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RESUMO

LEMES, Claudia Fernanda Carraro. Manejo integrado de nematoides das galhas em trigo. 95 f.
Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2021.

O trigo (Triticum aestivum) ¢ uma das principais op¢des de cultivo no sistema de rotacdo e
sucessao de culturas. A deposi¢ao da palhada na superficie do solo por esta cultura pode melhorar
a qualidade do solo auxiliando no controle de doencgas e pragas, como os fitonematoides, desde
que os genotipos sejam resistentes aos fitopatdgenos. A rotagdo e sucessao de culturas associada
ao controle bioldgico sdo importantes estratégias de manejo dos nematoides-das-galhas. Assim,
0 objetivo deste trabalho foi caracterizar a reacao de gendtipos de trigo a Meloidogyne javanica e
Meloidogyne incognita e avaliar a agdo de nematicidas bioldgicos no controle de M. javanica na
cultura do trigo e no sistema de sucessao trigo-soja, em condi¢des de casa de vegetagdo. Os
resultados s3o apresentados ¢ discutidos separadamente neste documento, em trés capitulos.
Capitulo 1: Caracterizagdo da reagdo de gendtipos de trigo a Meloidogyne javanica e M.
incognita. Para M. javanica foram testados 29 tratamentos, dos quais 27 incluiram os genotipos
de trigo e dois controles de suscetibilidade ao nematoide, o tomateiro (Solanum lycopersicum cv.
Santa Clara e o pepineiro (Cucumis sativus) cv. Caipira. Para M. incognita foram avaliados 12
tratamentos, sendo 11 genétipos de trigo e um controle de suscetibilidade, o quiabeiro
(Abelmoschus esculentus) cv. Santa cruz 47. O gendtipo TBIO Sossego apresentou reagdo de
resisténcia a M. javanica. Todos os demais genoétipos foram suscetiveis a M. javanica e M.
incognita. Capitulo 2: A¢ao de nematicidas microbiologicos aplicados via tratamento de sementes
de trigo no controle de Meloidogyne javanica. Foram testados seis nematicidas microbioldgicos
em tratamento de sementes do trigo IPR Catuara para supressdo populacional de M. javanica, a
saber: Bacillus firmus, B. subtilis + B. licheniformis, B. subtilis, Pochonia chlamydosporia,
Purpureocillium lilacinum e Trichoderma harzianum. As testemunhas consistiram de plantas de
trigo sem tratamento de sementes com e sem inoculagdo do nematoide. B. firmus proporcionou
maior penetragdo de juvenis de segundo estadio nas raizes avaliadas aos dez dias apos a
inoculagfo. Ao final do experimento, os principios ativos que se destacaram quanto a supressao
populacional de M. javanica foram T. harzianum e B. subtilis + B. licheniformis. Nas raizes das
plantas tratadas com P. chlamydosporia, B. firmus e P. lilacinum houve maior multiplicagdo do
nematoide. Capitulo 3: A¢fo de nematicidas microbiologicos no controle de M. javanica em
sistema de sucessdo trigo-soja. Foram testados dois nematicidas microbioldgicos em tratamento
de sementes do trigo IPR Catuara e da soja BMX Bénus IPRO, para supressao populacional de
M. javanica. Os tratamentos foram B. firmus ¢ P. chlamydosporia aplicados em tratamento de
sementes do gendtipo de trigo e de soja, inoculados com o nematoide, ¢ as testemunhas sem
tratamento de sementes, com e sem inoculagdo do nematoide. A soja foi cultivada em sucessdo
ao trigo, nas mesmas unidades experimentais de acordo com o tratamento de sementes
correspondente. O melhor resultado quanto a supressdo populacional de M. javanica foi
observado quando ambas as culturas receberam tratamento a base de P. chlamydosporia, o que
proporcionou também o desenvolvimento do sistema radicular da soja.

Palavras-chave: 1. Triticum aestivum. 2. Glycine max. 3. Nematoides-das-galhas. 4. Controle
cultural. 5. Controle bioldgico.



ABSTRACT

LEMES, Cléaudia Fernanda Carraro. Integrated management of root knot nematodes in wheat. 95
f. Thesis (Doctor in Agronomy) — University of Passo Fundo, Passo Fundo, 2021.

Wheat (Triticum aestivum) is one of the main crop options in the rotation and succession cropping
system. The deposition of straw on the soil surface by this crop can improve soil quality by helping
to control diseases and pests, such as phytonematoids as long as the genotypes are resistant to
phytopathogens. Crop rotation and succession associated with biological control are important
strategies for the management of root-knot nematodes. Thus, the objective of this study was to
characterize the reaction of wheat genotypes to Meloidogyne javanica and Meloidogyne incognita
and to evaluate the action of biological nematicides in the control of M. javanica in wheat crop
and in wheat-soybean succession system, under greenhouse conditions. The results are presented
and discussed separately in this document, in three chapters. Chapter 1: Characterization of the
reaction of wheat genotypes to Meloidogyne javanica and Meloidogyne incognita. For M.
Javanica, 29 treatments were tested, of which 27 included the wheat genotypes and two controls
of nematode susceptibility, tomato (Solanum Ilycopersicum cv. Santa Clara) and cucumber
(Cucumis sativus cv. Caipira). For M. incognita, 12 treatments were evaluated, among them 11
wheat genotypes and one control of susceptibility, the okra plant (4belmoschus esculentus cv.
Santa cruz 47). The genotype TBIO Sossego showed resistance reaction to M. javanica. All other
genotypes were susceptible to M. javanica and M. incognita. Chapter 2: Action of microbial
nematicides applied via wheat seed treatment in the control of Meloidogyne javanica. Six
microbiological nematicides were tested in seed treatment of IPR Catuara wheat for population
suppression of M. javanica: Bacillus firmus, B. subtilis + B. licheniformis, B. subtilis, Pochonia
chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum and Trichoderma harzianum. The control consisted
of wheat plants without seed treatment with and without nematode inoculation. B. firmus provided
greater penetration of second-stage juveniles in the roots evaluated at ten days after inoculation.
At the end of the experiment, the active principles that stood out regarding the population
suppression of M. javanica were T. harzianum and B. subtilis + B. licheniformis. In the roots of
plants treated with P. chlamydosporia, B. firmus and P. lilacinum, there was greater multiplication
of the nematode. Chapter 3: Action of microbiological nematicides in the control of M. javanica
in a wheat-soybean succession system. Two microbiological nematicides were tested in seed
treatment of wheat [PR Catuara and soybean BMX Bonus IPRO for supression of M. javanica
population. The treatments were B. firmus and P. chlamydosporia applied in seed treatment of
wheat and soybean genotypes inoculated with the nematode, and the control without seed
treatment, with and without nematode inoculation. The soybean grown in succession to wheat, in
the same experimental units according to the corresponding seed treatment. The best result
regarding the population suppression of M. javanica was observed when both crops received
treatment based on P. chlamydosporia, which also promoted the development of the soybean root
system.

Key words: 1. Triticum aestivum. 2. Glycine max. 3. Root-knot nematodes. 4. Cultural control.
5. Biological control.
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1 INTRODUCAO

Na implantacdo e conducdo do Sistema Plantio Direto ¢ indispensavel que o
esquema de rotacdo de culturas promova na superficie do solo a deposi¢ao de uma
quantidade minima de palhada. A selecao da planta para esta finalidade deve contemplar,
a propriedade de produzir elevada quantidade de palhada e apresentar resisténcia a
nematoides, como as espécies pertencentes ao género Meloidogyne, especialmente M.
javanica (Treub) Chitwood e M. incognita (Kofoid & White) Chitwood. Estes
nematoides estao presentes nos sistemas agricolas do Brasil e do mundo, causando danos
e perdas em diversas culturas. No cenario de producdo agricola nacional, baseado na
sucessao soja [Glycine max (L.) Merrill] - milho (Zea mays L.) ou em algumas regides,
soja-algodao (Gossypium hirsutum L.), o cultivo de outras espécies para rotagdo de
culturas € opcao para auxiliar no manejo de plantas daninhas, doencas e pragas, entre elas
os nematoides. O trigo (Triticum aestivum L.) pode fazer parte de sistemas de produgao
agricola, especialmente no sul do Brasil, com destaque a sua versatilidade de utilizacao,

podendo ser opg¢ao para diversificagdo de cultivos.

Genotipos de trigo podem reduzir ou elevar a populagdo de nematoides no solo,
dependendo da sua reacdo ao fitopatdgeno. A escolha de gendtipos suscetiveis favorecera
o aumento da densidade populacional do nematoide, ocasionando danos e perdas na
cultura do trigo e na cultura subsequente, geralmente a soja. Isso leva a necessidade de
conhecer ndo somente a reagdo dos gendtipos aos nematoides antes de seleciona-los para

cultivo, mas também o nivel de danos ocasionados por esses patdgenos as culturas.

Na descricdo de trigo para protecdo de cultivares, os obtentores ndo tém a
obrigatoriedade de informar sobre a reagdo dos gendtipos aos nematoides-das-galhas.
Muitas vezes, os resultados encontrados na literatura para essas culturas revelam-se
divergentes, o que ¢ atribuido em grande parte a falta de padroniza¢do nos métodos

empregados na avaliagdo da reacdo dos gendtipos aos nematoides. A maioria das



informagdes contidas na literatura sobre a reacdo de espécies de plantas, como o trigo, a
nematoides, ¢ obtida, por exemplo, com base em estudos realizados com densidades
elevadas de in6culo, que ndo garantem avaliacdo adequada da reagdo de resisténcia/

suscetibilidade dos gend6tipos.

Além do uso de cultivares resistentes, o manejo dos fitonematoides pode ser
realizado por meio do controle quimico sintético e do controle cultural, com o cultivo de
plantas ndo hospedeiras ou antagonistas. Estes métodos de controle apresentam
limitacdes e variacdes quanto ao seu desempenho. Por isso, o controle biologico
utilizando-se nematicidas que possuem como principio ativo fungos e rizobactérias,
torna-se uma importante estratégia de manejo pela sua eficiéncia e facil aplicabilidade.
Os agentes de biocontrole contribuem, inclusive, para o incremento da matéria organica
presente no solo, melhorando sua fertilidade e auxiliando na nutricdio e no
desenvolvimento das plantas. Entretanto sao necessarios estudos para verificacdo da
eficacia de determinados bionematicidas aplicados via tratamento de sementes de trigo

para o manejo de nematoides em sistemas agricolas.

Assim, visando a utilizacao de gendtipos de trigo em sistemas de rotagao/sucessao
de culturas para o manejo de M. javanica deve-se considerar a reacdo dos gendtipos ao
nematoide, evitando-se danos e perdas nesta cultura e na cultura subsequente. Outra
importante investigacao a ser realizada ¢ sobre a performance de nematicidas biologicos
aplicados ao tratamento de sementes na cultura do trigo e no sistema de sucessao trigo-
soja, para o controle de M. javanica. A supressdo populacional do nematoide causada
pelos agentes de biocontrole no trigo e na cultura seguinte, visa evitar os danos e perdas
nestas culturas. No entanto, a interagdo entre os agentes de biocontrole, o trigo e a soja
deve ser melhor investigada para que sejam apontados os mais eficientes. Com isso, surge
a questdo: como ¢ a interagdo entre os genotipos de trigo, o nematoide-das-galhas e os
bionematicidas, quanto a reacdo do trigo ao nematoide, quanto a supressao populacional

do nematoide pelos bionematicidas em trigo e em sistema de sucessao trigo-soja?

A hipoétese para essa questdo ¢ que ha variabilidade genética no germoplasma de

trigo quanto a reagdo ao nematoide-das-galhas e a aplicagdo de pelo menos um
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bionematicida via tratamento de sementes de trigo e em sistema de sucessdo trigo-soja

reduz a densidade populacional do fitopatégeno.

Para responder a questao da pesquisa e testar essas hipdteses foi desenvolvido um
estudo seguindo o objetivo geral de “Caracterizar a reagdo de genotipos de trigo a M.
Jjavanica e M. incognita e avaliar a a¢ao de nematicidas bioldgicos no controle de M.
Jjavanica na cultura do trigo e no sistema de sucessao trigo-soja, em condi¢des de casa de
vegetacdo”. Para isso foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:
“Caracterizar a reacdo de genotipos de trigo a M. javanica e M. incognita”; “Avaliar a
eficiéncia de nematicidas biologicos, aplicados via tratamento de sementes em gendtipo
de trigo suscetivel, na reducdo da penetragdo e da multiplicagdo de M. javanica” e
“Avaliar a eficiéncia de nematicidas biologicos aplicados via tratamento de sementes em
genotipo de trigo e de soja suscetiveis na redu¢ao da multiplicagao de M. javanica, em

sistema de sucessao trigo-soja”.

Esta pesquisa justifica-se pela possibilidade de utilizagdo de genotipos de trigo
resistentes a M. javanica € M. incognita em sistemas de produgdo agricola no Brasil,
especialmente na regido Sul do pais, visando-se reduzir a densidade populacional do
nematoide no solo. Informacdes sobre a reacdo dos principais genotipos de trigo
utilizados em sistemas de cultivo poderao contribuir para a sele¢do de genotipos para esta
finalidade, evitando-se os danos e perdas causados pelo nematoide ao trigo, a cultura
subsequente, geralmente a soja e proporcionara maior seguranga ao produtor quanto ao
uso destes genotipos. Adicionalmente, a aplicacdo de nematicidas biologicos via
tratamento de sementes em genotipos de trigo e de soja pode consistir em importante
estratégia de manejo, complementar ao controle cultural, para supressao populacional do
nematoide M. javanica, na cultura do trigo e no sistema de sucessdo trigo-soja. A
utilizagdo de agentes de controle bioldgico podera favorecer a sustentabilidade do sistema
de cultivo de trigo e de soja, reduzindo o uso de nematicidas quimicos no tratamento de
sementes, sendo uma ferramenta de grande interesse para a agricultura no Brasil e no

mundo.
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Este trabalho estd organizado da seguinte forma: nesta Introducdo, esta
apresentada a problematica, a hipotese, os objetivos e a justificativa. O proximo
componente deste trabalho - Revisdo da Literatura - apresenta aspectos conceituais sobre
o trigo, a soja e os nematoides-das-galhas M. javanica e M. incognita com as principais
descobertas sobre o assunto ocorridas, preferencialmente, nos ultimos sete anos nas
principais revistas cientificas da area. Nos capitulos I, II e III sdo apresentados e
discutidos os resultados de experimentos. O primeiro capitulo ¢ sobre a reagdo de
gendtipos de trigo a M. javanica e M. incognita. O segundo capitulo ¢ referente a
avaliacao da performance de nematicidas bioldgicos aplicados no tratamento de sementes
de trigo para supressao populacional de M. javanica. Por fim, o terceiro capitulo ¢ sobre
a avaliacao da performance de dois nematicidas biologicos aplicados no tratamento de
sementes de trigo e de soja no sistema de sucessao trigo-soja, para supressao populacional

de M. javanica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo da literatura apresenta informagdes relacionadas a cultura do trigo e
sua importancia no sistema de rota¢do e sucessdo de culturas, e sobre a cultura da soja,
constituindo-se dos seguintes itens: A cultura do trigo e sua importancia no sistema de
rotacdo de culturas; a cultura da soja; Nematoides-das-galhas; Controle cultural como
estratégia de manejo dos nematoides das galhas; Controle biologico como estratégia de

manejo dos nematoides-das-galhas.

2.1 A cultura do trigo

O trigo, cereal originario do Oriente Médio, foi historicamente uma das primeiras
espécies cultivadas pelos povos, estendendo-se para diferentes ambientes e regides
geograficas em todo o mundo ao longo do tempo. Sua importancia econdomica tomou
proporcao em diversas atividades industriais, contribuindo para a geragao de produtos de
valor agregado e para a empregabilidade (BAUMGRATZ et al., 2017; GONZALEZ-
ESTEBAN, 2017). Dados apontam que o rendimento de seus principais produtores
mundiais varia entre 47 a 160 milhdes de toneladas (USDA, 2017), sendo a China um dos

paises de maior producdo do cereal (LI et al., 2019).

A area plantada com trigo na safra de 2020 no Brasil foi de 2,46 milhdes de
hectares, os estados da Bahia, Mato Grosso do Sul, Goias, Minhas Gerais, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul. A safra nacional alcangou a estimativa de
6.234,6 mil toneladas (CONAB, 2020). Os estados do Rio Grande do Sul ¢ Parana
concentram a maior parte da producdo de trigo do pais, representando cerca de 90% da

producdo nacional (CONAB, 2020).

Um dos produtos provenientes do trigo, a farinha, pode ser aplicada na produgao

de alimentos como panificacao, produgdo de bolos, biscoitos ¢ massas alimenticias. Da



producdo total de 8 milhdes de toneladas da farinha de trigo produzidas no Brasil, mais
de 50% destinam-se a panificacdo, 15% a produ¢do de macarrdo, 10% a producdo de

biscoitos, 10% ao uso doméstico e 9% a outros segmentos (VANCINI, 2018).

Devido a exploracdo de seus produtos e por ser uma das principais opcdes de
cultivo no inverno, o trigo pode ser alternativa no sistema de rotacdo e sucessdo de
culturas, inclusive para o manejo de fitonematoides (MORESCO, 2016). Por isso,
identificar a reacdo de genotipos desta cultura quanto a resisténcia ou suscetibilidade aos
nematoides ¢ fundamental para subsidiar os programas de melhoramento genético de
trigo e, ainda, proporcionar maior seguranca ao produtor quanto ao uso desta cultura.
Entretando, poucas informagdes a respeito da reagao de genotipos de trigo aos nematoides
estdo disponiveis e a maioria dos trabalhos encontrados na literatura classificam tais
genotipos como resistentes ou imunes a Meloidogyne spp. (BRIDA, 2012; IBRAHIM,;
REZK; IBRAHIM, 1991; MORESCO, 2016), enquanto ha relatos de genotipos
suscetiveis a M. incognita € M. javanica (OLIVEIRA; MACHADO, 2017).

2.2 A cultura da soja

Na historia da agricultura do Brasil e na balanga comercial, o cultivo da soja
ganhou repercussdo como um dos produtos que mais se destaca. A alta demanda do
mercado pelo uso da soja € devido ao alto teor nutricional de seus produtos, como 6leo,
farelo e graos, servindo como fonte primaria de proteina vegetal destinados para a
alimentacdo humana e animal. Ainda, a soja pode ser utilizada para a producao de
biodiesel, o que estimula os produtores a prosseguir com seu cultivo, classificando-a
como uma das principais commodities no mercado internacional (CONAB, 2018; USDA,

2017).

A 4rea destinada ao cultivo da soja no Brasil ultrapassa 36 mil hectares com uma
producdo estimada em 123 milhdes de toneladas, tornando o Brasil o maior produtor
mundial desta cultura, cuja producdo se concentra em sua maior parte nos estados do
Mato Grosso, Parand, Goiads e Rio Grande do Sul (CONAB, 2020). Apesar da alta

produtividade da cultura da soja e da demanda por seus produtos, esta cultura tem por
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necessidade a aplicagdo de grande quantidade de agroquimicos e fertilizantes. Isso porque
sua produgdo ¢ afetada por fatores de estresse e por inimeras doengas que limitam sua
producdo, causando danos e perdas crescentes a cada ano (EMBRAPA SOJA, 2013). A
intensificacdo da monocultura, a expansao da soja para novas areas e a adogao de praticas
inadequadas de manejo favorecem o surgimento de doencas e pragas, como os nematoides
(EMBRAPA SOJA, 2010). Por isso, ¢ fundamental que haja maior controle de

fitopatogenos na lavoura, o que favorecerd ainda mais a expansdo do cultivo da soja.

2.3 Nematoides-das-galhas

Dentre as principais pragas presentes nas lavouras destacam-se os fitonematoides.
No Brasil, mais de 100 espécies de nematoides encontram-se associadas a diversas
culturas, especialmente a cultura da soja, sendo os nematoides-das-galhas (Meloidogyne
spp.), os mais prejudiciais, seguidos dos nematoides-das-lesdes-radiculares pertencentes
ao género Pratylenchus, o nematoide-de-cisto-da-soja (NCS) Heterodera glycines
(Ichinohe) e o nematoide-reniforme Rotylenchulus reniformis (Lindford & Oliveira)

(ELLING, 2013; SANTOS, 2012).

Os nematoides-das-galhas pertencentes ao género Meloidogyne, especificamente
M. javanica e M. incognita, destacam-se pela sua relevancia no Brasil e no mundo,
consistindo em um dos principais problemas fitossanitarios de diversas culturas. A
infestagdo com estas espécies pode inviabilizar areas de cultivo, uma vez que os danos
nas culturas dependem do nivel desta infestacdo e da suscetibilidade das plantas
(KARURI et al., 2017). Estes fitopatogenos possuem alto grau de polifagia e facil
adaptacdo as condi¢des edafoclimaticas, disseminam-se facilmente por meio de maquinas
agricolas, lixiviagdo e pelas atividades humanas, dificultando seu controle (DALLA

CORTE et al., 2014; KARURI et al., 2017).

A fase infectiva dos nematoides do género Meloidogyne ¢ atribuida ao juvenil de
segundo estadio (J2), que penetra a raiz da planta hospedeira migrando pelo seu cilindro
vascular por meio da for¢a mecanica do estilete, o que causa a degradagdo enzimatica da

parede celular para formacao do sitio de infec¢@o e alimentacdo (GHEYSEN; FENOLL,
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2002). Ja no interior da raiz o J2 evolui para os estadios de J3 e J4. Em seguida, ocorre a
evolugdo para os estddios de macho ou fémea. Sob situagdes de estresses em espécies que
se reproduzem por partenogénese, ¢ frequente a ocorréncia de reversao sexual em juvenis
femininos que dardo origem a machos anormais, com dois testiculos (=didrquios), e ndo
apenas com um testiculo. A fémea quando formada se reproduzira por partenogénese
dentro da raiz, fazendo a postura dos ovos que serdo envolvidos por uma massa
gelatinosa. A massa de ovos ird se exprimir para o exterior do complexo radicular. Assim,
dentro do ovo acontecera a fase inicial da formacao do juvenil (J1). Este J1 evoluira para
J2, que ao eclodir infectara a raiz do hospedeiro, continuando o ciclo de vida do nematoide

(FERRAZ; BROWN, 2016, p. 47-53).

A injecao de hormodnios e enzimas pelo J2 apos o seu estabelecimento na raiz induz
alteracdo na fisiologia do tecido radicular como consequéncia da modificacao do ciclo
celular, balanco hormonal e expressao génica. Dessa forma, ocorre a formagdao do
cendcito, com alteragdes morfologicas como hiperplasia e hipertrofia (células gigantes ou
nutridoras). Com isso, hd um engrossamento das células do cortex radicular formando as
galhas (BIRD; OPPERMAN; DAVIES, 2003). Sua formacao dificulta a absor¢ao de agua
e nutrientes, afetando o crescimento das plantas podendo torna-las totalmente
improdutivas (ESCOBAR et al., 2015, p. 12-15). As galhas podem conter varias fémeas
que fardo a postura dos ovos, iniciando novos ciclos infectivos na raiz da planta

hospedeira (FERRAZ; BROWN, 2016, p. 47-53).

A interagdo entre o nematoide e a planta hospedeira ¢ mediada quimicamente. Os
J2 detectam, pelos 6rgdos quimiossensoriais das regides anterior € posterior, os exsudatos
radiculares produzidos pelas plantas hospedeiras, que podem ser ou ndo atrativos,
desencadeando ou ndo o processo infectivo (JONES et al., 2013; LACERDA et al., 2017).
Os microrganismos associados com a rizosfera podem produzir compostos organicos
volateis que também podem interferir no parasitismo do nematoide (KANCHISWAMY;
MALNOY; MAFFEI, 2015).

Em areas infestadas pelos nematoides, observa-se a ocorréncia de sintomas-

reflexo como as reboleiras. As folhas das plantas podem também exibir manchas
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clordticas ou necroses entre as nervuras, conhecidas como “folha carij6” (GRIGOLLI;
ASMUS, 2014, p. 195-196). As consequéncias das meloidoginoses sdo amadurecimento
prematuro das plantas e abortamento de seus produtos. A planta também apresenta
reducdo do tamanho ou pode até morrer antes de completar seu ciclo de desenvolvimento
(GRIGOLLI; ASMUS, 2014, p. 195-196). Por isso, ¢ de fundamental importancia que se
apliquem estratégias de manejo para controle destes nematoides ou que se faca a

prevengao da sua infec¢ao na planta.

Diferentes estratégias de manejo podem ser usadas para controlar os nematoides
do género Meloidogyne. Dentre elas estao arotagao de culturas com espécies antagonistas
ou nao hospedeiras, o controle genético utilizando cultivares resistentes ¢ o controle
quimico sintético (MACHADO et al., 2015; MACHADO; ARAUJO FILHO, 2016;
MUKHTAR et al., 2017). Quanto ao tratamento quimico, ha poucas comprovagodes
cientificas de nematicidas aplicados em tratamento de sementes com potencial de reduzir
a populagdo de nematoides na area, uma vez que apresentam curto periodo de protecao
apos a emergéncia das plantulas (ARAUJO; BRAGANTE; BRAGANTE, 2012). Além
disso, ha uma demanda global por produtos agricolas produzidos com menor uso de

agroquimicos (BACKER et al., 2018).

Aliado ao controle quimico sintético, o controle biologico tem se destacado como
ferramenta no manejo integrado de fitonematoides. Esses organismos, em sua maioria,
passam uma parte do seu ciclo de vida no solo, podendo ser afetados por variagdo nos
fatores fisicos, quimicos e biologicos. O controle biologico de nematoides pode ocorrer
naturalmente ou com introducdes artificiais de organismos antagonistas (DIAS et al.,
2017; MEENA et al., 2016, p. 1-20). Por isso, o controle biologico associado a
rotagdo/sucessdo de culturas envolvendo o controle cultural com gendtipos resistentes

pode ser uma estratégia eficiente para o controle destes fitonematoides.

2.4  Controle cultural como estratégia de manejo dos-nematoides-das-galhas

A rotagdo de culturas tem como objetivo alternar espécies vegetais em uma mesma

area agricola e na mesma estacao de cultivo. Esse procedimento influencia positivamente
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a recuperagdo, manuten¢do e melhoria dos recursos naturais, aumentando a produtividade
com minima alteracdo ambiental (FRANCHINI et al., 2015). Além disso, seu uso
continuo tende a contribuir com a melhoria das caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo, interferindo positivamente no desenvolvimento das plantas e nas
respectivas produtividades, diminuindo, inclusive, a incidéncia de doengas e pragas (LI
et al., 2021), como os nematoides. No entanto, os gendtipos selecionados devem ser
classificados como resistentes aos nematoides, evitando-se com isso o aumento da

densidade populacional destes fitopatdgenos em areas de cultivo (BORGES et al., 2009).

Alguns gendtipos de Avena spp., por exemplo, importantes espécies de cereal de
inverno empregadas como cultura de cobertura para formacao de palhada para o SPD com
a soja, apresentam variabilidade quanto a reacao a nematoides do género Meloidogyne
encontrando-se gendtipos resistentes e suscetiveis (BORGES et al., 2009; CARRARO-
LEMES et al., 2020; MACHADO et al., 2015). O cultivo do milheto (Pennisetum
glaucum (L.) R. Brown) e do girassol (Helianthus annuus L.) como espécies de rotacao
indicadas para o cultivo em sistema de safrinha ou segunda safra, em regides onde a chuva
se estende por um maior periodo, permite a produ¢dao de graos em uma segunda cultura
(ASMUS et al., 2005). No entanto, alguns genotipos destas culturas também sao
suscetivels a nematoides do género Meloidogyne (ASMUS et al., 2005).

Alguns genotipos de trigo, cereal de inverno de maior importancia econémica em
escala mundial, apresentam suscetibilidade a M. javanica e M. incognita (OLIVEIRA;
MACHADO, 2017), enquanto outros foram classificados como resistentes (MORESCO,
2016; BRIDA, 2012). No entanto, estes genotipos que apresentam resisténcia foram
testados sob altas densidades populacionais de nematoides, o que sugere que sua reagao
possa ter sido erroneamente classificada, em fung¢do da competicdo por sitios de
alimentacdo que ocorre entre os nematoides quando em altas populagdes (DI VITO;
GRECO; CARELLA, 1986). O aumento da densidade populacional dos nematoides nas
raizes das plantas resulta na reducdo de alimento e espaco disponivel para o parasitismo,
dificultando seu desenvolvimento. Assim, a redu¢do da populacdo dos nematoides ocorre

devido a diminui¢do dos recursos necessarios no sistema radicular da planta, para sua
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reproducdo e sobrevivéncia, diminuindo o parasitismo, o que ndo ocorre com baixas

concentragdes do inoculo inicial (GRECO; DI VITO, 2009, p. 246-274).

Tal afirmagao pode ser comprovada quando genétipos de aveia preta, testados com
elevada densidade populacional de M. javania e M. incognita (5000 e 2900
espécimes/planta, respectivamente), apresentaram resisténcia a ambos os nematoides.
Porém, quando a reagdo dos mesmos genotipos foi verificada com densidade de in6culo
de 1500 espécimes/planta, estes exibiram suscetibilidade (CARRARO-LEMES et al.,
2020). Situagao semelhante ¢ observada em outras culturas, como o cafeeiro (Coffea sp.)
(SERA et al., 2009; SHIGUEOKA et al., 2016). Isso demonstra que testes de reagao de
genotipos utilizando-se elevadas densidades de indculo podem classificar os genotipos
erroneamente como resistentes (CARRARO-LEMES et al., 2021; GRECO; DI VITO,
2009, p. 246-274). Confirmando este pressuposto, na avaliagdo de genétipos de trigo
quanto a reagdo a M. javanica e M. incognita, com densidade do indculo de 2000
espécimes/planta, os resultados obtidos classificaram todos os genotipos como suscetiveis

a ambas as espécies de nematoides testadas (OLIVEIRA; MACHADO, 2017).

Genotipos de trigo classificados como suscetiveis aos nematoides devem ser
evitados em areas infestadas por estes patdégenos, quando de sua utilizacdo como cultura
de inverno ou em rotacgdo/sucessdo de culturas (OLIVEIRA; MACHADO, 2017). O
motivo disto é que os nematoides irdo se multiplicar nas raizes das plantas, aumentando
sua densidade populacional nas areas de cultivo, prejudicando as condigdes fitossanitarias
das lavouras para estabelecimento da cultura seguinte. Tratando-se da soja, por exemplo,
no sistema de sucessdo trigo-soja, as doengas causadas por fitopatégenos, como 0s
fitonematoides, tornam-se um fator limitante para a produtividade, o que requer eficiente
controle para evitar danos e perdas na cultura de uma forma progressiva (MORESCO,
2016; XIANG et al., 2017). Dessa forma, o manejo dos nematoides-das-galhas pode ser
feito por meio do uso de culturas de cobertura, como cultivares de trigo, mas que sejam
resistentes aos mesmos, para que seja possivel reduzir sua densidade populacional, ndo

comprometendo as culturas sucessoras, como a soja (BORGES et al., 2009).
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Sabe-se que a maioria dos gendtipos de soja selecionados com base na sua
produtividade sdo suscetiveis aos nematoides-das-galhas (SCHMITT; BELLE, 2016), o
que naturalmente acarreta danos e perdas. Estas consequéncias se agravariam caso a soja
venha a ser implantada em solos altamente infestados, como consequéncia da
suscetibilidade das culturas de cobertura utilizadas no sistema de rotagdo de culturas.
Entretanto, mesmo os gendtipos que apresentam resisténcia podem sofrer alteragdes em
seus parametros agrondmicos pela a¢do parasitaria dos fitonematoides (ALMEIDA et al.,

2016).

Algumas espécies vegetais utilizadas no controle cultural restringem a
multiplicacdo dos nematoides pela produgao de compostos organicos capazes de controlar
as populagdes do patogeno, podendo ser alternativa ao uso de defensivos (MATEUS et
al., 2014). Os compostos fendlicos, conhecidos como produtos do metabolismo
secundario das plantas, sdo a principal classe de fitoquimicos encontrados nos cereais
(SHAMLOOQO et al., 2017). A producao destes compostos pelas plantas varia de acordo
com a diversidade genética e fatores ambientais (SANTOS et al., 2019).

Os gendtipos de trigo apresentam alguns compostos dessa classe, como os acidos
feralico, vanilico, siringico, caféico, p-cumadrico e acido sinapico, além dos acidos
fenolicos, flavonoides, ligninas e estilbenos (WANG et al., 2013; ZHANG et al., 2012).
A producdo de compostos fenolicos pelas plantas representa o mecanismo de defesa
contra predadores e patdgenos, sendo também essenciais para seu crescimento e
reproducdo, podendo ser indicativo da reagdo de resisténcia ou suscetibilidade aos
nematoides. A variabilidade genética presente nas espécies ¢ determinante para que a
planta produza fitoquimicos em concentragdes distintas, que irdo interferir na populagao
dos fitonematoides (MARINI et al., 2016). Por isso, outras medidas alternativas para

controle de nematoides devem ser estudadas, como o controle bioldgico.

2.5  Controle biologico como estratégia de manejo dos nematoides-das-galhas

O controle biolodgico ¢ um fendmeno natural em que uma populacao de seres vivos

¢ regulada por outra populagdo de seres vivos, havendo efeitos na taxa de crescimento
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populacional, mantendo-se, com isso, o equilibrio da natureza. O controle biologico ¢ um
componente da estratégia do manejo integrado de pragas (MIP) e de doencas (MID) e tem
por objetivo manter as pragas e os fitopatdogenos abaixo do nivel de dano econdmico para

um determinado cultivo (PARRA et al., 2002).

A aplicagdo do controle bioldgico tem se apresentado como alternativa sustentavel
para o manejo de fitonematoides (GOPALAKRISHNAN et al., 2015). Dentro deste
contexto, os fungos e as rizobactérias sdo importantes agentes de controle bioldgico de

fitonematoides (DIAS et al., 2017; ENGELBRECHT et al., 2018).

O controle bioldgico baseia-se na relagdo antagdnica entre o microrganismo
agente de biocontrole e o fitopatdgeno, como os fitonematoides. Os modos de acao dos
agentes de biocontrole pode ser de forma direta por meio do parasitismo e/ou antibiose,
como os fungos que aprisionam os nematoides em suas hifas, formando um anel constritor
constituindo uma rede de adesdo (NIU; ZHANG, 2011). Os fungos também produzem
toxinas que podem estar envolvidas na imobilizagdo e na morte dos nematoides, podendo
ainda produzir substancias com propriedades nematicidas (MACHADO; KANEKO;
PINTO, 2016, p. 287-312). Nesse sentido, pode-se mencionar os fungos do género
Trichoderma por sua capacidade de degradacao da quitina, permitindo sua atuagdo sobre
os ovos dos nematoides, uma vez que fungos pertencentes a este género sdo conhecidos
pelo seu parasitismo direto sobre ovos (SAHEBANI; HADAVI, 2008). Adicionalmente,
a antibiose por enzimas e metabolitos secundarios e a inducdo de defesa da planta sdo
modos de acao conhecidos de fungos do género Trichoderma, suprimindo a populagdo de

fitonematoides (DRUZHININA et al., 2011; SILVA et al., 2019).

Embora espécies de fungos do género Trichoderma sejam encontradas associadas
a Meloidogyne spp. parasitando seus ovos e fémeas, sua eficiéncia como agente de
biocontrole de nematoides pode depender da compatibilidade entre o isolado fungico, a

planta hospedeira e o solo (AL-HAZMI; TARIQJAVEED, 2016).

Claudia Fernanda Carraro Lemes 25



Outro modo de ag¢do dos microrganismos agentes de biocontrole sobre os
nematoides ¢ pela acdo indireta, quando sdo produzidos metabolitos responsaveis pela
degradacdo celular de ovos e J2, afetando assim a eclosdo ou a mobilidade dos juvenis,
podendo ocorrer, também, a alteragdo dos exsudatos radiculares de forma a dificultar a
localizag@o das raizes pelos nematoides (BACH et al., 2016; MACHADO; KANEKO;
PINTO, 2016, p. 287-312). Os agentes de biocontrole podem, ainda, induzir o mecanismo
de resisténcia sist€émica por meio do contato direto destes microrganismos com os tecidos
radiculares das plantas, inclusive pela competicao por substratos (MHATRE et al., 2019;
RAMAMOORTHY et al., 2001).

Rizobactérias (Plant Growth Promoting Rhizobacteria - PGPR) sdo bactérias
promotoras do crescimento vegetal que possuem a habilidade de formar biofilme e
competir por substratos, o que contribui para a sua sobrevivéncia. Elas facilitam,
inclusive, a absor¢do de nutrientes pelas plantas, como a fixacdo de nitrogénio,
solubilizacao do fosfato e produgao de sideroforos (AHEMAD; KIBRET, 2014; DIAS et
al., 2017; VEJAN et al., 2016), podendo ser ainda agentes de protecao de plantas contra
o ataque de fitonematoides (SHARMA; SHARMA, 2017).

As rizobactérias podem exibir mecanismos diretos ou indiretos de supressao
populacional de fitonematoides, como a bactéria Pasteuria penetrans (ex Thorne) que
apresenta o mecanismo de acdo direta sobre os nematoides do género Meloidogyne. Ja as
bactérias pertencentes aos géneros Bacillus, Agrobacterium, Azotobacter, Pseudomonas,
Clostridium, Streptomyces, Serratia, Pantoea, Alcaligenes, Azospirillium e Rhizobium
agem sobre os fitonematoides de forma indireta (ABALLAY et al., 2013; ADAM,;
HEUER; HALLMANN, 2014; ESCUDERO et al., 2016; TEREFE; TEFERA;
SAKHUJA, 2009). As bactérias podem atuar isoladamente ou em consorcia¢ao, como
por exemplo, as que pertencem aos géneros Bacillus, Lysinibacillus, Pseudomonas e
Chryseobacterium, incorporadas a mesma formulagio (COLAGIERO; ROSSO;
CIANCIO, 2018).

As rizobactérias do género Bacillus sao importantes agentes de biocontrole de

fitonematoides (SANTOS et al., 2019). Estas sdo formadoras de enddsporos, o que as
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torna capazes de sobreviver por periodos prolongados sob condi¢des desfavoraveis (DAS
et al., 2021; CAWOY et al., 2011, p. 272-302). Seus metabdlitos interferem no ciclo de
vida dos nematoides, na alimentacdo e reproducdo, reduzindo sua penetracao nas raizes
e, consequentemente, reduzindo os danos causados na planta (CHINHEYA; YOBO;
LAING, 2017). Como exemplo de metabolitos produzidos pelos microrganismos, podem-

se citar os Compostos Organicos Volateis (Volatile Organic Compounds - VOCs).

Uma variedade de metabdlitos secundarios e compostos organicos volateis sao
produzidos por bactérias, concentrando-se na rizosfera e apresentando influéncia na
modulagdo do crescimento e estabelecimento da planta, seu desenvolvimento e defesa
contra fitopatogenos (BAILLY; WEISSKOPF, 2012; KUMAR et al., 2015). Um exemplo
de VOC sao as poliaminas que desempenham papéis fisioldgicos e protetores importantes
nas plantas. A bactéria B. megaterium (de Bary) estirpe BOFC15 secreta poliamina e
espermidina e induz a produgao de poliamina em Arabidopsis, resultando em aumento da
biomassa, alteracao na arquitetura radicular e aumento da capacidade fotossintética. As
plantas inoculadas com essa bactéria apresentam maior tolerancia a seca e teor de acido

abscisico (ABA) sob estresse por déficit hidrico induzido (ZHOU et al., 2016).

Estirpes bacterianas de Pseudomonas spp. produzem VOCs que inibem a
germinagao e o crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum ((Lib.) de Bary), um dos
principais fungos fitopatogénicos da cultura da soja e da canola (Brassica napus L.)
(FERNANDO et al., 2005). VOCs produzidos por P. fluorescens (Migula) e por B.
subtilis ((Ehrenberg) Cohn) sdo reportados por promoverem o crescimento de hortela-
pimenta (Mentha piperita L.) e proporcionarem o aumento da biossintese de 6leos

essenciais desta espécie.
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3 CAPITULO I

Caracterizagdo da reacdo de genoétipos de trigo a Meloidogyne javanica e Meloidogyne

incognita

3.1 Resumo

Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita sdo as espécies de nematoides mais comuns
pertencentes ao género Meloidogyne, causando extensas perdas de producdo. Uma das principais
estratégias de manejo destes fitopatogenos ¢ a utilizagdo de genotipos de trigo, mas poucas
informagdes estao disponiveis sobre a reacao dos genotipos aos nematoides. Assim, este trabalho
teve como objetivo testar a reagdo dos genoétipos de trigo a M. javanica € M. incognita. Para M.
Jjavanica foram testados 29 tratamentos, dos quais 27 incluiram os genotipos de trigo e dois, os
controles de susceptibilidade ao nematoide, o tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara
e o pepineiro (Cucumis sativus) cv. Caipira. Quatro ensaios foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des para os Experimentos I ¢ 11, e seis repeti¢des para
os Experimentos III e IV. Para M. incognita, foram avaliados 12 tratamentos sendo 11 genotipos
de trigo ¢ um controle de suscetibilidade, o quiabeiro (4belmoschus esculentus) cv. Santa cruz
47. Dois ensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizado com cinco
repetigdes (Experimentos V e VI). Cada unidade experimental continha trés plantas, que
receberam os inoculos dos nematoides 15 dias ap6s a germinacdo. Para M. javanica, a Pi usada
foi de 1.000 ovos e J2 por vaso; para M. incognita, utilizou-se 2.000 ovos ¢ J2 por vaso. A
temperatura de cultivo foi mantida na faixa de 21 a 28° C, nos meses de margo-maio/2020. Os
genotipos avaliados foram suscetiveis a M. javanica, exceto TBIO Sossego que foi resistente (FR:
0,37; 0,13), podendo ser cultivado em areas infestadas com o nematoide. Para M. incognita, todos
os genotipos foram suscetiveis e, portanto, ndo sao recomendados em areas infestadas com esta
espécie do nematoide.

Palavras-chave: 1. Controle cultural. 2. Resisténcia. 3. Sistemas de cultivo. 4. Suscetibilidade.
5. Triticum aestivum.

3.2 Introducao

O trigo (Triticum aestivum L. Poaceae) € um cereal de inverno que, historicamente,
foi uma das primeiras espécies cultivadas. Seu cultivo atinge propor¢des econdmicas em

diversas atividades industriais em nivel mundial, o que contribui para a geragdo de
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produtos de valor agregado e para a empregabilidade (BAUMGRATZ et al., 2017). No
Brasil, a safra nacional alcanca cerca de 6 milhdes de toneladas, concentrando a maior
parte da producdo nos estados do Rio Grande do Sul e Parana (CONAB, 2020). Por ser
uma das principais opgdes de cultivo no sistema de rotacdo e/ou sucessdo de culturas, o

trigo pode ser alternativa, inclusive, para o manejo dos nematoides-das-galhas, como M.

Jjavanica e M. incognita (MORESCO, 2016).

Meloidogyne javanica e M. incognita sdo as espécies de nematoides do género
Meloidogyne mais comumente encontradas nos sistemas agricolas em todo o mundo.
Estes nematoides sdo endoparasitas sedentarios obrigatorios de raizes de plantas,
consistindo em um dos principais problemas fitossanitarios de diversas culturas
(KARURI et al., 2017). Sua infestacao pode inviabilizar as areas de cultivo, dependendo
do nivel populacional e da suscetibilidade das plantas. Devido a sua polifagia, facil
disseminacdo ¢ adaptacdo as diversas condigdes edafoclimaticas, o manejo deste

fitopatdgeno ¢ desafiador (DALLA CORTE et al., 2014; KARURI et al., 2017).

Considerando o fato de que a planta hospedeira pode afetar a dindmica
populacional dos nematoides na éarea, a rotacdo e/ou sucessao de culturas com plantas
resistentes ou antagonicas pode suprimir o nivel populacional destes fitopatogenos em
areas infestadas, podendo ser alternativa ao uso de nematicidas quimicos (MIAMOTO et
al., 2016; NIRO et al., 2016; OOSTENBRINK, 1966, p. 1-46). Por isso, identificar a
reacdo de genotipos de trigo quanto a resisténcia ou suscetibilidade a nematoides ¢
fundamental para subsidiar os programas de melhoramento genético de trigo e, ainda,
proporcionar maior seguranga ao produtor quanto ao uso desta cultura. Entretando,
poucas informacdes a respeito da reacdo de genotipos de trigo aos nematoides estdo
disponiveis. Além disso, a maioria dos trabalhos encontrados na literatura classificam tais
genotipos como resistentes ou imunes a Meloidogyne spp., entretanto baseados em testes
de reagdo utilizando-se altas densidades iniciais de inéculo (BRIDA, 2012; IBRAHIM;
REZK; IBRAHIM, 1991; MORESCO, 2016). Isso contribui para que genotipos

suscetiveis sejam erroneamente classificados como resistentes.
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Neste trabalho, testou-se a hipdtese de que os gendtipos de trigo exibem
variabilidade quanto a reacdo aos nematoides M. javanica e M. incognita e, quando
suscetiveis, serdo encontrados distintos graus de suscetibilidade a ambas as espécies. Por
isso, o objetivo deste trabalho foi testar a reacdo de gendtipos de trigo, provenientes de
obtentores distintos, as espécies M. javanica e M. incognita, em condi¢des de casa de

vegetagdo.

3.3 Material e Métodos

Os genotipos de trigo avaliados foram desenvolvidos por diferentes obtentores
(Biotrigo Genética, OR Sementes, Coodetec, Embrapa, LG Sementes, lapar, Fundagao
Pro-Sementes e Fundacep), sendo IPR Catuara, IPR 85, IPR 144, IPR Taquari, IPR
Panaty, IPR Potypora, TBIO Iguacu, TBIO Audaz, TBIO Sinuelo, TBIO Sonic, TBIO
Sossego, TBIO Toruk, Quartzo, BRS Gaivota, BRS Gralha Azul, BRS 264, ORS 1403,
ORS Agile, ORS Madreperola, ORS Marfim, FPS Nitron, Fundacep Cristalino, CD 150
e LG Oro. A fim de confirmar a viabilidade do indculo de ambas as espécies de
nematoides e que as condigdes ambientais eram adequadas aos experimentos, foram
incluidos como testamunhas suscetiveis a M. javanica o tomateiro (Solanum
lycopersicum. L.) cv. Santa Clara e o pepineiro (Cucumis sativus L.) cv. Caipira. O
quiabeiro (4belmoschus esculentus L. Moench) cv. Santa Cruz 47 foi incluido como

testemunha de suscetibilidade a M. incognita.

A pesquisa foi explicativa experimental, do tipo associagdo com interferéncia, com
abordagem quantitativa. Para verificar a reacdo dos genétipos a M. javanica, foram
avaliados 29 tratamentos, dos quais 27 eram gendtipos de trigo e duas testemunhas de
suscetibilidade ao nematoide. Quatro ensaios foram estabelecidos (Experimentos [ a I'V).
O delineamento experimental foi completamente casualizado com cinco repeti¢des
(Experimentos I e II) ou seis repeticoes (Experimentos III e IV). As unidades

experimentais foram vasos de isopor com capacidade para 945 mL, contendo trés plantas.

Para M. incognita, foram avaliados 12 tratamentos, sendo 11 genotipos de trigo e

uma testemunha de suscetibilidade. Foram realizados dois ensaios (Experimentos V e VI)
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em delineamento experimental completamente casualizado com cinco repeti¢cdes. As
unidades experimentais foram os vasos de isopor com capacidade para 945 mL, contendo

trés plantas.

A pesquisa foi desenvolvida no municipio de Londrina, Parand, em casa de
vegetacdo do Laboratério de Nematologia do Instituto de Desenvolvimento Rural do
Parana (IDR-PR) (23°21° 20” S, 51° 09° 58,2” W, altitude de 610 m), durante os meses

de margo a maio de 2020.

Os inoculos de M. javanica e de M. incognita foram obtidos de populacdes puras,
multiplicadas em plantas de tomateiro cv. Santa Clara e quiabeiro cv. Santa Cruz 47,
respectivamente, mantidas em casa de vegetagao com temperatura média de 30 °C. Aos
sessenta dias apos a inoculagdo das plantas utilizadas para multiplicagdo, os nematoides
foram extraidos dos sistemas radiculares pelo método de Boneti e Ferraz (1981). Asraizes
parasitadas foram cortadas em pedacos de aproximadamente 2,0 cm e trituradas em
liquidificador com solugdo de hipoclorito de sddio a 0,5% durante 30 segundos obtendo-
se uma suspensao. Esta suspensao foi vertida sobre conjunto de peneiras sobrepostas de,
respectivamente, 230 e 500 Mesh, lavada com jatos de dgua corrente para retirada do
hipoclorito de sédio e recolhida em béquer. Os indculos foram quantificados em

microscopio de luz com auxilio de camara de Peters.

Na execug¢ao dos experimentos, sementes dos genotipos de trigo e das testemunhas
de suscetibilidade foram semeadas em vasos de isopor contendo uma mistura de areia e
solo (3,5:0,5) previamente esterilizada por calor seco (120 °C/ 5 horas). A adubagdo
inicial foi realizada acrescentando-se 3 g de Osmocote® por vaso (15% N, 9% P»0s, 12%

K20, 1% Mg, 2,3% S, 0,05% Cu, 0,45% Fe, 0,06% Mn, 0,02% Mo).

As suspensdes contendo os indculos de cada espécie de nematoide foram
inoculadas nas plantulas 15 dias apds a germinacdo, depositando-se em cada vaso a
quantidade de individuos respectiva para cada experimento (Pi: populagdo inicial),
incluindo as testemunhas de suscetibilidade. Para M. javanica, depositou-se 1mL da

suspensdo, contendo 1000 ovos e J2, por unidade experimental, enquanto para M.
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incognita, depositou-se 2 mL da suspensdo contendo 1000 ovos e J2 por mL, totalizando
2000 ovos e J2 por unidade experimental. Ambas as concentragdes do indculo sdo
classificadas como concentragdes intermedidrias (501 a 2000 espécimes do nematoide)
ideais para testes de reagcdo de gendtipos a ambas as espécies de nematoides (GRECO; DI

VITO, 2009, p. 246-274).

Realizou-se diariamente a irrigacdo, conforme as condi¢des climaticas e
exigéncias do estadio fenologico da cultura. A temperatura de cultivo das plantas variou

de 21 a 28 °C.

A avaliacao da multiplicacao de M. javanica e M. incognita no sistema radicular
das plantas de trigo e das testemunhas de suscetibilidade foi realizada 60 dias apds a
inoculagdo (DAI). As raizes das plantas foram lavadas, secas em papel absorvente e
pesadas, para posterior extracdo dos nematoides pelo método de Boneti e Ferraz (1981).
Os nematoides extraidos foram contados sob microscopio de luz com auxilio de camara
de Peters, obtendo-se a densidade populacional final (populagdo final: Pf) nas raizes, em
cada unidade experimental. Para obtencao do fator de reproducao (FR) dos nematoides,
que ¢ a expressao do numero de vezes que o nematoide se multiplicou no sistema

radicular, a Pf foi dividida pela Pi por meio da equagao 1:

P
FR=— (1)
Onde: FR: fator de reproducdo do nematoide; Pf: populagdo final do nematoide;

Pi: populagdo inicial do nematoide inoculada.

Por meio do FR os gendétipos foram classificados quanto a resisténcia ou
suscetibilidade. Quando o FR apresentou valores menores que 1,0, os gendtipos foram
classificados como resistentes, enquanto aqueles com valores maiores ou iguais a 1,0,

como suscetiveis (adaptado de OOSTENBRINK, 1966, p. 1-46).
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O ntimero de nematoides por grama de raiz (Nema/g) foi obtido por meio da

equagao 2:

-1 P
Nema. g = 2)
Onde: Nema/g: nimero de nematoides por grama de raiz; Pf: populacdo final do

nematoide; mfr: massa fresca de raiz.

Esta variavel foi calculada para isolar o efeito do desenvolvimento radicular da
planta em relagdo a Pf e permitir melhor comparacao entre os genotipos avaliados, uma
vez que o desenvolvimento do sistema radicular ¢ uma caracteristica intrinseca de cada

genotipo.

Os dados obtidos de FR foram classificados de acordo com Oostenbrink (1996) e,
juntamente com os dados de Nema/g, foram submetidos ao teste de Shapiro Wilk (p=0,05)
para a verificacdo da normalidade dos residuos. Para atender aos pressupostos da analise,
os dados dos experimentos com M. javanica foram transformados de acordo com BoxCox
e posteriormente, as médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p=0,05). Ja para
os dados referentes aos experimentos com M. incognita, os dados de FR e Nema/g ndo
atenderam aos pressupostos de normalidade dos residuos e, por isso, foram submetidos a
analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis (p=0,05). Para todas as analises, utilizou-se o
pacote Agricolac (MENDIBURU, 2015) do programa estatistico R 2.15.2 (R CORE
TEAM, 2018).

3.4  Resultados
3.4.1 Reacio de gendtipos de trigo a M. javanica

Os resultados mostram varia¢do na suscetibilidade dos genotipos de trigo a M.
javanica (Tabelas 1 e 2). Nos quatro ensaios (Experimentos I a IV), constatou-se elevada
multiplicagdo de M. javanica nas testemunhas, o tomateiro (FR = 224,32 ¢ 301,08,

respectivamente para os Experimentos I e II) (Tabela 1), o pepineiro (FR = 67,44 no
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Experimento III) (Tabela 2) e o gendtipo de trigo Gralha Azul considerado como
testemunha de suscetibilidade no Experimento IV (FR = 15,55) (Tabela 2). Dessa forma,
comprovou-se a viabilidade do in6culo e das condigdes ambientais para o

desenvolvimento dos nematoides.

Os genotipos de trigo apresentaram suscetibilidade a M. javanica nos
Experimentos I e II, com FR variando entre 10,86 a 51,15, no Experimento I, ¢ FR entre
22,19 a 139,43, no Experimento II (Tabela 1). No Experimento III, os genotipos testados
apresentaram suscetibilidade a M. javanica, com FR variando entre 1,56 a 22,57, exceto
os genotipos BRS 264 (FR = 0,65) e TBIO Sossego (FR = 0,37), classificados como

resistentes a M. javanica (Tabela 2).

No Experimento III, todos os gendtipos testados apresentaram suscetibilidade a
M. javanica, com FR variando entre 1,56 a 22,57, exceto os gendtipos BRS 264 (FR =
0,65) e TBIO Sossego (FR = 0,37), classificados como resistentes a M. javanica (Tabela
2).

No Experimento [V, incluiu-se ambos os genétipos classificados como resistentes
no Experimento III; e a resisténcia do genotipo TBIO Sossego foi confirmada (FR=0,13),
mas o gendtipo BRS 264 foi classificado como suscetivel (FR = 18,16). E provavel que
este fato seja devido ao melhor desenvolvimento radicular do gendtipo no Experimento
IV proporcionando ao nematoide condi¢des para o estabelecimento do sitio de

alimentacdo (Tabela 2).

De maneira geral, a varidvel Nema/g corroborou os resultados de FR observados
para os genoétipos de trigo em todos os experimentos com M. javanica. Portanto, apesar
de ter sido observada variacao nos valores de Nema/g, estes foram elevados e mostraram
que, independentemente do volume do sistema radicular obtido para os diferentes
genotipos de trigo avaliados, o desenvolvimento radicular favoreceu a multiplicagdo de

M. javanica.
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Tabela 1 — Fator de reproducdo (FR) de Meloidogyne javanica e nimero de nematoides
por grama de raiz (Nema/g) em genotipos de trigo, nos Experimentos I e II. Londrina,
2019-2020

Genétipo Experimento I Experimento II
FR Nema/g FR Nema/g
IPR Catuara 51,15a 2446 a 45,66 b 1834 b
BRS Gaivota 49,05 a 2192 a 26,90 ¢ 2055 b
TBIO Iguacu 36,43 a 3255 a 34,07 ¢ 1966 b
ORS Marfim 35,31 a 1462 b 139,43 a 5401 a
FPS Nitron 30,60 a 1550 b 61,97 b 4375 a
BRS Gralha Azul 27,60 b 1992 a 52,35b 5113 a
IPR 144 18,75b 1344 b 22,19 ¢ 1131 b
IPR 85 15,52 b 732 b 30,67 ¢ 1808 b
IPR Taquari 14,82 b 924 b 38,71 ¢ 2578 b
Quartzo 13,73 b 1156 b 65,29 b 3001 b
Fundacep Cristalino 10,86 b 1315b 110,69 a 5894 a

Fonte: Dados do autor

Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
FR do tomateiro (testemunha suscetivel a M. javanica): 224,32 ¢ 301,08, respectivamente nos
Experimentos I e II.
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Tabela 2 — Fator de reproducdo (FR) de Meloidogyne javanica e nimero de nematoides
por grama de raiz (Nema/g) em genotipos de trigo, nos Experimentos III e IV. Londrina,

2020
Genétipo Experimento 11T Experimento IV
FR Nema/g FR Nema/g

BRS Gralha azul 22,57 a 696 a 15,55 a 391 a
IPR Catuara 9,56 b 328 b ! !
ORS Agile 9,42 b 378 b

IPR Potypora 8,67b 325b

IPR Panaty 7,45 b 407 b

CD 150 7,23 b 465 b

LG Oro 6,00 b 158 ¢

Quartzo 395¢ 135¢

TBIO Sinuelo 3,82 ¢ 107 ¢

ORS 1403 3,70 c 130 ¢

TBIO Toruk 3,53 ¢ 110 ¢

ORS Madreperola 3,46 ¢ 132 ¢

TBIO Sonic 2,09 ¢ 104 ¢

TBIO Audaz 1,56d 44 d

BRS 264 0,65d 28d 18,16 a 690 a
TBIO Sossego 0,37d 97d 0,13b 3b

Fonte: Dados do autor

Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
FR do pepineiro (testemunha suscetivel a M. javanica) = 67,44 (Experimento I1I); no Experimento
IV a testemunha suscetivel utilizada foi o gendtipo de trigo BRS Gralha Azul. 'ndo avaliado.
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3.4.2 Reacdo de gendtipos de trigo a M. incognita

Diferengas significativas entre os gendtipos de trigo foram observadas nos
Experimentos V e VI (Tabela 3). Em ambos os Experimentos observou-se elevada
multplicacdo de M. incognita na testemunha, o quiabeiro (FR = 141,07 e 108,66,
respectivamente para os Experimentos V e VI). Isso comprova a viabilidade do in6culo e

das condigdes ambientais para a conducao do experimento.

Com relacdo aos gendtipos de trigo, todos foram classificados como suscetiveis a
M. incognita no experimento V, com FR variando entre 15,75 a 96,90, exceto o genotipo
Quartzo, que apresentou resisténcia (FR = 0,30) (Tabela 3). No experimento VI, todos os
genotipos avaliados também foram caracterizados como suscetiveis, inclusive o genotipo

Quartzo (FR = 2,83) que no experimento V foi caracterizado como resistente (FR = 0,30)

(Tabela 3).

De maneira geral, novamente neste caso a variavel Nema/g corroborou os
resultados de FR observados para os gendtipos de trigo nos experimentos com M.
incognita. Variagdo nos valores de Nema/g também foram observadas e estes se
mostraram bastante elevados, confirmando as condi¢des adequadas para o

desenvolvimento e multplicagdo de M. incognita nos gendtipos de trigo avaliados.
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Tabela 3 — Fator de reprodu¢do (FR) de Meloidogyne incognita e nimero de nematoides
por grama de raiz (Nema/g) em genotipos de trigo, nos Experimentos V e VI. Londrina,
2020

Genétipo Experimento V Experimento VI

FR Nema/g FR Nema/g
IPR Taquari 96,90 a 28546 a 19,27 a 8917 a
IPR 85 60,37 ab 21663 ab 7,78 b 3200 be
ORS Marfim 57,76 ab 23066 a 7,75b 3852 abc
TBIO Iguacu 50,48 bc 17942 abc 3,87 bed 1164 def
BRS Gralha azul 49,77 bc 14344 ¢ 7,30 b 2701 cde
BRS Gaivota 45,50 be 16020 bc 4,38d 1700 ef
Fundacep Cristalino 36,49 cd 13671 bc 18,89 a 6748 ab
FPS Nitron 36,48 cde 16133 be 9,10 be 3868 cd
IPR Catuara 20,60 def 5868 d 4,60 bed 1547 def
IPR 144 15,75 ef 3711d 2,44 cd 1403 def
Quartzo 0,30 f 156 d 2,83 cd 937 f

Fonte: Dados do autor

Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskall-Wallis
(p<0,05). FR do quiabeiro (testemunha suscetivel a M. incognita): 141,07 e 108,66,
respectivamente nos Experimentos V e VL.

3.5 Discussao

Neste estudo testou-se a hipdtese de que os gendtipos de trigo exibem
variabilidade quanto a reacdo aos nematoides M. javanica e M. incognita e, quando
suscetiveis, foram observados distintos niveis de suscetibilidade a ambas as espécies.
Dentre os genoétipos de trigo testados neste trabalho para M. javanica, verificou-se que

todos foram suscetiveis ao nematoide, exceto BRS 264 e TBIO Sossego, avaliados no
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Experimento III. Neste experimento, de maneira geral, os valores de FR nos gendtipos de
trigo e na testemunha foram menores que os observados nos Experimentos I e II, talvez
devido aos diferentes gendtipos de trigo e a testemunha avaliados, ou a propria viabilidade

do indculo, uma vez que se trata de experimentos distintos.

Para confirmar a resisténcia observada nos genotipos de trigo no Experimento 111,
foi realizado um novo experimento, em que foram avaliados apenas os dois genotipos e
como testemunha, o genotipo BRS Gralha Azul, que havia apresentado o maior FR no
Experimento III. Neste caso, apenas o genotipo TBIO Sossego comprovou sua resisténcia
a M. javanica, uma vez que BRS 264 permitiu a multiplicagdo do nematoide. Sendo
assim, o genotipo TBIO Sossego pode ser uma opgao para cultivo em areas infestadas por

M. javanica visando a supressao populacional do nematoide para a cultura subsequente.

O genotipo BRS 264 ja havia sido classificado anteriormente como resistente a M.
javanica (FR = 0,23) por Moresco et al. (2016). Entretanto, os autores utilizaram apenas
uma planta por vaso, que foi inoculada cinco dias ap6s a emergéncia com 5.000 ovos de
M. javanica. No presente trabalho, foram utilizadas trés plantas por vaso, inoculadas 10
dias apds a emergéncia, o que provavelmente permitiu que um volume maior de raizes
estivesse disponivel aos nematoides no momento da inoculagdo, que foi feita com uma
densidade de 1.000 ovos por planta, consideravelmente menor que aquela utilizada por
Moresco et al. (2016). Essa menor densidade populacional inoculada, aliada ao maior
volume do sistema radicular dos genotipos de trigo, provavelmente foram responsaveis
pelos elevados valores de FR obtidos no presente trabalho para BRS 264 no Experimento
IV (FR = 18,16) (GRECO; DI VITO, 2009, p. 246-274). Além disso, no trabalho de
Moresco et al. (2016), todos os gendtipos de trigo testados apresentaram valores de FR
muito baixos para M. javanica e M. incognita, mas ndo ha indicagdo de nenhuma
testemunha utilizada para verificagdo da multiplicacdo dos nematoides e da viabilidade

dos in6culos ou adequadas condigdes experimentais.

Situag¢do semelhante pode ser observada no trabalho de Brida et al. (2017), que
avaliaram genotipos de trigo a M. javanica, em condi¢des de casa de vegetacao. Estes

autores também inocularam 5.000 ovos em plantas com apenas trés dias apds a

Claudia Fernanda Carraro Lemes 39



germinacdo, mantendo apenas uma planta por vaso. Apesar de terem sido avaliados
genotipos de trigo distintos daqueles incluidos no presente trabalho, todos foram
classificados como resistentes ao nematoide, com FR = 0. Para M. incognita, Brida et al.
(2017) também obtiveram valores de FR muito baixos (0 < FR > 0,2), em experimento
conduzido de maneira semelhante ao descrito para M. javanica. Apesar de serem outros
gendtipos de trigo, € arriscada a hipotese de que existam cultivares de trigo com niveis
tao elevados de resisténcia a esses nematoides, pois os presentes resultados, utilizando
menor volume de inoculo e maior volume de raizes no momento da inoculacao,
mostraram que apenas um deles, TBIO Sossego, pode ser classificado como resistente a

M. javanica.

No trabalho de Oliveira; Monteiro; Ferraz (1990) observou-se uma classificacao
dos gendtipos de trigo avaliados como suscetiveis, embora a densidade populacional
(4.500 ovos por planta) do in6culo utilizada tenha sido elevada. Isso pode ser justificado
pelo fato de que as plantas foram inoculadas 15 dias apds a semeadura, o que
provavelmente permitiu melhor desenvolvimento radicular, disponibilizando maior sitio
de infec¢do no momento da inoculagdo (GRECO; DI VITO, 2009, p. 246-274). Isso
evitou a morte dos nematoides por inani¢ao devido a competi¢ado por sitios de alimentagao
(GRECO; DI VITO, 2009, p. 246-274). Situacao semelhante ¢ relatada também por
Roberts; Van Gundy; McKinney (1981) e por Sharma (1981) evidenciando, inclusive,
que plantas suscetiveis, quando infectadas por M. javanica, podem sofrer redugdo do seu

desenvolvimento em condi¢des de campo.

Em relacdo a reac¢do dos genoétipos de trigo a M. incognita, verificou-se que todos
foram suscetiveis ao nematoide, exceto Quartzo, que apresentou FR < 1,0. Entretanto,
quando o experimento foi repetido, para confirmacdo dos resultados, a reacdo de
resisténcia deste gendtipo ndo foi confirmada, o que nos indica que o cultivo de trigo deve
ser evitado em areas infestadas com esta espécie. O aumento populacional proporcionado
pelo trigo poderd prejudicar o desenvolvimento da cultura principal em sucessdo,

geralmente a soja.

Claudia Fernanda Carraro Lemes 40



A mesma situagdo relatada para os trabalhos encontrados na literatura em que foi
avaliada a reacdo de genotipos de trigo a M. javanica pode ser encontrada também para
M. incognita (BRIDA etal., 2017; MORESCO, 2016). A literatura apresenta informacdes
de que M. incognita ¢ um importante fitopatogeno do trigo a nivel mundial
(McDONALD; NICOL, 2005, p. 131-191). Inclusive, ¢ considerado um sério problema
em lavouras de trigo da regido noroeste da fndia (SWARUP; SOSA-MOSS, 1990, p. 109-
136).

A selecdo de gendtipos de trigo classificados como resistentes, com base em testes
de reacdo utilizando-se altas densidades iniciais do inoculo, pode ser equivocada,
contribuindo para que tais genétipos sejam indicados erroneamente para o manejo de
nematoides (CARRARO-LEMES et al., 2020; GRECO; DI VITO, 2009, p. 246-274). O
processo infectivo torna-se favoravel aos nematoides quando ha volume radicular capaz
de prover espaco e nutrientes para desencadear o parasitismo. Dessa forma, ndo ha
competi¢do entre os individuos por espago e alimento nas raizes da planta hospedeira,
estimulando sua multiplicacdo. Quando se utiliza altas densidades iniciais de inoculo, as
raizes da planta hospedeira sdo rapidamente parasitadas pelos individuos, reduzindo os
sitios de infec¢do e, consequentemente, o alimento necessario para o desenvolvimento e
multiplicagdo dos nematoides. Entdo, a taxa de multiplicagdo destes nematoides diminui
pois as raizes serdo menos infectadas devido a diminuicdo ou auséncia dos recursos
necessarios para a sobrevivéncia e reproducdo do nematoide. Como consequéncia, o FR
estara abaixo de 1,0, caracterizando, equivocadamente, a reagdo de resisténcia da planta
(GRECO; DI VITO, 2009, p. 246-274; SHIGUEOKA et al., 2016). Testes de reagdo de
gendtipos utilizando-se baixas e médias densidades iniciais de indculo também devem
estar associados a um tempo de inoculagdo suficiente para promover o crescimento das
raizes das plantas. Isso contribuird para a obtencdo de resultados confidveis,
considerando que o desenvolvimento radicular da planta sera suficiente para hospedar o
namero de individuos ali inoculados, garantindo a eles espaco e nutrientes, estimulando
o processo infectivo e, assim, sua multiplicagdo, permitindo classificacdes mais assertivas
da reacdo das plantas aos nematoides com base na varidvel FR (GRECO; DI VITO, 2009,
p. 246-274).
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No presente trabalho, os valores de Nema/g confirmaram a caracterizagdo das
cultivares. Esta varidvel ¢ importante para permitir melhor comparagdo entre os
genotipos, por considerar o volume radicular de cada gendtipo, assegurando que os baixos
valores de FR observados sdo devido a resisténcia do gendtipo e ndo porque houve
reducdo do volume radicular e, portanto, menor quantidade de alimento para os

nematoides.

Além dessas variaveis, as plantas avaliadas neste trabalho nao apresentaram o
sintoma tipico da presenca de espécies de Meloidogyne nas raizes, que sdo as galhas
radiculares, o que justifica que esta variavel nao tenha sido avaliada. Entretanto, varios
trabalhos encontrados na literatura utilizaram o indice de galhas como uma das variaveis
para classificacao dos gendtipos de trigo em relagdo a reagao aos nematoides-das-galhas
(BRIDA, 2012; BRIDA et al., 2017). A caracterizagao de genotipos de trigo com base no
numero de galhas presentes nas raizes, em alguns casos, torna a avaliagdo inconsistente,

como verificado no presente trabalho, devendo, portanto, ser evitada.

Ademais, mesmo que genotipos de trigo sejam classificados como resistentes
quando testados sob densidades de indculo ideais, em casa de vegetagdo, os mesmos
genotipos também devem ser testados sob condi¢des de campo. A razdo disso € que,
mesmo cultivares resistentes, a depender do tipo de mecanismo envolvido na resisténcia,
pode apresentar redug@o do seu desenvolvimento inicial, quando na presenca de elevadas
populagdes do nematoide no solo. Geralmente mecanismos de resisténcia que envolvem
reacdo de hipersensibilidade, com morte do tecido nutridor do nematoide para evitar seu
desenvolvimento e reproducdo, podem levar a essa situacdo (MARINI et al., 2016;
SHIGUEOKA et al., 2019). Além disso, o nivel de tolerancia das cultivares também deve
ser mensurado, para garantia de que as cultivares selecionadas para cultivo em areas
infestadas apresentardo bons niveis de producdo mesmo na presenca de elevadas
densidades populacionais dos nematoides no solo (GRECO; DI VITO, 2009, p. 246-274).
A variabilidade genética das populagdes dos nematoides também pode interferir na
indicacdo de cultivares com resisténcia para cultivo em areas infestadas, uma vez que ja

foram relatadas populagdes virulentas em cultivares com genes de resisténcia para
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espécies de Meloidogyne (CARNEIRO; ALMEIDA, 2000, p. 43-48; DAVIS et al., 1996;
SHIGUEOKA, 2017).

Portanto, a indicacdo de que o cultivo de trigo pode ser realizado em dareas
infestadas por M. javanica e M. incognita, como indicado por Moresco (2016), em fungao
da resisténcia dessa cultura a ambas as espécies de nematoide, ¢ temeraria. Inclusive ha
sugestdo de que a cultura do trigo possa ser melhor explorada em sistemas de rotagdo de
culturas para redugao populacional desses nematoides (BRIDA, 2012). Antes da adogao
de genoétipos de trigo em areas infestadas por nematoides, sdo necessarias avaliagdes
criteriosas da sua reacao a esses patdogenos, evitando-se seu aumento populacional no solo

para cultivos subsequentes.

3.6 Conclusoes

Os gendtipos de trigo sdo suscetiveis a M. javanica, exceto TBIO Sossego que
apresenta reacdo de resisténcia. Para M. incognita, todos os genotipos testados foram
suscetiveis ao nematoide. Isso indica que genotipos suscetiveis a ambas as espécies de
nematoide do género Meloidogyne nao podem ser cultivados em areas infestadas com os

fitopatogenos.
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4 CAPITULO II

Ac¢do de nematicidas microbioldgicos aplicados via tratamento de sementes de trigo no

controle de Meloidogyne javanica

4.1 Resumo

A cultura do trigo tem sido alternativa no sistema de rotacdo e/ou sucessdo de culturas podendo
servir para o manejo de Meloidogyne javanica, associado ao controle bioldgico, para suprimir o
nivel populacional do nematoide no solo. Poucas informag¢des estdo disponiveis a respeito da
interagdo entre agentes microbianos e a cultura do trigo no manejo de M. javanica. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de nematicidas microbiologicos comerciais aplicados via
tratamento de sementes em cultivar de trigo suscetivel para controle de M. javanica. Para isso
avaliou-se a penetragdo de juvenis de M. javanica e a multiplicacdo do nematoide, nas raizes das
plantas. O desenvolvimento das plantas também foi avaliado. Os tratamentos foram Bacillus
firmus, B. subtilis + B. licheniformis, B. subtilis, Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium
lilacinum, Trichoderma harzianum e as testemunhas sem tratamento de sementes com e sem
inoculagdo do nematoide. O delineamento experimental foi completamente casualizado, com seis
ou sete repeti¢des, respectivamente, para os testes de penetracdo e multiplicagdo do nematoide.
Para ambas as avaliacGes, cinco dias apos a semeadura, depositou-se 2000 ovos do nematoide em
cada vaso contendo uma planta. Aos dez dias ap6s a inoculagdo avaliou-se a penetragdo de juvenis
nas raizes. Todos os tratamentos, exceto B. firmus, apresentaram o niimero de nematoides inferior
a testemunha. A multiplicagdo do nematoide foi avaliada aos 60 e 69 dias apos a inoculagdo. Os
tratamentos que melhor suprimiram a multiplicacdo do nematoide foram 7. harzianum e B.
subtilis + B. licheniformis. T. harzianum também proporcionou melhor desenvolvimento das
plantas. O potencial de microrganismos no manejo de M. javanica na cultura do trigo €
reconhecido.

Palavras-chave: 1. Agentes de biocontrole. 2. Controle bioldgico. 3. Estratégias de manejo.
4. Nematoide-das-galhas. 5. Triticum aestivum.

4.2 Introducao

As plantas de cobertura exercem papel importante na supressao populacional de
fitonematoides. Isso porque os residuos dessas plantas sdo incorporados ao solo como

matéria organica podendo favorecer a proliferacdo dos microrganismos com habilidades
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saprofiticas, antagonistas a nematoides (SINGH et al., 2019; TIMPER; STRICKLAND;
JAGDALE, 2021). A cultura do trigo tem sido importante alternativa no sistema de
rotacdo e/ou sucessao de culturas em algumas regides de cultivo brasileiras, favorecendo
a cobertura do solo e incrementando os niveis de matéria organica, podendo inclusive ser
indicado para o manejo dos nematoides-das-galhas, como M. javanica (MORESCO,

2016), desde que as cultivares selecionadas sejam resistentes a esse fitopatogeno.

Para incrementar os sistemas de produ¢do e como uma estratégia de manejo de
nematoides, o ideal seria o uso de uma cultura resistente ao fitopatdgeno que, associada
a outras ferramentas de manejo, como o controle bioldgico, venha interferir na sua
multiplicagdo e infestagdo do solo, interrompendo seu ciclo de desenvolvimento
(COLAGIERO; ROSSO; CIANCIO, 2018; TEREFE; TEFERA; SAKHUJA, 2009).
Como os agentes microbianos de controle bioldgico de nematoides no Brasil sdo
registrados por alvo biologico e ndo por cultura (AGROFIT, 2021), a adogao em culturas
onde nao ha disponibilidade de cultivares resistentes ou nematicidas quimicos, tem

aumentado.

Por isso, o controle biologico torna-se importante ferramenta que pode ser
utilizada em associacdo ao controle cultural ou genético de nematoides (ABBAS et al.,
2019; GOPALAKRISHNAN et al., 2015). Dentro deste contexto, poucas informagdes
estdo disponiveis a respeito da interacao entre agentes microbianos de controle e a cultura
do trigo no manejo de M. javanica, uma das espécies do género Meloidogyne mais
comumente encontradas nos sistemas agricolas em todo o mundo, considerada um dos
principais problemas fitossanitarios de diversas culturas (DALLA CORTE et al., 2014;
KARURI et al., 2017).

Neste trabalho testou-se a hipotese de que a aplicagdo de pelo menos um
bionematicida via tratamento de sementes de trigo reduz a densidade populacional de M.
Jjavanica, considerando-se os diferentes mecanismos de ag¢do e as eficiéncias dos
microrganismos em suprimir a popula¢do de M. javanica. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficiéncia de diferentes nematicidas microbioldgicos comerciais

aplicados via tratamento de sementes em cultivar de trigo suscetivel para controle de M.

Claudia Fernanda Carraro Lemes 45



Jjavanica, em condi¢des de casa de vegetacdo. Para isso, verificou-se a penetracdo de
juvenis de M. javanica em raizes de plantas tratadas e ndo tratadas com os nematicidas

microbioldgicos, além do fator de reprodugdo do nematoide nos diferentes tratamentos.

4.3 Material e Métodos

O genotipo de trigo IPR Catuara foi selecionado devido a sua suscetibilidade a M.
Jjavanica e a sua representatividade no mercado de sementes de genétipos de trigo. Os
nematicidas microbioldgicos utilizados no tratamento de sementes de trigo [PR Catuara

e suas respectivas doses estao citados no Quadro 1.

Quadro 1 — Nematicidas microbioldgicos aplicados ao tratamento de sementes (TS) de
trigo IPR Catuara. Londrina, 2020

Dose comercial (p.c.) | Volume utilizado
Principio ativo Concentracgao Nome comercial . )
(118 Kg semente) (g semente)
Bacillus firmus linhagem 1-1582 4,8 x 10° UFC/mL? Votivo Prime® 50 mL 0,5 ul
B. subtilis 1,0 x 10" UFC/g
linhagem FMCHO002(DSM32155) + o
Presence® 150 g 1,5mg

B. licheniformis 1,0 x 10" UFC/g
linhagem FMCHO001(DSM32154)
B. subtilis linhagem UFPEDA 764 3 x 10° UFC/mL Rizos® 2 mL 2 ul
Pochonia chlamydosporia cepa Pc 10 5,2x 107 UFC/g Rizotec® 250 g 2,11 mg
Purpureocillium lilacinum /\

7,5x10° UFC/g Nemat® 50 g 0,5 mg
Isolado UEL PAE 10
Trichoderma harzianum _

1x 10'°UFC/g Ecotrich® 250 g 2,1 mg
Isolado IBLF006

Fonte: Dados do autor, de acordo com as formulagdes indicadas pelos fabricantes dos produtos.

"Dose comercial (p.c.) com base no peso de sementes de trigo cultivar IPR Catuara por ha (118 Kg/ha).
2Volume utilizado nos experimentos por grama de semente (g semente).

3UFC: Unidade Formadora de Col6nia (niimero de células bacterianas ou fingicas viaveis, por mL ou g).

Esta pesquisa foi explicativa experimental, do tipo associacdo com interferéncia,
com abordagem quantitativa. Foram avaliados seis nematicidas microbiologicos
utilizados via tratamento de sementes de trigo cultivar IPR Catuara. Para verificacdo da
penetragdo de juvenis de M. javanica no sistema radicular do trigo, foram avaliados sete

tratamentos (seis nematicidas microbiologicos e uma testemunha, sem nematicida, mas
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com inocula¢do do nematoide), enquanto para verificacdo da multiplicagdo do nematoide,
oito tratamentos (seis nematicidas microbioldgicos, uma testemunha sem nematicida e
com inoculagdao do nematoide e uma testemunha sem nematicida e sem nematoide). O
delineamento experimental foi completamente casualizado, com seis ou sete repetigoes,
respectivamente para os testes de penetra¢dao e multiplicagdo do nematoide. As unidades
experimentais foram os vasos de plastico com capacidade para 500 mL, contendo uma
planta de trigo, para os testes de penetragdo do nematoide. Para avaliacdo da multiplicagao
do nematoide, as unidades experimentais foram os vasos de isopor com capacidade para

945 mL, contendo uma planta de trigo.

A pesquisa foi desenvolvida no municipio de Londrina, Parana, em casa de
vegetacado do Laboratorio de Nematologia do Instituto de Desenvolvimento Rural do
Parana (IDR-PR) (23° 21’ 20 S, 51° 09’ 58,2” W, altitude de 610 m), durante os meses
de maio a agosto de 2020.

O indculo de M. javanica foi obtido a partir de populacao pura multiplicada em
plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) cv. Santa Clara, mantidas em casa de
vegetacao em temperatura média de 30 °C. Aos sessenta dias apds a inoculacao (DAI) das
plantas de tomateiro, os nematoides foram extraidos dos sistemas radiculares pelo método
de Boneti ¢ Ferraz (1981). As raizes parasitadas foram cortadas em pedacos de
aproximadamente 2,0 cm e trituradas em liquidificador com solugdo de hipoclorito de
sodio a 0,5% durante 30 segundos obtendo-se uma suspensao. Esta suspensao foi vertida
sobre conjunto de peneiras sobrepostas de, respectivamente, 230 e 500 Mesh, lavada com
jatos de dgua corrente para retirada do hipoclorito de soédio e recolhida em béquer. O

inoculo foi quantificado em microscopio de luz com auxilio de cdmara de Peters.

As sementes de trigo tratadas previamente com os nematicidas microbiologicos
(Quadro 1) e as sementes correspondentes aos tratamentos controle foram semeadas em
vasos de isopor contendo uma mistura de areia e solo (3,5:0,5) previamente esterilizada
por calor seco (120 °C/ 5 horas). A adubacao inicial foi realizada acrescentando-se 3 g de
Osmocote® por vaso (15% N, 9% P,0s, 12% K»0, 1% Mg, 2,3% S, 0,05% Cu, 0,45% Fe,
0,06% Mn, 0,02% Mo).
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Cinco dias apés a semeadura, realizou-se a inoculacdo dos nematoides, pela
deposi¢do de 2 mL da suspensdo previamente calibrada, contendo 1000 ovos do
nematoide por mL (Pi: Populacdo inicial), totalizando 2000 ovos para cada unidade
experimental. A irrigagdo foi realizada diariamente, conforme as condic¢des climaticas e
exigéncias do estadio fenolodgico da cultura. A temperatura de cultivo das plantas foi de

21 a 28 °C. O experimento foi repetido para confirmacdo dos resultados.

Aos 10 DAI, as raizes das plantas correspondentes as seis repeticoes de cada
tratamento foram avaliadas, determinando-se a penetragao do nematoide nas raizes de
trigo para determinac¢ao do nimero de nematoides presentes no interior das raizes, apos
coloragao do sistema radicular. Com isso, foram submetidas ao processo de coloragao
em fucsina acida (BYRD; KIRPATRICK; BARKER, 1983), para posterior mensuracao
do nimero de individuos de M. javanica presentes no interior das raizes. Apds lavagem
em agua corrente, as raizes foram pesadas para posterior clarificacdo. Estas foram
submersas em béquer contendo solucao de hipoclorito de sodio 2,5% + agua (3:5, v:v),
durante 6 min. Para melhor clarificagdo, as raizes foram agitadas com auxilio de bastao
de vidro. Em seguida, sobre peneira de malha de nylon (500 mesh de abertura) evitando-
se a perda de pedacos radiculares, procedeu-se a lavagem em agua corrente para retirada
de quaisquer residuos de hipoclorito de sodio que pudessem interferir no processo de
coloragdo. Posteriormente, as raizes foram submersas em béquer com agua por 15 min,
com agitacdo esporadica. Dado o tempo, a agua do béquer foi descartada e as raizes
foram lavadas novamente em agua corrente, buscando-se remover completamente o
hipoclorito de sodio. Para a coloragdo, as raizes foram transferidas para um béquer
contendo a solugdo corante composta por 30 mL de dgua + 1 mL de fucsina 4cida e
levadas ao forno micro-ondas para fervura por 60 segundos. Apos a fervura, as raizes
permaneceram em repouso na solucdo corante por 5 min., sendo lavadas em seguida em
agua corrente e recobertas por glicerina acidificada. Apods conclusio da etapa de
coloragao, todo o sistema radicular das plantas de cada unidade experimental foi montado
em laminas de microscopia para contagem dos nematoides, por meio da visualizagdo em
microscopio de luz utilizando-se a objetiva de 10 X. Com isso, obteve-se o numero de

nematoides presentes no interior do sistema radicular em cada unidade experimental.
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A avaliagdo da multiplicagdo de M. javanica ocorreu aos 60 ou aos 69 DAI,
respectivamente nos Experimento IX e X. Além da multiplicagdo do nematoide,
verificou-se o desenvolvimento das plantas por meio das varidveis massa fresca da parte
aérea (MFPA), que foi obtida separando-se esta estrutura do restante da planta para
pesagem imediata; a massa fresca das raizes (MFR), obtida lavando-se as raizes por
imersdo em agua para retirada do substrato aderido e secagem destas em papel absorvente,
para pesagem imediata; e a massa seca da parte aéra (MSPA), obtida por meio da pesagem
da parte aérea das plantas apds sua secagem em estufa de ar for¢ado a 45 °C até a obtencgao

de peso constante.

Para avalia¢ao da multiplicagdo de M. javanica nas raizes do trigo, empregou-se
as variaveis fator de reprodugdo (FR) e niimero de nematoides por grama de raiz
(Nema/g), calculadas apos a extragao dos nematoides das raizes (populagdo final = Pf)
pela metodologia de Boneti e Ferraz (1981). O FR foi calculado de acordo com a equagao

1 e Nema/g foi calculado de acordo com a equagao 2.

Os valores correspondentes a penetragdo do nematoide, sendo o numero de
nematoides presentes no interior das raizes do trigo, além dos dados das variaveis de
desenvolvimento das plantas (MFPA, MSPA e MFR) e da multiplicacdo do nematoide
(FR e Nema/g) foram submetidos ao teste de Shapiro Wilk (p=0,05) para verificacao da
normalidade dos residuos. As varidveis FR e Nema/g foram transformados usando-se o
método de transformagdo logaritmica (log (FR); log (Nema/g). As médias de todas as
variaveis analisadas foram comparadas pelo teste de Tukey (p=0,05). Para todas as
analises utilizou-se o pacote Agricolae (MENDIBURU, 2015) do programa estatistico R
2.15.2 (R CORE TEAM, 2018).
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4.4 Resultados

4.4.1 Penetracio de juvenis de M. javanica nas raizes do trigo IPR Catuara

Em ambos os experimentos, a quantidade de nematoides presentes no interior das
raizes de trigo na testemunha inoculada, sem nematicida microbioldgico, foi maior em
relagdo a quantidade observada nas raizes das plantas tratadas com nematicidas
microbiologicos exceto no tratamento com B. firmus, cujos valores nao diferenciaram da

testemunha (Tabela 4).

Tabela 4 — Penetracdo de Meloidogyne javanica nas raizes de trigo IPR Catuara
mensurada por meio do numero de nematoides presentes no interior das raizes apods
coloracao do sistema radicular com fucsina acida. Londrina, 2020

Numero de nematoides nas raizes

Principio ativo

Experimento VII Experimento VIII
Testemunha inoculada 400 a 429 a
Bacillus firmus 281 ab 241 ab
B. subtilis + B. licheniformis 244 b 220b
B. subtilis 232b 212b
Pochonia chlamydosporia 213 b 197 b
Purpureocillium lilacinum 200 b 189 b
Trichoderma harzianum 144 b 163 b

Fonte: Dados do autor
Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.4.2 Multiplicacio de M. javanica em trigo IPR Catuara sob diferentes

tratamentos microbiologicos

A multiplicagdo de M. javanica na testemunha inoculada foi adequada em ambos
os experimentos, confirmando a viabilidade do in6culo e as boas condi¢cdes ambientais
durante o periodo experimental (Tabela 5). Em relagdo aos nematicidas microbiologicos,
houve diferenca significativa entre os tratamentos em ambos os experimentos (Tabela 5).
Os tratamentos que apresentaram maior supressdo populacional de M. javanica foram
aqueles a base de 7. harzianum, no Experimento IX e B. subtilis + B. licheniformis e T.
harzianum, no Experimento X, de acordo com os valores significativamente menores de

FR e Nema/g (Tabela 5). Os tratamentos a base de P. chlamydosporia, B. firmus e P.
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lilacinum ndo diferiram significativamente da testemunha inoculada (Tabela 5). Os
demais tratamentos apresentaram valores intermediarios de FR (Tabela 5). Os valores de
Nema/g corroboram, de maneira geral, os resultados obtidos para a variavel FR no
Experimento IX, mas no Experimento X, ndo foram observadas diferengas significativas

entre os tratamentos para essa variavel (Tabela 5).

Tabela 5 — Multiplicacdo de Meloidogyne javanica nas raizes do trigo IPR Catuara
mensurada por meio do Fator de reprodu¢do (FR) e do niimero de nematoides por grama
de raiz (Nema/g), sob diferentes tratamentos com nematicidas microbiologicos. Londrina,

2020

Experimento IX

Experimento X

Principio ativo FR Nema/g FR Nema/g
Testemunha inoculada 17,19 a 5929 a 14,15a 1463 a
Bacillus firmus 14,87 a 9511 a 16,00 a 1802 a
B. subtilis + B. licheniformis 3,88b 3048 ab 3,46 b 1233 a
B. subtilis 6,90 b 3120 ab 7,16 ab 1020 a
Pochonia chlamydosporia 19,08 a 3189 a 13,28 a 1709 a
Purpureocillium lilacinum 13,42 a 6557 a 11,29 ab 1448 a
Trichoderma harzianum I,11c¢ 794 b 1,90 b 1042 a

Fonte: Dados do autor
Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

No Experimento [X, o tratamento a base de 7. harzianum proporcionou melhor
desenvolvimento das plantas, com os valores significativamente maiores de MFPA,
MSPA e MFR (Tabela 6). Por outro lado, os tratamentos a base de P. lilacinum e B. firmus
prejudicaram o desenvolvimento das plantas, pois os valores obtidos foram
significativamente menores de MFPA e MFR; considerando-se a variavel MSPA, apenas
P. lilacinum apresentou menor efeito sobre o desenvolvimento deste atributo (Tabela 6).
Os demais tratamentos corresponderam aos valores intermediarios de MFPA, MSPA e
MFR. J4 no Experimento X, ndo foram observadas diferengas significativas entre os

tratamentos para nenhuma das varidveis de desenvolvimento das plantas analisadas.
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Tabela 6 — Massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA) e
massa fresca de raiz (MFR) de trigo IPR Catuara sob diferentes tratamentos com
nematicidas microbioldgicos e inoculado com Meloidogyne javanica. Londrina, 2020

Experimento IX Experimento X

Principio ativo (MFPA) (MSPA) (MFR) (MFPA) (MSPA) (MFR)

(4] (4] (4] (4] (4] (4]

Testemunha inoculada 12,28 ab 3,21 ab 11,97 ab 51,78 a 10,20 a 20,96 a
Testemunha absoluta 15,71 ab 3,86 ab 14,41 ab 49,64 a 11,94 a 21,68 a
B. firmus 5,14b 2,21 ab 6,22 b 4485a 9,65 a 18,54 a
B. subtilis + B. licheniformis 11,86 ab 2,78 ab 10,98 ab 4321 a 9,40 a 18,92 a
B. subtilis 11,08 ab 1,86 ab 9,58b 41,85a 9,39a 20,39 a
Pochonia chlamydosporia 14,71 ab 3,57 ab 12,74 ab 40,07 a 8,92 a 18.45a
Purpureocillium lilacinum 6,07 b 0,93 b 6,93 b 39,50 a 8,58 a 17,42 a
Trichoderma harzianum 2271 a 428 a 20,09 a 45,21 a 10,44 a 23,78 a

Fonte: Dados do autor
Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.5 Discussao

O tratamento de sementes com os diferentes nematicidas microbioldgicos
avaliados reduziu a penetragdao de juvenis nas raizes das plantas de trigo. Entretanto, o
tratamento a base de B. firmus ndo se diferenciou significativamente da testemunha
inoculada, indicando menor eficiéncia deste tratamento na reducao da penetracao dos J2
de M. javanica. De maneira geral, o mecanismo principal pelo qual as espécies de Bacillus
atuam no controle de nematoides ¢ a protecdo do sistema radicular contra a penetragao
dos J2 dos nematoides do género Meloidogyne (VLAMAKIS et al., 2013). Este efeito foi
comprovado quando da utilizagdo de B. subtilis isolado ou em mistura com B.
licheniformis, neste trabalho. A menor eficiéncia demonstrada por B. firmus, em relagido
as outras espécies de Bacillus avaliadas, talvez possa ser explicada por alguma
incompatibilidade desta espécie com as raizes do trigo, ja que o exsudato da planta
hospedeira pode interferir na colonizagdo desse grupo de bactérias (HASHEM;
TABASSUM; ABD ALLAH, 2019). Os tratamentos com agentes fiingicos apresentaram
menores taxas de penetracdo do nematoide, provavelmente devido ao parasitismo direto
dos seus ovos. Como o in6culo foi composto em grande parte de ovos, provavelmente
houve esse efeito de parasitismo de ovos, inviabilizando-os e impedindo que os juvenis

eclodissem e penetrassem o sistema radicular das plantas.
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Ja& em relacdo a multiplicagdo de M. javamica, nem todos os nematicidas
microbioldgicos utilizados foram eficientes em reduzir o FR do nematoide. Dessa forma,
o tratamento a base de 7. harzianum proporcionou maior redu¢do do FR em ambos os
experimentos (93,54% e 86,57%, respectivamente nos Experimentos IX e X). Embora a
formulagdo comercial de 7. harzianum utilizada ndo seja destinada a supressdo
populacional de nematoides, mas sim para o controle de fungo do solo (AGROFIT, 2021),
sua atividade antagonica ficou evidente em M. javanica, quando utilizado via tratamento
de sementes de trigo IPR Catuara. Supressao populacional de P. brachyurus em raizes de
soja, em condi¢des de casa de vegetacdo e de campo, foi observada por Dias-Arieira et
al. (2018) apds o tratamento de sementes com produto comercial formulado com 7.
harzianum, o mesmo isolado estudado neste trabalho. Isso sugere que o fungo agente de

biocontrole apresenta resultados positivos na supressdao populacional de nematoides.

Fungos do género Trichoderma atuam como agentes de biocontrole sobre os
nematoides-das-galhas, M. javanica e M. incognita, sobre o nematoide-das-lesdes-
radiculares, P. brachyurus, e sobre o nematoide-do-cisto-da-batata, Globodera pallida
(Behrens & Stone) (KIRIGA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2021; PEIRIS et al., 2020;
CONTINA; DANDURAND; KNUDSEN, 2017). O género Trichoderma ¢ reconhecido
por sua agdo antagonica sobre fungos, por meio do micoparasitismo, atuando também por
meio da competicdo por espaco e nutrientes ¢ antibiose pela producdo de enzimas e
metabdlitos secundarios, sendo que a influéncia destes mecanismos ja ¢ reconhecida na
supressao populacional de nematoides (GOMES et al., 2015; KIRIGA et al., 2018;
SILVA et al., 2019). A producao de enzimas e metabolitos secundarios por fungos do
género Trichoderma causa degradag¢do da parede celular dos nematoides e induzem a
resisténcia em plantas por meio de moléculas eliciadoras (GOMES et al., 2015; KIRIGA
et al., 2018; SILVA et al., 2019).

Estudos mostram que a colonizagdo de raizes de plantas por Trichoderma spp.
reduz a infeccdo de fitonematoides nas plantas, como M. javanica, suprimindo sua
reproducdo e diminuindo os danos causados pelo seu parasitismo, na cultura do tomateiro
(AL-HAZMI; TARIQJAVEED, 2016; YAN et al., 2021), abacaxizeiro (KIRIGA et al.,
2018), grao-de-bico (Cicer arietinum L.) (SINGH et al., 2020). A acdo antagonista de
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espécies de fungos do género Trichoderma sobre M. incognita na cultura do tomateiro
também ¢ conhecida (KHAN et al.,, 2020, MARTINEZ-MEDINA et al., 2017;
POCURULL et al., 2020), e ainda, sobre P. brachyurus em soja (MIAMOTO et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2019). O desempenho de fungos pertencentes ao género Trichoderma
no controle do nematoide-das-galhas pode superar os resultados obtidos por meio da
aplicacdo de nematicidas quimicos e/ou compostos organicos (SINGH et al., 2020). As
proteinas envolvidas no comportamento parasitario das espécies do género Trichoderma
estdo sendo estudadas, como a producdo da proteina G, influenciando no antagonismo

sobre fitonematoides (SHARON et al., 2007; ZEILINGER et al. 2005).

Reducao da multiplicagao de M. javanica também foi observada nos tratamentos
a base de B. subtilis, utilizado de forma isolada, ou em consorcia¢ao entre B. subtilis + B.
licheniformis. Além da provavel interagdo entre os microrganismos € os exsudatos
radiculares das plantas de trigo que pode ter dificultado a localizagdo das raizes pelos
nematoides, também pode ocorrer a indugado de resisténcia sistémica, por meio do contato
direto destes microrganismos com os tecidos radiculares, ativando rotas metabolicas de
resisténcia a doengas (BACH et al., 2016; MACHADO; KANEKO; PINTO, 2016, p.
287-312; MHATRE et al., 2019; RAMAMOORTHY et al., 2001). Resultados
semelhantes foram encontrados por Colagiero, Rosso e Ciancio (2018), que relataram que
bactérias do género Bacillus suprimiram a populacdo de M. incognita em plantulas de

tomateiro.

A bactéria B. subtilis, cuja formulacdo comercial tem como um dos organismos-
alvo M. javanica, ¢ um importante agente de biocontrole potencialmente ativo para
controlar a multiplicacdo do nematoide. O contato desta bactéria com o fitopatogeno in
vitro ¢ capaz de inibir sua sobrevivéncia (DAS; WADUD; KHOKON, 2021). Ainda, B.
subtilis promoveu o controle de outras espécies do género Meloidogyne em trés ciclos de
producdo de genétipos de cana-de-actcar suscetiveis, superando até mesmo a
performance de moléculas quimicas ja efetivas para o controle dos nematoides

(MAZZUCHELLI; MAZZUCHELLI; ARAUJO, 2020).
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Neste sentido, o contato entre a bactéria com a raiz da planta hospedeira pode
modificar a produ¢do dos exsudatos radiculares, interferindo na orientacdo do nematoide
em direc¢do a raiz, reduzindo sua penetracdo nos tecidos (ABBAS et al., 2019; ABBASI
et al., 2014). O nematoide, por sua vez, passa a desperdicar suas reservas energéticas,
culminando na sua morte (ARAUJO; SILVA; ARAUJO, 2002). Espécies de bactérias do
género Bacillus também podem produzir os lipopeptideos surfactinas, iturinas e
fengicinas, ja estudados quanto a sua atividade antagdnica para uma ampla gama de

fitopatogenos (ONGENA; JACQUES, 2007).

O desempenho da bactéria B. subtilis na supressao populacional de M. javanica
neste trabalho pode ser devido, inclusive, a formagao de biofilme, que ¢ desencadeada
pela proteina regulatéoria GItB identificada nesta espécie (ABBAS et al., 2019; ZHOU et
al., 2016). Biofilme ¢ uma conglomeragdo de microrganismos que funciona como uma
barreira protetora entre suas células e a rizosfera da planta hospedeira (ZAIN et al., 2016).
A presenga do biofilme nas raizes das plantas visa sua prote¢ao contra fitopatdogenos, que
ocorre devido a secrecdo de compostos antimicrobianos e pelo reconhecimento da planta
em resposta a bactéria (VLAMAKIS et al., 2013). B. subtilis tem servido, inclusive, como
um organismo modelo para estudar os mecanismos moleculares de formacao de biofilme
(VLAMAKIS et al., 2013). Assim como B. subtilis, B. licheniformis também ¢ uma
bactéria com habilidade para formar biofilme e produzir metabodlitos que atuam na
supressao de M. javanica, motivo pelo qual ambos os microrganismos sao utilizados na

forma de consorciagdo (ZAIN et al., 2016).

Neste trabalho, os resultados obtidos pela aplicagdo de B. firmus na supressao
populacional de M. javanica contrapde-se aos resultados obtidos quando da utilizagdo de
B. subtilis e B. subtilis + B. licheniformis, ja nos estdgios iniciais de parasitismo do
nematoide. Corroborando com os resultados apresentados neste trabalho, a formulagao
de B. firmus usada em campos de trigo infestados com Pratylenchus spp. e Heterodera
avenae (Woll.) nos Estados de Oregon e Washington, foi ineficiente para controlar
nematoides nos campos de trigo (SMILEY et al., 2012). Em trabalhos anteriores, efeito
inibitorio sobre a eclosdo e mobilidade de juvenis de M. incognita infectando plantas de

tomateiro foi exercido por isolados de B. firmus (TEREFE; TEFERA; SAKHUJA, 2009).
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Tal efeito pode ser atribuido a substincias nematicidas e/ou nematostaticas presentes nos
produtos formulados com esta bactéria ou secretados por ela quando em contato com as
raizes de determinadas plantas (SMILEY et al., 2012). Embora B. firmus seja conhecido
por sua rapida colonizag@o da rizosfera de raizes em desenvolvimento, competindo com
os nematoides por exsudatos radiculares, reduzindo a atra¢do de juvenis infecciosos para
as raizes (SMILEY et al., 2012), esta bactéria ndo demonstrou interagdo positiva com as

raizes das plantas de trigo, nas condicdes de casa de vegetacdo aqui testadas.

Os agentes de biocontrole do género Bacillus podem, ainda, induzir o mecanismo
de resisténcia sistémica por meio do contato direto destes microrganismos com os tecidos
radiculares das plantas, inclusive pela competicao por substratos (BACH et al., 2016;
MACHADO; KANEKO; PINTO, 2016, p. 287-312; MHATRE et al, 2019;
RAMAMOORTHY et al., 2001).

Neste trabalho também foi avaliada a atividade dos fungos P. chlamydosporia e
P. lilacinum, aplicados em formulagdo comercial, sobre a supressao de M. javanica
infectando as raizes do trigo. Embora a formulagdo comercial a base destes principios
ativos tenha como alvo a espécie de nematoide M. javanica, ndo foi observada agdo
supressiva de ambos 0s microrganismos sobre a populagdo do nematoide, quando
associados a cultura do trigo, de acordo com os resultados aqui obtidos. A performance
de P. lilacinum ja foi comprovada controlando a multiplicacdo de M. incognita em plantas
de tomateiro e quiabeiro, aumentando, inclusive, a produtividade de ambas as culturas
(KEPENEKCT et al., 2018; MUKHTAR; HUSSAIN; KAYANI, 2013). Isolados de P.
chlamydosporia, quando em contato com plantas de tomateiro e alface, demonstraram
acio antagonista sobre M. javanica (DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2012; PODESTA
et al., 2016).

Apesar da reconhecida capacidade parasitaria de P. lilacinum e P. chlamydosporia
sobre ovos de nematoides e seu sucesso como bons competidores na rizosfera, estes
fungos apresentam variabilidade sobre o biocontrole e estabelecimento no solo
(MUKHTAR; HUSSAIN; KAYANI, 2013). Isso revela que estas caracteristicas como

agentes de biocontrole sdo expressas quando os fungos encontram compatibilidade com
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determinados microbiomas (MUKHTAR; HUSSAIN; KAYANI, 2013; RODRIGUEZ-
KABANA et al., 1984).

Quando as plantas de trigo tratadas com os diferentes nematicidas microbiologicos
foram avaliadas pelo seu desenvolvimento, verificou-se que apenas 7. harzianum
proporcionou melhor desenvolvimento das plantas no Experimento IX, efeito que ndo se
repetiu no Experimento X. Ao contréario, P. lilacinum e B. firmus causaram efeito
negativo, especialmente considerando-se as varidveis MFPA e MFR. Isso demonstra que
nem todas as bactérias consideradas eficientes no controle dos nematoides-das-galhas
serdo também eficientes na promocgao do crescimento de plantas, mesmo que possuam a
caracteristica de promocgao de crescimento. Esse fato ¢ fundamentado pela capacidade de
biocontrole e de promogao de crescimento ser derivada de dois conjuntos independentes
de caracteres, que podem estar presentes, juntos, eventualmente em algum clone ou

linhagem especifica (COLAGIERO; ROSSO; CIANCIO, 2018).

Espécies do género Trichoderma, como T. harzianum, podem incrementar o
desenvolvimento de algumas espécies vegetais, como o abacaxizeiro (4Ananas comosus
(L.) Merril), a soja, o tomateiro, além de aumentar o rendimento de graos, como na cultura
do grao-de-bico (Cicer arietinum L.), aumentando também sua nodulagdao (KIRIGA et
al., 2018; OLIVEIRA et al., 2021; SINGH et al., 2020; YAN et al., 2021). Estas
informagdes validam os resultados aqui encontrados, tendo em vista a performance do
produto comercial formulado a partir de 7. harzianum inibindo a multiplicacdo de M.

Jjavanica e interferindo positivamente no desenvolvimento das plantas de trigo.

Estudos com microrganismos visando o controle populacional de nematoides,
especificamente M. javanica, tornam-se cada vez mais frequentes, com vistas a
descoberta da capacidade supressora de diferentes espécies com atividade antagdnica que
possam ser utilizadas no controle biologico destes fitopatogenos (COLAGIERO;
ROSSO; CIANCIO, 2018; VLAMAKIS et al., 2013). Estes primeiros resultados sobre
diferentes principios ativos em associa¢do com as raizes das plantas de trigo IPR Catuara,
sob condigdes de casa de vegetacdo, podem fornecer resultados confidveis sobre a

aplicabilidade do contole bioldgico sobre M. javanica na cultura. Porém, estudos futuros
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com 0s mesmos principios ativos precisam ser conduzidos sob condi¢des de campo, para

confirmacao dos resultados.

4.6 Conclusoes

Neste trabalho os tratamentos que expressivamente suprimiram a populagao de M.
javanica foram aqueles a base de 7. harzianum e B. subtilis + B. licheniformis. T.

harzianum também incrementou o desenvolvimento das plantas.

Estes primeiros resultados sobre a aplicacdo de diferentes principios ativos em
associagao com as raizes das plantas de trigo IPR Catuara, sob condi¢des de casa de
vegetacao, podem fornecer resultados confidveis com relacao a sua aplicabilidade para o
controle de M. javanica na cultura. Porém, estudos futuros com os mesmos principios
ativos precisam ser conduzidos sob condi¢des de campo, para confirmagdo dos
resultados. E ainda, s3o necessarios estudos para compreender os mecanismos de
interacao entre os agentes de biocontrole com os exsudatos das raizes das plantas de trigo,

que pode ou nao desencadear a eficiéncia do controle biologico de M. javanica.
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5 CAPITULO III

Ac¢d0 de nematicidas microbioldgicos no controle de Meloidogyne javanica em sistema

de sucessao trigo-soja

5.1 Resumo

A rotacdo/sucessdo de culturas no sistema de plantio direto com o trigo visa melhorar as
caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas do solo, melhorando a produtividade da cultura
sucessora, como a soja. Ela também auxilia no controle de pragas, como Meloidogyne javanica,
que causa danos e perdas em diversas culturas. O controle cultural associado ao controle biolégico
podem ser estratégias de manejo deste nematoide, porém, ainda sdo escassos os estudos
envolvendo os microrganismos, as plantas ¢ o nematoide. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
eficiéncia de dois nematicidas microbiologicos utilizados via tratamento de sementes de trigo e
de soja para controle de M. javanica. Os experimentos foram conduzidos em esquema fatorial
4x2 em delineamento completamente casualizado com cinco repeti¢cdes. Os tratamentos foram
Bacillus firmus e Pochonia chlamydosporia aplicados em tratamento de sementes de genotipo de
trigo e de soja e as testemunhas sem tratamento de sementes, com e sem inoculagdo do nematoide.
As unidades experimentais foram vasos de plastico contendo cinco plantas de trigo ou de soja.
Sete dias apds a semeadura do trigo depositou-se 2000 ovos do nematoide em cada vaso. Semeou-
se a soja em sucessdo ao trigo e aos 76 e 80 dias apds a semeadura avaliou-se a multiplica¢ao do
nematoide na soja. O desenvolvimento da soja também foi avaliado. O melhor resultado quanto
a supressdo populacional de M. javanica foi observado quando ambas as culturas receberam
tratamento a base de P. chlamydosporia, o que proporcionou também o desenvolvimento do
sistema radicular da soja. Pode-se confirmar a efetividade do controle bioldgico sobre M. javanica
no sistema de sucessao trigo-soja.

Palavras-chave: 1. Agentes de biocontrole. 2. Controle bioldgico. 3. Microrganismos.
4. Nematoide-das-galhas. 5. Estratégias de manejo.

5.2 Introducio

A rotagdo e a sucessao de culturas sob o sistema de plantio direto com espécies de
cobertura como o trigo melhora as caracteristicas fisicas e quimicas do solo, além de

interferir positivamente no desenvolvimento e na produtividade da cultura cultivada em
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sucessdo, como a soja. As plantas de cobertura também ajudam a manter o equilibrio
nutricional do solo, aumentando a fertilidade e incrementando o contetido de matéria
organica. Isso ¢ devido a matéria seca formadas pelos restos culturais que antecedem a
cultura principal, aumentando as comunidades microbianas da rizosfera, que tendem a
melhorar as caracteristicas bioldgicas do solo, favorecendo o sistema de sucessdo trigo-
soja (WANG et al., 2020). Consequentemente, isso ajudard no controle de doengas e
pragas (FRANCHINI et al., 2007; LI et al., 2021; MOREIRA; MORAES; SCHROTH,
2019).

Dentre os principais patdogenos presentes nos sistemas agricolas destaca-se o
nematoide-das-galhas M. javanica, que devido a sua polifagia e facil disseminagao,
apresenta diversas limitagcdes para o manejo (DALLA CORTE et al., 2014; KARURI et
al., 2017). Uma das estratégias de manejo deste nematoide € o controle cultural associado
ao controle biologico, porém, ainda sdo escassos os estudos sobre a interacao entre os
microrganismos agentes de biocontrole, as plantas e o nematoide, o que necessita ser
melhor investigada (AL-HAZMI; TARIQJAVEED, 2016; MIAMOTO et al., 2016;
NIRO et al., 2016).

Com relagdo ao controle cultural utilizando-se genotipos de trigo, sdo poucas as
informagdes disponiveis sobre a reagdo de gendtipos de trigo a M. javanica, o que limita
0 seu uso no sistema de sucessdo trigo-soja visando o manejo desta espécie de nematoide.
Além do mais, existe grande variagdo entre os genodtipos estudados, sendo relatados
exemplos de resisténcia e suscetibilidade na literatura (BRIDA, 2012; IBRAHIM; REZK;
IBRAHIM, 1991; MORESCO, 2016; OLIVEIRA; MONTEIRO; FERRAZ, 1990). Neste
sentido, novos estudos precisam ser conduzidos incluindo o controle bioldgico visando a
supressao populacional de M. javanica, pois os agentes de biocontrole podem apresentar
variabilidade em sua eficiéncia quando associados a diferentes espécies de plantas
(ABBAS et al., 2019; DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2012; PODESTA et al., 2016).
Isso sugere que o mesmo microrganismo possa ter efeitos diferentes quando associado as
raizes de trigo e de soja em sistema de sucessdo. Neste trabalho testou-se a hipotese de
que a aplicagdo de agentes de biocontrole em formulagdes comerciais inibe a

multiplicagdo de M. javanica quando associados, pelo menos, a uma das duas espécies de
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plantas aqui testadas. Por isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de dois
nematicidas microbiologicos utilizados via tratamento de sementes de trigo e de soja para

controle de M. javanica, em condi¢des de casa de vegetacao.

5.3 Material e Métodos

O genoétipo de trigo IPR Catuara e o gendtipo de soja BMX Bonus foram
selecionados devido a sua suscetibilidade a M. javanica. Os nematicidas microbiologicos
a base de Bacillus firmus e Pochonia chlamydosporia foram selecionados para o trabalho
devido ao baixo controle do nematoide na cultura do trigo, conforme Resultados do
Capitulo II, deste trabalho. Por isso tornou-se necessario verificar a eficiéncia de controle
destes bionematicidas sobre M. javanica, na soja em sucessao ao trigo. As doses dos

bionematicidas utilizados estdo relacionadas na Tabela 7.

Tabela 7 — Nematicidas microbiologicos utilizados via tratamento de sementes de trigo
IPR Catuara e de soja BMX Bonus

Principio ativo Nome comercial Dose comercial Volume utilizado
Dosagens utilizadas em trigo
Bacillus firmus linhagem 1-1582  Votivo Prime® 50 mL/100 Kg sementes 0,5 ul/g semente
Pochonia chlamydosporia Rizotec® 250 g/118 Kg sementes' 2,11 mg/g semente
cepa Pc 10
Dosagens utilizadas em soja
Bacillus firmus linhagem 1-1582  Votivo Prime® 50 mL/100 Kg sementes 0,5 pl/g semente
i(;fihgfi% chlamydosporia Rizotec® 250 g/60 Kg sementes? 23,26 mg/g semente

Fonte: Dados do autor, de acordo com as formulagdes indicadas pelos fabricantes dos produtos.

'Dose do produto recomendada pelo fabricante para aplicagdo em sulco de semeadura, convertida para
aplicagdo em tratamento de sementes com base no peso de sementes de trigo por ha (118 Kg/ha).

2Dose do produto recomendada pelo fabricante para aplicagio em sulco de semeadura, convertida para
aplicagdo em tratamento de sementes com base no peso de sementes de soja (60 Kg/ha).

A pesquisa foi explicativa experimental, do tipo associacdo com interferéncia,
com abordagem quantitativa. A pesquisa foi explicativa experimental, do tipo associacdo
com interferéncia, com abordagem quantitativa. Foram avaliados dois nematicidas

microbiologicos utilizados via tratamento de sementes de trigo e de soja.

Para verificacdo da multiplicagdo do nematoide nas raizes das plantas de soja, os

tratamentos foram avaliados em esquema fatorial 4x2 (sementes de trigo e soja tratadas
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ou ndo com dois nematicidas microbioldgicos, B. firmus e P. chlamydosporia). Quatro
esquematizagdes foram estabelecidas para o cultivo da soja nos mesmos vasos de cultivo
do trigo (em sucessdo ao trigo) obedecendo a cobinagdo de aplicagdo dos nematicidas
microbioldgicos para o tratamento de ambas as culturas: 1) trigo sem nematicida, sem
nematoide - soja sem nematicida, sem nematoide (testemunha absoluta); 2) trigo sem
nematicida, com nematoide — soja sem nematicida, com nematoide (testemunha
inoculada), soja com B. firmus, com nematoide, soja com P. chlamydosporia, com
nematoide; 3) trigo com B. firmus, com nematoide - soja sem nematicida, com nematoide,
soja com B. firmus, com nematoide; 4) trigo com P. chlamydosporia, com nematoide —
soja sem nematicida, com nematoide, soja com P. chlamydosporia, com nematoide. Para
complementar a descri¢ao dos tratamentos, o Quadro 2 estd representado a distribuigao
de ambas as culturas, trigo e soja, tratadas ou nao com nematicidas microbioldgicos, para
implantacdo dos experimentos. O delineamento experimental foi completamente
casualizado, com cinco repeti¢des. As unidades experimentais foram os vasos de plastico

com capacidade para 3 L contendo cinco sementes de trigo ou cinco sementes de soja.

Quadro 2 — Esquematizagdes estabelecidas para o cultivo da soja nos mesmos vasos de
cultivo do trigo (em sucessdo ao trigo), obedecendo a cobinag¢do de aplicacdo dos
nematicidas microbiologicos para o tratamento de ambas as culturas

Trigo Soja
1) Trigo sem nematicida, 1) Soja sem nematicida, sem nematoide
sem nematoide. (testemunha absoluta).
2) Soja sem nematicida, com nematoide
2) Trigo sem nematicida, (testemunha inoculada);
com nematoide. 2) Soja com B. firmus, com nematoide;
2) Soja com P. chlamydosporia, com nematoide.
3) Trigo com B. firmus, com 3) Soja sem nematicida, com nematoide;
nematoide. 3) Soja com B. firmus, com nematoide.
4) Trigo com P 4) Soja sem nematicida, com nematoide;
chlamydosporia, com . . .
: 4) Soja com P. chlamydosporia, com nematoide.
nematoide.

A pesquisa foi desenvolvida no municipio de Londrina, Parania, em casa de
vegetacdo do Laboratorio de Nematologia do Instituto de Desenvolvimento Rural do
Paranéd (IDR-PR) (23° 21° 20” S, 51° 09 58,2” W, altitude de 610 m), durante o ano de

2020. O cultivo do trigo ocorreu durante os meses de maio a setembro de 2020 e a soja
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foi cultivada durante os meses de setembro a dezembro de 2020, em ambos os

experimentos.

O inodculo de M. javanica foi obtido de populagdo pura, multiplicada em plantas
de tomateiro (Solanum lycopersicum) cv. Santa Clara mantidas em casa de vegetacdo em
temperatura média de 30 °C. Aos sessenta dias apds a inoculagdo das plantas de tomateiro,
os nematoides foram extraidos dos sistemas radiculares pelo método de Boneti e Ferraz
(1981). As raizes parasitadas foram cortadas em pedacos de aproximadamente 2,0 cm e
trituradas em liquidificador com solug@o de hipoclorito de sddio a 0,5% durante 30 seg,
obtendo-se uma suspensdo. Esta suspensao foi vertida sobre conjunto de peneiras
sobrepostas de, respectivamente, 230 e 500 Mesh, lavada com jatos de dgua corrente para
retirada do hipoclorito de sddio e recolhida em béquer. O indculo foi quantificado em

microscopio de luz com auxilio de camara de Peters.

Para conducao dos experimentos, as sementes de trigo, tratadas previamente com
os nematicidas biologicos (Tabela 7) e as sementes nao tratadas, foram semeadas em
vasos de plastico totalizando cinco sementes por vaso. Cada vaso continha uma mistura
de areia e solo (3,5:0,5) esterilizada por calor seco (120 °C/ 5 horas). A adubagdo inicial
foi realizada acrescentando-se 3 g de Osmocote® por vaso (15% N, 9% P»0s, 12% K0,

1% Mg, 2,3% S, 0,05% Cu, 0,45% Fe, 0,06% Mn, 0,02% Mo).

Sete dias apos a semeadura, 2 mL da suspensdo, previamente calibrada para 1000
ovos do nematoide (Pi: Populagdo inicial) por mL, foi depositada em cada unidade
experimental, totalizando 2000 ovos por unidade experimental. A irrigacdo foi realizada
diariamente conforme as condigdes climaticas e exigéncias do estadio fenolodgico da

cultura. A temperatura de cultivo das plantas de trigo foi de 21 a 28 °C.

O trigo foi cultivado até o periodo para sua colheita (Experimento XI: 103 DAI;
Experimento XII: 83 DAI). Apos a colheita das plantas de trigo, cinco sementes de soja,
tratadas e ndo tratadas com os nematicidas biologicos (Tabela 7) foram semeadas nos
mesmos vasos que continham as plantas de trigo, seguindo a combinagdo previamente

estabelecida (Quadro 2). As plantulas de soja ndo receberam inoculagdo adicional da
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suspensao contendo o indculo de M. javanica, mantendo-se a densidade populacional do
fitopatogeno ja existente na unidade experimental, por ocasido da inocula¢do nas
plantulas de trigo. A irrigacao foi realizada diariamente, conforme as condi¢des climaticas
e exigéncias do estadio fenologico da cultura. A temperatura de cultivo das plantas de

soja foi de 27 a 43 °C. O experimento foi repetido para confirmacao dos resultados.

A avaliagdo da multiplicacdo de M. javanica na soja ocorreu aos 76 dias apos a
semeadura (DAS), no Experimento XI, e aos 80 DAS, no Experimento XII. Para
avaliacao da multiplicagdo de M. javanica nas raizes da soja, empregou-se as variaveis
FR e Nema/g, de acordo com a metodologia de Boneti ¢ Ferraz (1981). Apds a pesagem
das raizes, estas foram submetidas ao processo de extracao para posterior quantificacao
dos nematoides (Pf), para assim obter-se os valores correspondentes as variaveis; o FR
foi calculado de acordo com a equagao 1 e Nema/g foi calculado de acordo com a equagao

2, descritas no Capitulo II deste tratalho.

Além da multiplicagdo do nematoide, verificou-se o desenvolvimento das plantas
de soja por meio das variaveis massa fresca da parte aérea (MFPA), que foi obtida
separando-se esta parte do restante da planta para pesagem imediata; massa fresca de
raizes (MFR), obtida no momento da retirada das plantas das unidades experimentais,
lavando-as por imersdo em agua para retirada do substrato aderido e secas em papel
absorvente, para pesagem imediata; e massa seca de parte aéra (MSPA), obtida por meio
da pesagem desta apos sua secagem em estufa de ar forcado a 45 °C até a obtengdo de

peso constante.

Em ambos os experimentos, os dados das varidveis correspondentes a
multiplicagdo de M. javanica (FR e Nema/g) foram submetidas ao teste de Shapiro Wilk
(p=0,05) para verificacio da normalidade dos residuos, prosseguindo-se com a
transformagdo dos dados pelo método de transformagdo logaritmica (log (FR); log
(Nema/g)), seguidos do teste de comparagdes multiplas (False Discovery Rates) (p=0,05)
por meio de matrizes de contrastes. Os dados das varidveis correspondentes ao
desenvolvimento da soja BMX Bonus (MFPA, MSPA e MFR) foram submetidas ao teste

de Shapiro Wilk (p=0,05) para verificagdo da normalidade dos residuos. Posteriormente

Claudia Fernanda Carraro Lemes 64



as médias foram comparadas pelo teste de compara¢des multiplas (False Discovery
Rates) (p=0,05) por meio de matrizes de contrastes. Em todas as andlises, utilizou-se o
pacote multcomp (BRETZ; HOTHORN; WESTFALL, 2011, p. 41-67) do programa
estatistico R 2.15.2 (R CORE TEAM, 2018).

5.4 Resultados

A multiplicagdo de M. javanica nas raizes de soja foi avaliada em dois ensaios
(Experimentos XI e XII, respectivamente) por meio das varidveis FR e Nema/g (Figuras
1 e 2). A testemunha inoculada (soja sem nematicida cultivada em vasos de trigo sem
nematicida, com nematoide) permitiu o aumento populacional do nematoide em ambos
os experimentos confirmando a viabilidade do inoculo e as adequadas condigdes

ambientais.

Com relacdo a varidvel FR, no Experimento XI (Figura 1A), os valores
significativamente maiores foram observados na testemunha inoculada com nematoide e
nas plantas de soja sem nematicida cultivadas na sequéncia de trigo com B. firmus; o
menor valor de FR foi observado no tratamento em que a soja tratada com B. firmus foi
cultivada na sequéncia de trigo sem tratamento com nematicida, enquanto os demais
tratamentos apresentaram valores intermediarios de FR. No Experimento XII (Figura 1B),
a testemunha inoculada diferenciou-se significativamente dos demais tratamentos, por
apresentar o maior valor de FR. Neste caso, o menor valor de FR foi observado no
tratamento em que a soja tratada com P. chlamydosporia foi cultivada na sequéncia de
trigo tratado com P. chlamydosporia, enquanto os demais tratamentos apresentaram

valores intermediarios de FR.
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Figura 1 — Fator de reprodugdo (FR) de Meloidogyne javanica nas raizes de soja dos
experimentos XI (A) e XII (B) tratadas e ndo tratadas com nematicidas microbioldgicos.

Londrina, 2020
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Fonte: Dados do autor
Nota: “Ambos” significa que o nematicida foi aplicado as sementes de trigo e de soja; “Soja”: refere-se ao

nematicida aplicado apenas nas sementes de soja; “Trigo”: refere-se ao nematicida aplicado apenas
nas sementes de trigo. “Testemunha”: sementes de soja e de trigo sem nematicida, com inoculag@o

de Meloidogyne javanica.

Observou-se por meio da varidvel Nema/g, no Experimento XI (Figura 2A), que
a testemunha inoculada e o tratamento em que as plantas de soja sem nematicida foram
cultivadas na sequéncia de trigo com B. firmus apresentaram os valores
significativamente maiores para essa variavel, assim como observado para FR. O menor
valor de Nema/g também foi observado no tratamento em que a soja com B. firmus foi
cultivada na sequéncia de trigo sem tratamento nematicida, corroborando os resultados
de FR; os demais tratamentos apresentaram valores intermedidrios de Nema/g. No
Experimento XII (Figura 2B), os resultados obtidos para Nema/g também corroboraram
aqueles de FR, ou seja, a testemunha inoculada diferenciou-se significativamente dos
demais tratamentos, por apresentar o maior valor, enquanto o menor valor foi observado
no tratamento em que a soja tratada com P. chlamydosporia foi cultivada na sequéncia de

trigo tratado com P. chlamydosporia; os demais tratamentos também apresentaram

valores intermediarios de Nema/g.

Claudia Fernanda Carraro Lemes 66



Figura 2 — Nuimero de nematoides por grama de raiz (Nema/g) nas plantas de soja nos
experimentos XI (A) e XII (B) tratadas e ndo tratadas com nematicidas microbioldgicos.

Londrina, 2020
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Fonte: Dados do autor
Nota: “Ambos” significa que o nematicida foi aplicado as sementes de trigo e de soja; “Soja”: refere-se ao

nematicida aplicado apenas nas sementes de soja; “Trigo”: refere-se ao nematicida aplicado
apenas nas sementes de trigo. “Testemunha”: sementes de soja e de trigo sem nematicida, com

inoculag@o de Meloidogyne javanica.

O desenvolvimento das plantas de soja, avaliado pelas variaveis MFPA e MSPA
(Figuras 3 e 4, respectivamente), em ambos os experimentos, evidenciou-se que nao
houve interferéncia dos tratamentos no crescimento da parte aérea das plantas, uma vez

que ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para essas

variaveis.
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Figura 3 — Massa fresca da parte aérea (MFPA) das plantas de soja nos experimentos XI
(A) e XII (B) tratadas e ndo tratadas com nematicidas microbioldgicos. Londrina, 2020
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Fonte: Dados do autor
Nota: “Ambos” significa que o nematicida foi aplicado as sementes de trigo e de soja; “Soja”: refere-se ao

nematicida aplicado apenas nas sementes de soja; “Trigo”: refere-se ao nematicida aplicado apenas
nas sementes de trigo. “Testemunha”: sementes de soja e de trigo sem nematicida, com inoculagdo
de Meloidogyne javanica. “TestA”: sementes de soja e de trigo sem nematicida, sem inoculagio

de M. javanica.

Claudia Fernanda Carraro Lemes

68



Figura 4 — Massa seca da parte aérea (MSPA) das plantas de soja nos experimentos XI
(A) e XII (B) tratadas e ndo tratadas com nematicidas microbiolégicos. Londrina, 2020
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Fonte: Dados do autor
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nematicida aplicado apenas nas sementes de soja; “Trigo”: refere-se ao nematicida aplicado apenas
nas sementes de trigo. “Testemunha”: sementes de soja e de trigo sem nematicida, com inoculag@o
de Meloidogyne javanica. “TestA”: sementes de soja e de trigo sem nematicida, sem inoculagio

de M. javanica.

Ja para a variavel MFR, apesar de nao ter sido evidenciada diferenca significativa
entre os tratamentos no Experimento XI (Figura 5A), no Experimento XII (Figura 5B)
verificou-se que o tratamento em que P. chlamydosporia foi utilizada tanto no trigo
quanto na soja proporcionou melhor desenvolvimento do sistema radicular, uma vez que
o valor de MFR neste tratamento foi significativamente maior que dos demais
tratamentos. B. firmus e P. chlamydosporia aplicados somente no trigo nao diferiu dos
demais tratamentos. Por outro lado, os tratamentos em soja que foi cultivada na sequéncia
de trigo, tratado ou ndo com B. firmus, ndo tratado com P. chlamydosporia e as duas

testemunhas (inoculada e absoluta) apresentaram os valores significativamente menores

de MFR.

Claudia Fernanda Carraro Lemes 69




Figura 5 — Massa fresca de raiz (MFR) das plantas de soja dos experimentos XI (A) e XII
(B) de sementes tratadas e ndo tratadas com nematicidas bioldgicos. Londrina, 2020
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Fonte: Dados do autor.
Nota: “Ambos” significa que o nematicida foi aplicado as sementes de trigo e de soja; “Soja”: refere-se ao

nematicida aplicado apenas nas sementes de soja; “Trigo”: refere-se ao nematicida aplicado apenas
nas sementes de trigo. “Testemunha”: sementes de soja e de trigo sem nematicida, com inoculag@o
de Meloidogyne javanica. “TestA”: sementes de soja e de trigo sem nematicida, sem inoculagio

de M. javanica.

5.5 Discussao

Neste trabalho verificou-se que a aplicacdo dos agentes de biocontrole no
tratamento de sementes de trigo e soja apresentou resultados variaveis na reducdo da
multiplicagdo de M. javanica, avaliada nas plantas de soja cultivadas em sucessdo ao
trigo. O melhor resultado quanto a reducao populacional de M. javanica foi observado no

tratamento em que ambas as culturas receberam o nematicida microbioldgico a base de

P. chlamydosporia.

Isolados de P. chlamydosporia podem variar em sua capacidade de colonizar a
rizosfera de plantas infectadas com nematoides e parasitar seus ovos, produzindo enzimas
como quitinases e proteases responsaveis pela degradacdo celular de ovos e juvenis
(ESCUDERO et al., 2016). A capacidade de colonizar a rizosfera de determinada planta
hospedeira para produzir clamidosporos e infectar ovos de nematoides, impedindo a
eclosdo de juvenis, também sdo pardmetros importantes que diferem isolados de P.
chlamydosporia (PODESTA et al., 2016). Por isso, este fungo é um dos agentes de

biocontrole mais estudados para a supressao populacional de nematoides fitoparasitas.

Claudia Fernanda Carraro Lemes 70



A performance de P. chlamydosporia tem sido explorada em associacdo com
outras substancias para otimizar a agdo do fungo sobre M. javanica, como a aplicagio de
P. chlamydosporia associada com quitosana, um polissacarideo encontrado no
exoesqueleto de crustaceos, que aumentou a infectividade e eficacia do fungo suprimindo
a populagdo do nematoide, em experimentos in vitro (ESCUDERO et al., 2016). Isso
porque este fungo helmintéfago parasita ovos de nematoides por meio de seus
apressorios, formados a partir de hifas indiferenciadas quando em contato com esses ovos.
As proteases e quitinases presentes nesta estrutura sao produzidas em maior quantidade

na presenca de quitosana (ESCUDERO et al., 2016).

Atendendo as informagdes apresentadas, pode-se considerar que a agdo de P.
chlamydosporia sobre M. javanica, quando em associagdo com as plantas de trigo, pode
ser potencializada por meio de um agente ou substancia adjuvante, melhorando sua acao
sobre o fitopatogeno. Além do mais, de acordo com os resultados aqui expostos, o fungo
ndo suprimiu a populacdo do nematoide quando apenas uma das culturas recebeu o
tratamento. Em tomateiros inoculados com M. javanica ou M. incognita, a aplicacao de
P. chlamydosporia, isolado ou em mistura com manipueira (50%), residuo organico
subproduto da mandioca (Manihot esculenta Crantz), proporcionou maior reducdo da
populacdo dos nematoides (CARVALHO, 2017). O efeito combinado de P.
chlamydosporia com a adigdo de matéria organica também foi relatado por Figueiredo
(2014), observando que a adigdo de materiais com maior teor de nitrogénio havia
estimulado a atividade do fungo sobre ovos de M. javanica em tomateiro, enquanto
materiais ricos em carbono exerceram efeito contrario. Tal conhecimento pode otimizar
a utilizacdo desse fungo para controle de nematoides em dareas infestadas, aliando
materiais que estimulam a fase parasitica do agente de controle bioldégico (FIGUEIREDO,
2014). Portanto, para esta estratégia de manejo do nematoide utilizando-se o sistema de
sucessdo trigo-soja vinculado ao controle bioloégico com P. chlamydosporia, deve-se
levar em considera¢do o tempo necessario para estabelecimento do fungo no solo, que
provavelmente potencializara sua habilidade parasitdria sobre os nematoides (DALLA

PASQUA et al., 2020; PODESTA et al., 2016).

Claudia Fernanda Carraro Lemes 71



Além da reducdo populacional de M. javanica, P. chlamydosporia proporcionou
melhor desenvolvimento do sistema radicular das plantas de soja que receberam o
nematicida em sucess@o ao trigo, que também recebeu o mesmo tratamento. Esse fungo
¢ caracterizado pelo seu habito endofitico no tecido vegetal, promovendo o crescimento

e desenvolvimento de plantas (ZAVALA-GONZALEZ et al., 2015).

Por outro lado, B. firmus ndo demonstrou a mesma eficiéncia na redugdo da
multiplicagdo de M. javanica nas plantas de trigo, tendo sido observado tal efeito quando
a bactéria foi utilizada somente na cultura da soja. Embora a formulagdo comercial
desenvolvida com B. firmus seja destinada ao controle de M. javanica, como um dos
fitopatdgenos alvo, a bactéria ndo demonstrou interagdo com as raizes das plantas de trigo

nas condigdes de casa de vegetacdo aqui avaliadas.

Em geral, as bactérias do género Bacillus ndo sao consideradas parasitas de
nematoides, mas apresentam multiplas formas de a¢do, que conferem elevada eficiéncia
e versatilidade de uso (HASHEM; TABASSUM; ABD ALLAH, 2019). Entre os
principais mecanismos de a¢ao destes organismos destacam-se a antibiose, a formacao de
biofilme na rizosfera das plantas, a competi¢do por sitios de penetragdo, a alteragdo da
rizosfera, a promogado de crescimento de plantas e a indugdo de resisténcia (HASHEM;
TABASSUM; ABD ALLAH, 2019). Dessa forma, sua acao primaria ¢ no rizoplano por
meio da sua colonizagdo e crescimento em associacdo as raizes, estimuladas pelos
exsudatos radiculares (HASHEM; TABASSUM; ABD ALLAH, 2019). Por isso, o
controle de nematoides por este mecanismo de agdo depende da eficiéncia da bactéria em
colonizar rapidamente as raizes, de forma que no processo de penetragdo, os nematoides
tenham que vencer as barreiras impostas pela bactéria (HASHEM; TABASSUM,;
ABD ALLAH, 2019). A transformac¢ao dos exsudatos radiculares pela acdo de espécies
de Bacillus pode causar desorientacdo do nematoide no solo, pelo ndo reconhecimento do
estimulo quimiotrépico da planta hospedeira, o que faz com que o nematoide continue
movimentando-se no solo at¢ morrer (JONES et al., 2013; KANCHISWAMY;
MALNOY; MAFFEI, 2015; LACERDA et al., 2017; YANG et al., 2016).
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Estes dados reforgam o conceito de que as caracteristicas do microrganismo como
agente de biocontrole sdo expressas quando ha compatibilidade deste com o microbioma
ao qual estd inserido (MUKHTAR; HUSSAIN; KAYANI, 2013; RODRIGUEZ-
KABANA et al., 1984). A compatibilidade entre a cepa do microrganismo, a espécie-alvo
do fitopatégeno e a planta hospedeira ¢ primordial para que se obtenha resultados
satisfatorios no controle bioldgico (AL-HAZMI; TARIQJAVEED, 2016). Desse modo,
pode-se recomendar a aplicagdo de B. firmus via tratamento de sementes de soja, visando
suprimir a populacdo de M. javanica, que ja € relatada na literatura como uma eficiente
ferramenta para reduzir as populacdes desse nematoide (CHINHEYA; YOBO; LAING,
2017).

Experimentos conduzidos em casa de vegetacdo mostraram efeito positivo no
controle de M. incognita em algoddao com a utilizacdo de B. firmus via tratamento de
sementes, especialmente aos 60 dias apos a inoculagao do nematoide. Houve reducao de
pelo menos 60% do FR em algodao cultivar FM966, tendo sido observado efeito também
na protecdo das raizes contra a penetragdo do nematoide (MACHADO et al., 2013;
MATTOS et al., 2015). Eficiéncia de controle semelhante foi relatada para M. incognita
em milho (OLIVEIRA et al., 2015) também para M. javanica em soja (CHINHEYA;
YOBO; LAING, 2017).

A rotagdo/sucessdo de culturas sob o sistema de plantio direto com espécies de
cobertura apropriadas ajuda a manter o equilibrio nutricional do solo, aumentando sua
fertilidade e incrementando o contetido de matéria organica (FRANCHINI et al., 2007,
MOREIRA; MORAES; SCHROTH, 2019). As plantas de cobertura incrementam as
caracteristicas fisicas e quimicas do solo, interferindo positivamente no desenvolvimento
e na produtividade das plantas da cultura sucessora, como a soja, devido a cobertura morta
e a matéria seca formadas pelos restos culturais que antecedem a cultura principal
(WANG et al., 2020). Além do mais, o sistema de sucessdo trigo-soja aumenta a
diversidade das comunidades microbianas da rizosfera podendo interferir positivamente
sobre o crescimento e o desenvolvimento da cultura principal (LI et al., 2021). Estas
caracteristicas, quando associadas ao correto uso dos microrganismos agente de

biocontrole, avaliados neste trabalho, poderdo auxiliar no controle de M. javanica. Por
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isso, os resultados apresentados neste trabalho irdo contribuir para a aplicagdo destas
estratégias de manejo de M. javanica na cultura da soja nos sistemas agricolas. Porém,
estudos futuros com os mesmos principios ativos precisam ser conduzidos sob condigdes
de campo, para confirmagao dos resultados. E ainda, estudos para compreender a relagao
entre os microrganismos agentes de biocontrole, o nematoide e a planta hospedeira torna-

se primordial para que se obtenha sucesso quanto ao controle deste fitopatogeno.

5.6 Conclusoes

O melhor tratamento que resultou na supressao populacional de M. javanica no
sistema de sucessdo trigo-soja foi observado quando as sementes de ambas as culturas
foram tratadas com P. chlamydosporia. Este microrganismo também proporcionou
melhor desenvolvimento do sistema radicular da cultura da soja. Com isso pode-se
confirmar a efetividade do controle biologico sobre M. javanica no sistema de sucessao

trigo-soja pelo fungo agente de biocontrole P. chlamydosporia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo testou-se a reagdo de genodtipos de trigo aos nematoides-das-galhas
(Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood e M. incognita (Kofoid e White) Chitwood), a
eficiéncia de diferentes nematicidas microbioldgicos comerciais aplicados no tratamento
de sementes em cultivar de trigo suscetivel para controle de M. javanica e finalmente, a
eficiéncia de dois nematicidas microbioldgicos utilizados no tratamento de sementes de

trigo e de soja para controle de M. javanica, no sistema de sucessao trigo-soja.

Quanto a reacao de genotipos de trigo aos nematoides do género Meloidogyne,
todos os genotipos foram submetidos a concentragdes intermediarias do inéculo. Isso
certifica maior confiabilidade nos resultados em relagdo a testes realizados apenas com

altas concentracdes do indculo.

Todos os gendtipos de trigo, exceto TBIO Sossego, apresentaram reagdo de
suscetibilidade a M. javanica. Por sua vez, quanto a reagdo a M. incognita todos os
gendtipos de trigo testados foram suscetiveis ao nematoide. Com estes resultados
demonstra-se a importancia dos testes de reacdo de genotipos de trigo aos nematoides
antes de seu cultivo no campo, conferindo conhecimento e seguranca aos produtores sobre
a importancia da selecdo de gendtipos para o manejo adequado dos nematoides-das-

galhas.

Os gendtipos testados nos Experimentos III e IV para reacdo a M. javanica
também foram testados para reacdo a M. incognita. Tém-se o caso de ORS Agile, IPR
Potypora, IPR Panaty, CD 150, LG Oro, TBIO Sinuelo, ORS 1403, TBIO Toruk, ORS
Madreperola, TBIO Sonic, TBIO Audaz, BRS 264 e TBIO Sossego. Porém, os resultados

ndo foram apresentados devido a inadequacdo do desenvolvimento das plantas no
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momento das avaliagdes. Provavelmente as condi¢des ambientais ndo foram favoraveis
para o desenvolvimento delas, o que poderia ter mascarado os resultados. Esse ¢ um
aspecto a ser considerado em trabalhos futuros, submetendo o mesmo germoplasma a

testes de reagdo com ambas as espécies de nematoides do género Meloidogyne.

Com relacdo aos nematicidas microbioldgicos testados para o controle de
Meloidogyne javanica na cultura do trigo observou-se variabilidade com relagdo a sua
performance quando associados ao gendtipo de trigo suscetivel ao nematoide,
selecionado para os trabalhos. Por isso sugere-se que testes sejam realizados com
diferentes genotipos de trigo para avaliar a interagdo entre os microrganismos e as plantas.
Do mesmo modo, sugere-se que todos os nematicidas também sejam testados em sistema
de sucessao trigo-soja, para verificacao de sua eficiéncia em ambas as culturas, o trigo e

a soja.

Os resultados dos estudos aqui apresentados trazem novidades, uma vez que se
abordou temas ainda pouco explorados relacionados a cultura do trigo, como os testes de
reagdao dos gendtipos provenientes de obtentores distintos, submetidos a concentragdes
intermediarias do inoculo de M. javanica. Outro aspecto relevante relacionado a este
trabalho ¢ sobre o controle biologico de M. javanica na cultura do trigo e no sistema de
sucessdo trigo-soja. A vantagem atribuida aos resultados encontrados ¢ a avaliacao de
diferentes nematicidas microbioldgicos para controle de M. javanica em associacdo a
cultura de cobertura, o trigo, € como esta associacao pode interferir na cultura de sucessao,

a soja, para o controle do nematoide.

A informacao de caracteres como esses poderia proporcionar maior conhecimento
aos obtentores, técnicos e produtores sobre o adequado uso dos gendtipos de trigo e da
aplicagdo do controle biologico, para manejo dos nematoides-das-galhas. Assim, a
rotacdo ou sucessdo de culturas com gendtipos de trigo associada ao controle
microbiologico pode ser uma estratégia de manejo para supressdo populacional dos

nematoides.

Sugere-se a continuidade dos trabalhos, por meio de:
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a) estudos no campo, em condi¢des comumente praticadas pelos agricultores, a

fim de verificar a reag@o de genotipos de trigo aos nematoides-das-galhas;

b) testes dos diferentes nematicidas microbiologicos em sistema de sucessao

trigo-soja para controle de M. javanica e M. incognita;

c) avaliagcdo dos exsudatos radiculares do trigo para comparagdo entre o gendtpo

resistente e os gendtipos suscetiveis;

d) testes bioquimicos que comprovem a interagdo entre OS Microrganismos

agentes de biocontrole com os exsudatos radiculares do trigo e da soja.
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7 CONCLUSAO GERAL

A suscetibilidade dos genotipos de trigo a Meloidogyne javanica e Meloidogyne
incognita e seus diferentes niveis de suscetibilidade sao indicativos de que estes genotipos
ndo podem ser cultivados em areas infestadas com estes fitopatdogenos. Isso porque os
genodtipos promovem a multiplicacdo da densidade populacional dos fitopatogenos
existente no solo, podendo causar danos e perdas na cultura do trigo e na cultura
sucessora, geralmente a soja. As concentragdes intermediarias do indculo de M. javanica
e M. incognita mostram-se ideais para a classificacdo de gendtipos de trigo em resistente

ou suscetivel a ambas as espécies de nematoides do género Meloidogyne.

A supressao populacional de nematoides em areas de cultivo, como M. javanica,
pode ser realizada por meio do controle cultural utilizando-se genotipos de trigo,
associado ao controle biologico. No entanto, os microrganismos agentes de biocontrole
devem apresentar atividade supressora que possa ser explorada no controle de
nematoides. E ainda, a compatibilidade entre o microrganismo agente de biocontrole e os
exsudatos radiculares da planta hospedeira ¢ primordial para que se obtenha eficiéncia de
controle bioldgico do fitopatdogeno. Dessa forma, s3o necessarios estudos para
compreender os mecanismos de interacao entre os microrganismos agentes de biocontrole
e os exsudatos das raizes das plantas de trigo e de soja, que pode consistir no fator

determinante para a eficiéncia do controle bioldgico do nematoide-das-galhas.
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