos foram
de 20 e 40 g L' que representa as concentragdes de 6 e 12 kg/ha do produtor comercial Nem-Out™.
Quando foi feita a aplicagdo das concentragdes de 20 e 40 g L' na superficie o fator de reprodugéo
foi de 54,78 e 69,78, enquanto na testemunha foi de 7,46. Ao que tudo indica isto esta relacionado a
maior massa do sistema do tomateiro. Por outro lado, como a massa do sistema radicular do
tomateiro que recebeu a aplicagdo na cova foi menor houve redugéo do fator de reprodugéo, quando
comparamos com aqueles tratamentos com aplicacao na superficie.

A matéria organica do solo € limitante no estabelecimento dos agentes de biocontrole na
colonizagao da rizosfera (CANNAYANE e RAJENDRAN, 2001; FREITAS et al., 2003). Partindo deste
principio, a baixa quantidade de matéria organica presente na composi¢do do substrato das mudas
de tomateiro em nosso trabalho (areia:solo na proporg¢ao 2:1), pode ter desfavorecido o processo de

colonizagdo pelos antagonistas. Silva (2015) estudou doses de Nem-Out™ no controle de M.
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incognita em substrato composto de mistura de terra e areia na proporgdo de 1:1, e verificaram
redugao crescente na reprodugdo do nematoide. De fato, a proporgdo de areia em nosso trabalho
significa menor teor de matéria organica o que pode ter desfavorecido o estabelecimento dos agentes
antagonistas mesmo com aplicagdo na cova, embora tenha ocorrido menor fator de reprodugéo nos
tratamentos com esse tipo de aplicagdo, mas com fator de reproducgao considerado ainda alto.

Outro fator importante na eficiéncia do controle biolégico esta relacionado a capacidade e o
tempo de colonizagdo das raizes pelos agentes de biocontrole (SPIEGEL e CHET, 1998; SILVEIRA e
FREITAS, 2007). Assim, o momento da aplicagdo neste trabalho pode nZo ter sido ideal para o
processo de colonizagdo dos agentes de biocontrole e em sua eficacia. De fato, efeitos positivos de
isolados de Trichoderma no controle de M. arenaria e M. javanica tem sido relatado com aplicagéao
previa no solo (CARNEIRO e CAYROL, 1991; RDWAN et al., 2012). Como fizemos uma unica
aplicagdo do Nem-Out™ no momento da infestagdo do solo com o nematoide, esse procedimento ndo
permitiu o estabelecimento prévio de B. subtilis, B. licheniformes e Trichoderma longibrachiatum na
rizosfera do tomateiro. Este fator somado ao baixo teor de matéria organica e apenas uma Unica
aplicagdo do produto Nem-Out™ pode explicar o baixo desempenho dos antagonistas no controle in
vivo em relacdo ao controle in vitro que foi mais promissor.

Em resumo, demonstramos em nosso trabalho a agdo da concentragdo do Nem-Out™ e da
forma de aplicagdo do produto em estudos in vitro e in vivo e a reagédo de M. incognita e do tomateiro
em resposta a essa interagdo. Assim, contribuimos com a pesquisa cientifica no processo de
compredermos melhor a agdo da mistura de agentes antagonistas e seus metabditos secundarios

sobre o ciclo de vida do nematode das galhas e a planta hospedeira.

4. CONCLUSOES

Nas concentragdes de 20 e 40 g L' do produtor comercial Nem-Out™ houve redugéo
significativa na eclosao dos J2 de M. incognita, chegando a inibir a eclosdo em 79,5% na maior
concentracgao.

A partir da concentragdo de 5 g L' do produto Nem-Out™ ocorreu redugdo significativa e
crescente na motilidade e na mortalidade dos J2.

A massa do sistema radicular do tomateiro foi influenciada significativamente apenas pela
forma de aplicagdo do produto Nem-Out™, com maior massa radicular quando o produto foi
aplicado via superficie.

A infectividade e a reprodugédo de M. incognita foram influenciadas significativamente pelo
efeito da interacdo concentragdes x forma de aplicagédo do produto.

Menor infectividade expressa por galhas/ g de raiz ocorreu na aplicacdo via superficie nas
concentragdes de 2,5 a 10 g L-', em comparagéo com a testemunha.
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Ja a infectividade expressa pelo nimero de massas de ovos/ g de raiz foi menor nas
concentragdes de 1,25 e 40 g L', aplicadas via cova e superficie, respectivamente.

As concentragbes de 1,25 e 2,5 g L' aplicadas via superficie proporcionaram menor nimero
de ovos/ g de raiz.

O aumento das concentragbes do Nem-Out™ resultou em crescimento linear do FR na
aplicacao via superficie, enquanto na aplicagdo via cova houve efeito quadratico com o aumento

das concentragoes.
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APENDICE

TABELA 1

Resumo da Analise de Variancia das médias da massa radicular de tomateiro, N° de galhas, N° de
massa de ovos, N° de ovos e fator de reproduc¢ao de Meloidogyne incognita, em fungao de
concentragdes de Nem-Out ™ e do tipo de aplicacéo.

Quadrados Médios

\F/on}e c_ie GL Massa N° de N° massa N° de Fator de
ariacao ; ~
radicular galhas ovos ovos reproducao

Concentracgbes 5 29,16 12,93* 0,36 2664,21* 21,08**
Aplicagao 1 847,47 35,36** 0,06 104,23 8,87**
Dos x Apl 5 29,62 4,82 1,37* 1220,83** 13,42**

Test x Fatorial 1 5,09 0,86 0,86 4005,72** 39,01**
Residuo 78 15,55 0,45 0,48 68,64 0,39
CV(%) 20,57 15,90 19,46 16,60 12,62

** Significativo a 1% pelo teste F.
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QUADRO 1

Saida do resultado da analise de varidncia da porcentagem de juvenis do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita eclodidos apds exposicdo dos ovos a diferentes concentragdes do produtor
comercial Nem-Out™ por 14 dias (Software R. Versao 3.5.1.).

ECLOSAO

Quadro da analise de variancia

GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 3791510797 631918466 25.746 1.7926e-11
Residuo 35 859061176 24544605
Total 414650571973

CV =25.16 %

Teste de normalidade dos residuos
Valor-p: 3.274203e-05
ATENCAO: a 5% de significancia, os residuos nao podem ser considerados normais!

Teste de homogeneidade de variancia
valor-p: 2.106853e-08
ATENCAO: a 5% de significancia, as variancias nao podem ser consideradas homogeneas!
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QUADRO 2
Saida do resultado da analise de variancia da porcentagem de motilidade e mortalidade de juvenis do
segundo estadio (J2) de Meloidogyne inocgnita em diferentes concentragbes do produto comercial
Nem-Out™ por 14 dias (Software R. Versdo 3.5.1.).

MOTILIDADE

Quadro da analise de variancia

GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 46496 7749.4 1074.9 3.6758e-38
Residuo 35 252 7.2
Total 4146748

CV=17.68 %

Teste de normalidade dos residuos
Valor-p: 7.656499e-08
ATENCAO: a 5% de significancia, os residuos nao podem ser considerados normais!

Teste de homogeneidade de variancia
valor-p: 0
ATENCAO: a 5% de significancia, as variancias nao podem ser consideradas homogeneas!

MORTALIDADE

Quadro da analise de variancia

GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 34231 5705.1 32.368 6.8844e-13
Residuo 35 6169 176.3
Total 41 40400

CV=16.97 %

Teste de normalidade dos residuos
Valor-p: 7.338591e-05
ATENCAO: a 5% de significancia, os residuos nao podem ser considerados normais!

Teste de homogeneidade de variancia
valor-p: 2.398714e-08
ATENCAO: a 5% de significancia, as variancias nao podem ser consideradas homogeneas!




