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RESUMO GERAL

MOTA, LARA CAROLINE BORGES MOREIRA. Micro-organismos, quitina e
quitosana no manejo de nematoides das galhas no tomateiro. 2015. 128p.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia — area de concentracdo em Fitopatologia) —
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia."

Dentre as formas de manejo de fitonematoides destaca-se o controle biolégico com
micro-organismos habitantes do solo e a inducéo de resisténcia. O objetivo geral desse
trabalho foi avaliar a eficacia de micro-organismos, quitina e quitosana no manejo de
nematoides das galhas na cultura do tomateiro. Para tanto, foram montados trés
experimentos. O primeiro avaliou a eficicia do produto comercial LMXBIO e cada
micro-organismo de sua composicao (B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium sp., S.
cerevisiae e Trichoderma spp.), de forma isolada, no controle de M. incognita e M.
javanica e o efeito no desenvolvimento do tomateiro. O segundo experimento avaliou a
sensibilidade dos micro-organismos supracitados aos agroquimicos imidacloprido,
benalaxil + mancozeb, casugamicina e metribuzim. O terceiro experimento verificou a
eficacia dos produtos HYT-C (quitina) e/ou HYT-D (quitosana), via solo e/ou foliar, no
controle de M. incognita e M. javanica e o efeito no desenvolvimento do tomateiro.
Trichoderma spp. foi eficiente na reducdo de M. incognita no tomateiro. B. subtilis e
Rhizobium sp. foram eficazes na reducdo de M. javanica no tomateiro. Nas
concentracdes recomendadas para o tomateiro, o fungicida benalaxil + mancozeb inibiu
o crescimento de B. thuringiensis e Rhizobium sp.; o herbicida metribuzim inibiu o
crescimento de B. thuringiensis e reduziu a velocidade de crescimento micelial do
Trichoderma sp.; e 0 bactericida casugamicina inibiu o crescimento da B. thuringiensis.
Nenhum produto, nas concentragdes recomendadas para o tomateiro, inibiu o
crescimento de B. subtilis e S. cerevisiae. O inseticida imidacloprido ndo interferiu no
desenvolvimento de nenhum dos micro-organismos avaliados. Quitina via solo
aumentou comprimento e o peso fresco raiz em plantas inoculadas com M. incognita.
Quando associada a quitosana via foliar, também, promoveu aumento do peso aéreo das
plantas. A aplicacdo de quitina via solo e associada com quitosana foliar, reduziu o fator
de reproducdo e a populacdo por grama de raiz de M. javanica. Para M. incognita ndo
foram obtidos resultados expressivos. Quitina via solo aumentou a populacdo de micro-
organismos quitinoliticos do solo. A aplicacdo de quitina solo, quitosana foliar, e
associacdo de ambas, aumentou a atividade da enzima quitinase nas folhas do tomateiro
quatro dias apos aplicacdo, independente do nematoide inoculado.

Palavras-chaves: compatibilidade a agroquimicos, controle biol6gico, inducdo de
resisténcia, Meloidogyne sp.

'Orientadora: Maria Amelia dos Santos
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GENERAL ABSTRACT

MOTA, LARA CAROLINE BORGES MOREIRA. Microorganisms, chitin and
chitosan to manage root-knot nematodes on tomato. 2015. 128p. Dissertation
(Masters degree in Plant Pathology) - Federal University of Uberlandia, Uberlandia.

Among the forms of plant-parasitic nematode management, biological control with soil
microorganisms and the induction of resistance stand out. This study evaluated the
effectiveness of microorganisms, chitin and chitosan in the management of root-knot
nematodes on tomato. Three experiments were done to confirm such effectiveness. The
first experiment evaluated the effectiveness of the commercial product LMXBIO and
each microorganism of its composition (B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium sp., S.
cerevisiae and Trichoderma spp.) alone, to control M. incognita and M. javanica and
their effects on tomato plant growth. The second experiment evaluated the sensitivity of
the above microorganisms to agrochemicals imidacloprid, benalaxyl + mancozeb,
kasugamycin and metribuzim. The third experiment evaluated the effectiveness of
HYT-C products (chitin) and/or HYT-D (chitosan), via soil and/or leaf, to control M.
incognita and M. javanica and their effect on tomato plant growth. Trichoderma spp.
was effective in reducing M. incognita in tomato, while B. subtilis and Rhizobium sp.
were effective in reducing M. javanica in tomato. At the recommended concentrations
for tomato, the fungicide benalaxyl + mancozeb inhibited growth of B. thuringiensis
and Rhizobium sp.; the herbicide metribuzin inhibited growth of B. thuringiensis and
reduced the rate of mycelial growth Trichoderma sp.; the bactericide kasugamycin
inhibited growth of B. thuringiensis. At the recommended concentrations for tomato
crop, no products inhibited growth of B. subtilis or S. cerevisiae. The insecticide
imidacloprid did not affect the development of any of the studied microorganisms.
Chitin in the soil increased root length and t fresh weight in plants inoculated with M.
incognita. When combined with foliar chitosan, it also promoted increased plant shoot
mass. The application of chitin to soil associated with chitosan to leaves, reduced the
reproduction factor and population per gram of the root-knot nematode M. javanica. No
significant results were obtained for M. incognita. Chitin applied to the soil increased
the population of chitinolytic microorganisms. The application of soil chitin, foliar
chitosan and the combination of both, increased the activity of the enzyme chitinase in
the leaves four days after application, regardless of the nematode inoculated.

Keywords: agrochemicals compatibility, biological control, resistance induction,
Meloidogyne sp.

'Adviser: Maria Amelia dos Santos
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1 INTRODUGCAO GERAL

O tomateiro sofre danos significativos causados por fitonematoides,
principalmente em areas com ocorréncia simultanea de Meloidogyne incognita (Koford
& White) Chitwood e Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood (CHARCHAR, 1995).
Plantas atacadas caracterizam-se pelo pouco desenvolvimento da parte aérea com
sintomas reflexos (EMBRAPA, 2006), decorrentes da dificuldade de absorcao de agua e
nutrientes, resultando em queda de produtividade, com perdas na producdo de 28,7 a
85,0% (CHARCHAR et al., 1998).

Quando os nematoides se disseminam em uma area, o controle torna-se dificil e
sua erradicacdo praticamente impossivel (FERRAZ et al., 2010). No controle de
nematoides varias estratégias combinadas como uso de plantas antagonistas, controle
quimico, cultivares resistentes, rotacdo de culturas, alqueive e controle biol6gico devem
ser usadas (BARKER; KOENNING, 1998).

O controle bioldgico pode ser um método viavel para manejo dos nematoides
das galhas. Micro-organismos habitantes do solo, como Bacillus subtilis Cohn, B.
thuringiensis Berliner, Rhizobium sp. (Frank), Saccharomyces cerevisiae Meyen ex
E.C. Hansen e Trichoderma spp. (Persoon), tém sido estudados no controle de
nematoides das galhas (ARAUJO; MARCHESI, 2009; CAPRONI et al., 2012; CHEN
et al., 2000; FABRY et al., 2007; ZANARDO, 2009).

Outra medida que tem sido demonstrada em muitas espécies de plantas contra
o0 ataque de fungos, bactérias, virus e nematoides € a inducdo de resisténcia. Dentre 0s
indutores destacam-se a quitina, 0 segundo polissacarideo mais abundante do planeta,
encontrado principalmente em crustaceos e constituido por uma sequéncia linear de N-
acetilglucosamina e a quitosana, forma desacetilada da quitina com poli D-glucosamina
(DI PIERO; GARDA, 2008). A inducdo de resisténcia esta relacionada com o aumento
da atividade de enzimas como quitinases e peroxidases na planta. Além da inducéo de
resisténcia, segundo Castro et al. (2011), quando a quitina é aplicada ao solo, ha um
aumento na atividade de micro-organismos quitinoliticos capazes de degradar a quitina
presente na casca dos ovos dos fitonematoides, sendo esse outro importante mecanismo

de biocontrole.



Nesse contexto, produtos para serem utilizados no manejo de fitonematoides
vém surgindo no mercado. O produto LMXBIO trata-se de um probiotico e bioativador
de plantas, composto pelos micro-organismos B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium
sp., S. cerevisiae e Trichoderma spp., que segundo informacgdes da empresa detentora,
possui propriedades nematicidas devido ao amplo espectro de agdo de seus
componentes contra nematoides (LMXBIO, 2014). O produto HYT-C é um produto a
base de quitina micronizada, extraida de uma fonte natural a partir de residuos de
camardo, e o HYT-D sua forma desacetilada, a quitosana. Ambos 0s produtos
estimulam uma maior formacéo de raizes e estimulam a capacidade natural da planta

para resistir aos patdégenos de solo, como fitonematoides (AGRINOS, 2014).

1.1 CULTURA DO TOMATE

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertence a ordem Solanales, familia
Solanaceae e ao género Solanum (FILGUEIRA, 2000). E nativo da regido andina que
abrange parte do Chile, Colémbia, Equador, Bolivia e Peru, mas sua ampla
domesticagdo ocorreu no México, seu centro de origem secundario (SANTOS, 2009).

O tomate é a segunda olericola mais cultivada no mundo, sendo superada apenas
pela batata, e junto com a cebola e o alho sdo os alimentos mais industrializados
(FILGUEIRA, 2000). E uma das culturas mais importantes, ndo apenas em produc&o,
mas também em valor socioecondmico (KROSS et al., 2001).

A safra mundial de tomate, em 2012, totalizou 161,8 milhdes de toneladas, em
uma area cultivada de 4,8 milhes de hectares com rendimento médio de 33,6 t.ha™. O
maior produtor mundial de tomate é a China (30,9%), seguida pelos EUA (8,15%) india
(10,81%) e Turquia (7,01%). O Brasil é o oitavo maior produtor mundial representando
2,39% da producdo mundial, com 1,25% da area cultivada e com rendimento médio de
60,66 t.ha™, valor 80% maior que a média mundial. Na safra 2012, a area cultivada no
pais foi de 63,859 mil hectares, alcancando o volume de 3,87 milhdes de toneladas
(FAOSTAT, 2013).

No Brasil, o tomateiro € cultivado praticamente em todo territério nacional, mas
sua producdo destaca-se nas regides Sudeste e Centro-Oeste. Os Estados com maior
participacdo na produgdo nacional sdo Goias (32,1%), S&o Paulo (17,6%) e Minas
Gerais (13,5%) (IBGE, 2013). Desta producdo, 70% sdo destinados ao consumo in
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natura e o restante sdo matéria prima para inddstria na producdo de diversos produtos
como molho, pastas, sucos e outros derivados (MAKISHIMA; MELO, 2005).

1.2 NEMATOIDES PARASITOS DE PLANTAS DO TOMATEIRO

O tomateiro tem como um dos principais problemas fitossanitarios, o
parasitismo por nematoides do género Meloidogyne, que sdo formadores de galhas na
raiz (ARAUJO; MARCHESI, 2009). Plantas infectadas apresentam dificuldades na
absorcdo de agua e nutrientes do solo, resultando em deficiéncia mineral e perda de
produtividade da ordem de 25 a 85% (LOPES; SANTQOS, 1994).

1.2.1 Geénero Meloidogyne

Em 1855, Berkeley classificou o nematoide das galhas como Heterodora
radicicola. Goeldi, em 1877, considerou o nematoide das galhas como Meloidogyne
exigua, sendo esta a primeira vez que o nematoide das galhas foi apontado pertencente
ao género Meloidogyne. Porém inicialmente ndo foi bem aceito na comunidade
cientifica. Em 1949, quando Chitwood fez uma revisdo completa classificando as quatro
principais espécies de Meloidogyne spp. (M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M.
hapla), separando-as pelas marcas cuticulares na regido perineal, que os nematoides das
galhas foram conhecidos mundialmente como género Meloidogyne (GUIMARAES,
2012).

Os nematoides das galhas sdo parasitos obrigatorios de raizes de milhares de
especies vegetais, incluindo dicotiledéneas, herbaceas e lenhosas. O género inclui cerca
de 90 espécies descritas, com algumas espécies apresentando racas (GUIMARAES,
2012).

A reproducdo das espécies tropicais mais importantes do género Meloidogyne é
por partenogénese mitética, porém machos sdo encontrados em condi¢des naturais.
Todos os nematoides passam por um estadio embrionario, quatro estagios juvenis (J1—
J4) e uma fase adulta. Seu ciclo de vida se inicia quando a fémea, em forma de cabaga,
parcialmente encaixada na raiz da planta hospedeira deposita seus ovos numa matriz
gelatinosa. Mais de 1.000 ovos podem ser encontrados em uma massa de ovos. O
desenvolvimento dos ovos ocorre em poucas horas apos a deposi¢éo, resultando em 2,

4, 8 e mais celulas até a formacéao do juvenil, a primeira fase juvenil (J1) dentro do seu
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interior. A primeira ecdise ocorre dentro do ovo formando os juvenis de 2° estadio (J2)
que entdo eclodem. Apds a eclosdo, o J2 que constitui a fase infectiva do nematoide,
tem um curto periodo de vida, livre no solo. Eles ndo se alimentam durante essa fase,
mas usam lipidios armazenados no seu intestino para se manterem até encontrar uma
planta hospedeira. O J2 é guiado para planta hospedeira com mais eficiéncia por
exsudacbes das raizes do hospedeiro (AGRIOS, 2005; GUIMARAES, 2012;
TIHOHOD, 2000; EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991).

Este nematoide inicia seu processo de penetracdo na zona de alongamento da
raiz e migra intercelularmente para a ponta da raiz. Uma vez que atinge o meristema da
raiz, ele migra para zona de diferenciacdo do cilindro vascular. Ao chegar a zona de
desenvolvimento do protoxilema, este seleciona e posteriormente modifica as células
vegetais, que sdo diferenciadas em sitios de alimentacdo. O primeiro sinal da génese das
celulas gigantes € o aparecimento de vérias celulas binucleadas. Células gigantes podem
ser até 100 vezes maiores que as células do parénquima vascular da raiz normal e
podem conter até 100 nucleos. Outras modificacdes que ocorrem para formacdo das
células de alimentacdo incluem invaginacfes na membrana plasmatica (ABAD et al.,
2003).

O juvenil de segundo estadio sofre uma série de transformagdes que culminam
nas ecdises, dando origem aos estadios juvenis J3, J4 e finalmente aos adultos machos e
fémeas. O periodo sedentario é caracterizado por um processo de alimenta¢do em que
secreces das células da glandula esofagica do nematoide séo injetadas via estilete
dentro das células de alimentacdo e induz o fornecimento de todas as necessidades
nutricionais do nematoide. As fémeas permanecem na planta e tem formato de uma
cabaca, ja os machos vermiformes abandonam a raiz. A duracdo do ciclo de vida varia
de 3 a 4 semanas, sendo o ciclo mais curto na faixa de 25-27°C. Em hospedeiros menos
favoraveis, a duracdo pode se estender por periodo mais longo (ABAD et al., 2003;
TIHOHOD, 2000).

Geralmente, as plantas sofrem mais danos causados pelo nematoide do género
Meloidogyne em solos arenosos do que em solos de textura mais argilosa. Em condicGes
favoraveis podem levar a morte de planta por colapso do sistema radicular (GOMES;
COFCEWICZ, 2005).

Os sintomas diretos mais evidentes que costumam ocorrer sdo: galhas

radiculares de formatos varidveis, no geral bem visiveis, e escassez de raizes
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secundarias. Essa combinagdo resulta em sistemas radiculares rasos, pobres e
deformados. Na parte aérea, as plantas parasitadas mostram subdesenvolvimento,
clorose e/ou murcha foliar e queda de produtividade, caracterizando as reboleiras. Em
algumas culturas, podem interagir com outros patdgenos, com graves consequéncias ao
desenvolvimento das plantas (GUIMARAES, 2012).

1.2.1.1 Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita foi relatado inicialmente em 1920, no Texas (EUA). E
uma espécie cosmopolita de ocorréncia generalizada em toda a regido tropical e
subtropical. No Brasil foi assinalada, desde 1950, parasitando grande nimero de plantas
daninhas (SBN, 2012).

E uma espécie altamente polifaga, atacando ampla lista de monocotileddneas e
dicotiledéneas. No Brasil, podem ser citados algoddo, péssego, repolho, feijoes em
geral, cenoura, banana, soja e milho (SBN, 2012).

M. incognita apresenta quatro ragas, sendo que todas ocorrem no Brasil (SBN,
2012). Séo identificadas com base no teste de seis hospedeiros diferenciais com
cultivares norte-americanas. A avaliacdo € qualitativa, ou seja, com base apenas na
presenca ou auséncia de galhas no sistema radicular das plantas inoculadas. A raca 1
ndo infecta o algoddo e o fumo; a raca 2 infecta somente o fumo. A raga 3 s6 o algodao
e a raca 4, ambos os hospedeiros. As demais hospedeiras (pimenta, melancia e tomate)
apresentam padrdes de resisténcia ou suscetibilidade semelhantes nas racas de M.
incognita (EISENBACK et al.,1981).

1.2.1.2 Meloidogyne javanica

A primeira ocorréncia de Meloidogyne javanica foi relatada no fim do século
XIX em cana-de-agUcar, em Java na Indonésia. No Brasil, foi assinalada desde 1950,
parasitando grande ndmero de plantas daninhas. E uma espécie cosmopolita presente
nas regides tropical e subtropical, superada apenas pela dispersdo de M. incognita
(SBN, 2012).

E uma espécie muito polifaga parasitando plantas de uma longa lista de

monocotileddneas e dicotileddneas. No Brasil, pode-se citar milho, batata, tomate e



hortalicas em geral, arroz, soja, banana, cana-de-agUcar, entre muitos outros (SBN,
2012).

Ja foram detectadas quatro racas de M. javanica, que sdo identificadas pelo teste
em hospedeiros diferenciadores. A raca 1 parasita fumo, melancia e tomate, enquanto a
raca 2 parasita essas plantas mais o pimentéo, raca 3 que parasita as mesmas plantas que
araga 1, acrescenta-se mais o amendoim. A raga 4 parasita as mesmas plantas da raga 2
mais 0 amendoim (CARNEIRO et al., 2003; HARTMAN; SASSER, 1985; RAMMAH,;
HIRSCHMANN, 1990).

1.3 CONTROLE BIOLOGICO

O controle biologico tem-se apresentado como medida mais viavel para o
manejo de fitonematoides, por minimizar o dano ambiental comparado aos métodos
quimicos convencionais (COIMBRA; CAMPOS, 2005). Segundo Maciel e Ferraz
(1996), o método bioldgico para controle de nematoides pode acontecer pela paralisacao
do ciclo de vida ou, pelo menos, pela reducdo da capacidade reprodutiva do parasita.
Além disso, a transformacdo dos exsudatos radiculares em subprodutos pela acdo dos
micro-organismos pode fazer com que o0 nematoide ndo reconheca o estimulo
quimiotrépico e continue movimentando-se no solo até morrer (FREITAS, 2001).
Micro-organismos biocontroladores também sdo capazes de induzir resisténcia nas
plantas contra o ataque de nematoides (FU; DONG, 2013).

Os principais agentes de controle biolégico de nematoides sdo os fungos e
bactérias, como as colonizadoras da rizosfera, denominadas rizobactérias, que tém
proporcionado defesa contra o ataque de patdgenos de solo e promovido o crescimento
de plantas (VAZ et al., 2011).

1.3.1 Rizobactérias

Diversos micro-organismos de solo sdo conhecidos como parasitas ou
predadores de fitonematoides (SHARMA; VIVALDI, 1999), e entre eles, as
rizobactérias. As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP), ou Plant
Growth Promoting Rhizobacteria, constituem um grupo heterogéneo de bactérias que

podem ser encontradas na rizosfera, na superficie ou em associacdo com as raizes, e



podem favorecer a extensdo ou qualidade do crescimento da planta de maneira direta ou
indireta (AHMAD et al., 2008).

Segundo Kloepper et al. (1999), as rizobactérias colonizam as raizes das plantas
em resposta as secrecOes ricas em carboidratos e aminoacidos por elas produzidas. A
promoc¢do de crescimento de plantas é consequéncia da producdo de fitohorménios,
producdo de sideroforos e enzimas liticas que induzem a solubilizacdo do fosfato do
solo, inibicdo da sintese de etileno, aumento da fixacdo de nitrogénio, solubilizacéo e
absorcdo de nutrientes e melhoria das condi¢des do solo (ARAUJO, 2008; LIMA,
2010).

As rizobactérias oferecem beneficios indiretos ao crescimento de plantas pela
supressdo do solo contra micro-organismos maléficos (KLOEPPER et al., 1999).
Lugtenberg e Kamilova (2009) relatam varios mecanismos de biocontrole das
rizobactérias. Dentre eles, antagonismo devido a producdo de antibidticos capazes de
matar agentes patogénicos; interferéncia de sinal com base na degradacdo da N-acil
lactonas homoserina (AHL ou N-AHL) que sdo moléculas nao bacterianas sinalizadoras
envolvidas no fenbmeno que da a percepcdo do quorum sensing; inducao de resisténcia
sisttmica (ISR) resultando em plantas resistentes a alguns patdgenos; producdo de
sider6foros, um quelante de ion-Fe**, que pode inibir o crescimento de fungos
patogénicos; competicdo por nutrientes e nichos com o patdgeno; e interferéncia com a
atividade, sobrevivéncia, germinacdo, e esporulacdo do patogeno.

Muitas destas bactérias tém potencial para reduzir danos causados por
fitonematoides (KLOEPPER et al., 1999). Elas fornecem a primeira linha de defesa
para raizes devido a sua capacidade de multiplicacdo no ambiente da rizosfera, potencial
de colonizacdo no sitio de infec¢do da raiz e por agir em contato direto com o0s parasitas
(HASKY-GUNTER et al., 1998).

O impacto das bactérias sobre 0os nematoides pode ser decorrente do parasitismo,
da producdo de antibidticos, toxinas e enzimas, da interferéncia no processo de
reconhecimento planta-hospedeiro, da inducdo de resisténcia e/ou proporcionando o

desenvolvimento saudavel da planta (TIAN et al. 2007).



1.3.1.1 Bacillus subtilis

A bactéria Bacillus subtilis pertence ao género Bacillus, com célula bacteriana
na forma de bastonete, gram positiva, movel e com formacéo de enddsporos (estruturas
de resisténcia) altamente resistentes ao calor. Bioquimicamente caracterizam-se por
apresentar catalase (+), crescimento anaerébico em agar (-), reducdo de NOz a NO;, (+),
hidrolise do amido (+), producdo de acido a partir de glicose, arabinose e manose (+),
crescimento em NaCl a 7% (+), crescimento a 45°C (+), hidrdlise de caseina (+) e
producdo de esporo (+) (LIMA, 2010).

O habitat de B. subtilis é o solo, mais especificamente a rizosfera. Em condicdes
desfavoraveis como variagdes de temperatura, osmolaridade e disponibilidade de fontes
de carbono, a célula bacteriana entra em estadio de letargia e apresenta respostas
adaptativas como desenvolvimento de motilidade, transformacdo genética por DNA
exogeno e producdo de antibidticos ou enzimas degradativas extracelulares. Em caso de
escassez de nutrientes, as células se dispdem de informacgdes sensoriais que as
direcionam para a formacdo de enddsporo, uma estrutura de resisténcia extremamente
resistente a agressdes exdgenas, o0 que ocasiona a paralisacdo do ciclo de crescimento e
divisdo celular (LANA FILHO et al., 2010).

B. subtilis tem sido usado comercialmente para o biocontrole de doencas de
plantas (YAO et al., 2006). De acordo com Lana Filho, Ferro e Pinho (2010), seu
biocontrole pode ser de natureza direta ou indireta. O antagonismo direto envolve
mecanismos de antibiose, como a sintese de substancias antimicrobianas, a competicdo
por espaco e nutrientes e a sintese de compostos volateis. O mecanismo indireto é
exercido pelo fenémeno de resisténcia sistémica induzida (ISR).

A bactéria pode atuar diretamente sobre os nematoides por meio de antibidticos
e endotoxinas ou pode modificar os exsudatos radiculares, fazendo com que 0s mesmos
ndo sejam reconhecidos pelos nematoides, inibindo a eclosdo e motilidade dos juvenis,
e consequentemente, reduzindo a invasdo nas raizes das plantas (ARAUJO et al., 2002).

Os metabdlitos produzidos pela rizobactéria desencadeiam reacGes de
hipersensibilidade nas células vegetais e interferem na oviposicdo (SHARMA,
GOMES, 1996) impedindo que as fémeas dos nematoides consigam energia suficiente

para produzir ovos (FREITAS, 2001). Além disso, sdo capazes de produzir proteases



(LIAN et al., 2007) e induzirem a producdo de enzimas de defesa na planta hospedeira
(KAVITHA et al., 2007) contra os fitonematoides.

O tratamento de sementes de soja com B. subtilis afetou a orientacdo de
Heterodera glycines Ichinohe, reduzindo a migracdo em direcdo a raiz, devido a
degradacédo bacteriana dos componentes dos exsudatos que estimulam a migracdo dos
juvenis recém-eclodidos (ARAUJO et al., 2002). O tratamento de sementes de feijao
com B. subtilis, também, resultou na supresséo de formacao de galhas e reproducédo de
M. incognita (KHAN et al., 2007). Na cultura da beterraba, Kavitha et al. (2007)
observaram que B. subtilis aumentou a atividade de enzimas de defesa das plantas
tratadas com a bactéria, contribuindo para o controle de M. incognita. O controle
biolégico de B. subtilis no tomateiro foi relatado por Aradjo e Marchesi (2009) pela

reducdo no nimero de ovos de Meloidogyne spp.

1.3.1.2 Bacillus thuringiensis

A rizobactéria Bacillus thuringiensis tem a forma de bastonete, gram-positiva,
pertencente & familia Bacillaceae. Sua celula vegetativa tem de 1,0 a 1,2 um de largura
e de 3,0 a 5,0 um de comprimento, geralmente movel, com capacidade de formagao de
esporo. E uma espécie aerdbia ndo estrita com faixa de temperatura de crescimento
entre 10 e 45 °C. Apresenta um amplo complexo enzimatico, o que lhe permite utilizar
uma variedade de substratos, principalmente no solo (ANGELO et al., 2010).

Foi descrita inicialmente por Berliner em 1915 na Alemanha, isolada a partir da
traca da farinha (Anagasta kuehniella Zeller). Mas antes disso, em 1902, o pesquisador
japonés Ishiwata j& havia isolado uma bactéria a partir do bicho da seda (Bombyx mori
L.), que posteriormente foi descoberta como subespécie de B. thuringiensis (SANTOS,
2010).

B. thuringiensis pertence ao grupo B. cereus, um subgrupo do género Bacillus,
contendo as espécies B. thuringiensis, B. anthracis, B.cereus, B. weihenstephanensis,
B. mycoides e B. pseudomycoides. As trés primeiras espécies sdo oportunistas ou
patogénicas a insetos ou mamiferos, sendo que, as trés Ultimas sdo geralmente
consideradas como ndo patogénicas (XU et al., 2012). Apesar do sequenciamento de
estirpes do grupo B. cereus, mostrar claramente que o grupo exibe uma populagdo de

estrutura complexa e muito semelhante, B. thuringiensis tem sido vista como uma
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espécie separada dos outros membros do grupo, com base principalmente nas suas
propriedades entomopatogénicas e presenca do gene da toxina inseticida cristalina (Cry)
(OKSTAD; KOLSTO, 2012).

A principal caracteristica que distingue a espécie das outras do mesmo género €
a presenca intracelular de um cristal proteico produzido durante a esporulacdo. Os
cristais sdo formados principalmente por proteinas denominadas Cristal (Cry),
anteriormente conhecidas como &-endotoxinas, que ao final da esporulacdo representa
cerca de 20% a 30% do peso seco da célula, sendo liberado no momento da lise celular
(ANGELO et al., 2010; BRAVO et al., 2007).

Estes cristais apresentam atividade entomopatogénica para varias espécies de
insetos, destacando-se as Ordens dos lepidopteros, dipteros e coledpteros. Ha
subespécies de B. thuringiensis que apresentam cristais toxicos contra as Ordens
Himenoptera, Hemiptera, Orthoptera, Phthraphera e, também para alguns nematoides,
protozoarios e &caros. A acdo das toxinas resulta na paralisia do aparelho digestorio,
ocasionando morte por inanicdo, paralisia geral dos musculos e septicemia (SANTOS,
2010). As proteinas Cry atuam por inser¢cdo das membranas nas microvilosidades do
intestino médio de insetos suscetiveis, levando a ruptura do equilibrio osmético, a lise
de células epiteliais e, eventualmente, a morte (KAUAR, 2012).

De acordo com Jouzani et al. (2008), os genes Cry 5, 6, 12, 13, 14 e 21 ja foram
caracterizados por apresentarem propriedades nematicidas. Li et al. (2008), utilizaram
plantas de tomate com o gene Cry 5B e observaram controle de M. incognita com
reducdo no nimero de galhas nas raizes apds 45 dias da infestagdo no solo. Utilizando
proteinas de dez isolados de B. thuringiensis, Mohammed et al. (2008) observaram, in
vitro, mortalidade de 89 a 100% de juvenis de M. incognita, e quando aplicados via solo
na cultura do tomate houve reducdo de até 78% nas massas de ovos. Em um estudo
similar nas culturas do quiabo e feijao, também, foi verificado controle de 70 a 100% do
mesmo nematoide (KHAN et al., 2010).

No controle de M. hapla na cultura da alface, Chen et al., (2000) verificaram que
a adicdo de B. thuringiensis no solo reduziu a producdo de ovos em 254% e
incrementou o peso da parte aérea da planta. Dawar et al., (2008) observaram, in vitro,
50% de mortalidade de juvenis de M. javanica com aplicagdo de B. thuringiensis. Em

casa de vegetacdo, utilizando suspensdo bacteriana no encharcamento do solo, os
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mesmos autores verificaram reducédo de 1,5 a 3 vezes na multiplicacdo do nematoide no

feijoeiro.

1.3.1.3 Rhizobium sp.

As bactérias do género Rhizobium séo classificadas no Dominio Bacteria; Filo
Proteobacteria; Classe Alfaproteobacteria; Ordem Rhiobiales; e Familia Rhizobiaceae
(GARRITY; HOLT, 2001). S&o rizobactérias capazes de nodular e fixar nitrogénio em
relacfes simbioticas com plantas da familia Leguminosae (ANTUNES, 2010).

Estudos ja foram feitos demonstrando o potencial desse género no controle
bioldgico de fitonematoides. As primeiras investigacdes foram feitas com a utilizacdo
de cepas da espécie Rhizobium etli, previamente denominada Agrobacterium
radiobacter, por Racke e Sikora em 1992. Os autores isolaram a bactéria da rizosfera de
plantas de batata identificando-a como isolado G12. Tratando tubérculos de batata com
suspensdo bacteriana, verificou-se a reducdo de 39% na penetracdo de Globodera
pallida Stone na cultura da batata. Com o mesmo isolado, utilizando o método de
sistema radicular bipartido Hasky-Gunter et al., (1998), também, constataram a
atividade antagonistica no controle de nematoide do cisto da batata atribuindo a inducéo
de resisténcia sistémica como mecanismo de controle.

Estudando esse mesmo isolado, Fabry et al. (2007), observaram eficiéncia na
reducdo do numero de ovos e de galhas de M. javanica em plantas de tomateiro na
ordem de 38,81 e 35,34%. Reitz et al. (2000) verificaram que a aplicacdo do
lipolissacarideo (LPS) extraido de R. etli G12 reduziu a infeccdo causada pelo
nematoide G. pallida em plantas de batata, mesmo em baixas concentracoes,

confirmando a inducéo de resisténcia por LPS.

1.3.2  Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € uma levedura pertencente ao Reino Fungi, eucariota
unicelular, cuja parede é constituida por duas camadas compostas por trés
macromoléculas principais: manana-proteina, um complexo no qual o polissacarideo
manana esta covalentemente ligado a proteina; glucana, um polissacarideo de B-1,3 e -

1,6 glicose; e quitina, um polimero de -1,4 N-acetilglicosamina (CABIB et al., 1982).
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A levedura tem muita importancia biotecnol6gica por ser utilizada na industria
de panificagdo, cervejaria, suplementos alimentares e producdo de etanol. Além disso,
vem se destacando no controle de fitopatdgenos de diversas plantas devido a producéo
de compostos organicos volateis (VOCS) antimicrobianos (ZANARDO, 2009). Uma
fracdo de S. cerevisiae contendo carboidratos induziu o aumento de compostos de
defesa como acidos fendlicos em raizes de Salvia miltiorrhiza Bunge (CHEN et al.,
2001). Labanca (2002) verificou que um carboidrato, possivelmente manana e
glucosamina, obtido da parede celular de S. cerevisiae induziu resisténcia local contra
Colletotrichum lagenarium (Pass.) Penz & Sacc em plantas de pepino.

Apesar de dados referentes ao controle de diversos patdgenos, o efeito dos
VOCs produzidos pela levedura S. cerevisiae em fitonematoides ainda é pouco estudado
(FIALHO et al., 2012). Fialho et al. (2012) verificaram o efeito in vitro de uma mistura
artificial de compostos orgénicos volateis de S. cerevisiae sobre a sobrevivéncia
de juvenis de M. javanica, com 100% de mortalidade dos fitonematoides. O efeito
nematicida da levedura contra M. javanica na cultura da berinjela foi constatado por
Mokbel e Alharbi (2014). A aplicacdo S. cerevisiae (1x 10® ufc.kg™ de solo) causou
reducdo de 69,5% no nimero de galhas e incrementou o peso seco de raiz em 60,9%.

Aplicado via solo, S. cerevisiae reduziu a populacdo de M. javanica, aumentou 0
crescimento de plantas de pepino, aumentando a producao de frutos, além de aumentar
os teores de fendis totais nas raizes. Visto isso foi sugerida a capacidade da levedura em
induzir resisténcia na planta (KARAJEH, 2013).

1.3.3 Trichoderma spp.

Entre os agentes do controle biolégico de nematoides, os fungos tém se
destacado como os mais promissores, despertando o interesse na comunidade cientifica
em varios paises (KRZYZANOWSKI, 2006). Estudos recentes tém mostrado que
espécies do fungo Trichoderma sdo capazes de infectar ovos de nematoides e juvenis
(FREITAS et al., 2012; SAHEBANI; HADAVI, 2008).

Trichoderma sp. séo fungos, que se reproduzem assexuadamente, presentes com
mais frequéncia em solos de regides de clima temperado e tropical. Algumas linhagens
de Trichoderma sp. séo utilizadas no controle de fitopatogenos e na promogdo de

crescimento vegetal. Essa caracteristica permitiu para que fosse um dos fungos mais
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pesquisados no Brasil em condi¢cdes de laboratorio e em casa de vegetagdo
(MACHADO et al., 2012).

O controle biolégico de nematoides por Trichoderma sp. ocorre pela atuacéo
direta do fungo sobre o patdgeno parasitando ovos e juvenis, pela promocdo de
crescimento de plantas, e inducdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro com
aumento de enzimas extracelulares, tais como quitinases e proteases (FREITAS et al.,
2012; SAHEBANI; HADAVI, 2008). O crescimento de plantas é devido ao controle de
micro-organismos maléficos da rizosfera, producao de hormdénios de crescimento, maior
eficiéncia no uso de alguns nutrientes, e aumento da disponibilidade e absorcdo de
nutrientes pela planta (FERREIRA et al., 2008).

Utilizando um formulado a base de Trichoderma spp. aplicado via solo, no
momento da semeadura do feijoeiro, Matsumura et al. (2009) verificaram reducao no
nimero de galhas de Meloidogyne spp., de aproximadamente 35,8%. Em estudo
semelhante com a mesma cultura, o fungo proporcionou reducdo de 41% do fator de
reproducéo de M. incognita com aplicacdo de suspensdo via solo na concentracdo 1x10*
esporos.mL™ (BORGES et al., 2013).

Trichoderma harzianum apresentou potencial antagonistico no controle de M.
javanica. Diferentes concentracdes de esporos do fungo (10° a 10° esporos.mL™)
diminuiram o numero de galhas e ovos do nematoide em raizes de tomateiro
(SAHEBANI; HADAVI, 2008). In vitro, 0s mesmos autores, observaram a capacidade
do fungo em reduzir a producdo de ovos e causar mortalidade, diminuindo o nivel de
eclosdo em 20%. Atividades das enzimas peroxidase (POX), polifenol oxidase (PPO),
fenilalanina amoénia liase (PAL) e quitinase aumentaram com aplicacdo em T.
harzianum, sugerindo como um de seus mecanismos de supressdo contra nematoides, a

inducdo de resisténcia sistémica na planta.

1.3.4 Uso combinado de micro-organismos

Para aumentar a eficiéncia do controle biolégico de doencas, uma das estratégias
utilizadas, atualmente, é a combinacdo de micro-organismos (SOUZA JUNIOR et al.,
2010). Ao combinar micro-organismos, mais de um mecanismo de controle biol6gico
vai ser funcional nas condigdes enfrentadas pelos agentes do biocontrole, resultando em

um nivel mais elevado de protecdo (BOER et al., 2003).
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Vérios trabalhos (ANASTASIADIS et al., 2008; MAKETON et al., 2008;
TALAVERA et al., 2002) relatam niveis de controle superiores com a combinacao de
micro-organismos no controle de varias doencas devido a combinacdo de diferentes
modos de acdo.

Maketon e colaboradores (2008) verificaram na cultura do fumo que a
combinacdo entre B. subtilis e T. harzianum aumentou o nivel de controle da murcha
bacteriana (Ralstonia solanacearum Smith), do tombamento de plantulas (Pythium
aphanidermatum (Edson) Fitzp.) e da cercosporiose (Cercospora nicotianae Ellis &
Everhart).

Talavera et al., (2002), observaram que a combinagdo do fungo micorrizico
Glomus sp. Tul & C. Tul e da bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr
reduziu a populacao de juvenis de M. incognita na cultura do tomate e conferiu maiores
beneficios com incrementos no crescimento das plantas e na producdo de frutos.
Resultados semelhantes foram encontrados por Anastasiadis et al. (2008), observando
que o uso combinado de Bacillus firmus Werner e Paecilomyces lilacinus (Thom.)
Samson proporcionou a maior reducdo no ndmero de ovos nas raizes de tomateiro

infestadas com Meloidogyne spp.

1.3.5 Compatibilidade de micro-organismos com agroquimicos

Os produtos de controle biolégico contém micro-organismos vivos, que
apresentam sensibilidade ndo apenas a condicdes ambientais desfavoraveis como
também a produtos quimicos (MEDEIRQOS, 2011). Varias sdo as substancias quimicas
usadas no controle de insetos, doencas e que podem reduzir o potencial de biocontrole
(ALVES et al., 1998).

Muitos agentes de controle bioldgico sdo fungos e, portanto, podem ser sensiveis
a fungicidas (MEDEIROS, 2011). Esses produtos podem influenciar no crescimento
vegetativo, na viabilidade e na esporulacdo, ou até mesmo a composi¢cdo genética pode
ser modificada (ALVES et al., 1998). Alteracbes no pH da calda ou solo, também,
podem interferir na eficiéncia de produtos bioldgicos. Muitas bactérias tem crescimento
inibido quando o pH é menor que 5,5. Sendo assim, empresas que produzem 0s
produtos bioldgicos devem fornecer informagdes de compatibilidade de seus produtos

com a maioria dos defensivos agricolas usados (MEDEIRQOS, 2011).
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Sendo assim, 0 uso combinado de agentes de controle biolégico com pesticidas
quimicos, para obter efeitos sinergisticos ou aditivos contra o organismo alvo, é uma
linha de estudo que tem despertado atencdo (MELO et al., 2008). Durante a selecdo de
micro-organismos antagonicos a fitopatdgenos, 0s ensaios in vitro e in vivo sao
fundamentais, visto que a acdo antagonistica depende de diversos fatores bioticos e
abidticos (BETTIOL, 1991). Sob esse aspecto, considera-se importante encontrar
aditivos que ndo causem efeitos toxicos ao agente de biocontrole e que promovam
melhorias em uma ou mais caracteristicas essenciais, para 0 estabelecimento da
interacdo antagonista (FRAVEL et al., 1998).

Medeiros et al. (2010) ao controlarem a vassoura de bruxa causada por
Moniliophtora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora na cultura do cacau, com
utilizacdo de Trichoderma stromaticum Trichovab e hidroxido de cobre, demonstraram
que mesmo quando o produto ndo é compativel com o micro-organismo biocontrolador,
a separacdo temporal entre a aplicacdo do produto biol6gico e o produto quimico pode

viabilizar a a¢do sinergistica de ambos os produtos.

14 INDUCAO DE RESISTENCIA DE PLANTAS

As plantas sdo potenciais hospedeiros para diversos grupos de agentes
patogénicos, incluindo fungos, virus, bactérias e nematoides. As plantas sdo capazes de
formar uma defesa contra a infeccdo ndo s6 local, mas também, sistemicamente. De
fato, a infeccdo é a excecdo e ndo a regra. As células vegetais sdo geralmente protegidas
por varias camadas de barreiras fisicas, incluindo a cuticula cerosa na superficie da
folha, a parede celular, e membrana plasmatica, que negam 0 acesso a maioria dos
micro-organismos. As plantas, também, podem produzir uma grande variedade de
produtos quimicos para formar uma barreira quimica contra micro-organismos e
parasitas (FU; DONG, 2013), a chamada inducédo de resisténcia.

Inducdo de resisténcia é definida como o aumento da capacidade da defesa das
plantas contra patdgenos, adquirida ap6s a ativacdo de mecanismos de resisténcia por
diversos agentes, como ativadores quimicos (KUNZ et al., 1997) ou micro-organismos
vivos (FABRY, 2006).

O processo de sinalizacdo desenvolvido pelas células vegetais para perceber e

responder aos estimulos é dividida em trés etapas bésicas: a percep¢do do sinal, ou
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reconhecimento; a transducdo do sinal e a tradugédo do sinal, que consiste na conversao
do sinal em respostas celulares especificas, como por exemplo, a ativacdo de genes que
induzem a sintese de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-PR) e de certas
enzimas regulatorias do processo de producdo de fitoalexinas, resultando na inducédo de
resisténcia na planta (RESENDE et al., 2006).

A percepgdo do sinal, no caso especifico da interacdo gene-a-gene, é realizada
por receptores celulares especificos ou inespecificos (produtos de genes R da planta),
que reconhecem um determinado sinal (produtos de genes Avr do patdgeno). Ja no caso
da resisténcia ndo especifica a ragcas do patdgeno, receptores com alta afinidade para
ligagdo, localizados na membrana plasmaética da célula vegetal, sdo responsaveis pela
percepcao de sinais externos. A transducao do sinal consiste na transmissao do mesmo
para seu sitio de acdo dentro da célula, podendo ser feita de forma direta ou indireta (via
mensageiros secundarios, alteragdes na fosforilacdo de proteinas e através de proteinas-
G) (RESENDE et al., 2006).

Bioguimicamente, o processo de inducdo de resisténcia pode ser resumido apds
0 reconhecimento dos eliciadores (substancias que induzem reacdes de defesa nas
plantas) pelos receptores da planta: abertura de canais de ions — acidificacdo do
citoplasma — ativacdo de quinases no citoplasma — ativagdo do complexo NADPH-
oxidase — producdo de espécies ativas de oxigénio — ativacdo de outros mensageiros
secundarios (acido salicilico, acido jasmoénico e etileno) — ativagdo de fatores de
transcricdo — transcrigdo de genes de defesa (proteinas-PR, enzimas de fitoalexinas,
lignificacao de tecidos, calose e outros reforcos da parede celular) — resisténcia local
(reacdo de hipersensibilidade) e, subsequentemente, ‘imunidade’ sistémica (resisténcia
sistémica adquirida ou resisténcia sisttmica induzida) (GRANT; LAMB, 2006;
RESENDE et al., 2006).

Duas siglas tém sido usadas frequentemente como sindnimos para designar o
fendmeno de inducdo de resisténcia a doencas de plantas: ISR (Induce Systemic
Resistance) e SAR (Systemic Acquired Resistance). As rotas metabolicas que levam a
resisténcia sistémica adquirida (SAR) e a resisténcia sistémica induzida (ISR) sao
distintas (FABRY et al., 2007), porém, fenotipicamente parecidas, pois as plantas apds
0 contato com o indutor tém seus mecanismos de defesa ativados tanto no sitio de
inducdo, como em locais distantes dele, ocorrendo de forma mais ou menos

generalizada (STICHER et al., 1997). Tais fenbmenos sdo diferenciados através do
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acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas RP), das rotas de sinalizacao,
de alteragdes visuais na planta, eliciadores e a amplitude da inducdo que os leva a
expressdo das defesas (INACIO, 2011).

1.4.1 Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR)

De acordo com Tiryaki e Tunaz (2004), a Resisténcia Sistémica Adquirida
(SAR) ocorre ap6s a infeccdo por um agente patogénico na célula hospedeira que
dispara um sinal a ser emitido em toda a planta. Este sinal desencadeia a ativagdo dos
genes de defesa em tecidos ndo infectados, e resulta na maior resisténcia da planta a
infeccdo subsequente por uma gama de agentes patogénicos.

Para que ocorra a SAR, a infeccdo inicial precisa resultar na formacéo de lesGes
necréticas, decorrentes da reacdo de hipersensibilidade (acumulo de perdxido de
hidrogénio) ou como sintoma da doenca. A resisténcia é inicialmente localizada na
regido de infeccdo, na tentativa de impedir e/ou retardar a penetragdo do patdgeno.
Posteriormente, esta resisténcia passa a ocorrer em locais da planta distantes do local da
infeccdo pelo patdgeno, ou do local de aplicacdo dos agentes eliciadores abioticos, mas
amplitude da induco é parcial (INACIO, 2011).

O mecanismo da SAR envolve o acimulo de proteinas relacionadas a
patogénese (PRP), como, por exemplo, quitinases, glucanases, lisozimas, peroxidases e
as osmotinas (BOAVA et al.,, 2010). Sua rota de sinalizagdo caracteriza-se pelo
acumulo de acido salicilico (AS), além da formacdo de barreiras estruturais, como a
lignina. A participacdo de compostos, como o0 6xido nitrico, etileno, acido jasménico
(JA), também, tem sido sugerida como sinalizadores da SAR (FERNANDES et al.,
2009).

O inicio da SAR esta associado com enorme reprogramacao transcricional, que é
dependente da transcricdo do gene NPR1 (nonexpresser do PR genes 1) e seus fatores
de transcri¢do associados. Acredita-se que é conferida por um aumento de proteinas
(PR) antimicrobianas, cuja secrecdo requer importante reforco do reticulo
endoplasmatico. Apesar de intensa pesquisa, hd muitas lacunas no conhecimento da
sinalizacdo da via SAR. N&o é completamente conhecido como um patdgeno avirulento
induz a biossintese do sinal imunoldgico essencial, tanto a nivel local e sistemicamente
(FU; DONG, 2013).
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A natureza do sinal celular da SAR, também, pode ser induzida por aplicacéo
exogena de acido salicilico, ou seus analogos sintéticos: Acido 2,6-dicloroisonicotinico
(INA) e benzotiadiazole Ester S-metilo (HL). A SAR confere "memdria” imunoldgica,
que podem durar semanas, e até mesmo em toda a fase de crescimento da planta (FU;
DONG, 2013).

1.4.2 Resisténcia Sistémica Induzida (ISR)

A Resisténcia Sistémica Induzida (ISR) é definida como aquela que acontece
quando plantas ap6s a exposicdo a um indutor como os agentes bidticos (micro-
organismos ndo patogénicos) ou abioticos (fatores quimicos), sdo induzidas a defesa
contra o patogeno (ARAUJO; MENEZES, 2009).

A ISR foi primeiramente relatada por VVan-Peer e Schippers (1992). Os autores
verificaram reducdo da fusariose causada por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
Schlecht em plantas de cravo com pulverizacdo preventiva de células mortas pelo calor
ou lipopolissacarideos (LPS) purificados da bactéria Pseudomonas sp. isolado
WCS417r. Houve acumulacdo de fitoalexinas nos segmentos do caule, constatando que
0s componentes da superficie das células presentes nos LPS da bactéria foram indutores
de resisténcia.

Em contraste com muitos mecanismos de biocontrole, a extensa colonizacdo da
rizosfera ndo é necessaria para ISR, pois um colonizador pobre ndo age através de
antibidticos (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009). Muitos componentes bacterianos
individuais induzem ISR, tais como lipopolissacarideos, flagelos, acido salicilico e
sideréforos (VAN-LOON, 2007). Foi verificado por Gilbert; Handelsman e Parker
(1994), que cepas de B. cereus, que sdo pobres colonizadores da rizosfera, s&o bons
agentes de biocontrole. A observacdo de que certos metabodlitos antifingicos pode
induzir ISR também confirma o fenédmeno (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009).

A ISR envolve o acimulo dos reguladores de crescimento, acido jasmonico (AJ)
e etileno (VAN-LOON et al., 1998); a planta ndo exibe alteracdes visuais; eliciadores
néo séo patdgenos e a amplitude da inducéo é generalizada (ROMEIRO, 2002).

A semelhanga entre ISR e SAR por patdgenos é que em ambos 0s casos 0s tipos
de resisténcia sdo efetivas contra amplo espectro de patégenos de plantas (VAN-LOON
etal., 1998).
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1.4.3 Proteinas relacionadas a patogénese

Os mecanismos de defesa das plantas contra fitopatdgenos envolvem alteraces
nos metabolismos primario e secundério da planta. Proteinas relacionadas a patogénese
(PRP) também estdo associadas com a inducdo de resisténcia. As PRPs sdo
macromoléculas que se acumulam nas plantas como resposta a infec¢do por patdégenos e
como resposta a resisténcia induzida. Entre as PRPs, as mais estudadas sdo as
quitinases, B-1,3-glucanase e osmotina (VAN- LOON et al., 1994).

A quitina, um polimero de 3-1,4- N-acetil-glucosamina, € componente estrutural
em varios organismos, incluindo fungos, insetos, crustaceos e nematoides. Forma um
complexo com varias outras substancias, tais como polissacarideos e proteinas. As
quitinases tém sido relatadas em varias espécies de plantas e ocorrem em diferentes
tecidos, incluindo embrides, sementes, cotilédones, folhas, caules, raizes, flores, zonas
de queda das folhas, e protoplastos (PUNJA; ZHANG, 1993).

Plantas produzem endoquitinases, constitutivamente ou ap6s a inducdo, e as
possiveis funcdes destas enzimas dentro da planta tém gerado muito interesse e
especulacdo. Uma das funcdes atribuidas € um mecanismo de defesa contra o ataque de
patdgenos, especialmente fungos, porque a expressao de quitinase é significativamente
reforcada apos a infeccdo. Em geral, as quitinases sdo induzidas por numerosos fatores
como estresses bidticos e abidticos, e é apenas um componente da resposta da planta aos
varios patdgenos e estresse. Apds a inducdo, as quitinases podem acumular localmente
ou sistemicamente em outros tecidos. Além disso, quitinases podem ser extracelular ou
vacuolar (PUNJA; ZHANG, 1993).

1.4.4 Quitina e quitosana

Os eliciadores no processo de sinalizacdo podem ser classificados, quanto a
origem, em bidticos e abioticos, mas, na verdade, essas categorias se sobrepbem a
medida que as substancias de origem bioldgica vdo sendo sintetizadas em laboratdrio.
Os eliciadores abioticos incluem luz UV, ions metéalicos e um crescente nimero de
moléculas organicas sintetizadas em laboratorio (PASCHOLATI; LEITE, 1994), a

exemplo da quitosana.
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A quitina é um biopolimero linear, natural, insoltvel formado por unidades
monoméricas repetidas de f3-1,4-N-acetilglucosamina (FIGURA 01) e, com excegéo da
celulose, € o polissacarideo mais abundante na natureza, presente como elemento
estrutural em animais invertebrados, artropodes e na parede celular de alguns fungos. A
quitosana é um polimero de D-glucosamina, derivada da desacetilizacdo da quitina. O
biopolimero passa a ser chamado quitosana quando a porcentagem de grupo acetil ou
grau de acetilacio é menor que 50%. E encontrada na parede celular de fungos, que
podem apresentar até 50% deste na sua estrutura, sendo um polissacarideo soluvel
(BERGER et al., 2011; FRANCO et al., 2005; MORAES et al., 2011).

FIGURA 01. (a) Estrutura quimica da quitina (p-1,4-N-acetilglucosamina) e (b) da
quitosana (D-glucosamina). Fonte: RINAUDO, 2006.

{a) Cl I, {h)

As fontes de quitina e quitosana mais exploradas a nivel comercial tém sido a
carapaca de caranguejos e cascas de camardo, oriundas de residuos da industria
pesqueira (RINAUDO, 2006). Entretanto, sua obtencdo a partir da biomassa micelial de
fungos da ordem Mucorales, pode ser uma alternativa, uma vez que é um processo facil
e economicamente viavel (BERGER et al., 2011).

Quitina e a quitosana apresentam ampla aplicabilidade em diversas areas devido
a sua facil obtencdo e propriedades como biocompatibilidade e biodegradabilidade
(AZEVEDO et al., 2007). A quitina, tanto na sua forma pura, de seus derivados, ou
como parte da composi¢cdo de substancias organicas, como a casca de caranguejo, ou
ainda como componente de compostos organicos, tem sido testada na agricultura para
diversos fins (BENCHIMOL et al., 2006).

Segundo Berger et al. (2011), a quitosana tem sido aplicada para favorecer o
crescimento vegetal e para proteger a planta contra o ataque de patdgenos por ativar a
defesa no tecido vegetal ocasionando: lignificagdo, inducdo de sintese de calose,

eliciacdo da producéo de fitoalexinas e de perdxido de hidrogénio (H,0;), acimulo de
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quitinase, sintese de inibidores de proteinase e induzir a atividade da fenil-alanina
amonialiase (FAL). Além disso, podem induzir mudangas morfoldgicas, alteracdes
estruturais e desorganizacdo molecular em fungos (BERGER et al., 2011). A adi¢éo de
quitina ao solo leva ao aumento da populacdo de micro-organismos quitinoliticos e a
supresséo de fungos e fitonematoides presentes no solo (CASTRO et al., 2011).

Castro et al. (2011) estudaram vermicomposto de esterco bovino enriquecimento
com quitina em solo infestado com M. incognita, e verificaram reducéo significativa no
fator de reproducdo do nematoide na cultura do tomate quando comparado com a
testemunha sem aplicacdo, além de aumentar a populacdo de fungos, bactérias e
actinomicetos do solo. Quinze dias antes do plantio de mudas de tomateiro e da
infestacdo com M. incognita, Ladner et al. (2008) adicionaram quitina no solo e
observaram o aumento da massa seca das plantas. Com 100 e 200g de quitina em 150
cm?® de solo, o nimero de galhas e ovos do nematoide foi significativamente reduzido.
Os autores inferiram que o efeito nematicida de quitina pode ser parcialmente devido a
toxicidade do nematoide e, em parte devido ao estimulo de fungos com propriedades
quitinoliticas que manipulam as populac@es da microflora e reduzem as populacdes de
nematoides no solo.

Avaliando o efeito de quitosana na expressdo da resisténcia do tomateiro a M.
incognita, aplicados 5, 10 e 15 dias antes da inoculacdo do patogeno através da
pulverizacdo foliar, Melo e colaboradores (2012) observaram redu¢do no nimero de
ovos e fator de reproducdo do patégeno em todas as épocas de aplicacdo. Os autores
atribuiram que o modo de a¢do da quitosana enquanto um indutor de resisténcia envolve
o0 estimulo para a biossintese de lignina e lignificacdo da parede celular, producdo de
quitinases e glucanases, além da sintese de moléculas envolvidas nos caminhos de
sinalizacdo intracelular que conduzem a ativacdo de outras respostas de defesa.

Dentro desse contexto, o objetivo geral desse trabalho foi avaliar a eficacia de
micro-organismos, quitina e quitosana no manejo de nematoides das galhas na cultura
do tomateiro. Para tanto, objetivos especificos foram estabelecidos:

a) Avaliar a eficacia do produto comercial LMXBIO a base de B. subtilis, B.
thuringiensis, Rhizobium sp., S. cerevisiae e Trichoderma spp. e de cada micro-
organismo de forma isolada no controle dos nematoides das galhas M. incognita e M.

javanica e no desenvolvimento do tomateiro;
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b) Avaliar a sensibilidade dos micro-organismos B. subtilis, B. thuringiensis,
Rhizobium sp., S. cerevisiae e Trichoderma sp. a agroquimicos;

c) Avaliar a eficacia dos produtos comerciais HYT-C (quitina) e HYT-D
(quitosana) no controle dos nematoides das galhas M. incognita e M. javanica e no
desenvolvimento do tomateiro;

d) Avaliar o efeito dos produtos comerciais HYT-C (quitina) e HYT-D
(quitosana) na populacdo de micro-organismos quitinoliticos do solo;

e) Avaliar o efeito dos produtos comerciais HYT-C (quitina) e HYT-D
(quitosana) na atividade da enzima quitinase das folhas do tomateiro.
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CAPITULO I: Controle de Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica com
Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Rhizobium sp., Saccharomyces cerevisiae e
Trichoderma spp. no tomateiro

RESUMO

Dentre as formas de manejo de fitonematoides destaca-se o controle biolégico com
micro-organismos habitantes solo. Nesse contexto, ¢ cada vez mais comum o
surgimento de produtos bioldgicos comerciais para 0 manejo de nematoides das galhas.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia do produto comercial LMXBIO e cada
micro-organismo de sua composicdo (B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium sp., S.
cerevisiae e Trichoderma spp.), de forma isolada, no controle de M. incognita e M.
javanica e no desenvolvimento do tomateiro. O experimento consistiu na aplicagédo do
produto biologico e dos isolados no solo durante e ap6s 15 dias do transplantio de
mudas de tomateiro cultivar Santa Clara Kada. Apos dez dias da primeira aplicacdo, o
solo foi infestado ou ndo com 5.000 ovos de M. incognita ou M. javanica, de acordo
com o tratamento. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em
arranjo fatorial 7 x 3 (micro-organismos X nematoides), com dez repeticdes, sendo a
parcela experimental constituida por um vaso contendo uma planta de tomateiro. Apds
60 dias foi avaliado o fator de reproducdo, nimero de ovos e juvenis por grama de raiz
fresca, altura de parte aérea (cm), comprimento de sistema radicular (cm), massa fresca
e seca de raiz (g) e massa fresca e seca de parte aérea (g). Trichoderma spp. foi
eficiente na reducdo de M. incognita no tomateiro. B. subtilis e Rhizobium sp. foram
eficazes na reducdo de M. javanica no tomateiro.

Palavras-chaves: manejo alternativo, micro-organismos, nematoide das galhas,
rizobactérias.
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CHAPTER I: Biological control of Meloidogyne incognita and M. javanica with
Bacillus subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium sp., Saccharomyces cerevisiae and
Trichoderma spp. in tomato

ABSTRACT

Among the techniques to manage plant-parasitic nematodes, biological control with soil
inhabiting microorganisms stands out. In this context, new commercial biological
products for the management of root-knot nematodes are increasingly released. This
study evaluated the effectiveness of the commercial product LMXBIO and each
microorganism of its composition (B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium sp., S.
cerevisiae and Trichoderma spp.) alone, to control M. incognita and M. javanica and on
tomato plants development. The experiment consisted of the application of the
biological product or each microorganism alone to the soil at transplanting, and 15 days
later, of tomato seedlings cultivar Santa Clara Kada. Ten days after the first application,
the soil was infested, or not, with 5,000 eggs of M. incognita or M. javanica. The
experimental design was completely randomized (CRD) in a factorial 7 x 3
(microorganisms x root-knot nematodes), with ten replications, and the experimental
unit consisted of one pot containing one tomato plant. Reproduction rate, number of
eggs and juveniles per gram of fresh root, shoot height (cm), root length (cm), fresh and
dry root (g) and fresh and dry shoot (g) matter were determined 60 days after
inoculation. Trichoderma spp. was effective in reducing M. incognita while B. subtilis
and Rhizobium sp. were effective in reducing M. javanica in tomato.

Keywords: alternative management, microorganisms, root-knot nematode, rhizobacteri



1 INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicon L.) é uma cultura de grande importancia
econbmica, tendo como um dos principais problemas fitossanitarios o parasitismo por
nematoides do género Meloidogyne, formadores de galhas nas raizes (ARAUJO;
MARCHESI, 2009). Plantas infectadas apresentam dificuldade na absor¢do de &gua e
nutrientes do solo, resultando em deficiéncia mineral e perda de produtividade da ordem
de 25 a 85% (LOPES; SANTOS, 1994).

Dentre as formas de manejo, o controle biolégico desses nematoides tem-se
apresentado como uma opg¢do viavel, por minimizar o dano ambiental quando
comparado aos métodos quimicos convencionais (COIMBRA; CAMPOS, 2005). O
componente bioldgico é particularmente importante em limitar ou estabilizar as
populacdes dos nematoides através de mecanismos de competicdo, parasitismo e
producdo de compostos toxicos (LOPES et al., 2007).

Os principais agentes de controle bioldgico de nematoides sdo fungos e
bactérias. Dentre as bactérias, as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria- PGPR), com capacidade de colonizar a
rizosfera e promover o desenvolvimento vegetal, vem sendo exploradas no controle
bioldgico de fitonematoides (VAZ et al., 2011). Os principais mecanismos de ac¢do das
PGPRs sao decorrentes do parasitismo, da producdo de antibioticos, toxinas e enzimas,
da interferéncia no processo de reconhecimento planta-hospedeiro, da inducdo de
resisténcia e proporcionando o desenvolvimento saudavel da planta (TIAN et al. 2007).
Relatos de potencial antagonistico das rizobactérias dos géneros Bacillus e Rhizobium,
habitantes comuns no solo contra fitonematoides, aparecem na literatura (ARAUJO;
MARCHESI, 2009; ARAUJO et al., 2002; FABRY et al., 2007; JOUZANI et al., 2008;
LI et al., 2008; REITZ et al., 2000).

Outros micro-organismos, cujo habitat ¢ o solo, como a levedura
Saccharomyces cerevisiae e o fungo Trichoderma spp., tém sido estudados no controle
de nematoides das galhas (CAPRONI et al., 2012; FIALHO et al., 2012; ZANARDO,
2009). Os compostos organicos volateis (VOCs) produzidos por S. cerevisiae é sugerido
como indutor de resisténcia na planta contra fitonematoides (KARAJEH, 2013). Em
relacdo Trichoderma spp., estudos tém mostrado sua capacidade de infectar ovos de

nematoides e juvenis in vitro (FREITAS et al., 2012), sendo sugerida também e inducéo
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dos mecanismos de defesa do hospedeiro pelo aumento de enzimas extracelulares, tais
como quitinases e proteases (SAHEBANI; HADAVI, 2008).

Nesse cenario, ¢ cada vez mais comum o desenvolvimento de produtos
bioldgicos comerciais para manejo de nematoides das galhas. O produto comercial
LMXBIO é um probiético e bioativador de plantas, composto pelos micro-organismos
B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium sp., S. cerevisiae e Trichoderma spp., que possuli
propriedades nematicidas devido ao amplo espectro de acdo de seus componentes contra
0s nematoides (LMXBIO, 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficicia do produto comercial LMXBIO e
cada micro-organismo de sua composicao, de forma isolada, no controle dos nematoides

das galhas M. incognita e M. javanica e no desenvolvimento do tomateiro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Montagem e condugéo do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nematologia (LANEM) e na
casa de vegetacdo da Universidade Federal de Uberlandia-MG, no periodo de marco a
junho de 2014.

O trabalho consistiu na aplicacdo de uma formulacdo comercial (LMXBIO)
composta por Bacillus subtilis, Bacillus thuriginensis, Rhizobium sp., Saccharomyces
cerevisiae e Trichoderma spp. e na aplicacdo isolada de cada micro-organismo
constituinte dessa formulagdo no controle de M. incognita ou M. javanica. O produto
bioldgico e os isolados de cada micro-organismo na concentracdo 102 UFC.mL™, foram
fornecidos pelo fabricante do produto comercial.

Mudas de tomateiro cultivar Santa Clara Kada foram produzidas em bandejas de
isopor com substrato contendo casca de pinus e fibra de coco. Ap6s 20 dias as mudas
foram transplantadas para vasos plasticos de 1,5 L de capacidade e preenchidos com
mistura de solo de barranco e areia, na proporcgéo de 1:2 (v:v).

A aplicacdo dos tratamentos (TABELA 01) foi realizada no sulco de plantio
durante o transplantio das mudas. Apos 10 dias, o0 solo foi infestado com 5.000 ovos de
M. incognita ou M. javanica, de acordo com o tratamento, por meio da adicdo da

suspensdo do indculo em trés orificios feitos ao redor da planta a uma distancia de 2 cm
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do caule com 2 cm de profundidade. Os ovos dos nematoides foram extraidos pela
técnica de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981), a partir de
raizes de tomateiros previamente infectadas com populacbes puras dos nematoides,
cedidas pela empresa Syngenta. Para isso, as raizes foram lavadas cuidadosamente em
agua corrente, fragmentadas em pedacos de 2 cm e colocadas em um copo de
liquidificador doméstico, contendo solu¢do de hipoclorito de sodio, a 0,5% para
trituracdo na menor rotacdo por 60s. A suspensdo obtida foi vertida na peneira de 200
mesh sobreposta a de 500 mesh. O residuo de 500 mesh foi recolhido com jatos de agua
de uma pisseta para um copo. A suspensdo de ovos foi calibrada com auxilio da cAmara
de contagem de Peters para 5.000 ovos em microscopio optico.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em arranjo
fatorial 7 x 3 (micro-organismos x nematoides), com dez repeti¢bes, sendo a parcela
experimental constituida por um vaso contendo uma planta de tomateiro. Ap6s 5 dias da
inoculacdo dos nematoides, repetiu-se a aplicagdo dos tratamentos (TABELA 01),
aplicando-os em trés orificios feitos ao redor da planta a uma distancia de 2 cm do caule
com 2 cm de profundidade.

Durante a conducdo do experimento realizou-se 0 manejo de pragas com
armadilhas de plastico de polietileno amarelo contendo 6leo vegetal para controle de
moscas brancas (Bemisia tabaci Genn). Sempre que necessario, as plantas daninhas
foram retiradas manualmente. O turno de rega adotado foi o diario, optando-se por uso
de mangueira mantendo o solo com, aproximadamente, 60% da capacidade de campo.
Com intervalos quinzenais foram aplicados 100mL.planta™ de uma soluc&o nutritiva
contendo: EDTA férrico; KH,PO4; KNOgs; Ca (NO3)2.4H,0; MgS0,4.7H,0; H3BOs3;
ZnS0,4.7H,0; CuS04.5H,0; MnSO4.H,0; Na,M00,4.2H,0. Diariamente no mesmo
horéario foram coletados os dados referentes as temperaturas minima e maxima do ar da

casa de vegetacao.
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TABELA 01. Tratamentos utilizados para controle de nematoides das galhas (M.
incognita e M. javanica), em tomateiro cultivado em casa de vegetacdo. Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Nematoides Micro-organismos
Sem nematoide Sem aplicacao
Sem nematoide LMXBIO (1 mL.planta™)
Sem nematoide Bacillus subtilis (ImL.planta™)
Sem nematoide Bacillus thuringiensis (ImL.planta™)
Sem nematoide Rhizobium sp. (ImL.planta™)
Sem nematoide Saccharomyces cerevisiae (ImL.planta™)
Sem nematoide Trichoderma sp. (ImL.planta™)
M. incognita Sem aplicacdo
M. incognita LMXBIO (1 mL.planta™)
M. incognita Bacillus subtilis (ImL.planta™)
M. incognita Bacillus thuringiensis (ImL.planta™)
M. incognita Rhizobium sp. (ImL.planta™)
M. incognita Saccharomyces cerevisiae (ImL.planta™)
M. incognita Trichoderma sp. (ImL.planta™)
M. javanica Sem aplicacao
M. javanica LMXBIO (1 mL.planta™)
M. javanica Bacillus subtilis (ImL.planta™)
M. javanica Bacillus thuringiensis (ImL.planta™)
M. javanica Rhizobium sp. (ImL.planta™)
M. javanica Saccharomyces cerevisiae (ImL.planta™)
M. javanica Trichoderma sp. (ImL.planta™)

2.2 Avaliacbes

As avaliagbes do experimento ocorreram no LANEM aos 60 dias apds a
inoculacdo dos nematoides, determinando-se o fator de reproducdo (populacdo
final/populacéo inicial) e nimero de ovos, juvenis e adultos dos nematoides por grama
de raiz fresca. A populacéo final foi determinada pela soma da anélise nematoldgica das
raizes pela técnica de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981) e
pela populacdo final do solo de acordo com a metodologia de flotacdo centrifuga em
solugdo de sacarose (JENKINS, 1964). Para isso, uma aliquota de 150cm® de solo foi
colocada em um recipiente contendo 2L de &gua. Os torrdes foram desmanchados e a
suspensdo, apds homogeneizacao, permaneceu em repouso por 15s. Apos esse periodo,
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a suspensdo foi vertida passando pelas peneiras sobrepostas de 20 e 400 mesh. O
residuo da peneira de 400 mesh foi recolhido e distribuido em tubos de centrifuga
balanceados que entdo foram centrifugados por 5 min, a velocidade de 650 gravidades.
Apbs a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e ao residuo adicionou-se uma
solucdo de sacarose (4549 de acucar cristal.1L™ de 4gua). Os tubos foram centrifugados
novamente na mesma velocidade, durante 1 min. O sobrenadante foi vertido na peneira
de 500 mesh. O residuo dessa peneira foi recolhido com auxilio de jatos de agua de uma
pisseta para um copo. Uma aliquota obtida foi colocada na cAmara de contagem de
Peters e levada ao microscopio 6ptico para a determinacdo da populacdo de ovos,
juvenis e adultos dos nematoides.

Foram determinadas altura de parte aérea (cm), comprimento do sistema
radicular (cm), massa fresca e seca de raiz (g) e massa fresca e seca de parte aérea (Q).
Para determinacdo da altura de plantas, utilizou-se uma fita métrica, tomando como
referéncia a distancia do colo ao &pice da planta. Para determinagdo do comprimento de
raiz, adotou-se como referéncia a distancia do colo até o fim da raiz, sendo realizada
antes da analise nematologica. O sistema radicular, apos a extracdo de nematoides, foi
seco em estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C, até atingir peso constante, obtido em
72 horas, para posterior determinacéo do valor do peso da matéria seca sendo realizada
a pesagem em balanca digital.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade (Teste de
Kolmogorov-Smirnov®) e de homogeneidade do erro experimental (Teste de Levene)
pelo programa estatistico SPSS Statistics vs. 20 (IBM CORP, 2011). As analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico Sisvar versdo 5.10
(FERREIRA, 2010) e as comparacdes entre os tratamentos foram realizadas pelo teste
Tukey a 0,05 de significancia. Quando ndo foram atendidas as pressuposicdes do
modelo de homogeneidade de varidncias e normalidade de residuos, foi realizada
andlise ndo paramétrica dos dados pelo Teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney U,
a 0,05 de significancia das amostras independentes, comparando pocos médios
(BEIGUELMAN, 2002; CALLEGARI-JACQUES, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a conducdo do experimento, as temperaturas médias minima e maxima
do ar da casa de vegetacdo foi de 19 a 31°C, respectivamente.

Com relagdo a altura de parte aérea, ndo houve interacdo significativa entre os
fatores micro-organismos e nematoides. Nenhum dos micro-organismos diferiu
estatisticamente da testemunha e ndo houve diferenca entre os nematoides, conforme
Tabela 02.

TABELA 02. Altura de parte aérea (cm) de plantas de tomate, tratadas com micro-
organismos para controle de nematoides das galhas. Universidade Federal de
Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Micro-organismos Sem nematoide M. incognita M. javanica Médias

B. thuringiensis 62,70 63,80 58,40 61,63a

Trichoderma spp. 57,80 59,30 61,80 59,63ab

LMXBIO 57,45 53,70 56,60 55,91ab

Rhizobium sp. 56,00 53,40 50,40 53,26ab

Testemunha 55,20 52,90 61,40 59,63ab

B. subtilis 53,00 58,20 55,80 55,66ab

S. cerevisiae 53,40 54,20 49,70 52,43b
Médias 56,5A 56,5A 56,3A

CV: 20,60% DMSpicro: 8,94 DMSpem: 4,64  KS:0,052*  F: 1,072*

Fc: 0,687
CV: Coeficiente de variacdo dos dados. DMSyicro: Diferenca minima significativa para
micro-organismos. DMSyem: Diferenca minima significativa para nematoides. KS:
estatistica do teste de Kolmogorov-Smirnov®. F: estatistica do teste Levene. *:
significativo a 0,05. Fc: Valor de F calculado da analise de variancia. Médias seguidas
por letras distintas minGsculas na coluna e maiusculas na linha diferem entre si a 0,05
de significancia pelo teste Tukey.

Assim como nesse trabalho, avaliando o efeito de B. subtilis no controle da
meloidoginose e na promocao do crescimento do tomateiro, Aradjo e Marchesi (2009)
ndo verificaram incrementos na altura de parte aérea das plantas. Todavia, testando B.
subtilis e B. thuringiensis no manejo de nematoides das galhas no feijoeiro, Dawar et al.
(2008) observaram aumento na altura de parte aérea em relacao a testemunha.

No biocontrole de M. javanica com Rhizobium etli isolado G12, o tratamento
com a bactéria ndo resultou em aumento da altura de parte aérea de plantas de tomate
(FABRY, 2006). A inoculacdo de varios isolados de Trichoderma sp. ao solo ndo

aumentou a altura da parte aérea de plantas de feijoeiro inoculadas com Meloidogyne
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sp. (BORGES et al., 2013). Os isolados 1M, 4M, 12T, 15M e A18 de Trichoderma sp.,
aumentaram a altura da parte aérea de plantas de cana-de-agUcar inoculadas com M.
incognita (FREITAS et al., 2012).

As contradi¢bes encontradas na literatura a respeito da eficiéncia de micro-
organismos no desenvolvimento de plantas s@o relacionadas, principalmente, as
caracteristicas do isolado utilizado. A variacdo pode ser devida a adaptacao seletiva dos
isolados a fatores edaficos em sua origem geografica, como o tipo de solo ou
temperatura ambiente (SANTOS et al.,, 1992). Além disso, a diferenca pode estar
associada com a variabilidade genética da espécie em questdo, que pode apresentar
baixa eficiéncia do isolado para o que se deseja.

A Tabela 03 apresenta os resultados para comprimento de raiz das plantas de

tomate. Houve interacdo significativa entre os fatores micro-organismos e nematoides.

TABELA 03. Comprimento de raiz (cm) de plantas, de tomate tratadas com micro-
organismos para controle de nematoides das galhas. Universidade Federal de
Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Micro-organismos  Sem nematoide’ M. incognita’ M. javanica®
B. subtilis 40,0 aA 27,9 abB 37,0 aAB
Rhizobium sp. 38,3 aA 30,9 abA 33,3 abA
LMXBIO 48,4 aA 24,6 bB 31,8 abB
Trichoderma spp. 37,51 aA 37,1 aA 31,1 abA
B. thuringiensis 40,0 aA 33,1 abAB 30,35 abB
Testemunha 40,2 aA 34,2 abAB 29,1 abB

S. cerevisiae 41,2 aA 26,55 abB 25,7 bB

CVr1: 7,70% CVyr: 28,59% DMS wicro: 7,56 DMS Nem: 3,90 KS: 0,059*
F:1,032* Fc: 2,063

"Dados transformados para Log (x + 1). As médias originais sdo apresentadas. CV:
Coeficiente de variacdo dos dados transformados. CVyrt: Coeficiente de variacdo dos
dados ndo transformados. DMSyico: Diferenga minima significativa para micro-
organismos. DMSyem: Diferenca minima significativa para nematoides. KS: estatistica
do teste de Kolmogorov-Smirnov®. F: estatistica do teste Levene. *: significativo a 0,05.
Fc: Valor de F calculado da andlise de variancia. Médias seguidas por letras distintas
minusculas na coluna e maidsculas na linha diferem entre si a 0,05 de significancia pelo
teste Tukey.

Sem a inoculagdo de nematoide, nenhum micro-organismo se diferiu da
testemunha. Com a inoculagdo de M. incognita, a aplicagdo de Trichoderma spp.
apresentou melhores resultados em relagcdo ao produto LMXBIO, porém ambos foram
iguais a testemunha. Com a inoculacdo de M. javanica, foi observada diferenga apenas

entre B. subtilis e S. cerevisiae (TABELA 03), com valores maiores para B. subtilis.
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Avaliando o fator micro-organismo, a inoculacdo de M. incognita limitou o
crescimento das raizes do tomateiro mesmo com a aplicacéo de B. subtilis, LMXBIO e
S. cerevisiae. Com a inoculacdo de M. javanica, 0 crescimento da raiz foi menor na
aplicacdo de LMXBIO e S. cerevisiae.

Somente a utilizagdo de Trichoderma spp. e Rhizobium sp. foram capazes de
manter normal o crescimento das raizes, mesmo com o parasitismo das duas espécies de
nematoides. Segundo Harman (2000), além de serem utilizados em controle de
patdgenos, Trichoderma spp. sdo agentes promotores de crescimento, devido a
solubilizacdo de nutrientes para as raizes.

Rizobactérias como Rhizobium sp. colonizam as raizes das plantas induzindo a
producdo de fitohormonios, sideroforos, solubilizando fosfato do solo, inibicdo da
sintese de etileno, aumento da fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo e absorcdo de
nutrientes, melhoria das condi¢es do solo, além de oferecerem beneficios indiretos ao
crescimento de plantas pela supressdo do solo contra micro-organismos maléficos
(KLOEPPER et al., 1999).

A levedura S. cerevisiae tem capacidade de induzir resisténcia na planta, pelo
acumulo de fitoalexinas (WULFF; PASCHOLATI, 1998). Entretanto, neste trabalho,
sua utilizagdo néo foi eficiente no aumento do comprimento de raiz.

Vaérios isolados de B. thuringiensis (BT-8, BT-9, BT-10 BT-14 e BT-64)
aumentaram o comprimento de raiz em plantas de feijoeiro. Em plantas de quiabo
apenas dois isolados (BT-14 e BT-64) foram eficientes (KHAN et al., 2010). B. subtilis
e B. thuringiensis aumentaram o comprimento do sistema radicular do feijoeiro
infestado com nematoide das galhas (DAWAR et al., 2008). Resultados semelhantes
foram encontrados por Freitas et al. (2012), com isolados de Trichoderma sp. (2M, 8M,
12T e 15M) em cana-de-acUcar.

N&o ocorreu interagdo significativa entre os fatores micro-organismos e

nematoides, quando avaliado peso fresco de raiz, conforme mostra Tabela 04.
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TABELA 04. Peso fresco de raiz (g) de plantas de tomate, tratadas com micro-
organismos para controle de nematoides das galhas. Universidade Federal de
Uberlandia. Uberlandia, 2015.

. . Sem M. incognita® M. javanica® -

Micro-organismos  nematoide’ ' g ] Médias
B. subtilis 15,80 16,90 18,95 17,21a

B. thuringiensis 14,84 15,01 17,36 15,74a
Trichoderma spp. 17,31 12,92 12,99 14,41ab
LMXBIO 13,19 11,82 15,61 13,54ab
Rhizobium sp. 12,63 13,25 13,37 13,08ab
Testemunha 9,24 10,98 11,16 10,46bc

S. cerevisiae 7,15 9,49 8,08 8,24c

Médias 12,88A 12,91A 13,93A

CVr: 20,02% CVnr: 41,66% DMS micro: 4,24  DMS pem: 2,20 KS: 0,034 *

F:1,264* Fc: 0,805

"Dados transformados para Vx+1,0. As médias originais sdo apresentadas. CVr:
Coeficiente de variacdo dos dados transformados. CVyt: Coeficiente de variacdo dos
dados ndo transformados. DMSyico: Diferenga minima significativa para micro-
organismos. DMSyem: Diferenca minima significativa para nematoides. KS: estatistica
do teste de Kolmogorov-Smirnov®. F: estatistica do teste Levene.*: significativo a 0,05.
Fc: Valor de F calculado da andlise de variancia. Médias seguidas por letras distintas
minusculas na coluna e maidsculas na linha diferem entre si a 0,05 de significancia pelo
teste Tukey.

A aplicacdo de B. subtilis e B. thuringiensis resultou num aumento do peso
fresco de raiz, diferindo da testemunha. Comparando os nematoides, ndo foi observada
diferenga significativa (TABELA 4).

B. subtilis aumenta a fixacdo de nitrogénio, solubiliza nutrientes para planta,
sintetiza fitohormdnios, melhora as condi¢bes do solo e traz beneficios indiretos pela
supressao de fitopatdgenos. Além disso, a bactéria produz hormoénios como acido indol-
acético (AIlA) e indol butirico (AIB), secreta enzimas importantes para a nutricdo das
plantas e quando aplicada no solo induz a atividade enzimatica da fosfatase e
disponibilizacdo do fésforo no solo para as plantas (ARAUJO et al., 2005; MANJULA;
PODILE, 2005). Aumento do teor de nitrogénio em folhas do milho inoculado com B.
subtilis, foram relatados por Araujo et al., (2005).

Alguns trabalhos ndo corroboram com o resultado encontrado, o que pode ser
justificado pela variagdo de cada isolado. A aplicacdo ao solo de Bacillus spp. nédo
incrementou a biomassa das raizes de feijoeiro infectado por M. javanica
(FERNANDES et al., 2013). Vaz et al. (2011) n&o verificaram aumento da massa fresca

de raizes de tomateiro, apds microbiolizacdo das sementes com B. subtilis e inoculacéo
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com M. javanica ou M. incognita. A mesma bactéria também ndo promoveu aumento
no peso fresco de raiz de plantas de tomateiro inoculado com nematoides das galhas
(ARAUJO; MARCHESI, 2009).

B. thuringiensis aumentou de forma significativa o peso de raiz fresca das
plantas (TABELA 04). Estudos de Praca et al. (2013) comprovaram sua atuacao
endofitica, ap6s colonizagdo e penetracdo de raizes, caules e folhas de plantulas de
repolho. Além da protecdo contra patdgenos, outros beneficios sdo atribuidos as
especies endofiticas, como producdo de fitohorménios e de antibidticos e fixacdo de
nitrogénio, o que direta ou indiretamente, favorecem o crescimento e desenvolvimento
de plantas (ANDREOTE et al., 2004; VERMA et al., 2001).

Apesar da composicao do produto LMXBIO conter B. subtilis e B. thuringiensis,
0 produto ndo incrementou o peso fresco de raiz. Pode ter ocorrido interacdo negativa
entre 0s micro-organismos da composi¢do, como a competicdo por nutrientes, espaco e
oxigénio. A comunidade microbiana de bioformulados é variavel e depende do processo
(aer6bio ou anaerdbio) e do substrato utilizado na sua producdo. A medida que o
processo de maturacao progride, as condicdes fisicas, a composicdo quimica do meio e
a estrutura da comunidade microbiana tendem a estabilizacio (BERNARDO;
BETTIOL, 2010; MAGRINI et al., 2011).

Avaliando a composic¢do quimica e microbioldgica de biofertilizantes de esterco
bovino e de galinha, Marrocos et al. (2012) observaram queda na comunidade de fungos
com aumento da populacdo bacteriana, atribuindo isso aos compostos volateis e
antibioticos liberados pelas bactérias, principalmente do género Bacillus, e competicao
entre esses micro-organismos. Observando interagfes entre micro-organismos,
Berggren et al. (2001), verificaram que, com a mudanca do pH do meio, isolados de
Pseudomonas fluorescentes produziram substancia inibidora ao processo de fixagédo
simbidtica de estirpes de Rhizobium leguminosarum.

N&o houve interacdo significativa entre os fatores micro-organismos e

nematoides, quando avaliado peso fresco de parte aérea (TABELA 05).
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TABELA 05. Peso fresco de parte aérea (g) de plantas de tomate, tratadas com micro-
organismos para controle de nematoides das galhas. Universidade Federal de
Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Micro-organismos Sem nematoide M. incognita M. javanica Médias
Trichoderma spp. 22,16 19,53 19,25 20,31a
B. subtilis 20,33 17,84 22,49 20,22a

B. thuringiensis 23,09 18,87 17,43 19,80a
LMXBIO 19,40 15,42 17,67 17,50a
Testemunha 16,27 15,41 19,61 17,10ab
Rhizobium sp. 17,66 16,81 15,74 16,74ab
S. cerevisiae 13,30 15,60 11,20 13,37b

Média 18,89A 17,07A 17,63A

CV: 27,56% DMS wicro: 3,78  DMS nem: 1,96 KS: 0,03*  F:1,962* Fc: 1,735
CV: Coeficiente de variacdo dos dados. DMSyicro: Diferenca minima significativa para
micro-organismos. DMSyem: Diferenca minima significativa para nematoides. KS:
estatistica do teste de Kolmogorov-Smirnov®. F: estatistica do teste Levene.*:
significativo a 0,05. Fc: Valor de F calculado da analise de variancia. Médias seguidas
por letras distintas minusculas na coluna e mailsculas na linha diferem entre si a 0,05
de significancia pelo teste Tukey.

A aplicagdo de Trichoderma spp., B. subtilis e B. thuringiensis e LMXBIO
aumentaram o peso fresco de parte aérea em relacdo ao tratamento com S. cerevisiae,
porém nenhum tratamento se diferiu da testemunha. Quando comparados nematoides,
ndo foi observada diferenca significativa.

B. subtilis foi capaz de promover o crescimento do tomateiro aumentando o peso
fresco da parte aérea em relacéo a testemunha (ARUJO; MARCHESI, 2009). Ja Vaz et
al. (2011) néo verificaram o mesmo efeito. A ineficiéncia foi justificada pelo tratamento
ter ocorrido via microbiolizacdo das sementes, o que ndo foi suficiente para a
colonizacdo e producéo de substancias tdxicas inibidoras da ecloséo e viabilidade dos
juvenis (FREITAS, 2001). A aplicacdo de bactérias no solo antes ou durante o plantio
poderia ser uma maneira mais eficiente para permitir o desenvolvimento de plantas
(VAZ et al., 2011), como foi realizado neste trabalho.

Os isolados 12T e A18 de Trichoderma sp., também, acrescentaram a massa
fresca de parte aérea da cana-de-agUcar inoculada com M. incognita (FREITAS et al.,
2012).

Para peso seco de raiz os resultados sdo apresentados na Tabela 06. Ndo houve
diferenca significativa quando comparada a aplicagdo dos micro-organismos,

independente do nematoide inoculado.
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TABELA 06. Peso seco de raiz (g) de plantas de tomate tratadas, com micro-
organismos para controle de nematoides das galhas. Universidade Federal de
Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Micro-organismos ~ Sem nematoide M. incognita M. javanica
B. subtilis 4,12aA 1,28aB 0,97aB
Trichoderma spp. 4,12aA 0,98aB 1,12aB
B. thuringiensis 3,55aA 1,46aB 0,98aB
Rhizobium sp. 3,38aA 0,98aB 1,04 aB
LMXBIO 3,40aA 0,79aB 1,19 aB
Testemunha 2,35aA 0,79aB 0,81aB
S. cerevisiae 2,02aA 0,83aAB 0,57 aB
Média 3,30A 1,02B 0,95B

Médias seguidas por letras distintas mindsculas na coluna e maitsculas na linha diferem
entre si pelo teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney U, a 0,05 de significancia das
amostras independentes.

Independente do micro-organismo aplicado, a inoculacdo de M. incognita e M.
javanica reduziu o peso seco das raizes (TABELA 06). Fitonematoides causam
mudancas anatdbmicas nas raizes, ocasionando alteracdo na absorcdo de agua e
nutrientes e reducdo do sistema radicular por disfungdes ocasionadas, bem como a
escassez de raizes secundarias, com sistemas radiculares rasos, pobres e deformados
(ABRAO; MAZZAFERA, 2001; GUIMARAES, 2012).

Apesar de nenhum dos micro-organismos terem sido capazes de retardar o baixo
desenvolvimento radicular ocasionado pela infeccdo dos nematoides, quando se avaliou
peso fresco foi observada eficiéncia de B. subtilis e B. thuringiensis (TABELA 04).
Isso pode ter ocorrido devido a alta turgidez das células das raizes durante a coleta das
plantas, que apresentaram bom contetdo em agua.

Em relagdo a B. subtilis e B. thuringiensis, os resultados ndo corroboram com
Dawar et al. (2008), em que ambas as bactérias incrementaram a massa seca do sistema
radicular do feijoeiro infestado com nematoide das galhas. Isolados de B. thuringiensis
(BT-9, BT-10 BT-14 e BT-64) aumentaram 0 peso seco do sistema radicular do
feijoeiro e do quiabeiro inoculados com M. incognita (KHAN et al., 2010). O isolado
311T de Trichoderma sp. promoveu maior peso seco do sistema radicular da cana-de-
acucar inoculada com M. incognita (BORGES et al., 2013).

Rizobactérias isoladas e combinadas (DFs223, DFs416, DFs418, DFs185/306;
DFs306/416; DFs185/306/416; DFs185/306/418; DFs185/416/418; DFs306/416/418 e
DFs185/306/416/418) aumentaram 0 peso seco de raizes de arroz atacadas por M.

graminicola (SOUZA JUNIOR et al., 2010).
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A porcentagem de rizobactérias eficientes na promocao de crescimento é menor
que 1%, sendo esse percentual é ainda mais reduzido quando se trata de biocontrole de
nematoides (VAZ et al., 2011). Essa afirmacdo pode justificar a ineficiéncia dos
isolados no parametro avaliado.

Para peso seco de parte aérea, os resultados estdo apresentados na Tabela 07.

TABELA 07. Peso seco de parte aérea (g) de plantas de tomate tratadas, com micro-
organismos para controle de nematoides das galhas. Universidade Federal de
Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Micro-organismos ~ Sem nematoide M. incognita M. javanica

B. thuringiensis 4,23aA 4,78aA 4,47abA
B. subtilis 4,07aA 4,28aA 4,83aA
Trichoderma spp. 4,15aA 3,81aA 4,40abA

LMXBIO 3,95aA 3,26aA 4,02abcA
Testemunha 3,22abB 3,31aAB 4,39abA
Rhizobium sp. 3,25abA 3,75aA 3,41bcA
S. cerevisiae 2,00bA 2,94aA 2,10cA

Tratamentos seguidos por letras distintas minusculas na coluna e maidsculas na linha
diferem entre pelo teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney U, a 0,05 de
significancia das amostras independentes

Sem inoculacdo de nematoides houve diferenca entre aplicacdo de S. cerevisiae
em relacdo a B. thuringiensis, B. subtilis, Trichoderma spp. e LMXBIO, porém, todos
foram similares a testemunha. Com inoculacdo de M. incognita ndo houve diferenca
entre 0s micro-organismos. Para M. javanica, menor peso seco da parte aérea foi
observado para S. cerevisiae em relacdo aos demais micro-organismos, com excecdo de
Rhizobium sp., o qual se diferiu de B. subtilis.

Nesse estudo, a aplicacdo de suspensdo de S. cerevisiae mostrou-se prejudicial
ao desenvolvimento da raiz de tomateiro, na inoculacdo de M. javanica, com resultados
inferiores a testemunha. Isso ndo corrobora com os resultados ja relatados. Zanardo
(2009), ndo verificou diferenca entre 0 peso seco de parte aérea de plantas de soja
tratadas com extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae em relacdo a testemunha nao
tratada. A aplicacdo da levedura (1 x 10® UFC.kg™ de solo) incrementou o peso seco da
parte aérea da berinjela em 54,3%, inoculada com M. javanica (MOKBEL; ALHARBI,
2014). Sendo assim, o que pode justificar a ineficacia do micro-organismo ao

desenvolvimento das raizes, nesse trabalho, sdo as caracteristicas do isolado utilizado.
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Hé& controvérsias em relacdo ao efeito dos outros micro-organismos testados e
outros trabalhos. A inoculagdo de Trichoderma sp. ao solo aumentou a massa seca de
parte aérea de plantas de feijoeiro inoculadas com Meloidogyne sp. (BORGES et al.,
2013). CombinacBes de isolados de rizobactérias (DFs185/306; DFs185/418;
DFs185/306/418 e DFs185/416/418), avaliados no controle biolégico M. graminicola
na cultura do arroz aumentaram 0 peso seco da parte aérea em relacdo a testemunha
(SOUZA JUNIOR et al., 2010). Todos os isolados de B. thuringiensis testados por
Khan et al. (2010), aumentaram o peso seco de parte aérea do feijoeiro e do quiabeiro.
Na cultura do feijoeiro infestada com nematoide das galhas, Dawar, Tariq e Zaki,
(2008) obtiveram incremento da massa seca da parte aérea da planta com aplicacdo de
B. subtilis e B. thuringiensis.

Para fator de reproducdo dos nematoides , os resultados sdo expressos na Tabela
08.

TABELA 08. Fator de reproducédo de M. incognita e M. javanica em plantas de tomate,
tratadas com micro-organismos. Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Micro-organismos M. incognita M. javanica
Testemunha 4,66aA 4,21aA
S. cerevisiae 5,36aA 3,34abA
B. thuringiensis 1,80abA 2,61abA
LMXBIO 2,36abA 1,91abA
Rhizobium sp. 3,06abA 1,11bA
B. subtilis 2,28abA 1,17bA
Trichoderma spp. 1,57bA 1,81abA

Tratamentos seguidos por letras distintas mindsculas na coluna e maiusculas na linha
diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney U, a 0,05 de
significancia das amostras independentes.

Para M. incognita, Trichoderma spp. reduziu o fator de reproducdo em relagdo a
testemunha. Para M. javanica essa reducdo foi observada com Rhizobium sp. e B.
subtilis. Independente do micro-organismo aplicado, o fator de reproducdo de M.
incognita ndo diferiu de M. javanica.

Assim como nesse trabalho, a aplicacdo de Trichoderma sp. ao solo reduziu o
fator de reproducdo de M. incognita no feijoeiro (BORGES et al., 2013). Segundo os
autores, ovos de M. incognita foram parasitados pelo fungo Trichoderma sp. quando
aplicado ao solo, o que provavelmente ocorreu nesse trabalho. Trichoderma sp. tem sido

estudado por produzir uma série de enzimas extracelulares com atividade
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antimicrobiana e por sua capacidade de degradar a parede celular (MENEZES; SOUZA,
1995).

Segundo Harman et al. (2004), tais enzimas como quitinase e protease, com
atividade antifungica, participam da relacdo de interacdo de Meloidogyne spp. e
Trichoderma sp. O numero dessas enzimas e metabolitos extracelulares chega a mais de
100 compostos conhecidos. Além disso, Trichoderma sp. tem a capacidade de indugéo
dos mecanismos de defesa do hospedeiro (FREITAS et al., 2012), compete por
exsudatos liberados no desenvolvimento radicular, inibindo a eclosdo de ovos pela falta
de estimulo ocasionado pela reducédo ou falta do exsudatos (HARMAN et al., 2004).

A reducdo do fator de reproducdo de M. javanica ocasionado por B. subtilis
ocorreu pelo fato da bactéria ser um agente eficiente de controle bioldgico,
principalmente, pela producdo de antibidticos que interferem no estimulo a eclosdo dos
ovos dos nematoides (MATSUNO et al., 1992).

De forma geral, o controle bioldgico de nematoides por rizobactérias pode
acontecer pela paralisacdo do ciclo ou, pelo menos pela reducdo da capacidade
reprodutiva do parasita. Além disso, a transformacdo dos exsudados radiculares em
subprodutos faz com que o nematoide ndo reconheca o estimulo quimiotropico e
continue movimentando-se no solo até morrer. As rizobactérias ou seus metabolitos
desencadeiam reacGes de hipersensibilidade nas células vegetais, impedindo que as
fémeas dos nematoides consigam energia suficiente para produzir ovos, e induzem
resisténcia na planta (FREITAS, 2001; MACIEL; FERRAZ, 1996).

Estudando a interferéncia de B. subtilis em etapas do ciclo de vida de
Heterodera glycines e infeccdo do nematoide em raizes de soja, Aradjo, Silva e Aradjo
(2002), verificaram que a bactéria afetou a orientacdo do nematoide reduzindo a
migracdo em direcdo a raiz. De acordo com o0s autores, isso ocorreu devido a
degradacédo bacteriana dos componentes dos exsudatos que estimulam a migracdo dos
juvenis recém-eclodidos. Além disso, ocorre reducdo na penetracdo nas raizes devido a
habilidade da bactéria envolver-se ou ligar-se as lectinas da superficie das raizes.

Colocando R. etli G12 numa parte separada da raiz para controlar M. javanica,
Fabry et al. (2007) observaram bons resultados no controle do patégeno. Segundo o0s
autores 0s mecanismos de acdo sdo indiretos, relacionados a inducdo de resisténcia

sistémica, translocada para toda planta a partir de um ponto inicial de colonizacéo.
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Apesar da composi¢do do produto LMXBIO conter os micro-organismos B.
subtilis, Trichoderma spp. e Rhizobium sp, ndo foi evidenciada eficiéncia no controle de
M. incognita e M. javanica. Na préatica, deveria ocorrer uma eficiéncia de forma
combinada, relacionada com mais de um mecanismo de controle bioldgico, resultando
em num nivel mais elevado de protecdo (BOER et al., 2003). Porém, o que pode ser
afirmado nesse contexto, é que possivelmente a competicdo dos micro-organismos da
formulacdo por nutrientes, espaco e oxigénio desestabilizou a comunidade microbiana
original do bioformulado (BERNARDO; BETTIOL, 2010; MAGRINI et al., 2011),
além de antibiose entre 0s micro-organismos, 0 que ndo apresentou resultados
satisfatorios. Com o uso combinado de B. firmus e P. lilacinus, Anastasiadis et al.
(2008) observaram maior reducdo no nimero de ovos nas raizes de tomateiro infestadas
com Meloidogyne spp.

Para nimero de ovos, juvenis e adultos de Meloidogyne sp. por grama de raiz, 0s
resultados sdo apresentados na Tabela 09.

TABELA 09. Ovos, juvenis e adultos de M. incognita e M. javanica por grama de raiz
de plantas de tomate, tratadas com micro-organismos. Universidade Federal de
Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Micro-organismos M. incognita  Reducéo (%) M. javanica Reducéo (%)
S. cerevisiae 3753,00aA + 97,92 2191,74aA +17,05
Testemunha 1896,15aA - 1872,35aA -

Rhizobium sp. 1151,84aA 39,25 428,72abA 77,10
Trichodermaspp.  849,19aA 95,21 425,13abA 77,29
B. subtilis 632,12abA 66,66 236,86bA 87,34
LMXBIO 613,56abA 67,64 547 52abA 70,75

B. thuringiensis 549,37bA 71,02 604,2abA 67,70

Tratamentos seguidos por letras distintas mindsculas na coluna e maidsculas na linha
diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney U, a 0,05 de
significancia das amostras independentes.

B. thuringiensis reduziu em 71,02% o nimero de ovos, juvenis e adultos de M.
incognita por grama de raiz do tomateiro em relagéo a testemunha. Para M. javanica, foi
observada eficiéncia com B. subtilis, com reducéo de 87,34% em relacdo a testemunha.
Independente do micro-organismo aplicado, ndo houve diferenca entre as médias de M.
incognita e M. javanica (TABELA 09).

Apesar do B. thuringiensis ndo ter reduzido o fator de reproducdo em relacéo a

testemunha (TABELA 08), apresentou 0 menor numero de ovos, juvenis e adultos por
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grama de raiz na inoculacdo de M. incognita (TABELA 09) como consequéncia do bom
desenvolvimento radicular proporcionado pela bactéria (TABELA 04). Sendo que o
contrario ocorreu com Trichoderma spp. Para M. javanica os resultados com aplicacéo
de B. subtilis seguiram a mesma tendéncia em relacdo ao fator de reproducdo. Porém,
para Rhizobium sp. a reducéo do fator de reproducdo (TABELA 08) ndo refletiu na
reducdo do nimero de ovos, juvenis e adultos por grama de raiz (TABELA 09).

Assim como neste trabalho, a aplicacdo de B. subtilis no solo para controle de
Meloidogyne spp. em tomateiro, Aradjo e Marchesi (2009) verificaram reducdo
significativa no nimero de juvenis e massa de ovos por raiz. Isolados de B.
thuringiensis e Rhizobium leguminosarum reduziram o numero de galhas de M.
incognita em plantas de berinjela em até 94,55 a 96,36%, respectivamente (ASHOUB,;
AMARA, 2010). Ao contréario dos resultados obtidos, Vaz et al. (2011) ndo obtiveram
reducdes significativas no nimero de ovos e galhas de M. incognita e M. javanica na
microbiolizacdo de sementes de tomateiro com de B. subtilis.

A aplicacdo de R. etli isolado G12 reduziu o nimero de ovos e galhas de M.
javanica em raizes de tomateiro em 38,8 e 35,34%, respectivamente, em sistema de raiz
bipartida (FABRY et al., 2007). Segundo os autores, 0 mecanismo de acdo que envolve
o0 biocontrole de fitonematoides pelas rizobactérias é resultante da inducdo de
resisténcia sistémica em plantas, porém nao apresenta efeito sobre o crescimento das

plantas, o que corrobora com os resultados encontrados nesse trabalho.

4. CONCLUSOES

Trichoderma spp. foi eficiente na reducdo de M. incognita no tomateiro. B.

subtilis e Rhizobium sp. foram eficazes na reducédo de M. javanica no tomateiro.
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CAPITULO II: Compatibilidade de Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis,
Rhizobium sp., Saccharomyces cerevisiae e Trichoderma spp. a agroquimicos

RESUMO

O uso de agentes de controle bioldgico com a aplicacdo de produtos quimicos vem se
tornando habito entre os produtores. Porém o efeito provocado pelos produtos quimicos
na acdo desses micro-organismos precisa ser estudado. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a sensibilidade dos micro-organismos B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium
sp., S. cerevisiae e Trichoderma spp. a agroquimicos que sao utilizados no cultura do
tomate. Foram testados os agroquimicos: imidacloprido, benalaxil + mancozeb,
casugamicina e metribuzim, cada um em 5 concentragdes (ndo diluido, 107, 107, 107,
10™). A concentracdo recomendada para o tomateiro corresponde a diluicdo 102. Para
B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium sp. e S. cerevisiae foram avaliados o halo de
inibicdo através de antibiogramas. Para Trichoderma sp. foi avaliada a velocidade
média de crescimento do fungo (mm.h™), adicionando os produtos ao meio de cultura
BDA. Nas concentracdes recomendadas para o tomateiro, o fungicida benalaxil +
mancozeb inibiu o crescimento de B. thuringiensis e Rhizobium sp.; o herbicida
metribuzim inibiu o crescimento de B. thuringiensis e reduziu a velocidade de
crescimento micelial do Trichoderma sp.; e o bactericida casugamicina inibiu o
crescimento da B. thuringiensis. Nenhum agroquimico, nas concentracfes
recomendadas para 0 tomateiro, inibiu o crescimento de B. subtilis e S. cerevisiae. O
inseticida imidacloprido nédo interferiu no desenvolvimento de nenhum dos micro-
organismos avaliados.

Palavras-chaves: defensivos, micro-organismos, sensibilidade.



CHAPTER II: Compatibility of Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Rhizobium
sp., Saccharomyces cerevisiae and Trichoderma spp. to agrichemicals

ABSTRACT

The use of biological control agents with the application of pesticides has become a
habit among producers. However, the effect caused by the action of these chemicals on
microorganisms need to be studied. This study evaluated the sensitivity of the
microorganisms B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium sp., S. cerevisiae and
Trichoderma spp. to pesticides that are used early in the tomato crop. The agrichemicals
imidacloprid, benalaxil + mancozeb, kasugamycin and metribuzim, each in five
concentrations (undiluted, 107, 102 103 10®) were tested. Recommended
concentration for tomato crop correspond to the dilution 102 The inhibition zone was
evaluated, for B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium sp. and S. cerevisiae, through
antibiograms. The average speed of fungal growth (mm.h™), adding the products to
BDA culture medium, was determined for Trichoderma sp. Using the recommended
concentrations for tomato, the fungicide benalaxil + mancozeb inhibited growth of B.
thuringiensis and Rhizobium sp.; metribuzim inhibited growth of B. thuringiensis and
reduced radial growth rate of Trichoderma sp.; kasugamycin inhibited the growth of B.
thuringiensis. No agrichemicals, at the recommended concentrations for tomato crop,
inhibited growth of B. subtilis or S. cerevisiae. The insecticide imidacloprid did not
affect the development of any of the studied microorganisms.

Keywords: pesticides, microorganisms, sensitivity.
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1 INTRODUCAO

No manejo de fitonematoides, o controle bioldgico apresenta uma série de
vantagens em relacdo ao quimico, pois ndo contamina e ndo desequilibra o meio
ambiente e nem deixa residuos no solo (SOARES, 2006). Mas apesar da crescente
utilizacdo do controle bioldgico, o controle quimico é bastante empregado. Em muitos
casos € a Unica ferramenta para o controle de pragas e doencas, conferindo uma maior
rentabilidade de producéo (SILVA, 2011).

O uso de agentes de controle biolégico em campo associado a aplicacdo de
produtos quimicos como fungicidas, por exemplo, vem se tornando habito entre os
produtores (SILVA, 2011). Deve-se ter cautela, pois no caso de fungos, a preservacao
da viabilidade dos conidios € de extrema importancia, pois estas estruturas sdo as
responsaveis pela sobrevivéncia e desenvolvimento posterior (DUARTE et al., 1992).

O efeito provocado pelos produtos quimicos na acdo desses micro-organismos
ainda vem sendo estudado e necessita de especial atengdo (RIBAS, 2010). Os
agroquimicos utilizados na protecdo das culturas podem ter efeitos antagdnicos, nulos
ou sinérgicos sobre a atividade de micro-organismos de controle bioldgico (BENZ,
1987 In: NUNES, 2008). Por esse motivo, para a comercializagdo desses antagonistas
sd0 necessarias muitas pesquisas preliminares para conhecer a compatibilidade destes
produtos sobre as diversas fases de desenvolvimento dos biocontroladores, pois sua
performace em campo pode ser bastante inconsistente (NUNES, 2008; RIBAS, 2010).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade dos micro-
organismos Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Rhizobium sp., Saccharomyces

cerevisiae e Trichoderma spp. a agrogquimicos utilizados na cultura do tomate.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Bacteriologia Vegetal (LABAC)
da Universidade Federal de Uberlandia no periodo de junho a setembro de 2014.
Foi determinada a compatibilidade dos micro-organismos Bacillus subtilis,

Bacillus thuringiensis, Rhizobium sp., Saccharomyces cerevisiae e Trichoderma spp. a
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quatro agroquimicos registrados para cultura do tomate. Foram utilizados os seguintes
agroquimicos (MAPA, 2014):

e Imidacloprido (Evidence 700WG- Granulado dispersivel). Inseticida sistémico
do grupo neonicotinoide. Recomendado para controle de pragas em geral. Dose
recomendada: 200 g.ha™* com 300 L.ha™ de calda.

e Benalaxyl + Mancozebe (Galben-M - p6 molhavel). Fungicida sistémico do
grupo quimico dos acilalaninato ou fenilamidas (Benalaxyl) e ditiocarbamato
(Mancozebe). Recomendado para controle de Phytophthora infestans (Mont.) de
Bary, no inicio do florescimento da cultura. Dose recomendada: 200 kg.ha™ com
1.000 L.ha™ de calda.

e Casugamicina (Kasumin - Concentrado sollvel). Fungicida/bactericida,
antibidtico. Recomendado para controle preventivo de Clavibacter
mighiganensis subst. michiganensis (Smith). Dose recomendada: 300 mL.100L
d’ 4gua com 1200 L.ha™ de calda.

e Metribuzim (Sencor 480- Suspensdo concentrada). Herbicida pré e pds-
emergente, seletivo residual do grupo triazinona. Recomendado para controle de
plantas daninhas de folhas largas. Dose recomendada: 1 L.ha™ com 400 L.ha™

de calda.

2.1 Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Rhizobium sp. e Saccharomyces

cerevisiae

Na avaliacdo das trés bactérias (B. subtilis, B. thuringiensis, Rhizobium sp.) e da
levedura (S. cerevisiae) foram montados antibiogramas. Para isso, foi adotada a
metodologia descrita por Romeiro (2001), utilizando antibiogramas para avaliar a
toxidez direta dos agroquimicos atraves do halo de inibicdo do crescimento em meio de
cultura. Para tal, dez mL de cada suspensdo bacteriana ou da levedura (102 UFC.mL™)
foram adicionados ao meio Nutriente Liquido (NL) para cultivo sob agitacdo a 150 rpm
a 28°C por 24h. Em placa de Petri foi vertida uma camada bésica de meio agar-agua
(2%). Em seguida ao meio de cultura 523 Kado & Heskett semissolido (0,8% de agar),
em temperatura fundente foi adicionado, o NL contendo o micro-organismo cultivado,
que entdo foi vertido sobre a camada bésica. Em seguida foram colocados sobre 0 meio
de cada placa (FIGURA 02), sete discos de papel de filtro estéril (6 mm de didmetro) e

62



adicionados 10puL das concentragGes dos produtos. As placas foram incubadas em BOD
a 28 °C. A avaliacdo dos halos de inibicdo foi realizada apds 48 horas de incubagédo

determinando-se o didmetro do halo.

FIGURA 02. Esquema de montagem de antibiograma. Fonte: MOTA, 2015.

Concentracdes do produto:
HD (IMao diluide)

10-!
Antihidtico 102
o) 107,

103,

Para cada produto, o delineamento foi inteiramente casualizados (DIC), com sete
tratamentos: concentragdes (ndo diluido, 10™, 10% 107® 10™), 4gua (testemunha) e
antibidtico ou antifungico, com quatro repeticdes. Para B. subtilis e B. thuringiensis foi
utilizado o antibiético estreptomicina (500 pg.mL™). Para Rhizobium sp. o antibidtico
cefalexina (200 pg.mL™) e para S. cerevisiae o antifingico nitrato de miconazol (2%).
Considerando o volume de calda, a dose recomendada pelo MAPA (2015) para a
cultura do tomate, de cada produto, correspondeu aproximadamente & diluicdo 102,

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade (Teste de Shapiro
Wilk) e de homogeneidade do erro experimental (Teste de Levene) pelo programa
estatistico SPSS Statistics vs. 20 (IBM CORP, 2011). As anlises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do programa estatistico Sisvar versdo 5.10 (FERREIRA, 2010)
e as comparacdes entre os tratamentos foram realizadas pelo teste Tukey a 0,05 de

significancia.
2.2 Trichoderma sp.

O efeito dos produtos sobre o Trichoderma sp. foi avaliado pelo crescimento do
fungo em meio de cultura com a presenga dos produtos, de acordo com metodologia de

Pandolfo (2007). Para cada produto, o delineamento experimental foi inteiramente
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casualizados (DIC) com seis tratamentos: néo diluido, 10, 10, 10, 10™ e testemunha
(sem produto), com quatro repeticdes. A concentracdo do produto no meio foi
estabelecida considerando o volume de meio utilizado, sendo que a recomendacédo do
MAPA (2015) para a cultura do tomate correspondeu aproximadamente & diluicdo 107,

A adigdo do agroquimico, de acordo com cada concentracéo, foi feita no meio de
cultura Batata-dextrose-agar (BDA) depois de autoclavado e ainda liquido (40°C). Apo6s
0 meio ser vertido em placa de Petri, a inoculagdo do Trichoderma sp. foi feita
colocando um disco de colonia de 0,6 cm de diametro no centro da placa. As placas
foram incubadas em camara de crescimento, com temperatura de 25°C e fotoperiodo de
12 horas.

A avaliacdo do crescimento micelial consistiu na leitura a cada 24 h ap6s o
plagueamento, do diametro da coldnia com auxilio de régua milimetrada. As leituras
foram concluidas quando o crescimento da coldnia cobriu completamente o didmetro da
placa em um dos tratamentos, determinando-se a velocidade média de crescimento do
fungo, através da formula de Lilly e Barnett (1951), citada por Jackisch-Matsuura e
Menezes (1999):

Vmc =Ctp - Cty
T
Onde:
Vmc = velocidade média de crescimento (mm.h™);

Ct; = crescimento no primeiro intervalo de tempo;
Ct, = crescimento no segundo intervalo de tempo;

T = intervalo de tempo considerado.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade dos residuos
(Teste de Shapiro-Wilk) e de homogeneidade do erro experimental (Teste de Levene)
pelo programa estatistico SPSS Statistics vs. 20 (IBM, 2014). As andlises estatisticas
foram realizadas com o auxilio do programa estatistico Sisvar versdo 5.10 (FERREIRA,
2010) e a comparagdes entre os tratamentos foram realizadas pelo teste Tukey a 0,05 de

significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos halos de inibicdo de crescimento de B. subtilis com

agroquimicos estdo representados na Tabela 10.

TABELA 10. Halo de inibicdo ao crescimento (mm) de Bacillus subtilis com
agroquimicos em diferentes diluicBes. Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia,
2015.

Diluicdes . . L Benalaxyl +1 L
Imidacloprido  Casugamicina Mancozebe Metribuzim
N&o diluido 0,00b 12,75b 12,00b 0,25b
10 0,00b 10,00c 4,50c 0,00b
1072 0,00b 0,00d 0,00c 0,00b
1073 0,00b 0,00d 0,00c 0,00b
10" 0,00b 0,00d 0,00c 0,00b
Testemunha 0,00b 0,00d 0,00c 0,00b
Estreptomicina 22,75a 22,50a 22,50a 22,75a
CV (%) 17,44 11,57 37,57 26,15

"Dados transformados para Vx+1,0. As médias originais sdo apresentadas. CV:
Coeficiente de variacdo dos dados. Médias seguidas por letras distintas minusculas na
coluna diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste Tukey.

Apenas 0s produtos casugamicina e benalaxyl + mancozebe nas concentracoes:
ndo diluido e 10*, diferiram em relacdo & testemunha. N&o foi demonstrada
sensibilidade da bactéria aos produtos imidacloprido e metribuzim (FIGURA 03).

Apesar da inibicdo do crescimento de B. subtilis pelos produtos casugamicina e
benalaxyl + mancozebe, deve-se ressaltar que as doses que comprometeram o0
crescimento da bactéria foram: 10 e n4o diluido, ou seja, 10 e 100 vezes maior do que
a dose recomendada para a cultura do tomate (10). Sendo assim, sua utilizacdo de
forma correta néo prejudica o desenvolvimento do isolado testado.
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FIGURA 03. Antibiogramas de compatibilidade de Bacillus subtilis a agroquimicos.
A- Benalaxyl + Mancozebe; B- Casugamicina; C- Imidacloprido; D- Metribuzim.
Fonte: MOTA, 2015.

Avaliando o halo de inibicdo de crescimento de B. thuringiensis, o micro-
organismo se mostrou sensivel a todas as doses testadas do agroquimico benalaxyl +
mancozebe e as concentracdes: ndo diluido, 10 e 10 dos produtos casugamicina e
metribuzim, em relacdo a testemunha. O produto Imidacloprido ndo inibiu o
crescimento da bactéria (TABELA 11).

TABELA 11. Halo de inibicdo ao crescimento (mm) de Bacillus thuringiensis com
agroquimicos em diferentes diluicBes. Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia,
2015.

Diluicbes Imidacloprido®  Casugamicina® I\?Izrr]]?:loazxgi)le-l-l Metribuzim*
Nao diluido 0,00b 22,75b 17,25b 12,75b
10" 0,00b 14,00c 14,50c 8,50¢c
102 0,00b 8,00d 13,00c 5,50c
10° 0,00b 0,00e 11,00d 0,00d
10 0,00b 0,00e 8,00e 0,00d
Testemunha 0,00b 0,00e 0,00f 0,00d
Estreptomicina 38,25a 38,50a 39,00a 39,25a
CV (%) 8,70 11,57 5,90 19,57

"Dados transformados para \x+1,0. As médias originais sdo apresentadas. CV:
Coeficiente de variacdo dos dados. Médias seguidas por letras distintas mindsculas na
coluna diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste Tukey.
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Diante dos resultados, pode-se afirmar que ndo é compativel a utilizacdo dos
produtos casugamicina, metribuzim e benalaxyl + mancozebe com B. thuringiensis
(FIGURA 04). O modo de acdo de casugamicina (Kasumin) sobre a bactéria estd no
fato da substéncia ligar-se a subunidade pequena do ribossomo e inibir a elongacéo de
proteinas nas células (RODRIGUES, 2006).

FIGURA 04. Antibiogramas de compatibilidade de Bacillus thuringiensis a
agroguimicos. A- Benalaxil + Mancozeb; B- Casugamicina; C- Imidacloprido; D-
Metribuzim. Fonte MOTA, 2015.

N&do ha trabalhos na literatura sobre a compatibilidade de B. subtilis e B.
thuringiensis a agroquimicos, existem apenas estudos similares com outras espécies do
género Bacillus. Neves (2005) testou a sensibilidade de B. cereus a Varios
agroguimicos, nas doses recomendadas para a cultura do tomate, e ndo verificou
sensibilidade aos principios ativos metribuzim (Sencor) e imidacloprido (Confir 700
GrDa). Quando testado mancozebe (Manzate 800), o produto limitou o
desenvolvimento da bactéria. Em parte, seus resultados corroboram com o0s
encontrados, pois 0 uso de metribuzin (Sencor) e imidacloprido (Evidence 700WG),
também, ndo interferiu no crescimento de B. subtilis, ja benalaxyl e mancozebe
(Galben—M) apresentou efeito varidvel sobre o desenvolvimento de B. subtilis e B.
thuringiensis, podendo afirmar que provavelmente mancozeb afeta o género Bacillus.
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O halo de inibicdo de B. subtilis e B. thuringiensis com antibiotico
estreptomicina confirma a viabilidade do teste realizado. O antibidtico pertence ao
grupo dos aminoglicosideo, que sdo agentes que possuem um grupo amino basico e uma
unidade de acUcar. Apresenta efeito bactericida ao género Bacillus, por ligar-se
especificamente a subunidade 30S dos ribossomos bacterianos, impedindo 0 movimento
do ribossomo ao longo do mRNA e, consequentemente, interrompendo a sintese de
proteinas (GUIMARAES et al., 2010).

Os resultados dos halos de inibicdo de crescimento de Rhizobium sp. com

agroquimicos sdo representados na Tabela 12:

TABELA 12. Halo de inibicdo ao crescimento (mm) de Rhizobium sp. com
agroguimicos em diferentes diluicdes. Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia,
2015.

Diluicdes Imidacloprido!  Casugamicina® ?Ae;ﬁégélelbt Metribuzim !
Nao diluido 0,00b 12,50b 17,00a 0,00b
10" 0,00b 0,00b 11,50b 0,00b
1072 0,00b 0,00b 8,50¢c 0,00b
10 0,00b 0,00b 0,00d 0,00b
10* 0,00b 0,00b 0,00d 0,00b
Testemunha 0,00b 0,00b 0,00d 0,00b
Cefalexina 19,00a 19,25a 18,75a 19,25a
CV (%) 2,27 11,54 32,01 13,16

"Dados transformados para Vx+1,0. As médias originais sdo apresentadas. CV:
Coeficiente de variacdo dos dados. Médias seguidas por letras distintas minasculas na
coluna diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste Tukey.

O crescimento de Rhizobium sp. foi afetado pelo produto benalaxil + mancozeb nas
concentragdes: ndo diluido, 10* e 10% e pelo produto casugamicina apenas na
concentracdo ndo diluido. Os produtos imidacloprido e metribuzim ndo inibiram o

crescimento da bactéria (FIGURA 05).
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FIGURA 05. Antibiogramas de compatibilidade de Rhizobium sp. a agroquimicos.
A- Benalaxil + Mancozeb; B- Casugamicina; C- Imidacloprido; D- Metribuzim. Fonte:
MOTA, 2015.

E possivel afirmar que o produto benalaxil + mancozeb ndo é compativel com
Rhizobium sp., devendo-se limitar o uso combinado no campo. Apesar da inibicdo do
crescimento pelo produto casugamicina, ressalta-se que a dose que interferiu no
desenvolvimento da bactéria € 100 vezes maior do que a dose recomendada para a
cultura do tomate (10?), podendo o produto ser utilizado em combinagdo com
Rhizobium sp, de forma correta.

Os resultados encontrados corroboram com Castro et al. (1997). Os autores
verificaram que o fungicida mancozebe diminui em 50% o crescimento
de Rhizobium sp. isolado USDA 3187. Posteriormente, Fabra et al. (1998), estudando o
mesmo isolado, inferiram que mancozeb produziu alteragdes bioquimicas na
composi¢do da membrana, polissacarideos e poliaminas; e que apesar do aumento do
teor de glutationa (GSH) e da atividade de glutationa S-transferase (GST), molécula e
izoenzima envolvida no processo de desintoxicacdo, respectivamente, isso ndo foi sao
suficiente para evitar a diminuicdo do crescimento, o que explica o efeito toxico para a
bactéria.

O halo de inibicdo de Rhizobium sp. com antibidtico cefalexina confirma a
viabilidade do teste realizado. O modo de acdo do antibidtico refere-se a capacidade de
ligar-se a PLP’s especificas (proteinas que realizam a ligacdo de peptidioglicanos),
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inibir a sintese da parede celular pelo bloqueio da transpeptidacdo do pepitdoglicano e
ativar as enzimas autoliticas na parede celular, capazes de produzir lesbes com
consequente morte da bactéria (lise celular) (OLIVEIRA et al., 2014). Através de
antibiogramas, Cunha et al. (2006), também, verificaram efeito do antibidtico sobre o
crescimento dos isolados RVV11 e BSV16 de Rhizobium sp.

S. cerevisiae foi sensivel apenas a concentragdo ndo diluida dos produtos
casugamicina, benalaxil + mancozeb e metribuzim. As demais doses desses produtos e
0 inseticida imidacloprido ndo inibiram o crescimento da levedura in vitro (TABELA
13).

TABELA 13. Halo de inibicdo ao crescimento (mm) de Saccharomyces cerevisiae com
agroguimicos em diferentes diluicdes. Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia,
2015.

Benalaxil +

Diluicdes Imidacloprido®  Casugamicina® Mancozeb . Metribuzim®
Na&o diluido 0,00b 9,75a 8,00b 11,00a
10 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b
107 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b
10° 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b
10* 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b
Testemunha 0,00b 0,00b 0,00d 0,00b
Nitrato de miconazol 10,75a 11,25a 12,00a 11,75a
CV (%) 23,56 26,73 30,55 17,44

"Dados transformados para Vx+1,0. As médias originais sdo apresentadas. CV:
Coeficiente de variacdo dos dados. Médias seguidas por letras distintas mindsculas na
coluna diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste Tukey.

Com esses resultados, pode-se afirmar que todos os produtos, quando aplicados
na dose adequada, sdo compativeis com a levedura (FIGURA 06). Nenhum trabalho foi

encontrado na literatura sobre a compatibilidade da levedura aos produtos testados.
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FIGURA 06. Antibiogramas de compatibilidade de Saccharomyces cerevisiae a
agroquimicos. A- Benalaxil + Mancozeb; B- Casugamicina; C- Imidacloprido; D-

Metribuzim. Fonte: MOTA, 2015.
B l

O halo de inibicdo de S. cerevisiae com antifungico nitrato de miconazol
confirma a viabilidade do teste realizado. Seu mecanismo de acao consiste em inibir a
biossintese de ergosterol, esterol mais abundante na parede celular de leveduras, o que
resulta em extrema alteracdo da membrana celular, causando perda de constituintes
celulares essenciais (CALAHORRA et al., 2011, CORDEIRO, 2009). Esimone et al.
(2007) observaram halo de inibi¢éo do crescimento de dois isolados de S. cerevisiae, de
25 e 27 mm, com o antifingico miconazol (20 pg.mL™).

A velocidade media de crescimento micelial de Trichoderma sp. foi afetada de
forma negativa por todas as doses do herbicida metribuzim em relacdo a testemunha. As
concentracdes: ndo diluido e 10™ do bactericida casugamicina e do fungicida benalaxil
+ mancozeb ndo foram compativeis ao crescimento do fungo, reduzindo a velocidade
média de crescimento micelial. O inseticida imidacloprido ndo interferiu no
desenvolvimento do Trichoderma sp. (TABELA 14).
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TABELA 14. Velocidade média de crescimento micelial (mm.h™) de Trichoderma spp.
em meio de cultura BDA com e sem agroquimicos. Universidade Federal de
Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Benalaxil +

Diluicdes Imidacloprido®  Casugamicina® Mancozeb Metribuzim®
Testemunha 0,97a 0,97a 0,97a 0,97a
10 0,93a 0,88a 0,96a 0,63b
103 0,87a 0,98a 0,91a 0,32bc
10 0,93a 0,90a 0,82a 0,23c
10 0,83a 0,48b 0,30b 0,08c
Nao diluido 0,90a 0,08c 0,06b 0,06¢
CV (%) 17,78 21,53 21,44 36,38

'Dados transformados para Vx+1,0. As médias originais sdo apresentadas. CV:
Coeficiente de variacdo dos dados. Médias seguidas por letras distintas mindsculas na
linha diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste Tukey.

O herbicida metribuzim ndo foi compativel com o fungo Trichoderma sp. em
nenhuma dose testada em relacdo a testemunha. Esse resultado ndo corrobora com
Resende (2011), que relatou que o tratamento de sementes com o produto metribuzim
foi compativel com o fungo Trichoderma asperellum. Com essa contradi¢do, pode-se
inferir que a compatibilidade pode variar de acordo com a espécie ou caracteristica do
isolado utilizado.

A velocidade de crescimento micelial do fungo foi reduzida com o fungicida
benalaxil + mancozeb e com bactericida casugamicina apenas nas concentragcdes nao
diluido e 10™%. Isso sugere, que na concentracio recomendada para cultura do tomateiro
(10°®), os produtos sdo compativeis ao Trichoderma sp.

No caso do fungicida benalaxil + mancozeb, a interferéncia no crescimento do
fungo nas doses mais elevadas é devido ao seu mecanismo de acdo. O produto tem
como principio ativo mancozeb, que pertence ao grupo quimico dos ditiocarbamatos,
atua na inativacdo de enzimas essenciais ao fungo e interferem na producdo de energia;
e benalaxil, pertencente ao grupo das fenilamidas, que interfere na sintese de acido
nucléico, inibindo a sintese de RNA ribossémico sendo normalmente este 0 processo
mais sensivel que ocorre através de interacdo com a enzima RNA polimerase
(JULIATTI, 2005, RODRIGUES, 2006).

Ha alguns relatos da interférencia de agroguimicos no desenvolvimento do
fungo Trichoderma sp. O fungicida mancozeb (1,6 kg.h™) inibiu 100% da germinacao

de T. harzianum isolado C52, sendo a sensibilidade ao produto confirmada em
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experimento em estufa (MCLEAN et al., 2001). Avaliando a compatibilidade de
Trichoderma sp. a diferentes agroquimico, Pandolfo (2007), verificou que o fungo
apresentou sensibilidade in vitro aos fungicidas carbendazim, carbendazim + thiram,
trifloxistrobina + tebuconazole e epoxiconazole + pyraclostrobin, nas doses
recomendadas para cultura do feijdo. O autor também relatou variacdo de
compatibilidade de isolados ao produtos testados.

A partir dos resultados encontrados, deve-se atentar para a compatibilidade dos

micro-organismos com 0s agroquimicos citados no controle bioldgico de doencas.

4 CONCLUSOES

Nas concentracdes recomendadas para o tomateiro, o fungicida benalaxil +
mancozeb inibiu o crescimento de B. thuringiensis e Rhizobium sp.; o herbicida
metribuzim inibiu o crescimento de B. thuringiensis e reduziu a velocidade de
crescimento micelial do Trichoderma sp.; e o bactericida casugamicina inibiu o
crescimento da B. thuringiensis. Nenhum produto, nas concentracdes recomendadas
para o tomateiro, inibiu o crescimento de B. subtilis e S. cerevisiae. O inseticida
imidacloprido n&o interferiu no desenvolvimento de nenhum dos micro-organismos

avaliados.
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CAPITULO I1lI: Quitina e quitosana no manejo de Meloidogyne incognita e
Meloidogyne javanica e na ativacdo de proteinas relacionadas a patogénese em
tomateiro

RESUMO

A adicdo de quitina ao solo e aplicacédo de eliciadores abioticos como a quitosana, vém
sendo usados contra o ataque de fitonematoides, por aumentar micro-organismos
quitinoliticos no solo e induzir resisténcia sistémica em plantas, respectivamente. Nesse
contexto, produtos utilizados no manejo alternativo contra fitonematoides estdo sendo
comercializados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia dos produtos HYT-C
(quitina) e HYT-D (quitosana) no controle de M. incognita e M. javanica. O
experimento foi realizado aplicando os produtos durante o transpantio das mudas de
tomate, via pulverizacdo foliar ou em solo, previamente infestado ou ndo com M.
javanica ou M. incognita. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
(DIC), em arranjo fatorial 7 x 3 (combinagdo dos produtos x nematoides), com dez
repeticdes. As avaliacdes ocorreram ap6s 60 dias, determinando-se o fator de
reproducdo, nimero de ovos, juvenis e adultos por grama de raiz fresca, altura de parte
aérea (cm), comprimento de sistema radicular (cm), massa fresca e seca de raiz e de
parte aérea (g), populacbes de micro-organismos quitinoliticos presentes no solo
(UFC.g"* de solo), atividade da enzima quitinase nas folhas. Quitina via solo aumentou
comprimento e o peso fresco raiz em plantas inoculadas com M. incognita. Quando
associada a quitosana via foliar, também, promoveu peso aéreo das plantas. A aplicacédo
de quitina via solo e associada com quitosana foliar, reduziu o fator de reproducédo e a
populacdo por grama de raiz de M. javanica. Para M. incognita ndo foram obtidos
resultados expressivos. Quitina via solo aumentou a populagdo de micro-organismos
quitinoliticos do solo. A aplicacdo de quitina solo, quitosana foliar, e associacdo de
ambas, aumentou a atividade da enzima quitinase nas folhas do tomateiro quatro dias
apos aplicacdo, independente do nematoide inoculado.

Palavras-chaves: inducdo de resisténcia, micro-organismos quitinoliticos, nematoide
das galhas.
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CHAPTER I11: Chitin and chitosan in the management of Meloidogyne incognita
and Meloidogyne javanica and activation of pathogenesis-related proteins in
tomato

ABSTRACT

The addition of chitin to soil and spraying abiotic elicitors, such as chitosan, have been
used against plant-parasitic nematodes, to increase chitinolytic microorganisms in the
soil and to induce systemic resistance in plants, respectively. In this context, products
used in alternative management against plant-parasitic nematodes are being marketed.
This study evaluated the efficacy of the products HYT-C (chitin) and HYT-D (chitosan)
in the control of M. incognita and M. javanica. The experiment was conducted by
applying the products at tomato seedlings transplanting, by foliar spray or soil
amendment, previously infested or not with M. javanica or M. incognita. The
experimental design was completely randomized (DIC) in a factorial 7 x 3 (combination
of products x root-knot nematodes), with ten replications. Evaluations were done after
60 days, determining the reproduction rate, number of eggs, juveniles and adults per
gram of fresh root, shoot height (cm), root length (cm), fresh and dry root and shoot
mass (g), population of chitinolytic organisms in the soil (UFC g™ soil) and the activity
of chitinase enzyme in the leaves. Chitin added to the soil increased length and fresh
root mass in plants inoculated with M. incognita. When combined with foliar chitosan,
it also increased plant shoot length. The application of chitin to soil associated with leaf
spraying of chitosan, reduced reproduction factor and population of M. javanica per
root gram. No significant results were obtained for M. incognita. Chitin in the soil
increased the population of soil chitinolytic microorganisms. The application of soil
chitin, foliar chitosan and a combination of both, increased the activity of the enzyme
chitinase in the leaves four days after application, regardless of nematode inoculated.

Keywords: induction of resistance, chitinolytic microorganisms, root-knot nematode.
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1 INTRODUCAO

A busca por métodos alternativos de controle de doengas tem gerado produtos
com potencial de induzir mecanismos latentes de defesa das plantas ao ataque de
patogenos. Tais produtos eliciadores podem ser bidticos (organismos vivos ou partes
destes) ou abidticos (INACIO, 2011), como a quitosana. Além disso, a adicdo de
compostos orgénicos no solo, como a quitina, tem o potencial para modificar a estrutura
do solo e influenciar as populagdes microbianas (CASTRO et al., 2011), suprimindo
patogenos.

A quitina (B-1,4-N-acetilglucosamina) é um biopolimero natural, insolavel e,
com excecao da celulose, é o polissacarideo mais abundante na natureza, presente como
elemento estrutural em animais invertebrados, artropodes e na parede celular de alguns
fungos. A quitosana (D-glucosamina) é um polimero solavel, derivado da
desacetilizagdo da quitina. E encontrada na parede celular de fungos, que podem
apresentar até 50% deste na sua estrutura (BERGER et al., 2011; FRANCO et al.,
2005).

A quitina e quitosana tém sido pesquisadas no controle de nematoses em plantas.
Sdo relatados que, a adigdo de quitina ao solo leva ao aumento da populagéo de micro-
organismos quitinoliticos capazes de degradar a quitina presente na casca dos ovos dos
fitonematoides (CASTRO et al., 2011), e que a quitosana favorece o crescimento
vegetal e ativa as defesas da planta, aumentando a atividade de enzimas como quitinases
e peroxidases na planta (BERGER et al., 2011).

Nesse contexto, produtos utilizados no manejo alternativo contra fitonematoides
como HYT-C e HYT-D estdo sendo comercializados. O primeiro € um produto a base
de quitina micronizada, extraida de uma fonte natural a partir de residuos de camarao, e
0 segundo sua forma desacetilada, a quitosana. Ambos os produtos reforcam a formacéo
de raizes e estruturas celulares e estimulam a capacidade natural da planta para resistir
aos patégenos de solo, como fitonematoides (AGRINOS, 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia dos produtos HYT-C (quitina) e
HYT-D (quitosana) no controle dos nematoides das galhas M. incognita e M. javanica,
no aumento da populagdo de micro-organismos quitinoliticos do solo, na atividade da

enzima quitinase e no desenvolvimento do tomateiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Montagem e conducéo do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Nematologia (LANEM),
Laboratdrio de Nanobiotecnologia e na casa de vegetacdo da Universidade Federal de
Uberlandia-MG, no periodo de julho a novembro de 2014.

Para controle de M. javanica e M. incognita foram utilizados um produto
comercial a base de quitina (HYT-C) e outro a base de quitosana (HYT-D), fornecidos
pela empresa Agrinos do Brasil. Mudas de tomateiro cultivar Santa Clara VF5600 com
20 dias foram obtidas de viveiro comercial e transplantadas para vasos plasticos de 1,5
L de capacidade preenchidos com mistura de solo de barranco e areia, na proporcao de
1:2 (viv).

Antes da colocacédo do solo nos vasos, foi realizada analise quimica do substrato
que apresentou o seguinte resultado: pH: 5,6; K*: 0,05 cmolc dm™; Ca®*: 0,7 cmolc
dm-*; Mg®*: 0,2 cmolc dm™; AI**: 0,0 cmolc dm™; H+Al: 1,8 cmolc dm™; P (Mehlich-
1): 13,5 mg dm™; V: 34%. Com a interpretacdo dos resultados foi realizada calagem 40
dias antes da montagem do experimento com a dose de 3,4 t de calcério dolomitico.h™.

Um dia antes do transplantio, o solo foi infestado com suspensdo do in6culo em
todo volume do vaso através de homogeneizacdo manual em balde plastico de forma a
simular uma condi¢cdo de campo. Para isso foram inoculados 8.000 ovos de M.
incognita ou 10.000 ovos de M. javanica por vaso de acordo com cada tratamento. Os
ovos dos nematoides foram extraidos pela técnica de Hussey e Barker (1973),
modificada por Boneti e Ferraz (1981), a partir de raizes de tomateiros previamente
infectadas com populacdes puras dos nematoides, mantidas na casa de vegetacdo. Para
isso as raizes foram lavadas cuidadosamente em &gua corrente, fragmentadas em
pedacos de 2 cm e colocadas em um copo de liquidificador doméstico, contendo
solucdo de hipoclorito de sédio, a 0,5% para trituracdo na menor rotagdo por 60s. A
suspensdo obtida foi vertida na peneira de 200 mesh sobreposta a de 500 mesh. O
residuo de 500 mesh foi recolhido com jatos de dgua de uma pisseta para um copo. As
suspensdes de ovos foram calibradas com auxilio da camara de contagem de Peters em

microscopio optico.
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A aplicacdo dos tratamentos (TABELA 15) foi realizada durante o transplantio
das mudas. A quitina, por ser insoltvel em &gua foi aplicada apenas via solo no sulco de
transplantio na dose de 0,3 g.planta™ e a quitosana aplicada por meio de pulverizacio na
parte aérea das plantas, ou por adicdo direta a superficie do solo, na base das plantas na
dose de 0,2 mL.planta™, de acordo com cada tratamento. As pulverizagdes manuais
foram realizadas conforme descrito por Lopes et al. (2005), com o envolvimento dos
vasos em sacos plasticos, evitando-se que o produto da parte aérea da planta atingisse o

solo.

TABELA 15. Tratamentos com quitina e/ou quitosana para controle de Meloidogyne
javanica e M. incognita, e para o desenvolvimento do tomateiro. Universidade Federal
de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Nematoides Produtos
M. javanica Quitosana solo + foliar
M. javanica Quitosana foliar
M. javanica Quitina solo + Quitosana foliar
M. javanica Quitina solo
M. javanica Quitosana solo
M. javanica Quitina solo + Quitosana solo
M. javanica Sem aplicacao
M. incognita Quitosana solo + foliar
M. incognita Quitosana foliar
M. incognita Quitina solo + Quitosana foliar
M. incognita Quitina solo
M. incognita Quitosana solo
M. incognita Quitina solo + Quitosana solo
M. incognita Sem aplicacao
Sem nematoide Quitosana solo + foliar
Sem nematoide Quitosana foliar
Sem nematoide Quitina solo + Quitosana foliar
Sem nematoide Quitina solo
Sem nematoide Quitosana solo
Sem nematoide Quitina solo + Quitosana solo
Sem nematoide Sem aplicagdo

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em arranjo
fatorial 7 x 3 (combinacdo dos produtos x nematoides), com dez repeti¢Bes, sendo a

parcela experimental constituida por um vaso contendo uma planta de tomateiro.
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Durante a conducdo do experimento realizou-se 0 manejo de pragas com
armadilhas de polietileno amarelo contendo 6leo vegetal para controle de moscas
brancas (Bemisia tabaci Genn). Sempre que necessario, as plantas daninhas foram
retiradas manualmente. O turno de rega adotado foi o diario, optando-se por uso de
mangueira mantendo o solo com, aproximadamente, 60% da capacidade de campo.
Com intervalos quinzenais foram aplicados 100mL.planta® de uma solugdo nutritiva
contendo: EDTA férrico; KH,PO,4; KNO3; Ca(NO3)2.4H,0; MgS0,.7H,0; H3BOs;
ZnS04.7H,0; CuS04.5H,0; MnSO4.H,0; Na,M00,4.2H,0. Diariamente no mesmo
horario eram coletados os dados referentes as temperaturas minima e maxima do ar da

casa de vegetacao.

2.2 Avaliacoes

2.2.1 Andlises nematoldgicas e desempenho do tomateiro

As avaliacbes do experimento ocorreram no LANEM aos 60 dias apos o
transplantio das mudas, determinando-se o fator de reproducdo (populacéo
final/populacéo inicial) e nimero de ovos, juvenis e adultos por grama de raiz fresca. A
populacdo final foi determinada pela soma da analise nematolégica das raizes pela
técnica de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981) e pela
populacéo final do solo de acordo com a metodologia de flotagdo centrifuga em solucéo
de sacarose (JENKINS, 1964). Para isso, uma aliquota de 150 cm?® de solo foi colocada
em um recipiente contendo 2 L de agua. Os torrdes foram desmanchados e a suspensao,
ap0s homogeneizagdo, permaneceu em repouso por 15 segundos. Apods esse periodo, a
suspensdo foi vertida passando pelas peneiras sobrepostas de 20 e 400 mesh. O residuo
da peneira de 400 mesh foi recolhido e distribuido em tubos de centrifuga balanceados
que entdo foram centrifugados por 5 min., a velocidade de 650 gravidades. Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e ao residuo adicionou-se uma solugéo de
sacarose (454g de aclcar cristal.l L™ de &gua). Os tubos foram centrifugados
novamente na mesma velocidade, durante 1 min. O sobrenadante foi vertido na peneira
de 500 mesh. O residuo dessa peneira foi recolhido com auxilio de jatos de agua de uma

pisseta para um copo. Uma aliquota obtida foi colocada na camara de contagem de
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Peters e levada ao microscopio éptico para a determinacdo da populagdo de ovos,
juvenis e adultos dos nematoides.

Foram determinadas altura de parte aérea (cm), comprimento do sistema
radicular (cm), massa fresca e seca de raiz (g) e massa fresca e seca de parte aérea (g).
Para determinacdo da altura de plantas, utilizou-se uma fita métrica, tomando como
referéncia a distancia do colo ao &pice da planta. E para determinagdo do comprimento
de raiz, adotou-se como referéncia a distancia do colo até o fim da raiz, sendo realizada
antes da analise nematologica. A parte aérea e o sistema radicular, apos a extracdo de
nematoides, foram secos em estufa de circulagdo forcada de ar a 60°C, até atingirem o
peso constante, obtido em 72 h para posterior determinagdo do valor do peso da matéria
seca sendo realizada a pesagem em balanca digital.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade (Teste de
Kolmogorov-Smirnov®) e de homogeneidade do erro experimental (Teste de Levene)
pelo programa estatistico SPSS Statistics vs. 20 (IBM CORP, 2011). As analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico Sisvar versdo 5.10
(FERREIRA, 2010) e as comparacdes entre os tratamentos foram realizadas pelo teste
Tukey a 0,05 de significancia. Quando ndo foram atendidas as pressuposi¢des do
modelo de homogeneidade de varidncias e normalidade de residuos, foi realizada
analise ndo paramétrica dos dados pelo Teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney U,
a 0,05 de significancia das amostras independentes, comparando 0s tratamentos por
pocos médios (BEIGUELMAN, 2002; CALLEGARI-JACQUES, 2003).

2.2.2 Avaliacdo de micro-organismos quitinoliticos

Foram determinadas as populacdes de micro-organismos quitinoliticos presentes
no solo em unidade formadoras de coldnia (UFC).g™” de solo. Em cada tratamento foi
coletada uma amostra simples de solo de cada repeticdo (aliquota de 150 cm?), que
foram misturadas compondo uma amostra composta por tratamento. Cada amostra
composta foi homogeneizada e passada em peneiras de 20 mesh, recolhendo-se 10g de
solo e adicionando a este 90 mL de agua destilada em frasco tampado. A solucéo foi
agitada por 9 min em agitador TE-085. Em seguida realizou-se uma diluicdo de 10
para o isolamento. O plagueamento foi realizado adicionando-se 100 pL da suspensao

em placas de Petri com meio de cultura CDA (Chitosan Detector Agar) contendo
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quitosana como a Unica fonte de carbono, com a seguinte composi¢do: 1,0g de NaCl;
2,0g de quitosana; 0,59 de (NH4)SO4; 1,0g de MgSOg; 0,59 de KoHPO,4; 0,01g de
ZnS0,4.7H,0; 0,001g de FeSO4; 0,01g de CaCl,.2H,0; 0,0086g de MnSQO,4.7H.0 e
20,0g de Agar, conforme proposto por Cheng e Li (2000). A suspensio foi espalhada
uniformemente com o auxilio da al¢a de Drigalski. As placas foram incubadas em BOD
a 28°C durante 3 dias. Apos este periodo, a atividade quitinolitica dos micro-organismos
foi detectada pela visualizacdo de uma zona de hidrolise hialina em torno das coldnias
crescidas, determinando-se por contagem o numero de Unidades Formadoras de
Coldnia (UFC).g™* de solo.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade (Teste de Shapiro-
Wilk) e de homogeneidade do erro experimental (Teste de Levene) pelo programa
estatistico SPSS Statistics vs. 20 (IBM, 2014). As andlises estatisticas foram realizadas
com o auxilio do programa estatistico Sisvar versdo 5.10 (FERREIRA, 2010) e a
comparagOes entre os tratamentos foram realizadas pelo teste Tukey a 0,05 de

significancia.

2.3 Proteinas relacionadas a patogénese

Para avaliar o efeito da quitina e/ou quitosana na ativacdo de proteinas
relacionadas a patogénese em tomateiro, foi instalado um ensaio paralelo na casa de
vegetacdo da UFU com os mesmos procedimentos anteriores. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em arranjo fatorial 7 x 3 (combinagéo
dos produtos x nematoides) + adicional, com cinco repeticdes, sendo a parcela
experimental constituida por dois vasos contendo uma planta de tomateiro cada. Cada
repeticdo representou um tempo de coleta: 2, 4, 6, 10 e 12 dias ap6s a aplicacdo dos
produtos. O tratamento adicional foi o tempo 0 para todos os tratamentos.

De cada planta coletou-se 1g de folhas que foram maceradas e homogeneizadas
em 4mL de tampéo acetato de sédio 100 mM (pH 5,0) com auxilio de almofariz, sendo
centrifugadas a 14.000g por 25 min a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e
armazenados em congelador a -20°C para posterior avaliacdo das proteinas (BOAVA et
al., 2010).

As avaliagdes de quitinases ocorreram no Laboratério de Nanobiotecnologia da

UFU. Foram determinadas pelo Chitinase Assay Kit com absorbancia de 405 nm,
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através do Synergy 2 Multidetection Microplate Reader (BioTek), utilizando
microplacas de 96 pogos. O kit de ensaio para quitinase é baseado na hidrdlise
enzimatica do substrato quitinase (B-N-acetilglucosaminidase), liberando p-nitrofenol
(4-nitrofenol), que por ionizacdo, em pH basico, pode ser medido colorimetricamente
(SIGMA ALDRICH, 2014).

A atividade da quitinase é determinada em termos de equivalentes da enzima ja
conhecida de quitinase de Trichoderma viride. Os resultados foram expressos em

unidades de absorbancia.min™.mg proteina™.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a conducdo do experimento, a temperatura média minima e média
méaxima da casa de vegetacdo variou de 17 a 33°C, respectivamente.

Avaliando altura de parte aérea das plantas de tomateiro, verificou-se que houve
interacdo significativa entre os fatores nematoides e produtos (TABELA 16).

TABELA 16. Altura de parte aérea (cm) de plantas de tomate tratadas com quitina e/ou
quitosana via solo e/ou foliar para controle de nematoides das galhas. Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Produtos Sem nematoide M. incognita M. javanica
Quitina solo + Quitosana foliar 32,8aB 39,6aA 36,5aAB
Testemunha 34,3aA 37,8abA 32,8aA
Quitosana foliar 37,6aA 37,4abA 37,9aA
Quitina solo + Quitosana solo 32,1aA 35,5abA 36,8aA
Quitina solo 35,3aA 36,9abA 38,9aA
Quitosana solo 34,2aA 33,88abA 36,7aA
Quitosana solo e foliar 32,5aB 31,9bB 38,8aA

CV:14,52% DMSprog: 3,99 DMSyem: 2,07 KS:0,041* F:1,437* Fc: 1,850

CV: Coeficiente de variacdo dos dados. DMSp,oq: Diferenca minima significativa para
produtos. DMSyem: Diferenca minima significativa para nematoides. KS: estatistica do
teste de Kolmogorov-Smirnov®. F: estatistica do teste Levene. *: significativo a 0,05.
Fc: Valor de F calculado da andlise de variancia. Médias seguidas por letras distintas
minusculas na coluna e mailsculas na linha diferem entre si a 0,05 de significancia pelo
teste Tukey.

Independente do nematoide inoculado, nenhum produto se diferiu da

testemunha. Avaliando a variavel produtos, o tratamento quitina solo + quitosana foliar

apresentou maior média quando inoculado M. incognita. O tratamento quitosana solo e
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foliar apresentou diferenca significativa com inoculagéo de M. javanica em relacdo a M.
incognita e sem inoculagdo de nematoide.

N&o corroborando com esse trabalho, a aplicacdo foliar de quitosana no
morangueiro, até certa dose (2 mL.L™), aumentou a altura das plantas e 0 nimero de
folhas, resultado associado ao contetdo de nitrogénio do produto, que favoreceu o
desenvolvimento das plantas (ABDEL-MAWGOUD et al., 2010). Em trabalho
semelhante com a mesma cultura, a aplicacdo de quitosana via foliar (2,5 ou 5,0 mL.L™)
favoreceu o crescimento vegetativo das plantas (EL-MINIAWY et al., 2013).

Em relacdo ao comprimento de raiz, houve interagdo significativa entre 0s
fatores nematoides e produtos (TABELA 17).

TABELA 17. Comprimento de raiz (cm) de plantas de tomate tratadas quitina e/ou
quitosana via solo e/ou foliar para controle de nematoides das galhas. Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Produtos Sem nematoide M. incognita M. javanica
Quitina solo 32,4aA 33,4aA 35,6aA
Quitina solo+ Quitosana foliar 31,1aAB 29,6abB 34,8aA
Quitosana solo e foliar 26,8aB 27,2abcB 33,0aA
Quitina solo+ Quitosana solo 27,3aB 26,2bcB 37,2aA
Testemunha 28,7aAB 24,9bcB 31,7aA
Quitosana solo 32,3aA 23,1cB 33,4aA
Quitosana foliar 27,0aAB 22,8cB 31,7aA

CV:155% DMS prog: 3,58 DMS nem: 1,85 KS:0,044*  F:0,816*  Fc: 2,30

CV: Coeficiente de variacdo dos dados. DMSpoq: Diferenca minima significativa para
micro-organismos. DMSyem: Diferenca minima significativa para nematoides. KS:
estatistica do teste de Kolmogorov-Smirnov®. F: estatistica do teste Levene. *:
significativo a 0,05. Fc: Valor de F calculado da analise de variancia. Médias seguidas
por letras distintas minasculas na coluna e maiusculas na linha diferem entre si a 0,05
de significancia pelo teste Tukey.

Sem inoculacdo de nematoides e com M. javanica ndo houve diferenca
significativa entre os produtos. Com inoculacdo de M. incognita, a aplicacdo de quitina
solo obteve maior média, se diferindo estatisticamente da testemunha. Comparando a
variavel produtos, com excecdo do produto quitina solo, quando inoculado M. javanica,
houve aumento do comprimento radicular das plantas em relacdo a M. incognita. A
inoculagdo de M. javanica apresentou maiores medias com aplicacdo dos produtos
quitosana solo e foliar e quitina solo + quitosana solo, em relagdo as plantas néo

inoculadas.
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A quitina aplicada de forma isolada no solo foi o Unico produto capaz de
favorecer o comprimento radicular independente da interferéncia ou ndo de nematoides.
A quitina é rica em nitrogénio o que pode favorecer, pela ativacdo da biomassa
microbiana, a producdo de substancias promotoras de crescimento e a liberacdo de
nutrientes presentes no solo para o desenvolvimento de plantas (CASTRO et al., 2011).

Para peso fresco de raiz os resultados sdo apresentados na Tabela 18.

TABELA 18. Peso fresco raiz (g) de plantas de tomate tratadas com quitina e/ou
quitosana via solo e/ou foliar para controle de nematoides das galhas. Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Produtos Sem nematoide M. incognita M. javanica
Quitina solo 9,88aAB 12,84aA 5,79aB
Testemunha 7,29abA 8,22bcA 6,19aA
Quitina solo + Quitosana foliar 8,12abAB 10,76abA 6,12aB
Quitosana foliar 7,41abA 6,66CA 5,42aA
Quitosana solo e foliar 6,66bA 8,07bcA 6,84aA
Quitina solo+ Quitosana solo 6,61bA 8,7bcA 7,16aA
Quitosana solo 5,66bA 6,31CA 5,88aA

Tratamentos seguidos por letras distintas minusculas na coluna e maiusculas na linha
diferem entre si pelo Teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney U, a 0,05 de
significancia das amostras independentes.

Sem a inoculagdo de nematoides e com M. javanica nenhum produto se diferiu
da testemunha. Com inoculacdo de M. incognita, a aplicacdo de quitina no solo resultou
em maior massa fresca de raiz em relacdo a testemunha. Em relacdo aos produtos, o
peso fresco de raiz aumentou com inoculacdo de M. incognita em relacdo a M. javanica
nos produtos: quitina solo; quitina solo + quitosana foliar.

Pode-se inferir que a quitina via solo retardou a interferéncia de M. incognita no
desenvolvimento do sistema radicular do tomateiro. Estudando a aplicacdo de quitina no
solo na cultura do azevém, Sarathchandra et al. (1996), verificaram que o peso de parte
aérea das plantas foram maiores, provavelmente devido ao N mineralizado pela quitina.

Para peso fresco de parte aérea ndo houve interacdo significativa entre os fatores
nematoides e produtos (TABELA 19).
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TABELA 19. Peso fresco de parte aérea (g) de plantas de tomate tratadas com quitina
e/ou quitosana via solo e/ou foliar para controle de nematoides das galhas. Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Sem M. M.

Produtos nematoide’ incognita® javanica® = Médias
Quitina 19,09 24,97 23,37 22,47a
Quitina solo + Quitosana foliar 16,70 23,84 24,00 21,51ab
Quitosana foliar 19,37 18,71 25,05 21,03abc
Quitina solo+ Quitosana solo 15,15 20,17 21,56 18,96bcd
Quitosana solo e foliar 14,94 18,54 22,51 18,66bcd
Testemunha 15,96 19,06 18,47 17,74cd
Quitosana solo 15,67 16,78 20,08 17,51d
Média 16,66C 20,29B 22,14A

CVr1: 7,11% CVnt:21,46% DMS prog: 3,25 DMS pem:1,68 KS: 0,066 *

F:1,387* Fc:1,707

'Dados transformados para Log (x + 1,0). As médias originais sdo apresentadas. CV:
Coeficiente de variacdo dos dados transformados. CVt: Coeficiente de variacdo dos
dados ndo transformados. DMSepq: Diferenca minima significativa para produtos.
DMSyem: Diferenca minima significativa para nematoides. KS: estatistica do teste de
Kolmogorov-Smirnov®. F: estatistica do teste Levene.*: significativo a 0,05. Fc: Valor
de F calculado da andlise de variancia. Médias seguidas por letras distintas minusculas
na coluna e maiusculas na linha diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste
Tukey.

A aplicacdo de quitina solo e quitina solo + quitosana foliar resultou em maior
desenvolvimento da parte aérea em relacdo a testemunha. A inoculacdo de M. javanica
e M. incognita favoreceu o peso fresco de parte aérea em relacdo a ndo inoculacédo de
nematoides.

Os resultados significativos obtidos pela aplicacdo de quitina via solo s&o
justificadas pelo fornecimento de nitrogénio e favorecimento de micro-organismos
benéficos do solo. Apesar dos resultados encontrados com a combinacdo da quitina solo
+ quitosana solo, ndo se pode afirmar que a quitosana favoreceu o desenvolvimento das
plantas, visto que sua aplicagdo foliar de forma isolada ndo apresentou resultados
satisfatorios. Esse resultado contradiz o trabalho de Abdel-Mawgoud et al. (2010), em
que a quitosana aplicada nas folhas de morango favoreceu o aumento biomassa das
folhas.

Para peso seco de raiz os resultados sdo expressos na Tabela 20.
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TABELA 20. Peso seco de raiz (g) de plantas de tomate tratadas com quitina e/ou
quitosana via solo e/ou foliar para controle de nematoides das galhas. Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Produtos Sem nematoide M. incognita M. javanica
Quitosana solo e foliar 1,16aA 0,75aB 1,0aAB
Quitina solo 1,02abA 1,10aA 0,92aA
Quitosana foliar 1,02abA 0,74aA 0,96aA
Quitina solo + Quitosana solo 0,90abA 0,99aA 0,73aA
Quitina solo + Quitosana foliar 0,89abAB 1,03aA 0,69aB
Testemunha 0,84abA 0,76aA 0,69aA
Quitosana solo 0,74bA 0,82aA 0,69aA

Tratamentos seguidos por letras distintas minusculas na coluna e maiusculas na linha
diferem entre si teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney U, a 0,05 de significancia
das amostras independentes.

Independente do nematoide inoculado, nenhum produto se diferiu da testemunha
no peso seco de raiz. Com aplicacdo de quitosana solo e foliar, a inoculagdo de M.
incognita reduziu o peso seco de raiz em relacdo a ndo inoculacdo de nematoides. O que
pode explicar a reducdo do peso seco de raiz com o nematoide é o fato de que
fitonematoides causam mudangas anatdmicas nas raizes, ocasionando alteracdo na
absorcdo de agua e nutrientes e reducéo do sistema radicular por disfun¢Ges ocasionadas
(ABRAO; MAZZAFERA, 2001).

A aplicacdo de vermicomposto combinado com quitosana ao solo promoveu
incrementos do peso fresco e seco da parte aérea e peso fresco de raiz de tomateiro
(CASTRO et al., 2011). Ao avaliar diferentes modos de aplicacdo da quitosana na
cultura do arroz cv. Suphanburi, Boonlertnirun et al., (2008), observaram maior
producdo de matéria seca de raiz com aplicacdo via sementes e no solo. Segundo o0s
autores, este fato pode estar associado ao maior periodo de disponibilidade da quitosana
no solo, quando comparado a aplicacéo nas folhas.

Para peso seco de parte aérea, ndo houve interacao significativa entre os fatores
nematoides e produtos (TABELA 21).
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TABELA 21. Peso seco de parte aérea (g) de plantas de tomate tratadas com quitina
e/ou quitosana via solo e/ou foliar para controle de nematoides das galhas. Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Sem M. M.

Produtos nematoide’ incognita’  javanica Médias
Quitosana foliar 2,55 2,21 4,03 2,93a

Quitina solo 2,23 3,21 3,51 2,98a

Quitina solo+ Quitosana foliar 1,98 3,04 3,83 2,95a

Quitosana solo e foliar 1,67 2,16 3,64 2,49ab
Quitina solo + Quitosana solo 1,67 2,67 3,23 2,53ab
Testemunha 1,70 2,11 2,68 2,16b

Quitosana solo 1,51 1,71 2,78 2,00b

Médias 1,90C 2,44B 3,39A

CVnr: 31,65% CV1:11,67% DMS prog: 0,62  DMS nem: 0,32 KS: 0,053*

F:1,314* Fc: 1,714

"Dados transformados para Vx + 1,0. As médias originais sdo apresentadas. CVr:
Coeficiente de variacdo dos dados transformados. CVyt: Coeficiente de variacdo dos
dados ndo transformados. DMSpoq: Diferenca minima significativa para produtos.
DMSnem: Diferenca minima significativa para nematoides. KS: estatistica do teste de
Kolmogorov-Smirnov®. F: estatistica do teste Levene. **: Significativo a 0,01.
significativo a 0,05. Fc: Valor de F calculado da analise de variancia. Médias seguidas
por letras distintas minusculas na coluna e maidsculas na linha diferem entre si a 0,05
de significancia pelo teste Tukey.

A aplicacdo de quitina solo e quitosana foliar, ou a combinacdo de ambas,
favoreceu o desenvolvimento da parte aérea das plantas. Assim como a inocula¢do dos
nematoides em relacéo as plantas ndo inoculadas.

Possivelmente a aplicacdo de quitina no solo aumentou a disponibilidade de N e
outros nutrientes no solo, o que pode também ter induzido a maior alocacdo de
biomassa para a parte aérea, principalmente para as folhas, como resposta a menor
necessidade de producdo de raizes para a absorcdao de nutrientes (BENCHIMOL et al.,
2006), como foi observado nesse trabalho. Ainda de acordo com Boonlertnirun e
colaboradores (2008), a quitina serve como fonte de carbono para micro-organismos do
solo e ajuda a acelerar o processo de transformacdo da matéria organica para matéria
inorganica, que é facilmente absorvido pelas plantas.

Ao contrario do peso fresco de parte aérea (TABELA 19), com esse resultado é
possivel inferir que a quitosana quando aplicada via foliar favoreceu o desenvolvimento
aéreo das plantas. Isso pode ter ocorrido devido a baixa turgidez das células das folhas
durante a coleta das plantas, que apresentaram baixo conteido em &gua. A quitosana

possui na sua constituicdo quimica entre 6,89 a 8,7% de nitrogénio, o que pode

88



promover aumento no crescimento vegetativo e reprodutivo em algumas plantas
(OTHA et al., 2000).

Incrementos significativos na massa seca de plantas de pimenta do reino foram
obtidos com a adicdo de 0,5% de casca de caranguejo no solo (BENCHIMOL et al.,
2006). Os autores afirmam que o aumento na disponibilidade de N entre outros
nutrientes, no solo contribuiu para a obtencdo desses resultados. O desenvolvimento
satisfatorio de plantulas de repolho (Brassica oleraceae L.) e a supressdo do
tombamento provocado por Rhizoctonia solani J.G. Kihn foram obtidos com a
utilizacdo de substrato composto de casca de caranguejo e outros materiais organicos
(HUANG; HUANG, 2000).

A aplicacdo isolada da quitosana via solo, ndo permitiu bom desenvolvimento
aéreo das plantas. Esse dado ndo corrobora com Otha et al. (2000), que observaram que
o0 crescimento do lisianto (Eustoma grandiflorum Shinners) foi melhorado na presenca
de quitosana a 1% acrescida ao solo.

Para andlise do fator de reproducéo os resultados sdo expressos na Tabela 22.

TABELA 22. Fator de reproducdo de M. incognita e M. javanica em plantas de tomate
tratadas com quitina e/ou quitosana via solo e/ou foliar. Universidade Federal de
Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Produtos M. incognita M. javanica
Testemunha 4,76abA 7,78aA
Quitosana solo 6,46aA 3,17abA
Quitina solo+ Quitosana solo 3,68abA 2,42abA
Quitosana foliar 1,34bA 2,16abA
Quitosana solo e foliar 2,95abA 1,62abA
Quitina solo 4,02abA 0,86bB
Quitina solo + Quitosana foliar 3,19abA 0,83bB

Tratamentos seguidas por letras distintas mindsculas na coluna e mailsculas na linha
diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney U, a 0,05 de
significancia das amostras independentes.

Para M. incognita nenhum produto reduziu o fator de reproducdo em relacédo a
testemunha. Ja para M. javanica a aplicacdo de quitina solo e quitina solo + quitosana
foliar foram eficazes na reducédo do fator de reproducédo do nematoide.

Os mecanismos envolvidos com a supressdo de nematoides com uso de
materiais organicos como a quitina sdo relacionados com a modificacdo das

propriedades fisicas e quimicas do solo; liberagdo de compostos nematicidas do material
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organico; aumento da resisténcia das plantas e aumento dos micro-organismos
antagonistas (OKA, 2010). Além disso, liberacdo de compostos volateis como &cidos
organicos e compostos nitrogenados (NH3z) a partir da decomposicdo de residuos
organicos tem mostrado atividade nematicida (CASTRO et al., 2011).

A aplicacéo de quitina no solo provoca resultados adversos sobre as proporcées
de nematoides (DE-JIN et al., 2005), podendo essa variagdo ocorrer pela forma e
quantidade aplicada ou ainda pelo fitonematoide avaliado.

No trevo branco o nematoide de cisto, Heterodera trifolii Schimidt, foi
significativamente reduzido com aplicacéo de quitina no solo, possivelmente devido ao
aumento dos niveis de quitinase produzidos por microrganismos da rizosfera. No
mesmo trabalho, os nematoides Pratylenchus spp. Godfrey e Tylenchus spp. Bastian,
também foram reduzidos em raizes de azevém, como resultado da alteracdo quitina
(SARATHCHANDRA et al., 1996).

A aplicacdo isolada de quitina via solo ndo reduziu o fator de reprodugéo,
numero de galhas e massas de ovos por raiz de M. incognita em tomateiro (CASTRO et
al., 2011). A adicdo de quitina a 1% (v/v) no solo reduziu significativamente a
infestacdo de M. incognita apds o segundo plantio de algodoeiro cv. Rowden
(HALLMANN et al., 1999). Os autores inferiram que a supressividade ao nematoide,
ocasionada pela quitina, pode ocorrer em longo prazo, devido a alteracdo organica do
solo, associado ao aumento nas populacbes bacterianas e fungicas, especialmente
aqueles com atividade quitinolitica.

Apesar de relatos na literatura a respeito da eficiéncia da quitosana contra
nematoides do género Meloidogyne, nesse trabalho isso ndo foi verificado. Segundo
Berger et al., (2011), a atividade antimicrobiana da quitosana é devido ao grupamento
amino em sua forma policatiénica, na presenca de pH abaixo de 6. Nessas condicGes, 0
produto € capaz de interagir com as cargas negativas da membrana celular do
fitonematoide, causando mudancas na permeabilidade da membrana plasmatica, e perda
de componentes. Vale ressaltar, que nesse trabalho as condi¢Ges ndo foram ideais para
gue ocorresse esse processo, pois a acidez do solo foi corrigida antes da montagem do
experimento.

Essa propriedade da quitosana foi testada por Liu et al. (2004), que observaram
efeito inibitério do crescimento dos micro-organismos Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Staphlococcus epidermidis na presencga de quitosana, sugerindo
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gue o produto pode se ligar a superficie da célula formando um filme ao redor desta,
dificultando o transporte de nutrientes pela membrana plasmatica.
Para analise do numero de ovos, juvenis e adultos de M. incognita e M. javanica

por grama de raiz os resultados sdo expressos na Tabela 23.

TABELA 23. Ovos, juvenis e adultos de M. incognita e M. javanica por grama de raiz
de plantas de tomate tratadas com quitina e/ou quitosana via solo e/ou foliar.
Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

Produtos M. incognita Re((il)zggao M. javanica Reg)z();ao
Testemunha 4786,01abA - 10153,28aA -
Quitosana solo 8070,74aA  +68,63 5621,14abA 44,63
Quitosana solo e foliar 2740,54abA 42,73 2070,67abA 79,60

Quitina solo + Quitosana solo  3202,25abA 33,09 3081,37abA 69,65
Quitina solo+ Quitosana foliar ~ 2190,32abA 54,22 1263,53bB 87,55
Quitina solo 2339,72abA 51,11 1701,57bA 83,24
Quitosana foliar 1117,25b 76,65 3667,02ab 63,88
Tratamentos seguidos por letras distintas minasculas na coluna e maiusculas na linha
diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney U, a 0,05 de
significancia das amostras independentes.

O numero de ovos, juvenis e adultos de M. incognita e M. javanica por grama de
raiz seguiu o mesmo padrdo da andlise do fator de reproducdo (TABELA 22). N&do
houve diferenca significativa dos produtos para M. incognita, mas para M. javanica a
quitina solo e quitina solo + quitosana foliar diferiram significativamente da
testemunha, apresentando reducao da populacéo de 83,24 e 87,55%, respectivamente.

De acordo com Castro et al., (2011), a aplicagéo de quitina com vermicomposto
mostrou reducdo significativa no nimero de M. incognita por sistema radicular no
tomateiro. Quando a quitina foi aplicada isolada, ndo foram observadas diferencas
significativas, como mostra este trabalho. De-Jin et al. (2005) indicaram que a aplicacédo
de composto com quitina reduziu de maneira significativa nimero de galhas de M.
incognita em raizes de tomateiro em 64% em relacdo ao controle. Os autores indicam
que a atividade quitinolitica pode ser um fator relevante para reducdo da infeccdo de
nematoides.

Na analise de micro-organismos quitinoliticos no solo, houve interacédo

significativa entre os fatores nematoides e produtos (TABELA 24).
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TABELA 24. Micro-organismos quitinoliticos no solo apos tratamento com quitina
e/ou quitosana via solo e/ou foliar para controle de nematoides das galhas. Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2015.

UFC.g™ de solo (x10%)

Produtos nemsaetrc?i gt M incognita® M. javanica®
Quitina solo 393,33aA 220,00aA 493,33aA
Quitina solo + Quitosana foliar 360,00aA 43,33bcB 36,66bB
Quitosana foliar 40,00bA 36,66bcA 13,33bA
Quitosana solo e foliar 40,00bA 30,00bcA 36,66bA
Quitosana solo 30,00bA 20,00cA 20,00bA
Quitina solo+ Quitosana solo 26,66bB 113,33abA 23,33bB
Testemunha 13,33bA 16,666CA 13,33bA

CVr1:5,66% CVnr: 62,96% DMS prog: 88399,53 DMS yem: 45426,12 W: 0,975
F:1,776* Fc:6,761

'Dados transformados para Log (x + 1,0). As médias originais sdo apresentadas. CVr:
Coeficiente de variacdo dos dados transformados. CVyr: Coeficiente de variacdo dos
dados ndo transformados. DMSpq: Diferenca minima significativa para produtos.
DMSyem: Diferenga minima significativa para nematoides. W: estatistica do teste de
Shapiro-Wilk. F: estatistica do teste Levene.*: significativo a 0,05. Fc: Valor de F
calculado da analise de variancia. Médias seguidas por letras distintas mindsculas na
coluna e maiusculas na linha diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste Tukey.

Sem nematoide, a aplicagdo de quitina solo e quitina solo + quitosana foliar
levou a um aumento significativo de micro-organismos quitinoliticos do solo, em
relacdo a testemunha. Com inoculacdo de M. incognita esse aumento foi verificado com
quitina solo e quitina solo + quitosana solo; e para M. javanica resultados significativos
foram obtidos apenas com aplicacdo de quitina solo (FIGURA 11). O que sugere que a
quitina é a responsavel pelo aumento desses micro-organismos no solo.

Apesar do aumento das populacdes de micro-organismos quitinoliticos com
quitina solo e quitina solo + quitosana solo na inoculagdo de M. incognita, essa elevagao

da populacéo néo foi suficiente para reduzir o fator de reproducdo do nematoide.
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FIGURA 07. Micro-organismos quitinoliticos com halo de degradacdo da quitosana
como unica fonte de carbono do meio de cultura. F

onte: MOTA, 2015.

O resultado encontrado explica em parte, a reducdo no fator de reproducédo de M.
javanica. A adicdo de quitina ao solo leva ao aumento da populagdo de micro-
organismos quitinoliticos e a supressao de fungos fitopatogénicos e fitonematoides
presentes no solo. Esse aumento nas comunidades de fungos e bactérias em solo tem
sido atribuido ao aumento do suprimento de C e N, advindo da adicdo da quitina
(BENCHIMOL et al., 2006; HALLMANN et al., 1999).

Castro e colaboradores (2011) verificaram que a aplicacdo isolada de quitina
aumentou a populacdo de micro-organismos no solo, principalmente de fungos. Quando
aplicado somente vermicomposto sem quitina ndo foram observadas alteracGes
significativas na populacdo de fungos. De acordo com os autores, os fungos tém
mostrado grande potencial no controle de nematoides, devido a degradacéo da quitina
presente na casca dos ovos dos fitonematoides.

A adicdo de quitina no solo a 1% (v/v), causou a supressdo M. incognita, em
algodoeiro devido a supressdo com populacbes crescentes de fungos quitinoliticos
(HALLMANN et al., 1999). Em outro trabalho, a diminui¢do da incidéncia de podridao
de raizes causada por Fusarium spp. em diferentes culturas pela adicdo de casca de
camardo moida (fonte de quitina) ao solo foi atribuida ao estimulo do desenvolvimento
de micro-organismos antagbnicos ao patogeno (BETTIOL; GHINI, 2004).

Quitina aplicada via solo no azevém e no trevo branco, aumentou as populagdes
no solo de bactérias, fungos e nematoides de vida livre, em 13, 2,5 e 5,4 vezes,

respectivamente (SARATHCHANDRA et al., 1996). Estudando a multiplicacéo de B.
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subtilis na presenga de quitina, Manjula e Podile (2001), verificaram um aumento
significativo no nimero de células da bactéria com utilizac&o do produto.
A atividade da enzima quitinase em folhas de tomateiro atacadas por M.

javanica apresentou resultados expressivos para determinados produtos (FIGURA 08).
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Uabs min™ mg proteina™

FIGURA 08. Atividade da enzima quitinase em unidade de absorbancia.minuto™.mg de proteina™, de plantas de tomateiro atacadas por
Meloidogyne javanica e tratadas com e sem quitina via solo e/ou quitosana via solo e/ou foliar. Médias seguidas por letras distintas
minusculas, para tempo, e mailsculas para produtos, diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Fonte: MOTA, 2015.
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Apo6s quatro dias da aplicagdo dos produtos, foi evidenciado aumento expressivo na
atividade da enzima quitinase das folhas, nos tratamentos com aplicacédo de quitosana foliar, quitina
solo + quitosana foliar e quitina solo. A atividade da enzima com aplicacdo de quitina solo +
quitosana solo foi evidenciada ap6s seis dias da aplicacdo. Em relacdo aos produtos, houve
diferenca apenas entre quitosana foliar, aos quatro dias, que se diferiu estatisticamente da
testemunha.

Esses resultados podem ser correlacionados com a reducdo do fator reproducéo obtido nos
tratamentos quitina solo, quitosana foliar e associagdo entre ambas (TABELA 22). O que explica
essa correlagdo é o fato que a planta ao ser exposta ao agente indutor quitosana via folha, expressou
o fenbmeno de Resisténcia Sistémica Induzida (ISR), apresentando defesas contra o patdgeno
(ARAUJO; MENEZES, 2009) pelo aumento da atividade da enzima.

No caso da quitina quando aplicada via solo, foi comprovado aumento de micro-organismos
quitinoliticos no solo (TABELA 24), ou seja, possivelmente a extensa colonizagéo da rizosfera de
micro-organismos indutores de ISR, que levou ao aumento da atividade de quitinases. Muitos
componentes bacterianos individuais induzem ISR, tais como lipopolissacarideos, flagelos, acido
salicilico e sider6foros (VAN-LOON, 2007). A inducdo de resisténcia confere “memoria
imunoldgica”, que podem durar semanas, e até mesmo em toda a fase de crescimento da planta (FU;
DONG, 2013), suprimindo a infeccdo por fitopatdgenos.

A adicdo de casca de caranguejo, ao solo reduziu a infeccdo de M. javanica em tomateiro
(SPIEGEL et al., 1987). Esta reducéo foi parcialmente atribuida ao aprimoramento das populacGes
de micro-organismos do solo com atividade de quitinolitica que reduziram a atividade e
sobrevivéncia dos nematoides, além de induzirem resisténcia.

Compostos produzidos pela planta, durante o processo de doenca, tém desempenhado um
papel crucial na resisténcia ao organismo invasor (CAMPOS et al. 2004). Avaliando o efeito da
quitosana no feijoeiro, Di-Piero e Garda (2008), verificaram aumento na atividade
de f-1,3-glucanase, em folhas previamente tratadas. Sendo que esse aumento foi pouco
perceptivel no segundo dia apds o tratamento, mas ficou evidenciado no quarto dia, quando se
detectou pico na atividade enzimatica; como ocorreu nesse trabalho.

Apesar do pico de atividade da quitinase observado com aplicagdo de quitina solo+
quitosana solo aos seis dias apds a aplicagdo dos produtos (FIGURA 08), essa inducdo de

resisténcia ndo foi significativa na reducéo do fator de reproducéo.
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A atividade da enzima quitinase em folhas de tomateiro atacadas por M. incognita esta representada na Figura 09.

FIGURA 09. Atividade da enzima quitinase em unidade de absorbancia.minuto™.mg de proteina™, de plantas de tomateiro atacadas por
Meloidogyne incognita, e tratadas com e sem quitina via solo e/ou quitosana via solo e/ou foliar. Médias seguidas por letras distintas
mindsculas, para tempo, e maiusculas para produtos, diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Fonte: MOTA, 2015.

43 1 w0 dia
m 2 dias
w adl m4 dias
— al ah i
s 5 m i dias
R b shAE
9 sh B 10 dias
o .
o w12 dias
E’ 1,5
‘_l| i)
=
&
(72]
3
S 1
0,32
1]

Quitngana solo + foliar  Quitnsana foliar Quitina solo + Quitina salo
Chiitosana foliar

Quitozana Solo Chiitina + Cuitosana Testemunha
salo

97



N&o foi observada diferenca entre os produtos aplicados na atividade da enzima,
independente do tempo observado.

Apesar de ser observado um pico de atividade da enzima quitinase nas folhas do tomateiro
apos quatro dias da aplicacdo de todos os produtos; aos doze dias com a quitina solo; quitina solo +
quitosana foliar; e quitosana foliar, isso ndo foi suficiente para controle de M. incognita. A rapidez
de inducdo de quitinase em tecidos de plantas varia consideravelmente dependendo na interacéo
patogeno-hospedeiro especifico, bem como ao comportamento do patégeno e interacdo patégeno-
hospedeiro ao nivel celular também podem influenciar a eficécia das quitinases (PUNJA; ZHANG,
1993).

Vale ressaltar que a planta foi colocada em um solo infectado com nematoides, e apés a
infeccdo por um agente patogénico, a célula hospedeira dispara um sinal a ser emitido em toda a
planta, 0 que resulta na Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR). Nesse contexto, proteinas
relacionadas a patogénese (PRP), como as quitinases, se acumulam localmente ou sistemicamente
nas plantas como resposta a infecgdo por patégenos e como resposta a resisténcia induzida (PUNJA,;
ZHANG, 1993; TIRYAKI; TUNAZ, 2004; VAN-LOON et al., 1994). Esse fato pode ser
obsevado no aumento de quitinase no tratamento testemunha, aos 4 dias ap6s aplicacdo dos
produtos, resultante da infecgéo por nematoides.

No patossistema caupi-Macrophomina phaseolina a atividade da enzima quitinase mostrou-
se efetivamente aumentada nos tratamentos com ASM em associacdo com o patdgeno ou
isoladamente (SOBRINHO, 2004), o que reforca o fato da atividade da quitinase ser aumentada
com infeccdo por um agente patogénico.

A atividade da enzima quitinase em folhas de tomateiro esta representada abaixo (FIGURA
10).
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FIGURA 10. Atividade da enzima quitinase em unidade de absorbancia.minuto™.mg de proteina™, de plantas de tomateiro tratadas com e
sem quitina via solo e/ou quitosana via solo e/ou foliar. Médias seguidas por letras distintas minusculas, para tempo, e maidsculas para
tratamentos, diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Fonte: MOTA, 2015.
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Foi verificado aumento da atividade da enzima quitinase no segundo dia apds aplica¢éo dos
produtos apenas para os produtos quitosana solo + foliar. Aos quatros dias, o aumento foi verificado
para produtos quitosana solo + foliar, quitosana foliar, quitina solo, quitina solo + quitosana foliar.
Em relacdo aos produtos, houve diferencga apenas entre quitina solo; quitina solo + quitosana foliar,
aos quatro dias, que se deferiram da testemunha.

A atividade da enzima quitinase em plantas sem inoculacdo de nematoides ndo seguiu a
mesma tendéncia observado nos graficos anteriores, quando foram inoculados nematoides. Um pico
da atividade foi demonstrado em todos os tratamentos, com excec¢do da quitina solo + quitosana
solo e da testemunha. Apos esse periodo houve uma queda da atividade que se manteve constante
até o 12° dia. Quando inoculado nematoides (FIGURA 12 e 13), essa aumento da atividade, na
maioria dos tratamentos, também foi mais evidente no quarto dia, porém houve um aumento da
expressdo da atividade em outros dias, que variou com tratamento. O que justifica esses outros
picos elevados de atividade enzimatica, ¢ o fato de que houve infeccdo ocasionada pelos
fitonematoides, que desencadearam a Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR) na planta, o que néo
ocorreu na representacdo deste Gltimo grafico. Segundo Van-Loon et al. (1994), tanto a infeccdo
por patdgenos, como resposta a resisténcia induzida, acumulam proteinas relacionadas a

patogénese nas plantas como a quitinase.

4 CONCLUSOES

Quitina via solo aumentou comprimento e o peso fresco de raiz em plantas inoculadas com
M. incognita. Quando associada a quitosana via foliar, também, promoveu peso aéreo das plantas.

A aplicacdo de quitina via solo e associada com quitosana foliar, reduziu o fator de
reproducédo e a populagdo por grama de raiz de M. javanica. Para M. incognita ndo foram obtidos
resultados expressivos.

Quitina via solo aumentou a populagdo de micro-organismos quitinoliticos do solo.

A aplicacdo de quitina solo, quitosana foliar, e associacdo de ambas, aumentou a atividade
da enzima quitinase nas folhas do tomateiro quatro dias ap6s aplicacdo, independente do nematoide

inoculado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os nematoides das galhas Meloidogyne javanica e M. incognita sdo um dos problemas
fitossanitarios mais agressivos da cultura do tomateiro, que ocasionam perdas significativas na
cultura. Um dos principais entraves esta relacionado com o controle dessa doenca, pois sua
erradicacdo é praticamente impossivel. Manejos sustentaveis que ndo agridem o solo e que
apresentem resultados eficientes estdo sendo cada vez mais utilizados. Dentre essas opc¢des esta o
controle bioldgico e a inducdo de resisténcia na planta, temas desta dissertagdo de mestrado.

As informacBes geradas neste trabalho sdo extremamente (teis no cenario agricola, por
verificar a eficiéncia de produtos que estdo disponiveis no mercado para controle de nematoses. Os
resultados evidenciaram que, em condi¢cGes de casa de vegetacdo, o produto LMXBIO nédo
apresentou diminuicao estatisticamente significativa de M. incognita e M. javanica em tomateiro.
Porém, esse resultado ndo deve restringir seu uso para essa finalidade, visto que para ambos 0s
nematoides a reducdo da populacdo foi acima de 65% com utilizacdo do produto. Além disso, foi
ressaltada nos resultados a eficiéncia dos micro-organismos de sua composicao (B. subtilis, B.
thuringiensis, Rhizobium sp., S. cerevisiae e Trichoderma spp.), de forma isolada para cada
nematoide, cujos resultados foram relevantes.

Em condigdes de casa de vegetacdo, os produtos HYT-C (quitina) e HYT-D (quitosana)
também foram testados. Aplicacdo de quitina no solo e sua combinacdo com quitosana foliar
reduziu a populacdo de M. javanica. Apesar dos produtos ndo reduzirem de forma estatisticamente
significativa M. incognita, ainda assim, devem ser considerados, pois a populagéo do nematoide foi
reduzida acima de 50% com utilizagdo dos produtos. Os resultados obtidos sobre a influéncia da
aplicacdo desses produtos na inducdo de resisténcia na planta e na populacdo de micro-organismos
quitinoliticos no solo é de extrema relevancia, pois define de maneira precisa o mecanismo de acdo
envolvido no controle de doencas. Um fato interessante a ser destacado, visto as diferencas nos
resultados encontrados para os dois nematoides, € a possibilidade de ocorréncia simultanea de M.
incognita e M. javanica no campo, o que justifica a utilizacdo dos produtos testados.

N&o existe resposta definitiva para 0 manejo de fitonematoides, contudo, pesquisas com
praticas fitossanitarias que ndo considerem o controle quimico como Unica forma de controle, sdo
de extrema importancia para se estabelecer o0 manejo adequado. Ainda ha muito a ser pesquisado,
mas 0 manejo biologico de fitonematoides e outras formas de controle como a indugdo de

resisténcia ja sdo uma realidade que esta presente no dia a dia do agricultor.
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APENDICE

FIGURA 11. Crescimento de Trichoderma spp. em meio de cultura BDA com e sem agroquimico
Imidacloprido em diferentes concentraces. A- ap6s 48 horas de incubacdo. B- apds 96 horas de
incubacdo. T- Testemunha- sem adi¢do de produto ao meio. ND- produto ndo diluido. Fonte:
MOTA, 2015.

FIGURA 12. Crescimento de Trichoderma spp. em meio de cultura BDA com e sem agroquimico
Casugamicina em diferentes concentracdes. A- apds 48 horas de incubacdo. B- apds 96 horas de
incubacdo. T- Testemunha- sem adicdo de produto ao meio. ND- produto ndo diluido. Fonte:
MOTA, 2015.

FIGURA 13. Crescimento de Trichoderma spp. em meio de cultura BDA com e sem agroquimico
Benalaxil + Mancozeb em diferentes concentracfes. A- ap6s 48 horas de incubacdo. B- ap6s 96
horas de incubacdo. T- Testemunha- sem adi¢cdo de produto ao meio. ND- produto ndo diluido.
Fonte: MOTA, 2015.




FIGURA 14. Crescimento de Trichoderma spp. em meio de cultura BDA com e sem agroquimico
Metribuzim em diferentes concentracdes. A- apds 48 horas de incubacdo. B- apds 96 horas de
incubacdo. T- Testemunha- sem adicdo de produto ao meio. ND- produto ndo diluido. Fonte:
MOTA, 2015.
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