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RESUMO

MESSA, Vinicius Rigueiro. Universidade Estadual do Oeste do Parana, Fevereiro - 2020.
Controle bioldgico de fitonematoides mediante aplicacdo de fungos nematofago e
micorrizicos na cultura da soja. Orientador: Anténio Carlos Torres da Costa.
Coorientadores: Odair Jose Kuhn, Camila Torres Stroze.

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) estdo entre os principais fitopatogenos de
sistema radicular, limitando a producdo nas areas infestadas, o que é favorecido em funcéo da
ampla gama de hospedeiros. O controle quimico desse se baseia no uso de nematicidas
sintéticos que apresentam alta toxicidade, mas com baixa durabilidade, necessitando-se
desenvolver métodos alternativos de amplo espectro. Uma nova alternativa de controle para
os fitonematoides precisa ser encontrada para que se possa otimizar o0 manejo sustentavel das
lavouras. Diante do exposto a presente dissertacdo teve como objetivos avaliar o efeito do
isolado de Purpureocillium lilacinum, e dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
Claroideoglomus etunicatum e Rhizophagus clarus como agente biocontrolador e indutor de
resisténcia de Meloidogyne incognita. Para isso, foi conduzido um experimento com a cultura
da soja em casa de vegetacdo avaliando-se variaveis nematologicas, micorrizicas e
vegetativas. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com seis
formulacdes distintas de isolados fungicos com cinco repeticdes cada. O fungo nematéfago P.
lilacinum (Simbiose®) padrdo comercial foi aplicado em suspenséo liquida e os fungos
endomicorrizicos provenientes da Colecdo Internacional Cultura Glomeromycota (CICG)
aplicados em solo indculo. Os isolados foram colocados embaixo da semente com intuito de
simular a aplicacdo em sulco. Soja cv. Monsoy 6410 IPRO, suscetivel a M. incognita foi
utilizada. A semeadura de duas sementes foi realizada em vasos plasticos de 2 L com mistura
de areia e solo na proporc¢édo de 3:1 (areia:solo). A inoculacdo de 2000 ovos e eventuais (J2)
por planta foi procedida na sequéncia. A avaliacdo das varidveis foi realizada 65 dias apés a
inoculagdo. Os dados foram submetidos a teste de comparacdo de meédias a 5% de
probabilidade de erro. O fungo nematdfago P. lilacinum confirmou seu alto potencial no
controle de M. incognita, exercendo forte pressdo na capacidade reprodutiva do patogeno, o
qual apresentou 89% e 74% de reducdo no numero de ovos + J2 nas raizes da soja e no solo
respectivamente, podendo atuar como estratégia complementar do controle deste fitoparasita,
bem como de promover o crescimento vegetal. O fungo endomicorrizico R. clarus possui
eficiéncia em atenuar a presenca do nematoide no solo e raiz, reduzindo a infectividade do

patégeno em 88% e 90% de ovos + J2 na raiz e no solo respectivamente, bem como,



aumentou a massa fresca parte aérea (MFPA). O tratamento com C. etunicatum apresentou
valores superiores de ovos e formas infectantes do patdgeno no sistema radicular das plantas
de soja, excedendo o tratamento testemunha, porém, este isolado micorrizico no solo mostrou-
se eficiente com 84% de reducdo de ovos + J2. A interagédo P. lilacinum + C. etunicatum na
raiz alcancou somente 15% de reducdo, e no solo, a interagdo atingiu 41% de controle,
inferior em relacdo aos demais tratamentos. Em contrapartida P. lilacinum + R. clarus reduziu
87% e 89% 0 nimero de ovos + J2 na raiz e no solo respectivamente. Portanto, existe o
potencial biocontrole dos fungos P. lilacinum e R. clarus como uma potencial alternativa

agricola para o manejo biol6gico de M. incognita.

Palavras-chave: Claroideoglomus etunicatum. Rhizophagus clarus. Purpureocillium

lilacinum. Nematoide das galhas. Biocontrole.



ABSTRACT

MESSA, Vinicius Rigueiro. Western Parana State University, February - 2020. Biological
control of phytonematodes by application of nematophagous and mycorrhizal fungus in
soybean culture. Advisor: Antdnio Carlos Torres da Costa. Co-mentors: Odair José Kuhn,
Camila Torres Stroze.

Root-Knot nematodes (Meloidogyne spp.) are among the main phytopathogens of the root
system, limiting production in the infested areas, which is favored due to the wide range of
hosts. The chemical control of this is based on the use of synthetic nematicides that have high
toxicity, but with low durability, requiring the development of alternative methods with a
broad spectrum. A new control alternative for phytonmatoids needs to be found in order to
optimize the sustainable management of crops. Given the above, this dissertation aimed to
evaluate the effect of the Purpureocillium lilacinum isolate, and of the arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) Claroideoglomus etunicatum and Rhizophagus clarus as a biocontrol agent and
resistance inducer of Meloidogyne incognita. For this, an experiment was carried out with the
soybean culture in a greenhouse, evaluating nematological, mycorrhizal and vegetative
variables. The experimental design used was completely randomized with six different
formulations of fungal isolates with five replicates each. The commercial standard
nematophagous fungus P. lilacinum (Simbiose®) was applied in liquid suspension and the
endomycorrhizal fungi from the International Culture Glomeromycota Collection (CICG)
applied to inoculum soil. The isolates were placed under the seed in order to simulate the
furrow application. Soybean cv. Monsoy 6410 IPRO, susceptible to M. incognita was used.
The sowing of two seeds was carried out in 2 L plastic pots with a mixture of sand and soil in
the proportion of 3: 1 (sand: soil). The inoculation of 2000 eggs and eventual (J2) per plant
was carried out in sequence. The variables were evaluated 65 days after inoculation. The data
were subjected to a means comparison test at 5% probability of error. The nematophagous
fungus P. lilacinum confirmed its high potential in the control of M. incognita, exerting strong
pressure on the reproductive capacity of the pathogen, which presented 89% and 74%
reduction in the number of eggs + J2 in the soybean roots and in the soil respectively, which
can act as a complementary strategy for the control of this phytoparasite, as well as promoting
plant growth. The endomycorrhizal fungus R. clarus has efficiency in attenuating the presence
of the nematode in the soil and root, reducing the infectivity of the pathogen by 88% and 90%
of eggs + J2 in the root and soil respectively, as well as increasing the fresh mass (MFPA).

The treatment with C. etunicatum showed higher values of eggs and infectious forms of the



pathogen in the root system of soybean plants, exceeding the control treatment, however, this
myecorrhizal isolate in the soil was efficient with 84% reduction of eggs + J2. The interaction
P. lilacinum + C. etunicatum in the root reached only 15% reduction, and in the soil, the
interaction reached 41% of control, inferior in relation to the other treatments. In contrast, P.
lilacinum + R. clarus reduced 87% and 89% the number of eggs + J2 in the root and soil,
respectively. Therefore, there is the biocontrol potential of fungi P. lilacinum and R. clarus as

a potential agricultural alternative for the biological management of M. incognita.

Key words: Claroideoglomus etunicatum. Rhizophagus clarus. Purpureocillium lilacinum.

Root-Knot nematode. Biocontrol.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cultura da soja (Glycine max L.), tem sido afetada por diversas doengas, causando
perdas econdmicas aos agricultores. Aproximadamente 40 doencas causadas por fungos,
bactérias, nematoides e virus ja foram identificados no Brasil (SOARES, 2011).

As doencas que ocorrem nas raizes e que limitam o desenvolvimento do sistema
radicular sdo de dificil controle (DIAS et al., 2010). A presenca relevante de mais de 100
espécies e em torno de 50 géneros de nematoides, predispde uma desorganizacdo no
crescimento da parte aérea e raiz (GOMES; CAMPOS, 2003) alterando a fisiologia da planta,
pois raizes parasitadas reduzem a capacidade de utilizar agua, minerais e fertilizantes
adequadamente (HUSSAIN; MUKHTAR; KAYANI, 2016).

Dentre os nematoides mais danosos na cultura da soja no Brasil estdo: Meloidogyne
incognita, Meloidogyne javanica, Heterodera glycines, Pratylenchus brachyurus e
Rotylenchus renifornis (LIMA et al., 2016). Nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) vem
sendo relatados com frequéncia no Brasil (HUSSAIN; MUKHTAR; KAYANI, 2016;
KAYANI; MUKHTAR; HUSSAIN, 2017) com perdas economicamente expressivas no
ambito produtivo (TARIQ-KHAN et al., 2017).

Anualmente, o agroneg6cio brasileiro contabiliza prejuijos de R$ 35 bilhdes,
provocados pelos nematoides fitoparasitas. Apenas na producdo de soja, as perdas séo
estimadas em R$ 16,2 bilhdes de acordo com os dados da Sociedade Brasileira de
Nematologia (SBN, 2017).

Danos causados por Meloidogyne spp. estdo aliados ao fato da continua multiplicacao
nos sistemas de cultivo, devido sua ampla distribuicdo geogréfica, e polifagia, estando
presente em regides de clima tropical, subtropical e temperado (DIAS et al., 2010; FERRAZ;
BROW, 2016), e de erradicagdo muito dificil por serem fitoparasitas e sua disseminagdo ser
por meio de solo infestado, sementes contaminadas, vento, agua, implementos agricolas e até
mesmo pelo homem (TIHOHOD, 1993).

Considerando que muitos nematicidas quimicos estarem sendo gradualmente proibidos
para protecdo, a melhora de outras praticas agricolas e métodos duraveis sdo imediatamente
necessarios para minimizar a densidade populacional dos fitonematoides e os impactos do
parasitismo sobre as culturas (MUKHTAR; HUSSAIN; KAYANI, 2017; INOMOTO, 2016).

Com mais de 200 organismos relatados como inimigos naturais dos fitonematoides
(PIMENTEL,; PEIXOTO; PAZ, 2009), interagindo na microbiota ou induzidamente, 0 manejo



fitossanitario alternativo através dos fungos nematofagos tém se destacado como o0s agentes
de controle biolégico mais estudado, por ser uma tética de gestdo potencial e eficaz (RAHOO
etal., 2017).

A utilizacdo de microrganismos pelas atividades agricolas tem recebido destaque por
alcancar aumentos de produtividade na agricultura (MOREIRA; CARVALHO; SIQUEIRA,
2010), além de serem utilizados como agentes de biocontrole de fitopatdgenos (BROTMAN;
GUPTA,; VIERBO, 2010).

O manejo consciente € a combinacdo de diferentes estratégias de controle (genético,
cultural, quimico e biol6gico) ocorrendo reducdo da populacdo de patdgenos, entre eles
nematoides (VAZ et al., 2011). Aproximadamente 75% dos antagonistas microbianos ja
identificados sdo fungos e 7% sdo bactérias, encontrados naturalmente nos solos e indcuo as
culturas (MACHADO; KANEKO; PINTO, 2016).

O controle bioldgico se destaca como medida em ascensdo no mercado, sendo sua
eficadcia em funcdo da existéncia de especificidade ao patégeno desafiante (GONZAGA,;
SANTOS, 2009) com crescente emprego em todas as culturas agricolas, bem como a adocao
desta préatica de controle cresce 10% a 15% anualmente (LOBO, 2016). E um campo de
conhecimento de ordem multidisciplinar (GARCIA et al., 2016), incrementando a
produtividade pela absor¢do de macronutrientes e micronutrientes, além da tolerancia a
fatores abioticos e bidticos, atenuando os efeitos deletérios dos nematoides (MARRO et al.,
2014) atuando como controladores bioldgicos de resisténcia nas plantas (VERESOGLOU,;
RILLING, 2012).

Porém, a adocdo excessiva de agroquimicos, aliado ao monocultivo oportuniza o
crescimento da populacdo de patdgenos especificos, inclusive fitonematoides, levando-se a
supressdo da microbiota benéfica do solo, causando um desbalanco bioldgico, tornando o
sistema ndo autossuficiente, ocasionando perdas equivalentes a aproximadamente US$ 141
bilhdes anualmente em torno do mundo (FLEMING et al., 2016).

Para o controle de nematoides no Brasil, alguns dos agentes bioldgicos disponiveis sdo
os fungos Purpureocillium lilacinum e Pochonia chlamydosporia, e as bactérias Pasteuria
nishizawae, Bacillus firmus, B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. licheniformis e B.
methylotrophicus (ADAPAR, 2018).

Bionematicidas a base de Purpureocillium lilacinum existem no mercado, como
método alternativo eficaz e mais seguro ambientalmente (SOUZA, 2016), com mecanismos
de acdo, ovicida, oportunistas, colonizando ovos e fémeas de nematoides em seus estagios de

vida, exercendo forte pressao na capacidade reprodutiva do patdgeno (STIRLING, 1991).



A inducdo de resisténcia ativada por eliciadores bidticos (microrganismos) tém sido
uma das praticas importantes, pois desencadeia reacdo de hipersensibilidade, provocando
mudancas histoldgicas e morte celular perto do sitio de infeccdo do J2 (PASCHOLATI,
2011).

No controle de Meloidogyne spp. prega-se que a inducgédo de resisténcia pode afetar a
penetracdo e o desenvolvimento dos juvenis nas raizes, as células do sitio de alimentagdo,
formacéo de galhas e até mesmo a fecundidade de fémeas, além de levar ao incremento no
acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP), atividade de enzimas
relacionadas a resisténcia vegetal e lignificagdo (MOLINARI, 2016).

Logo, o presente trabalho objetivou o estudo da aplicacdo de isolados flngicos
Purpureocillium lilacinum, Claroideoglomus etunicatum e Rhizophagus clarus como agentes
de controle biolégico contra Meloidogyne incognita na cultura da soja, visando observar a
eficiéncia destes microrganismos para utilizacdo na agricultura, para producdo bioldgica e
biotecnoldgica no controle deste fitoparasita, desenvolvimento da planta nas medidas

vegetativas e micorrizicas.
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2 CAPITULO 1: FUNGO NEMATOFAGO, ENDOMICORRIZICOS E A
INTERACAO PLANTA-Meloidogyne: REVISAO DE LITERATURA

Resumo: No Brasil uma das principais doencas causadas por fitopatdgenos de sistema
radicular no que se refere a ocorréncia e danos na agricultura é causada por nematoides,
principalmente espécies do género Meloidogyne spp. Medidas protetivas existem como
ferramentas para o controle do patdgeno, dentre elas estdo, a resisténcia genética, plantas
antagonistas, rotacdo de culturas, produtos quimicos, agentes de biocontrole, indugdo de
resisténcia. O controle bioldgico possui capacidade de controle, e muitos estudos estdo sendo
desenvolvidos visando avaliar sua aplicabilidade. Em vista disso, a presente revisdo buscou
explanar acerca da interacdo planta-Meloidogyne, o modo de infeccdo dos fungos
nematofagos ovicidas e oportunistas, e os beneficios nutricionais e ndo nutricionais dos
fungos endomicorrizicos. Os fungos nematdfagos vém sendo pesquisados mediante sua
aptiddo na fase reprodutiva dos nematoides. Atualmente, hd crescente conscientizacdo da
importancia das interaces planta-microrganismo na reciclagem de nutrientes e na promoc¢ao
de crescimento de plantas, especialmente sob estresse (abidtico ou biodtico). Os fungos
endomicorrizicos detém de uma simbiose com reconhecido papel na nutricdo mineral e na
atenuacdo de diversos estresses, uma vez que estimulam as plantas acionarem seus
mecanismos de defesa latentes contra o patégeno, e esta pode ser uma tecnologia auxiliar,
pois estimula o sistema de defesa dos vegetais. Na natureza, um fitopatdégeno geralmente esta
sob influéncia de um complexo de microrganismos, agentes potenciais de controle bioldgico.
O uso de microrganismos como agentes de biocontrole de doencas de plantas, apesar de muito
estudado ultimamente, ainda precisa ser mais bem compreendido, e medidas conjuntas de
manejo sustentavel requerem mais estudo para obter-se uma administracdo ecologicamente

correta e eficaz.

Palavras-chave: Nematoide de galhas. Interagdo de microrganismos. Controle Alternativo.

Fungos nemato6fagos. Micorrizas.
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2.1 A CULTURA DA SOJA E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA

A soja (Glycine max L.) é uma planta pertencente da familia das leguminosas, classe
Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae, género Glycine, que teve como seu centro
de origem o continente Asiatico, na China (CAMARA; HEIFFIG, 2006; MONTANARINI,
2009). E uma planta autégama, ciclo anual, diploide, dispondo de quarenta cromossomos,
porte ereto, folhas ramificadas compostas por trifolios alternados. Suas flores diferenciam do
branco ao roxo, com duas a cinco sementes por vagem (SEDIYAMA et al., 2005).

No ocidente, o Estados Unidos foi o primeiro pais a iniciar a exploracdo comercial da
cultura, primeiro como forrageira e depois como grdos (EMBRAPA, 2017).

A cultura chegou ao Brasil na Bahia em 1882, e foi introduzida no Rio Grande do Sul,
em 1914, no municipio gaucho de Santa Rosa, RS, a qual se adaptou muito bem por conta do
fotoperiodo, e evoluiu-se em larga escala, destacando-se como a principal cultura explorada
no mercado interno (CAI\/IARA; HEIFFIG, 2006; PINAZZA, 2007; EMBRAPA, 2017).

Na década de 1960 obteve o status de cultura econémica e a partir da década de 1970
consolidou-se de grande importancia para a economia brasileira (EMBRAPA, 2013;
PINAZZA, 2007). A partir das décadas de 80 e 90, houve uma grande expanséo e crescimento
da produtividade com o avango da soja para a regido centro oeste do Brasil (EMBRAPA,
2017). A medida que foram se desenvolvendo cultivares nacionais, com bom
desenvolvimento ao fotoperiodo, e explorando novas fronteiras agricolas, firmou-se como
sendo destaque no mercado mundial das commodites agricolas, (BLACK, 2000; HIRAKURI;
LAZZAROTTO, 2011).

Em consideracdo a expressdo dessas commodites, a biotecnologia vem a auxiliar para
a evolucdo de novas tecnologias a fim de somar a produtividade dessa cultura (FERREIRA et
al., 2013). O Brasil exp0e vasto avanco nas tecnologias de producdo da soja, 0 que vem
oportunizando em ato continuo o aumento da produtividade, alcancando 3.206 kg ha™ na safra
2018/2019 (CONAB, 2019) e conforme o seguimento da Conab (2020) estima-se uma
produtividade de 3.322 kg ha™ variacdo de aumento de 3,6% na safra 2019/2020.

Conforme a Conab (2019) a safra 2018/2019 a area cultivada foi de 35,87 milhdes de
hectares, com producdo de 115,03 milhdes de toneladas. Na safra 2019/2020, mediante
levantamentos de dados da Conab (2020) estima-se crescimento na area cultivada de 2,6%
chegando a 36,80 milhdes de hectares, assim como uma variagdo de 6,3%, na produgéo em

relagdo ao ciclo passado, com producédo de 122,22 milhdes de toneladas.
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Analisando a producdo estadual, dentre os estados da Unido, em conformidade com a
Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB (2020), o ranking brasileiro é comandado
pelo estado do Mato Grosso com producdo de 33,40 milhdes de toneladas, area cultivada de
9,97 milhdes de hectares e produtividade de 3.350 kg ha™, subsequente o estado do Parana
com producéo de 19,74 milhGes de toneladas e &rea cultivada de 5,48 milhdes de hectares, e
produtividade de 3.598 kg ha™, e o estado do Rio Grande do Sul, com producéo de 18,60
milhGes de toneladas, area cultivada de 5,90 milhdes de hectares e produtividade de 3.153 kg

ha.
2.1.1 Patbégenos que atacam a cultura da soja

Dentre as limitacOes estdo as doencas, mediante relato de Ferraz e Monteiro (2011),
que desde o primérdio da fitopatologia como ciéncia, sdo vistos relagcBes entre dois
organismos (planta e agente causal), tais como fungos, bactérias, virus, nematoides, que vem
crescendo com o aumento da area semeada e ampla janela de semeadura, expansdo da cultura
para novas regides e entrada de novos patégenos no pais (GODOY et al., 2016).

As doengas consideradas importantes, atualmente, estdo a ferrugem asiatica da soja
(FAS), causada pelo fungo (Phakopsora pachyrhizi) (LANGENBACH et al., 2016). No
entanto, o oidio (Erysiphe difusa) protagonista frente as mudancas climéticas (BLUM et al.,
2016), mofo branco (Sclerotinia sclerotiorium) (MEYER et al.,, 2016), mancha alvo
(GODOQOY; BUENO; GAZZIERO, 2015), juntamente com a fusariose (Fusarium solani).
Além do mais, os nematoides fitoparasitas, com énfase ao nematoide das lesdes radiculares
(Pratylenchus brachyurus), reniforme (Rotylenchulus reniformes), cistos (Heterodera
glycines) e os de galhas (Meloidogyne spp.), parasitam circulos extensos de plantas
hospedeiras (DIAS et al., 2010; FERRAZ; BROWN, 2016).

2.2 NEMATOIDES DE GALHAS (Meloidogyne spp.)

2.2.1 Caracteristicas Gerais

Dentre os nematoides em conhecimento, quase que sua totalidade, 99% das espécies,
possui corpo longo, fino, e forma cilindrica, e sua cauda diferindo-se em curta ou longa,
mediante o estagio de desenvolvimento, e 0 sexo dos nematoides (DECREAMER; HUNT,
2006).
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A constituicdo da parede de seu corpo é composta por uma cuticula, epiderme e uma
musculatura somaética, exibindo externamente de maneira sucinta, diferenciacdo entre as
secdes, podendo ser dividido em dorsal, ventral e duas secdes laterais (DECREAMER,;
HUNT, 2006).

Os considerados parasitas de plantas exibem regido labial achatada e indivisa,
evidenciando seu estilete principal caracteristica utilizada no parasitismo das plantas, cujo
comprimento pode variar de 10 a 25 um (KARSSEN; MOENS, 2006).

De acordo com Ferraz e Monteiro (2011) ha dois tipos de estilete: odontoestilete
(estrutura coniculada com extremidade antecedente cortada em bisel), e 0 estomatoestilete
(integrado em trés partes, a anterior cOnica, uma haste e uma porcgéo basal). O comprimento
de seu corpo varia de 300 a 1000 pm, podendo atingir em eventuais casos 4 mm, e uma
espessura variavel de 15 a 35 um (AGRIOS, 2005).

Os tipos de parasitismo existentes tratam-se: (a) ectoparasitas, nematoides de vida
livre, utilizam o estilete para romper as células do tecido das plantas, porém, ndo as migram
internamente, alimentam-se das células epidérmicas, externamente a raiz, como exemplo 0s
ectoparasitas migradores, entre eles Longidorus e Mesocriconema, e 0s ectoparasitas
sedentérios ou semi-endoparasitas, que estabelecem sitio especifico ou célula da raiz por um
periodo prolongado, sendo exclusivamente a parte anterior de seu corpo que penetra a raiz e a
parte posterior mantém-se no solo, tais como Rotylenchulus e Tylenchulus; (b) endoparasitas,
ao contrario, penetram no tecido da raiz para alimentar-se, como exemplo, 0s endoparasitas
migradores, que ndo estabelecem um sitio de alimentacdo, migram no tecido da planta, tais
como o Pratylenchus e Rodopholus, e os endoparasitas sedentérios, 0s quais passam por uma
fase migratéria, até 0 momento que antecede o estabelecimento de seu sitio de alimentacéo,
entre eles estdo os nematoides de galhas Meloidogyne e de cisto Heterodera (DECREAMER,;
HUNT, 2006).

2.2.2 Género Meloidogyne Goldi, 1892

Os nematoides com maior interesse agrondmico pertencem a classe Chromadorea,
ordem Rhabditida, subordem Tylenchina, compondo-se este grupo, 0os nematoides do género
Meloidogyne (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

E um parasita com elaborado sitio de alimentagio no interior das raizes das plantas
hospedeiras, devido sua complexidade aparente, destacando-se como 0 mais avangado

evolutivamente na natureza, de acordo com Hussey, Davis e Ray (1994).
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Foi concretizado por Miles Joseph Berkeley o primeiro relato sobre nematoides de
galhas, em pepino no ano de 1855. Depois de alguns anos de descoberta, em 1887, o sueco
Emil August Goldi, nomeou como Meloidogyne, descrito mediante encontro de galhas em
raizes de café no estado do Rio de Janeiro, no Brasil, identificando-as como Meloidogyne
exigua Goldi. Desde esse momento, entre 1887 ou 1892 esta descri¢do de Goldi encontra-se
na literatura como a data da publicacdo (HUNT; HANDOO, 2009).

O género Meloidogyne até o final de 2004 tinha sido descritas 106 espécies, destas 89
espeécies haviam sido tidas como validas (PERRY; MOENS, 2006).

Dentre inGmeras espécies, quatro delas sdo consideradas as mais relevantes a
agricultura, justo sua ampla distribuicdo geografica: M. incognita (Kofoid e White, 1919), M.
javanica (Treub, 1885), M. arenaria (Neal, 1889) e M. hapla, Chitwod, (1949) (FERRAZ,
MONTEIRO, 2011), responsaveis por aproximadamente 95% das perdas no setor (FERRAZ;
BROWN, 20186).

Devido esse amplo nimero de espécies descritas no mundo, faz-se necessario o
conhecimento de qual e/ou quais espécies estdo presentes na area de cultivo, para isso €
primordial a identificacdo das mesmas, para definir o mais correto método de controle
(FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Todavia, constantemente a caracterizacdo morfoldgica, bioquimica e molecular é
utilizada como ferramenta de anélises (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Os caracteres morfologicos mais utilizados é a configuracdo perineal, visualizando-se
a area vulvar e anal, término caudal, fasmideos, linhas laterais, estrias cuticulares, dego,
estomatoestilete de fémeas de Meloidogyne spp (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

H& ainda, a caracterizagcdo bioguimica e molecular, através da identificacdo pelo
fenotipo isoenzimatico, por eletroforese de isoenzimas esterase e malato-desidrogenase
(HUNT; HANDOO, 2009; OLIVEIRA et al., 2012), e por diagnosticos moleculares pelas
metodologias baseadas na reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (HUNT; HANDOO, 2009),
porém, o método integrado das analises tem sido utilizado (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

2.2.2.1 Aspecto Biologico do Género Meloidogyne

Morfologicamente, 0 macho e a fémea dos nematoides do género Meloidogyne sdo

desiguais (Figura 1). Os machos contém cerca de 1,2 a 1,5 mm de comprimento, e entre 30 a
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36 um de diametro. Dessemelhantemente, as fémeas, possuem formato de péra e por volta de
0,40 a 1,3 mm de comprimento, e préximo de 0,27 a 0,75 mm de largura (AGRIOS, 2005).

No que diz respeito, ao comprimento do estilete, os machos apresentam um
comprimento intermédio de 24,5 um, em contrapartida, as fémeas manifestam entre 15 a 16
um (KARSSEN; MOENS, 2006; WILLIAMSON; GLEASON, 2003).

Variadas estruturas sdo responsaveis por esses eventos como 0s 6rgaos secretores: 0s
anfidios (quimiorreceptores cefalicos), as sensilas (posicionada na regido cefalica do
nematoide), os fasmideos (quimiorreceptores caudais), as glandulas esofagianas, o sistema
excretor e o reto, que concebem a matriz gelatinosa que preserva 0s ovos dos predadores e da
desidratacdo (EISENBACK, 1985). A casca do ovo de Meloidogyne, conforme Bird e
McClure (1976), estima-se que 30% de sua composicdo é de quitina, testes realizados com M.
javanica. Possuem trés camadas: externa (vitelina), média (quitina) e a interna (lipideo).

Além do mais, carboidratos sdo encontrados na superficie do nematoide capaz de
regular o fluxo de fluidos na parede do corpo, amplificando a percepcdo de um sinal quimico
na atracao do nematoide para a planta hospedeira (EISENBACK, 1985).

No decorrer da fase migratéria do parasitismo, ativa a producdo de secrecdo em suas
glandulas dorsais e subventral para preservar e desenvolver os sitios de alimentagdo
(JAUBERT et al., 2002).

Regides anteriores de
nematoides

Estilete Ovo ndo

R desenvolvido
Esofago

Vesicula seminal Desenvolvimento

embridnico

M usculos

Vaso deferente Bulbo esofagico

Glandula

Canal digestiva Vagina
ejaculador o
Vulva
Cloaca Reto
\ Testiculo / Anus
SO
ESpau0s Glubernaculo Oviduto
Bmsa Ovario
Intestino Q
Sistema reprodutivo de

nematoides

Figura 1. Regibes anteriores de nematoides parasita de plantas e sistema reprodutivo de
fitonematoides (Meloidogyne spp). Adaptacdo do trabalho de Santos (2012).
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A seguir selecionam a célula da planta hospedeira, perfurando cautelosamente a
parede celular através da acdo mecanica do estilete e injegdes secretdrias compondo enzimas
hidroliticas desenvolvidas pelas glandulas esofagianas, estimulando uma série de respostas
celulares e moleculares no receptor como hipertrofia celular, devido reacdes das toxinas
inseridas pelo nematoide. Estas mudangas estruturais nos sitios de alimentacdo sdo resultados
da reprogramacdo da transcricdo de genes da célula hospedeira (FERRAZ; MONTEIRO,
2011).

Aproximadamente cada fémea adulta ovoposita em média 250 a 500 ovos em uma
substancia gelatinosa (glicoproteinas) rente as raizes, sendo que 30 a 40 ovos sdo depositados
diariamente em seu ciclo de vida, sendo influenciado pela temperatura 6tima entre 15 °C e 30
°C (AGRIOS, 2005), completando seu ciclo em torno de 22 a 30 dias (FERRAZ, 2001).

Algumas fases desse ciclo de vida (Meloidogyne spp.)

a) Ecloséo:

A embriogénese ocorre dentro do ovo horas depois de depositados os ovos, formando-
se o juvenil de primeiro estagio (J1) sofrendo ecdise dentro do ovo, tornando-se em seguida
juvenil de segundo estadio (J2) (migrante, infectante, ou pré-parasita) (LORDELLO, 1984).

O acréscimo no processo de eclosdo de algumas espécies de Meloidogyne spp sao
incitados pelos exsudatos radiculares (BRZESKI; HENDRICKS, 1971).

Em questdo, Perry; Knox; Beane (1992) confrontaram de maneira positiva a atuacéo
de lipase, proteinase, colagenase e acdo de quitinase nos fluidos da eclosdo de M. incognita,
de maneira que, estas enzimas resultem em desgastes nas camadas dos ovos, obtendo maior
flexibilidade previamente a ecloséo.

Esta interagdo planta-nematoide na comunidade microbiana na rizosfera pode influir a
sobrevivéncia no rizoplano (CURTIS et al., 2009), devido a matéria prima, compostos
fornecidos pelos exsudatos radiculares (ZHAO; SCHMITT; HAWES, 2000). Tais compostos
podem promover a eclosdo dos ovos, exercer funcdo repelente ou inibitéria de efeito direto
sobre a sobrevivéncia dos nematoides e intervir a mobilidade de (J2) de M. incognita (ZHAO;
SCHMITT; HAWES, 2000; MAHAJAN; KAUR; BAJAJ, 1992).

Efeitos toxicos de alguns compostos podem causar implicacbes aos nematoides
(ZHAO; SCHMITT; HAWES, 2000), visto que, compostos de baixa massa molecular como

fenois, acidos organicos, carboidratos, flavonoides, enzimas, nucleotideos, chalconas, acidos
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graxos e esterOis dentre outros, bem como de alta massa molecular como mucilagens
(polissacarideos) e proteinas (ZHAO; SCHMITT; HAWES, 2000; CURTIS; et al., 2009)
dispbem potencialidade alelopatica, desempenhando fundamental papel de defesa e
resisténcia contra patégenos (NICHOLSON; HAMMERSCHIMIDT, 1992).

b) Pés - ecloséo:

Ap0s a eclosdo do J2, pelo rompimento da camada lipidica dos ovos, seu parasitismo
ocorre apos algumas etapas necessarias, iniciando pela atragdo dos juvenis ao hospedeiro, 0
qual se move no solo até encontrar as raizes (HUNT; HANDOO, 2009).

Uma caracteristica fundamental do nematoide de galhas é sua habilidade de sobreviver
na inexisténcia da planta hospedeira em potencial (GALBIERI; ASMUS, 2016). Na auséncia
destas plantas podem sobreviver de seis a doze meses no solo (ASMUS et al., 2015) devido a
estratégias de sobrevivéncia, conhecida como diapausa, com reducdo de seu metabolismo,
sendo dependentes de suas reservas armazenadas no intestino. Um dos processos de diapausa
é a quiescéncia (reducdo parcial nas atividades metabdlicas, em curto prazo - dias) e a
criptobiose (quando ha persisténcia de condi¢Ges desfavoraveis ao ciclo de vida do patdgeno,
em longo prazo - meses e/ou anos) (FERRAZ; BROW, 2016).

Conquanto sua aptiddo para infectar sera retardada posterior ao periodo de
permanéncia exteriormente das raizes utilizando suas proprias reservas de alimento
(KARSSEN; MOENS, 2006).

Espécies de Meloidogyne divergem quanto & habilidade dos juvenis em detectar e
penetrar as raizes (ARENS; RICH; DICKSON, 1981).

Concentram-se na regido de alongamento radicular, proximo da coifa. Esta zona
apresenta alto metabolismo, por estar em diferenciacdo celular e, portanto, produz bastantes
substancias soluveis, como os exsudatos radiculares (KARSSEN; MOENS, 2006). As células
nesta zona de alongamento possuem pouca quitina, suberina e celulose depositadas em suas
paredes e, por isso, favorecem a invasao do sistema radicular pelos J2 (CURTIS et al., 2009;
FERRAZ; BROW, 2016; FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2014).

c) Inicio do Parasitismo

No momento em que, 0s J2 encontram as raizes acabam penetrando suas paredes
firmes por uma agregacdo de danos fisicos, devido agdes mecénicas do estilete, e quimica

enzimaética, por injecdo de enzimas celuliticas e pecnoliticas (KARSSEN; MOENS, 2006).
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Logo apds penetrd-las, migram inter e intracelularmente pelo cortex radicular, regido
de diferenciacéo celular, até o tecido pré-cambial (cilindro vascular), zona de diferenciacéo
radicular, regibes denominadas meristematicas (HUNT; HANDOO, 2009; KARSSEN;
MOENS, 2006), induzindo a formacdo de sitios de alimentacdo do xilema e células
parenquimaticas (HUNT; HANDOO, 2009) conforme mostra a (Figura 2) no ciclo de
infeccdo causado por nematoide do género Meloidogyne spp.

Teores de umidade estes considerados ideais ao parasitismo, € quando se apresenta
préximo a capacidade de campo, aliado a uma textura do solo mais arenosa, favorecendo
maior mobilidade para deslocagéo vertical no solo (FERRAZ; BROW, 2016).

J2 cilindrico, 13
iniciandd'a A~
formacio de gathas — < 3 N

J2 se aimentando naraiz e
ongmando células gigantes
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S p & e \
g ,\4) (
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%50 \_/

Figura 2. Ciclo de infeccéo causado por nematoide do género Meloidogyne.
Fonte: Agrios, 2005 (adaptado).

Por consequéncia, os juvenis (J2) ficam mais robustos, com formato do corpo
salsichoide, perdendo a mobilidade gradativamente, ficando sedentario, passando alimentar-se
das células ao redor de sua cabeca mediante insercdo de seu estilete, provocando alteracoes
morfolégicas, devido a secrecdo salivar nas células, acarretando em seu alargamento,
implicando parte do contetdo celular, que é ingerido pelo nematoide através do estilete
(AGRIOS, 2005).

Seguidamente, os juvenis (J2) sofrem mais trés ecdises (J2-J3, J3-J4, e J4 - adulto) o
qual pode ser diferenciado em macho, que emergem da raiz, tornando-se de vida livre, e as
fémeas que permanecem crescendo em espessura, bem como em comprimento,
transformando-se em formato periforme, e por partenogénese mitotica, ou seja, com ou sem
fertilizagcdo por um macho se reproduz (FERRAZ, 2001; AGRIOS, 2005).
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A diferenciagdo sexual dos nematoides pode ser motivada por algumas razdes, e
explicagfes, que tém sido argumentadas por alguns autores. Nomeadamente, Snyder,
Opperman e Bird (2006) relatam a nutricdo da planta hospedeira, em que condi¢cdes normais
desenvolvem fémeas, e eventos de estresse, formam-se machos.

Condicbes de excessiva densidade de infeccdo, conforme Triantaphyllou (1973)
disponibilizam eventos adversos de residuos e subprodutos metab6licos obtendo expressivo

desenvolvimento de juvenis machos.

2.2.2.2 Alteracdes vegetais durante a infeccdo: Sintomatologia

Em resposta ao parasitismo, logo ap6s o juvenil estabelecer-se na raiz, em um
intervalo de dois a trés dias, células vegetais adjacentes, do lado anterior de seu corpo
principiam o0s sintomas diretos, ocorrendo a divisdo de seus nulcleos, havendo o
desaparecimento de algumas células, devido a hipertrofia celular no cilindro central, e
mudancas anatdmicas e bioquimicas da planta hospedeira (hiperplasia no periciclo),
originando sincicios, células gigantes multinucleadas (LORDELLO, 1984; AGRIOS, 2005),
pela injecdo de substancias esofagianas no citoplasma através do estilete durante sua
alimentacdo (AGRIOS, 2005; SIDDIQUI; ALI; NAIDU, 2014).

Em consequéncia, originam-se galhas que integra de trés a seis células gigantes,
induzindo a divisdo nuclear sem citocinese (divisdo no citoplasma) das células da planta
hospedeira (WILLIAMSON; GLEASON, 2003), sendo os tecidos condutores impedidos em
manter o fluxo normal dos fotoassimilados (SIDDIQUI; ALI; NAIDU, 2014), passando 0
nematoide a ingerir o contetdo citoplasmatico como uma fonte de dreno nutritivo para seu
desenvolvimento (FERRAZ, 2001).

Assim sendo, os sincicios, célula multinucleada, sobremodo especializada, dependente
do estimulo continuo do nematoide (BIRD, 1974), tal qual causada diante de repetidas
mitoses de um Unico ndcleo no interior da mesma célula no sistema vascular da origem as
células gigantes, capaz de alcancarem 600 pum de comprimento e 200 pm de didmetro
(WILLIAMSON; HUSSEY, 1996).

No decorrer do alargamento das células mantém-se metabolicamente ativas, porém
com citoplasma rigido, entretanto alteragdes na estrutura celular, organelas ocorrem, o

vaclolo central desaparece, originando vacuolos menores, essas mudancas modificam a
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sintese de fotoassimilados, que se retorna para 0 metabolismo ao invés de exportar da célula
internamente (JONES, 1981).

Ademais, sintomas reflexos sdo vistos como reducdo da area foliar, deficiéncias
minerais, murchamento, clorose internerval caracterizando folha “carijo”, plantas raquiticas e
amareladas, abortamento de vagens, amadurecimento prematuro das plantas, além de serem

observadas manchas em reboleiras (DIAS et al., 2010).

2.2.2.3 Composicédo da Secrecédo Salivar

A liberacdo de secrec¢des salivares produzidas pelos nematoides e insercdo do estilete
nas células do hospedeiro em ciclos repetidos faz parte de sua rotina de alimentacdo (WYSS;
ZUNKE, 1986). Multiplas enzimas que danificam a parede celular da planta sdo produzidas
por nematoides de galhas durante o parasitismo (Figura 3) (ABAD et al., 2009).

As proteinas produzidas nas glandulas do es6fago e das secrecBes anfidiais do
nematoide (seta tracejada), interagem com as moléculas do hospedeiro e estabelecem a
relacdo parasitaria, modificando a célula hospedeira. Tais proteinas também atuam na
formagéo do tubo de alimentacdo do nematoide (BAUM et al., 2007).
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Figura 3. Modelo esquematico das interagdes de um fitonematoide endoparasita sedentario
com sua célula de alimentacdo (BAUM et al., 2007).

Por meio de analises de proteoma (conjunto de proteinas expressas em uma célula ou
tecido, a partir do genoma), e transcriptoma (conjunto completo de transcritos, reflexo direto
da expressdo dos genes) das secrecbes esofagianas ao menos 60 proteinas discrepantes

possivelmente sdo secretadas por espécies de Meloidogyne spp. (ABAD et al., 2009).
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A interface do nematoide com as células hospedeiras, o estabelecimento e a
manutencdo do parasitismo tém sido fortemente correlacionados com essas proteinas dos
nematoides (VANHOLME et al., 2004), nomeadas de proteinas de parasitismo, secretoma ou
ainda parasitoma (BAUM et al., 2007). Na cinética da interacdo planta-nematoide, essas
proteinas de secrecdo estdo relacionadas com os processos de migracdo e formacao do sitio de
alimentacdo, promovendo uma mudanca radical na expresséo de genes e no metabolismo das
células vegetais envolvidas (DAVIS et al., 2000).

Distintas secrecfes foram apontadas de encontro a espécie M. incognita,
especificamente a p-1,4 endoglucanase (celulase), poligalacturonase (PGase - enzimas que
decompdem a pectina), calreticulina, circundada de modo sinalizatério de célcio e na
sistematica do ciclo celular no decorrer do desenvolvimento das células gigantes
(WILLIAMSON; GLEASON, 2003; JAUBERT et al., 2005), como também caracterizada
mecanismo modulador de defesa imunoldgica do hospedeiro (JAUBERT et al., 2005).

Todavia, superdxido dismutase, diversas proteases (WILLIAMSON; GLEASON,
2003) e complexos multienzimaticos (URWIN; LILLEY; ATKINSON, 2002) encontram-se
envolventes nas expressdes que debilitam o desenvolvimento radicular e limitam as defesas
da planta, aflingindo a sintese dos compostos de defesa (DOYLE; LAMBERT, 2003), e
conforme Caillaud et al. (2008), uma enzima chave nesta acdo € a corismato mutase,
pertencente a rota do acido chiquimico que sintetiza aminoécidos aromaticos, metabolitos
secundarios, entre eles fitohormdnios, compostos de defesa (flavonoides, acido salicilico,
fitoalexinas) contemplando de tal maneira, qudo importante, faz-se o entender dos
mecanismos abrangidos na viruléncia de Meloidogyne para 0 manejo deste agente patogénico
(ABAD; FAVERY; CASTAGNONE-SERENO, 2003).

2.3 CONTROLE DE FITONEMATOIDES

Em virtude da cultura da soja representar um dos elementos mais fortes na economia
brasileira, é importante analisar os fatores que limitam o potencial produtivo e empregar
praticas relacionadas ao manejo correto dessa cultura (CORREIA, 2013).

O termo controle consiste em medidas protetivas, objetivando reduzir a intensidade da
doenca (STANGARLIN et al., 2011) através de mecanismos de defesa capaz de inibir e/ou
evitar a entrada do patdgeno nos vegetais.

Ferramentas diversificadas estdo acessiveis para o controle de nematoides. O uso de

resisténcia genética estrutural (FERRAZ et al., 2011), utilizando variedades resistentes,
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pratica economicamente vidvel e ambientalmente correta (HUSSAIN; MUKHTAR;
KAYANI, 2016), afora facil adocdo, favorece o aceitamento do método pelo agricultor,
todavia podem efetivar pressdo para selecdo de bidtipos resistentes (MOLINARI, 2016).

Grupos alternativos de defesa, dentre os destacados por Ferraz et al. (2011) sdo as
plantas antagonistas produtoras de compostos nematicidas e/ou nematostaticos, rotagcdo de
culturas através de espécies de plantas resistentes, tratamento de sementes (RIBEIRO et al.,
2012).

O controle quimico também € empregado, porém, em fungédo do uso continuo, podem,
desencadear problemas de contaminacdo ambiental (GAO et al., 2016), porquanto muitos dos
produtos quimicos tiveram seus registros anulados dentre eles os pertencentes ao grupo
qguimico dos metilcarbamatos (aldicarbe, carbofurano e carbosulfano), grupo quimico
organofosforados (fenamifds).

No meio de tantas opg¢des disponiveis no mercado brasileiro estdo a abamectina
(avermectina), terbufés e cadusafés (organofosforados), fluensulfona (fluoroalquenil sulfor
heterociclica), benfuracarbe (metilcarbamato), dazomete e metam sddicos (precursores de
isoticianato de metila) (ADAPAR, 2018).

Prontamente, objetivando conter a selecdo de nematoides resistentes, procede com que
se pesquisem métodos de manejo como os agentes de controle biolégico, por meio de
bionematicidas (MASCARIN; BONFIM JUNIOR; ARAUJO FILHO, 2012) com principios
ativos como fungos, bactérias biocontroladores, ou outro agente biologico (SILVA et al.,
2014), tendo algumas espécies ja com registros no Brasil (ADAPAR, 2018).

No entanto, mais recentemente, muito se debate em referéncia a indugéo de resisténcia
visando controle de fitonematoides (DIAS-ARIEIRA et al., 2013), tendo em vista estar

tornando-se um método de grande potencial.

2.3.1 Controle bioldgico de fitonematoides

O controle bioldgico de patdgenos faz parte do manejo integrado para reducéo de um
organismo “patdogeno” alvo através de outros organismos viv0S presentes rotineiramente na
natureza, que ndo plantas resistentes (AGRIOS, 2005) com foco no retardo da densidade do
inbculo ou das atividades determinantes da doenca (SCHIMITT; BELLE, 2016),
estabelecendo equilibrio por meio de a¢fes que busquem melhoras na biodiversidade do solo.

Desse modo, os fungos antagonistas, fazem parte do nicho ecolégico de biocontrole,

entre eles os chamados fungos nematofagos, divididos em trés grupos distintos (predadores,
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endoparasitas, oportunistas parasitas de ovos e juvenis), produzindo metabolitos toxicos aos
nematoides (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013), além de poderem competir por nutrientes
e espaco com 0s patdgenos, ou ainda induzir a planta a desenvolver resisténcia as doencas.

Séo classificados de acordo com 0s mecanismos de ataque a seus hospedeiros, entre
eles estdo os fungos predadores com a producédo de hifas modificadas em armadilhas para
captura; fungos endoparasitas com producdo de esporos que servem de alimento para
nematoides; fungos oportunistas ou predadores de ovos, que colonizam e perfuram cascas de
ovos de nematoides; e os fungos toxicos, com producdo de toxinas que imobilizam o
nematoide antes da penetracdo das hifas (JIANG; XIANG; LIU, 2017).

2.4 FUNGO NEMATOFAGO: Purpureocillium lilacinum

A principio foi isolado de Meloidogyne incognita no Peru (JATALA,;
KALTENBACK; BOCANGEL, 1979), e subsequentemente foi listado colonizando e
parasitando ovos e fémeas jovens de nematoides de galhas Meloidogyne spp. e dos cistos
Heterodera spp. em demais partes do mundo (DACKMAN; NORDBRING-HERTZ, 1985;
STIRLING, 1991), por dispor de grandes caracteristicas de biocontrole perante a nematoides
(ADIKO, 1984; JATALA, 1986) e exercer forte pressdo na sua capacidade reprodutiva devido
a infeccdo e, posteriormente, morte dos embrides (DUNN et al., 1982).

Purpureocillium antes pertencente ao género Paecilomyces classe Eurotiomycetes, foi
submetido a uma nova revisdao taxondémica (LUANGSA-ARD et al., 2011) assim passou a
pertencer a classe Hyphomycetes, deixando-se de ser Paecilomyces liliacinus e ser conhecido
como Purpureocillium lilacinum.

O fungo oportunista P.lilacinum tem se destacado no controle de nematoses in vitro
(MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013), e em especial aos nematoides de galhas Meloidogyne
spp. em casa de vegetacéo, e a nivel de campo (BONTEMPO et al., 2017).

Estes fungos sdo encontrados em solos ricos em matéria organica em todas as regides
do mundo, desde os tropicos até a Antardida (NORDBRING-HERTZ et al., 2006).

Existem mais de 700 espécies de fungos nematdfagos relatadas com atividade
nematicida e efeito nematostatico (VAN OOIlJ, 2011), sendo a maior parte saproéfitas ou
predadores facultativos de namatoides (SWE et al., 2009; ZHANG et al., 2016).

Os géneros nematofagos mais importantes para o controle biol6gico sdo: Arthrobotrys,
Dactylellina, Drechmeria, Duddingtona, Hirsutella, Fusarium, Nematophthora, Pochonia e
Purpureocillium (= Paecilomyces) (SIDDIQUI; MAHMOOD, 1996).
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Dos estudos revisados, nos ultimos anos, o controle biol6gico tem se embasado mais
fortemente em oito espécies de fungos nematdfagos importantes devido aos altos niveis de
eficacia na reducdo das populagdes de solo e raizes: Pochonia chlamydosporia,
Purpureocillium lilacinum, Trichoderma harzianum, T. viride, T. atroviride, T. asperellum, T.
longibrachiatum e T. koningii (FREITAS et al., 2012; JAMSHIDNEJAD et al., 2013;
SOLANO et al., 2014).

2.4.1 Ocorréncia e desenvolvimento

Dentre os varios fungos nemat6fagos, 0s ovicidas ou oportunistas estdo entre 0s mais
promissores, apesar da pouca especificidade a hospedeiros, possuem grande habilidade
parasita, pela sua capacidade saprofitica e o facil crescimento in vitro (STIRLING, 1991).

Conforme Acosta (2006) suas colonias desenvolvem de 5 a 7 cm em 14 dias a 25 °C.
Entre estes estd Purpureocillium lilacinum, desenvolvem-se em temperaturas na faixa de 15 e
30 °C, sendo 6timo entre 25 e 30 °C, temperaturas estas semelhantes ao 6timo
desenvolvimento dos fitoparasitas (GOETTEL et al., 2001).

E um fungo presente na maioria dos solos, ocorrendo em maior concentracdo em solos
subtropicais e tropicais. O interrese cientifico neste organismo é devido a sua atividade
antagonica e ao parasitismo em ovos e fémeas de nematoides fitoparasitas (LAMOVSEK;
UREK; TRDAM, 2013).

Atuam na reducdo da eclosdo e mobilidade de juvenis, em fun¢do da producdo de
toxinas, alterando os exsudatos radiculares, além da capacidade de induzirem resisténcia as
plantas, pela producéo de antibidticos, toxinas e enzimas (STIRLING, 1991), tendo como
estruturas de resisténcia os clamiddsporos, para que 0 mesmo permane¢a no solo sem a
presenca dos nematoides (CIANCIO et al., 2016).

2.4.2 Modo de infecgdo: Purpureocillium lilacinum

Os fungos nematdéfagos fazem uso de suas estruturas emitidas pelos conidios méveis
ou imoveis, ou seja, esporos assexuais dos fungos, conhecido também por mitosporos,
designacdo dada na micologia aos esporos formados por mitose e responsaveis pela
reproducdo assexuada. As células que d&o origem aos conidios sd@o denominadas
conidiogénicas, os quais normalmente localizam-se na extremidade das hifas especializadas

de textura suave e espessura entre 3 e 5 um (INGLIS et al., 2000). Destas estruturas elevam-se
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os chamados conididéforos (Figura 4) que podem ter até 650 um, os quais produzem conidios
com caréater fusiforme (INGLIS et al., 2000), responsaveis por infectar ovos e fémeas de
nematoides em seus estdgios de vida (STIRLING, 1991) liberando exoenzimas
(MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013).

Figura 4. Purpureocillium lilacinum: A e B) conidiéforos caracteristicos; C) conidios
fusiformes tipicos. Escala = 10 um. (Fonte: Luangsa-ard et al., 2011).

A concentracdo final de conidios pode ser afetada ou estimulada dependendo da
umidade, disponibilidade de nutrientes, fontes de nitrogénio e carbono, salinidade do
substrato utilizado e/ou solo e aeracdo, os quais podem comprometer sua atividade metabolica
e condigdes favoraveis base para o futuro micélio (INGLIS et al., 2000; MUKHTAR,;
HUSSAIN; KAYANI, 2013; BRAND et al., 2010).

Conquanto, no processo infeccioso e de colonizacdo deste fungo, hifas individuais
auxiliadas por meios mecénicos ou enzimaticos, entre eles a protease serina, atuam nas trés
camadas constituintes dos ovos (vitelinica proteica, intermediaria lipidica e de quitina),
ocorrendo intumescimento dos mesmos devido aos vacuolos formados entre a camada
quitinosa e lipidica (DIAS et al., 2010).

Adiante na colonizacdo ocorre esporulacdo no interior dos ovos, formando-se micélio
fangico, inibindo diretamente através do parasitismo o desenvolvimento embrionario do
nematoide, aumentando a permeabilidade da casca do ovo e facilitando a passagem de
micotoxinas, inviabilizando o embrido ou juvenil nos ovos, afetando deleteriamente a fase
reprodutiva (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013), como visto por Hahn et al. (2015),
impedindo a eclosédo de juvenis de segundo estadio (J2).

Dessa forma, o fungo utiliza-se do material nutritivo de um possivel juvenil que esteja
embrionado, dando continuidade ao seu desenvolvimento vegetativo (STIRLING, 1991).

Krzyzanowski (2006) avaliou a eficacia da mistura de fungos nematdfagos no manejo
de Meloidogyne exigua e M. paranaensis em cafeeiro no campo, bem como, a avaliagdo da
eficdcia da mistura de fungos nematofagos na reducdo da populacdo das espécies de
nematoides em cafeeiro cultivados em vasos em casa de vegetacdo (Figura 5).
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Todavia, o fungo seja considerado um parasito de ovos, observou-se que o juvenil,
ainda dentro do ovo, provavelmente o de primeiro estadio (J1), também pode ser parasitado

pelo fungo.

S\

Figura 5. Fotomicrografia de ovos de Meloidogyne paranaensis colonizados por
Purpureocillium lilacinum (=Paecilomyces lilacinus). A) Ovo colonizado em estadio inicial
da embriogénese. B) Juvenil em estadio inicial de desenvolvimento parasitado pelo fungo
dentro do ovo (barras de escalas = 10 um).

Ortis, Gusman e Leguizamén (2015) realizaram testes in vitro com estirpes de P.
lilacinum e P. chlamydosporia para gestido de Meloidogyne incognita e M. mayaguensis. As
24 horas, tanto a camada vitelina de ovos como a cuticula de juvenis (J2) de M. incognita e M.
mayaguensis, foram cercados por conidios de fungos. Posteriormente, apds 72 horas de
exposicdo, as mesmas camadas expressaram hifas fungicas. Apds 120 horas, as camadas
foram parcialmente cobertas por massas de hifas, e as 168 horas essas hifas cobriram os ovos
em seu interior e juvenis (J2) das espécies listadas.

Além disso, em 168 horas, houve a ruptura da cobertura do ovo formada pelas trés
camadas constituintes (vitelinica proteica, intermediaria lipidica, e de quitina) essenciais para
o0 desenvolvimento do embrido (PERRY; MOENS; STARR, 2009).

Nufies-Camargo et al. (2012) investigaram 16 cepas de fungos, isolados de J2 dentre
os selecionados estava o P. lilacinum. Este foi separado para estudar o processo de infecgédo e
avaliar sua patogenicidade sobre ovos e juvenis J1 e J2 do nematoide dourado Globodera spp.
A germinagdo dos esporos de P. lilacinum foi observada em 12 horas ap6s a inoculagéo, o
desenvolvimento do micélio no interior e exterior dos J2 as 72 horas e a formagdo de
conidioforos as 96 horas. Os ovos examinados ao microscopio apresentaram desenvolvimento
micelial apos cinco dias de exposi¢éo aos esporos de P. lilacinum. A mortalidade dos ovos e
juvenis J1 infectados foi de 100% em cinco dias.

Além dos fungos nematdéfagos para o controle biolégico como antagonistas aos

nematoides, outros microrganismos de protecdo bioldgica que dificultam a penetracéo,



27

desenvolvimento e reproducdo de nematoides radiculares, sdo os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) (TALAVERA; VERDEJO, 2015).

2.5 FUNGOS ENDOMICORRIZICOS

Os fungos que colonizam internamente os tecidos das plantas, como folhas, caules,
além da rizosfera sdo denominados endofiticos (JABER; ENKERLI, 2016). Esta colonizacao
pode ser temporaria ou permanente, podendo ocorrer de maneira localizada ou sistémica,
sendo que seus sinais de infeccdo ndo sdo aparentemente evidenciados, devido esta relacédo
planta/fungo ser complexa (JABER; ENKERLI, 2016; BARELLI et al., 2016), podendo
promover inimeros beneficios no biocontrole de pragas e doencas e na ascensdo do
crescimento da planta (BARELLI et al., 2016).

A micorrizacdo é considerada como sendo simbionte mutualista nutricional quando o
fotobionte supre o fungo com fotoassimilados para crescimento e reproducgéo, enquanto que o
micobionte prové as plantas nutrientes e agua (BERBARA et al., 2006).

Perante proposta do fisiologista de plantas, botanico Albert Bernard Frank, a partir do
final do século XIX, em 1885, distinguiu entre micorrizas ectotroficas e endotréficas, através
de estudos cientificos sobre anatomia e ocorréncia, discutindo sobre as bases funcionais dessa
simbiose. Frank empregou pela primeira vez o termo “micorriza”, (mico: fungo; riza: raiz) e
provou experimentalmente sua natureza mutualista, sendo assim considerado o pai da
micorrizologia, e descreveu a seguinte frase: “um o6rgdo morfologicamente caracteristico e
com dependéncia fisiologica intima e reciproca”, Bernard Frank.

Todavia, logo depois em 1950 as estruturas reprodutivas dos FMA comegaram a ser
conhecidas e estudadas (MOHAN et al., 2014).

A maioria destes fungos desempenha papel importante no sistema solo-planta, devido
a comunidade microbiana do solo existente (REDECKER et al., 2013). Os FMAs encontram-
se inseridos no filo Glomeromycota (TEDERSOO et al., 2018).

A érvore filogenética mais recente englobando a maior parte da classificacdo, foi
esquematizada por Oehl et al. (2011) (Figura 6). Logo apds dessa revisdo Marinho et al.
(2014) descreveram o género Bulbospora em Scutellosporaceae, bem como Oehl et al. (2014)
descreveram Palaeospora em Archaeosporaceae. Recentemente Blaszkowski et al. (2018) e
Symanczik et al. (2018) propordo uma nova familia Pervetustaceae e quatro novos géneros

Desertispora, Pervetustus, Innospora e Oehlia.
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Figura 6. Arvore filogenética esquematizada por Oehl et al. (2011), incluindo taxas adicionais
propostas por Blaszkowski (2012), Goto et al. (2012), Blaszkowski et al. (2014), Oehl et al.
(2014).
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Com esse avango no sistema de classificacdo, atualmente esse filo é dividido em trés
classes, cinco ordens, 16 familias, 44 géneros e 317 espécies oficialmente descritas
(BLASZKOWSKI et al., 2018; SYMANCZIK et al., 2018; JOBIM et al., 2019; CORAZON-
GUIVIN et al., 2019). Glomus e Acaulospora sdo 0s géneros de maior riqueza de espécies a
nivel mundial descritas no clado Glomeromycota, com 54 e 52 espécies respectivamente. Os
géneros que podem ser utilizados na agricultura por serem considerados 0s principais
associados as culturas agricolas sdo: Glomus, Scutellospora, Dentiscutata, Acaulospora e
Funneliformis (GOTO; JOBIM, 2019).

Esses fungos sdo biotréficos e dependem de raizes metabolicamente ativas para
completarem seu ciclo de vida (MARRO et al., 2014), colonizando cerca de 90% das plantas
vasculares terrestres (BRUNDRETT, 2009; REDECKER et al., 2013).

Conforme Smith e Read (2008), o ciclo de vida dos fungos micorrizicos é principiado
através do crescimento de hifas baseado em uma das trés formas de propagulos (segmento de
raiz infectado, hifas ou micélio e em particular esporos) e finalizado com a formacéo de novos
esporos (glomerosporos) que asseguram a continuidade do fungo (Figura 7) por consistirem

em principais estruturas de sobrevivéncia dos fungos MAs (MAIA et al., 2010).
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Figura 7. Ciclo de vida de Fungos MA,. Fonte: Modificado de Giovannetti (2000).
Embora sejam biotroficos, a germinagcdo é capaz de ocorrer na inexisténcia do

hospedeiro, pertinente as reservas nutricionais do glomerosporos, visto que algumas espécies
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podem manifestar varios tubos germinativos até o encontro com o hospedeiro. Acaso o fungo

n&o infecte a raiz, a hifa entra em senescéncia (MAIA et al., 2010).

2.5.1 Estrutura e germinacéo de glomerosporos

Os glomerosporos formados pelos FMA sdo globosos, subglobosos e até irregulares,
hialinos, amarelos, marrons a negros, e variam de 22 a 1050 um, apresentando parede espessa
que pode ser lisa ou ornamentada (GOTO; MAIA, 2006).

Até o momento foram descritos cinco tipos (glomoide, radial-glomoide, gigasporoide,
acaulosporoide e entrofosporoide), de formacdo de glomerosporos. O tipo glomoide, peculiar
do género Glomus spp., caracterizado pela formacdo do glomerosporos na porcao terminal ou
intercalar de uma hifa, bem como, o radial-glomoide, também tipico de certas espécies deste
género, com formacgéo de glomerosporos terminalmente na hifa, mas de modo radial (Figura
8) a partir de um complexo de hifa (GOTO; MAIA, 2006).

Considerando que os glomerosporos constituem uma estrutura de resisténcia no ciclo
de vida dos FMA, a germinacdo &, por exceléncia, etapa crucial para garantir a sobrevivéncia
e a propagacdo da espécie. Os glomerosporos encontram-se em estado de quiescéncia,
desencadeando o processo germinativo quando condicBes propicias especificas estdo
disponiveis (SIQUEIRA et al., 1985).
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Figura 8. Modos de desenvolvimento de glomerosporos. A - radial-glomoide (Glomus
clavisporum); B - glomoide (Glomus rubiforme); C - acaulosporoide (Acaulospora sp.); D -
entrofosporoide (Entrophospora infrequens); E e F - gigasporoide (Gigaspora sp. e Racocetra
sp.). Fonte: Siqueira et al. (1985).

Dentre estas condigdes estdo diversos fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, incluindo
temperatura ideal entre 18 °C e 25 °C, umidade préxima a capacidade de campo, pH 6,0 e 7,0.
Em contrapartida a concentracdo de oxigénio e gas carbonico, sais minerais, presenca de
substancias volateis, antibidticos, substancias inibidoras, microrganismos podem afetar o
crescimento micelial assimbidtico e o desenvolvimento das etapas do ciclo de vida dos FMA

(SIQUEIRA et al., 1985; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).
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2.5.2 Sinalizagéo e transducao de sinais em MA: Desenvolvimento da simbiose

O desenvolvimento das micorrizas arbusculares (MAS) é um processo complexo e
assincrono (RAMOS et al., 2011), (Figura 9), e seu estabelecimento e desenvolvimento €
caracterizado com as seguintes fases: (a) assimbidtica pela germinacdo de esporos e
crescimento do tubo germinativo; (b) pré-simbiotico provenientes da ramificacdo das hifas
esporofiticas dos fungos MA, chamadas fatores de micorrizacdo (FR) produzidos pelas
plantas, provenientes da troca de sinais entre os simbiontes, antes mesmo do contato fisico
com as raizes do hospedeiro, por exsudacdes das raizes de certos compostos (ISSAC, 1992;
BUEE, et al., 2000; SIQUEIRA et al., 2007).

Adiante estabelecem reconhecimento e aderéncia a raiz, gerando uma estrutura
caracteristica de penetracdo designada como apressorio. Trata-se de uma transfiguracdo na
parte apical da hifa que se dilata tornando-se uma aparéncia de inchada, consequéncia do
reconhecimento pré-simbidtico (ISSAC, 1992); (c) simbidtico através da diferenciacdo das

hifas do apressorio que penetram as células epidérmicas, sem invadir a regido meristematica.

Figura 9. Etapas de desenvolvimento dos FMAs (RAMOS et al., 2005).

Uma vez no interior das raizes, o fungo pode crescer tanto inter quanto
intracelularmente. Seguidamente formam enovelamento simples de hifas intercelulares e
intracelulares e em ato continuo, estabelecem a colonizac&o intrarradicular do apoplasto e das
celulas do cortex. Em certas células do cortex, hifas intracelulares se diferenciam em
arbasculos, os quais sdo circundados por uma membrana plasmatica diferenciada de origem
vegetal chamada periarbuscular (Figura 10) (CRUZ et al., 2008; FOLLI-PEREIRA et al.,
2012). O espago entre a membrana periarbuscular e a parede do arbusculo é denominado de

interface arbuscular de troca nutricional (RAMOS et al., 2005).
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Os arbusculos sdo estruturas momenténeas, de ciclo curto, extinguem-se em poucos
dias deixando as células do cortex integras e voluntarias para serem hospedeiras de demais
arbusculos (PETERSON; MASSICOTTE; MELVILLE, 2004). Sao especies de haustorios
principiadas por ramificacdes dicotdmicas consecutivas das hifas, num grau de subdivisdo que
a hifa fica com aspecto de uma pequena arvore, formadas unicamente anexas as células do
cortex. Sdo considerados sitios-chaves na formagdo da interface simbidtica e/ou arbuscular,
no movimento bidirecional de carbono e nutrientes organicos e inorganicos, embora as outras

interfaces também possam contribuir ativamente na troca de nutrientes (RAMOS et al., 2005).

Membrana Peri-arbuscular

Parede do Arbasculo

Membrana do Arbosculo

Parede Celular

Membrana Plasmatica

Figura 10. Arbusculo e membrana periarbuscular e a parede do arbusculo: interface arbuscular
de troca nutricional (RAMOS et al., 2005).

Mediante essa estrutura, os fungos gozam do acesso suprido de carbono da planta,
assim como ocorre as trocas de carboidratos e nutrientes entre o fungo e a planta (ISSAC,
1992), devido a formacéo das interfaces de troca nutricional (RAMOS et al., 2005).

Em prol disso, o fungo é suprido com 20% a 30% dos fotoassimilados vegetais
essenciais na forma de carboidratos (DRIGO et al., 2010) fundamentais para completarem seu
ciclo de vida (SMITH; READ, 2008), aumentando a producdo de seus propagulos, em
contrapartida gerando resposta em crescimento para as plantas.

Os carboidratos conforme hipétese levantada por Gianinazzi-Pearson et al. (1991),
podem ser transportados da planta para o fungo na interface intercelular e o fosfato do fungo
para a planta na interface arbuscular.

No entanto, em associagbes com espécies dos géneros Glomus, Acaulospora e
Enthrophospora, as hifas intrarradiculares distinguem-se em estruturas globosas, ricas em

lipidios, concebidas através de dilatacbes terminais nas hifas, chamadas vesiculas, que tudo
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indica detém funcéo de reserva, tanto quanto importantes propagulos (ISAAC, 1992; SMITH;
READ, 2008), conforme mostra a (Figura 11).

Hifas absortivas

Esporo—=

Hifas extraradicular

Hifas Intercelulares
Hifas Intracclulares

'\l'hU\'Clllﬂ—bﬁ

Vesicula

Hifas intraradicular

Figura 11. Estruturas caracteristicas da simbiose micorrizica arbuscular. Fonte: Modificado de
Isaac (1992)

Ademais, além do crescimento intrarradicular, os FMA formam um micélio externo
que cresce no solo formando uma extensa rede micelial que explora microambientes nédo
alcancados pelas raizes ndo colonizadas por FMA (CRUZ et al., 2008). As hifas
extrarradiculares absorvem nutrientes da solugdo do solo, 0s quais séo transportados para o
micélio intrarradicular e transferidos para a planta hospedeira (CRUZ et al., 2008; RAMOS et
al., 2008).

As hifas extrarradiculares, sob outra perspectiva, colonizam a rizosfera na demanda de
nutrientes por intervencdo do micélio externo aumentando a capacidade de exploracdo da
planta no solo, tanto em &rea de superficie de contato quanto em volume (SMITH; READ,
2008).

De acordo com Cardoso Filho et al. (2008) e Melloni; Cardoso (1999) a quantidade de
hifa e micélio extrarradicular, pode alcancar até 32 cm de hifa cm™ de raiz colonizada ou 26
m de hifa g™ de solo, até porque o comprimento das hifas podem ser superiores a (500 m) por
cada (cm) de raiz mediante Sylvia (1992), tal qual Moreira e Siqueira (2006) relatam que a
taxa de extensdo é 823 vezes maior que a da raiz, tendo acesso a poros do solo que sdo
inacessiveis as raizes devido as hifas possuirem pequeno diametro (2-10 um), enquanto que
os pelos radiculares geralmente possuem diametro superiores a (10 um) e as raizes superior a
(100 pm) (BAYLIS, 1975).
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A associagdo é beneficiada devido a sequencialidade de eventos coordenados pelo

fungo e pela planta e por suas interagdes, conforme mostra a (Figura 12).
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Figura 12. Desenvolvimento sequencial do estabelecimento da associacdo com FMA.
Adaptacdo do trabalho de Moreira e Siqueira (2002).

2.5.3 Interfaces simbiéticas: Troca bidirecional de nutrientes

O gradiente de H" gerado pelas H™-ATPases de membrana plasmética impulsionam a
absorcéo de nutrientes a favor de um gradiente de H*. Em se tratando da simbiose micorrizica
arbuscular, as interfases de troca ganham destaque na transferéncia bidirecional de nutrientes
em nivel radicular (SENA; LABATE; CARDOSO, 2004).

Na troca de nutrientes, as H*-ATPase de membrana plasmatica do fungo e da planta
sdo responsaveis pela extrusdo unidirecional de ions H* a expensas da quebra da molécula de
ATP (transporte primario de H*). Assim, o gradiente eletroquimico gerado pelas ATPases

impulsionam o transporte de Pi, sacarose (Sac), glicose (Gli), frutose (Fru) e outros nutrientes
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(por exemplo, nitrato e amino&cidos) via transportadores de membrana (transporte

secundario) (RAMOS et al., 2005) conforme mostra a figura 13.

Célula do Fungo Micorrizico f_‘T I_f .

K
Célula Cortical da Planta

Figura 13. Esquema do transporte bidirecional de nutrientes na interface arbuscular. Adaptado
de Ramos (2005).

Fosfatos inorgénicos (Pi) absorvidos do solo pelas hifas extrarradiculares séo
convertidos em granulos de polifosfato para serem transportados e proximo a membrana do
arbusculo sdo convertidos em Pi novamente e transportados para a interface arbuscular, onde
se ligam aos H* para serem transportados para as células corticais da planta hospedeira. O
gradiente de H® criado ativa a abertura de canais de K* em ambas as membranas e
impulsionam a atividades dos transportadores de (Pi). Em troca, a planta repassa sacarose
fotossintetizada a interface arbuscular que através da atividade de invertases e convertida em
glicose (Gli) e frutose (Fru) que s&o transportadas para as células do FMA.

Em plantas, os transportadores de (Pi) pertencem a quatro familias: PHT1, PHT2,
PHT3, PHT4. As proteinas PHTL1 de alta afinidade, sdo predominantemente expressos nas
células epidérmicas e na regido externa do cortex dos pelos radiculares (LOPEZ-
ARREDONDO et al., 2014), em raizes quando em simbiose MA; (KARANDASHOV;
BUCHER, 2005). Essa proteina transporta o (Pi) através do mecanismo de co-transporte, tipo
(simporte), simultaneamente com ions de hidrogénio (ULLRICH-EBERIUS et al., 1981),
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No genoma da soja foram identificados 14 genes da familia de transportadores PHT1
(FAN et al., 2013). Deste total, trés GmPT7, GmPT10 e GmPT11 foram descritos como
induzidos especificamente pela presenca de (MAs) (TAMURA et al., 2012; NUSSAUME et
al., 2011).

Para demonstrar a expressdo do transportador PHT1 na aquisicdo de (Pi) via simbiose
micorrizica arbuscular, os pesquisadores Javot, Pumplin e Harrison (2007) utilizando
Medicago trancatula demonstraram que a funcionalidade desse transportador é critica para
manutencdo desta simbiose, e também que a perda de funcéo desse transportador leva a morte
prematura de arbuisculos e com isso o fungo ndo é capaz de se proliferar dentro da raiz,
causando “desligamento” da simbiose.

Os pesquisadores concluiram que o transportador de (Pi) do fungo para a planta néo é
somente um beneficio mas € também um requerimento para a manutencdo da simbiose

micorrizica arbuscular.
2.5.4 Beneficios nutricionais

O beneficio principal para a planta hospedeira nesta simbiose esta nos ciclos
biogeoquimicos de nutrientes (ANDREOTE; GUMIERE; DURRER, 2014), aumentando a
absorcéo de nutrientes como N, P, K, Ca, S, Fe, Cu e Zn, sendo o efeito mais consistente na
absorcdo de nutrientes imdveis e/ou de baixa mobilidade no solo como o fésforo, cobre e
zinco, isto gracas ao desenvolvimento intra e extrarradicular do fungo (SMITH; READ, 2008)
contribuindo para a fertilidade dos solos (MIRANDA, 2008).

Apesar da nutricdo fosfatada em micorrizas ser mais impactante e superior em plantas
hospedeiras (80% de P), acréscimos nos teores de Cu, Zn, N e K (60, 25, 25 e 10%)
respectivamente também sdo observados com inoculacdo com FMA (MIRANDA, 2008;
MOREIRA et al., 2010), porém nesta simbiose a absorcdo de Mg, Ca, S, Fe, Mn também
acontece, mais de fato com menor consisténcia (SMITH; READ, 2008).

As hifas podem se estender além da zona de deplegéo de nutrientes que se forma em
torno das raizes absorventes. Nesta regido ocorre reducdo de concentracdo de nutrientes,
particularmente o fésforo que apresenta baixa velocidade de transporte na solucdo do solo,
consequente a sua lenta difusdo no solo (10 a 10 m?s™) assim como sua alta adsorcéo as
particulas do solo (6xidos e hidroxidos de Fe e Al, cations e matéria organica) (ZHANG;
LIAO; LUCAS, 2014), obtendo pouca disponibilidade em compara¢do com a demanda da
planta (SMITH; READ, 2008).
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Em razdo da fixacdo do fosforo junto aos coloides do solo, até 90% do adubo
fosfatado soluvel é capaz de ser adsorvido (MALAVOLTA, 2006). Logo, é de supremo
merecimento integrar-se a respeito do retorno das plantas a escassez de P com intencdo de
avancar em estratégias que sejam capazes de limitar a submissdo de adicdo de fertilizantes a
producéo agricola (JEZ; LEE; SHERP, 2016), inclusive porque, do proporcional aplicado de
fertilizantes fosfatados, tdo logo 10% a 45% do P é absorvido pelas culturas (ADESEMOYE;
KLOEPPER, 2009).

Como a taxa de absorcdo e transporte de P inorganico (Pi) por raizes é maior que sua
taxa de difusdo no solo, uma zona de deplecdo é formada ao redor da superficie da raiz,
resultando em zona de esgotamento para este elemento ainda no ambiente rizosférico
(BERBARA et al., 2006), motivo pelo qual o P é considerado um dos macronutrientes menos
disponiveis para a planta na solucdo do solo, em concentragdes entre 0,5 e 10 uM (ZHANG;
LIAO; LUCAS, 2014). Dessa forma, a planta em sua evolucéo, desenvolveu mecanismos de
captura desse elemento para além dessa zona, por meio das MA’s (Figura 14) (BERBARA et
al., 2006).
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Figura 14. Estruturas dos fungos MA, e hifas ultrapassando a zona de deplecdo de P
inorganico (BERBARA et al., 2006).

O (Pi) é absorvido do solo na interface solo-planta, e transportado através das celulas
do cortex e da endoderme da raiz, até chegar ao xilema e redirecionado para as células e
tecidos dos muitos 6rgaos da planta através de maultiplas classes de proteinas transportadoras
de fosfato (NASSAUME et al., 2011).
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2.5.5 Beneficios ndo nutricionais

Dentre os beneficios ndo nutricionais esta a tolerancia a estresse hidrico, salinidade e
metais pesados (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), diminuindo o efeito negativo dos mesmos,
assim como diminuir a toxidez de Al (SIQUEIRA et al., 1985). Podem ainda, estimular a
producdo de fitohormonios (FRANKENBERGER; ARSHAD, 1995) e aumentar os niveis de
clorofila (TSANG; MAUN, 1999).

Esses fungos também interagem com outros microrganismos do solo envolvidos em
importantes ciclos de nutrientes. Dessa forma a fixagdo bioldgica de nitrogénio por rizébios
em leguminosas pode ser aumentada ou até mesmo dependente da coinfeccdo com FMA
(FOUGNIES et al., 2006), proporcionando maior producdo liquida primaria, denominada
também de assimilacdo liquida, favorecendo superior producdo vegetal, e aumento da
assimilacdo de carbono, através do gas carb6nico do ar por meio da fotossintese, (ZHU;
MILLER, 2003).

Os FMA perfazem de 5% a 50% da biomassa dos microrganismos do solo (OLSSON
et al., 1999) e sdo considerados os fungos mais abundantes em solos agricolas. A biomassa
das hifas de FMA pode chegar a valores que v&o de 54 a 900 kg ha™ (ZHU; MILLER, 2003).

Existem relatos que os FMA estdo envolvidos no aumento do dreno de carbono da
atmosfera para o solo, sendo estimado que cerca de 5 bilhdes de toneladas de carbono por ano
sdo consumidos pelos FMA (BAGO; PFEFFER; SHACHAR-HILL, 2000).

Como decorréncia da imensa quantidade de hifas extrarradiculares produzidas pelos
FMA, existe uma significante contribuicdo sobre a estruturacéo e estabilidade de agregados
nos solos. Esta funcdo € significativa, mediante suas respectivas estruturas, modificando a
capacidade de mobilizacdo de nutrientes, a viabilizacdo do contetdo de agua, através da
facilidade de penetragcéo das hifas no solo, salvo o potencial reduzido de erosdo dos solos
(SMITH; READ, 2008; ZHU; MILLER, 2003), alem de propensdo de interconectar-se o
sistema radicular de plantas vizinhas da mesma espécie ou de espécies distintas
(GIOVANNETTI et al., 2004).

Além da acéo fisica do micélio externo na agregacéo do solo, mantendo as particulas
do solo juntas através do emaranhado de hifas, também possui agdo quimica, uma vez que as
paredes das hifas e esporos dos FMA sédo compostas de glicoproteinas hidrofobicas, chamadas
glomalinas, que séo deixadas no solo apds sua morte e decomposi¢do (TRESEDER; ALLEN,
2000).
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A mesma contém em torno de 60% de carboidratos, nitrogénio ligado a
oligossacarideo e ferro insolivel em &gua (PURIN; KLAUBERG FILHO, 2010).
Normalmente estes fungos produzem entre 2 e 15 mg g~ podendo chegar até 60 mg g de
glomalina (NICHOLS et al., 2004; RILLIG et al., 2001). Esta glicoproteina melhora a
fertilidade do solo diminuindo a perda de nutriente associada a degradacdo da matéria
orgénica. Isto € possivel gracas a capacidade das glomalinas em promover a formacgéo de
agregados do solo, que podem proteger a matéria organica da atividade enzimatica (RILLIG,
2004).

Oportuniza resisténcia a infeccdo de doencas (HOOKER et al., 1994), através de
modos de acdo e estratégias envolvidas na supressao de patdgenos, podendo ser envolvidos
nos efeitos diretos e indiretos. Dentre os mecanismos diretos estdo: (1) protecdo fisica que
representa a competicao fisica por espaco na raiz; (2) interacfes quimicas e bioquimicas, que
incluem a producgdo de aminodcidos e agucares redutores, a alteragdo na fisiologia radicular, o
aumento da espessura da parede das células corticais, a maior lignificagdo das raizes. Os
efeitos indiretos podem ser: (1) alteracdo na qualidade e quantidade de nutrientes na rizosfera;
(2) estimulo a comunidade rizosférica antagbnica; (3) maior absorcdo de nutrientes pela
micorriza, principalmente de fdsforo, conferindo maior vigor e crescimento (SILVEIRA,
1992).

Portanto, as micorrizas s&o multifuncionais nos agroecossistemas (NEWSHAM;
FITTER; WATKINSON, 1995), melhorando potencialmente a qualidade fisica, quimica e
bioldgica do solo (BERBARA et al., 2006), componentes estes da chamada fertilidade ampla
do solo, fazendo dessa questdo, &nfase para elaboracdo de pesquisas em prol da producédo de
inoculantes microbiolégicos (KERRY; HIRSCH, 2011).

2.6 MECANISMOS DE DEFESA DAS PLANTAS

As plantas aparentemente se mostram indefesas ao ataque de agentes fitopatogénicos,
porém, elas respondem contra invasores por estratégias de defesa (sistema imune adaptativo),
ou seja, pelos mecanismos relacionados com a ativacdo de genes que sdo capazes de
reconhecer um patogeno invasor (WU; SHAN; HE, 2014). Possuem a capacidade de
percepcdo de eliciadores e/ou moléculas associadas ao reconhecimento do ataque de um
fitopatdgeno nos tecidos do vegetal (PASCHOLATI, 2011).

A resisténcia natural de plantas a microrganismos patogénicos fundamenta-se em todo

caso regra e a suscetibilidade como a excecdo, caracterizando como resisténcia de néo
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hospedeiro (RNH). Este fendmeno envolve barreiras e mecanismos de defesa que podem ser
constituintes morfofisioldgicos da planta ou serem produzidos em funcdo da detecgdo do
microrganismo. Em geral, a defesa das plantas contra os agentes patogénicos, da-se atravées de
combinagcbes de mecanismos de resisténcia (AGRIOS, 2005), sendo divididos em duas
categorias: pré-formados e pos-formados, e dois mecanismos: estruturais e bioquimicos
(AGRIOS, 2005; PASCHOLATI, 2011).

Desta forma os mecanismos de defesa das plantas podem ser pré-formados, que
incluem aqueles ja presentes nas plantas anteriormente do contato do patégeno e o hospedeiro
(AGRIOS, 2005; PASCHOLATI, 2011), e os pés-formados, que se mostram ausentes ou
presentes em menores niveis antes do processo infeccioso, produzidos ou ativados mediante
resposta a presenca de patégenos (PASCHOLATI, 2011).

Os mecanismos estruturais constituem barreiras fisicas a penetracdo e/ou colonizacao
do patdgeno promovendo defesas celulares contra pré-invasdo. Enquanto que reacGes
bioquimicas, através de substancias antimicrobianas inibitérias ao desenvolvimento do
patdgeno no hospedeiro, estimulam condi¢cdes adversas de sobrevivéncia do patdgeno no
interior dos tecidos do hospedeiro (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI,
2008; STANGARLIN et al., 2011).

Conforme Pascholati; Dalio (2018) esses mecanismos compreendem, por exemplo:

e Pré-formados
- Estruturais: cuticula, tricomas, estdmatos e fibra/vasos condutores.
- Bioquimicos: fenois, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos sulfurados,
glicosideos cianogénicos, fototoxinas e inibidores protéicos/peptideos.
e Pos-formados

- Estruturais: papilas, halos, lignificacdo, camadas de cortica, tiloses e glicoproteinas

ricas em hidroxiprolina.

- Bioquimicos: fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese e espécies reativas de

oxigénio.

Substancias antimicrobianas estas estdo presentes nos tecidos vegetais capazes de
promover a inibi¢do de crescimento e subsequente atividade de um patogeno (STANGARLIN
et al., 2011). De tal forma, outros mecanismos defensérios das plantas com maior eficécia,
permanecem inativos ou latentes, sendo ativados e expressando sua potencialidade apés
entrarem em contato com agentes eliciadores/indutores, ativando genes de defesa, tendo como
destaque os produtos oriundos de defesa a producdo de compostos fendlicos, espécies reativas de

oxigénio, fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese especificamente, quitinases, p-1,3
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glucanases, fenilalanina amonia liase, peroxidase, resultando em uma reprogramagdo no
metabolismo celular vegetal, implicando em alteracGes na expressdo da doenca, de acordo
com cada patossistema (STANGARLIN et al., 2011).

Porém, destaca-se que, a combinacdo destas reacGes nos mecanismos estruturais e/ou
bioquimicos empregados na defesa da planta sdo distintas em diferentes relacdes patdgeno-
hospedeiro, além disso, estas combinacbes dependem da idade da planta, do tipo de 6rgdo e
tecido atacado, condicéo nutricional da planta e condic¢des climaticas (AGRIOS, 2005). Assim
a resposta da planta a infeccdo varia de acordo com o modo de colonizacdo do patdgeno
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008), fazendo-se necessarios
estudos no &mbito da inducéo de resisténcia.

2.6.1 Proteinas relacionadas a patogénese

As proteinas-RP sdo um grupo de proteinas presentes em pequenas quantidades nas
plantas, mas na invasdo de patdgenos sdo toxicas, e apresentam-se em maiores quantidades
qguando induzidas no hospedeiro, através de estimulos bidticos, logo apos o ataque de um
agente patogénico (AGRIOS, 2005), ou por estimulos abidticos tais como, estresse hidrico,
salinidade, injuria, metal pesado, tratamento com eliciadores enddgeno e exodgeno, e
reguladores de desenvolvimento vegetal (AGRIOS, 2005; STANGARLIN et al., 2011).

Como estratégia de defesa da planta, as proteinas-RP sdo consideradas as principais,
por possuirem propriedades bioquimicas especificas, podendo ser encontradas no vacuolo e
apoplasto (espaco intercelular) e/ou parede celular (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999),
podendo atuar localmente ou sistemicamente (HEIL; BOSTOCK, 2002).

Ao serem transportadas para as partes das plantas, pode causar decréscimo no inicio e
na intensidade da doenca por dias ou até mesmo semanas (AGRIOS, 2005), devido seu papel
contra 0os microrganismos serem diretos, inibindo o crescimento e desenvolvimento do agente
causal da doenca, e indiretos na acdo preventiva contra penetracdo dos patdgenos e no
processo de inducdo de resisténcia mediante interacdo patdgeno-hospedeiro (STANGARLIN
etal., 2011).

Enzimas antioxidantes e outras enzimas como peroxidases (POX), catalase,
fenilalanina amonia-liase (FAL) atuam nos processos fisiologicos e dos mecanismos de defesa
das plantas (CAVALCANTI et al., 2005), mediante sintese de lignina (suporte mecanico)
(TAIZ; ZEIGER, 2004). Além da lignificacdo as POX; e a FAL estdo incluidas nos processos
de suberizacdo (HIRAGA et al., 2001), resposta de hipersensibilidade, producédo de algumas
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fitoalexinas e antioxidantes (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992; DIXON; PAIVA,
1995) atuando na defesa da infeccdo por patogenos. Confome Sankar et al. (2017) a infec¢do
de plantas por nematoides ativa genes especificos e sintese destas enzimas, que podem ser
prejudiciais aos nematoides fitoparasitas.

Outro grupo de proteinas-RP € as quitinases e p-1,3-glucanases que atuam diretamente
na degradacéo das paredes celulares dos agentes patogénicos, e indiretamente agindo tanto na
parede celular do patdgeno, quanto da propria planta, atuando como eliciadores de reacdes de
defesa (LEUBNER-METZGER; MEINS, 1999), tendo sido cada vez mais relatado o seu
papel como componente de defesa da planta (VAN LOON; VAN STREIN, 1999).

2.7 ASPECTOS GERAIS DA INDUCAO DE RESISTENCIA

A inducdo de resisténcia contra patdgenos tem como defini¢do e perspectivas de uso,
alcancgar objetivo de ativar local e sistemicamente os mecanismos latentes de resisténcia de
um hospedeiro vegetal suscetivel, ou moderadamente resistente, por via do emprego de
agentes abidticos (metais pesados ou produtos quimicos sintéticos, como acibenzolar-S-metil)
ou bidticos (microrganismos ativados) (eliciadores/indutores), de forma que o hospedeiro
obtenha éxito na defesa contra o ataque de patégenos como fungos, bactérias, virus,
nematoides (PASCHOLATI; CIA, 2009).

H& dois métodos de explicar o fenbmeno da resisténcia sistémica, em que a planta
expressa um aumento da sua capacidade de salvaguarda-se por estimulos ambientais
especificos: resisténcia sistémica adquirida (SAR) e resisténcia sistémica induzida (ISR),
diferenciando-se de acordo com a base na natureza do eliciador e as vias reguladoras
envolvidas (CHOUDHARY; PRAKASH; JOHRI, 2007), tais como as rotas bioguimicas, ou
seja, fendbmenos distintos, porém, fenotipicamente semelhantes (PASCHOLATI, 2011).

Na ISR, embora ser fenotipicamente idéntico a SAR, 0 agente ativador dos
mecanismos de resisténcia sdo organismos que se correlacionam em beneficio ao sistema
radicular (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998) e tem como sinalizador o &cido
jasmonico.

O funcionamento dos indutores de resisténcia defronte aos nematoides é a decorréncia
da interrupcdo do avancgo das células nutridoras, ou inclusive reacdo de hipersensibilidade,
testemunhando necrose no sitio de alimentacdo, poucos dias ap6s a infeccdo do patégeno
(BAKKER et al., 2006).
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Em contrapostos, aos nematicidas comuns, os indutores, em conformidade com
Barbosa et al. (2010), denotam um conjunto de vantagens, por exemplo: baixos niveis de
toxicidade, superior biodegradacdo, praticabilidade frente a varios patdgenos, afora
diversificados modos de acdo gque reprimem a expectativa do parasita desenvolver resisténcia

aos mecanismos predispostos.

2.7.1 Eliciadores abiéticos

A indugdo de SAR é auxiliada por acumulo localizado e sistémico de niveis
enddgenos do hormdnio vegetal acido salicilico (AS), e seus analogos, subsequente expressao
de genes-RP (VERHAGEN; VAN LOON; PIETERSE, 2006). Dentre os ativadores quimicos
mais significativos, encontra-se 0 ASM (acibenzolar-S-metil), primeiro ativador desenvolvido
para inducdo de resisténcia (WALTERS et al., 2005; CHOUDHARY; PRAKASH; JOHRI,
2007), expressando baixa fitotoxidez (KUNZ; SCHURTER; MAETZKE, 1997).

A resisténcia sistémica adquirida é estabelecida apds o intervalo de tempo necessario
para acumular e associar-se a respostas de defesa celular (PASCHOLATI et al., 2010) como:
proteinas-RP, fitoalexinas, acimulo de espécies ativas de oxigénio, alteracdo na parede
celular, aumento na atividade de vérias enzimas relacionadas a defesa (THAKUR; SOHAL,
2013), com a producéo de lignina (RESENDE et al., 2000).

2.7.2 Eliciadores biéticos

Diferentemente da SAR, a ISR é dependente do fitohormonio etileno e jasmonato
(CHOUDHARY; PRAKASH; JOHRI, 2007). Os agentes biodticos capazes de ativar 0s
mecanismos de defesa da planta localmente ou sistemicamente sdo 0s microrganismos viaveis
ou inativados (STANGARLIN; PASCHOLATI, 1994), atuando no controle de patdgenos
fitopatogénicos tais como: bactérias, virus, fungos, nematoides e insetos (DOKE; RAMIREZ;
TOMIYAMA, 1987).

Neste caso, a resisténcia do hospedeiro esta ligada ataves do intervalo de tempo entre
o0 tratamento com o eliciador e a inoculagdo do patdgeno, envolvendo a sintese e/ou acumulo
de substancias especificas e metabodlicas da planta (PASCHOLATI, 2003).

Os microrganismos que podem ser utilizados como eliciadores bidticos sdo: fungos,

oomicetos, leveduras (Saccharomyces cerevisiae) (DI PIERO et al.,, 2005), estirpes
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especificas de rizobactérias (PGPR) entre elas Pseudomonas spp., espécies de Bacillus spp., e
virus (ROMEIRO, 2002; DI PIERO et al., 2005).

Quando a planta tem seus mecanismos de defesa induzidos, varios sdo 0s eventos
ativados, e a planta que sofreu inducdo ndo exibe alteracdes visuais na planta, pois o agente
indutor é usualmente um microrganismo ndo patogénico (ROMEIRO, 2002), sendo uma
alternativa para controle de doencas, em nivel de casa de vegetacdo e no campo, e através

deste fendmeno, reduzindo a utilizacdo de produtos quimicos (DI PIERO et al., 2005).

2.7.3 Inducdo de resisténcia em plantas e efeitos sobre interacdes simbidticas com

microrganismos

A resisténcia induzida ¢ uma forma ndo especifica de resisténcia em plantas que é
capaz de ser ativada por indutores (eliciadores) contra certas espécies de patdgenos. Em
seguida ao reconhecimento das moléculas eliciadoras, a planta empreende rotas de sinalizacdo
que direcionardo a expressao de diversos mecanismos de defesa. A expressdo de respostas de
defesas podem gerar custos ao envolver-se nas interacdes mutualisticas entre plantas e
simbiontes (WALTERS; HEIL, 2007; KUHN et al., 2006), que de acordo com Heil; Baldwin
(2002), é todo resultado negativo mediante adaptabilidade da planta que resulta da expressdo
de caracteristicas de defesa.

Os tipos de custos mais comumente vistos e referenciados sdo os custos de alocacédo
ou adaptativos (KUHN; PASCHOLATI, 2010), os quais ndo poderdo ser usados para o
crescimento ou outros processos de desenvolvimento relevantes (HEIL, 2001), custos
ecoldgicos, quando a expressdo da defesa afeta negativamente as interacdes da planta com seu
ambiente, podendo prejudicar as interacBes da planta com fungos micorrizicos, rizobios,
fungos endofiticos, polinizadores, dispersores de sementes, predadores e parasitoides de
insetos herbivoros entre outros (KUHN et al., 2006), e os custos genéticos, quando 0s genes
de resisténcia, apesar de promoverem defesa da planta, afetam negativamente processos
relevantes do metabolismo (WALTERS; HEIL, 2007).

A intaracdo da planta com fungos micorrizicos apresenta-se eficiéncia no
aproveitamento de nutrientes, e ao examinar sua resposta a inoculagcdo com diferentes fungos
promotores de crescimento, 0s aspectos bioquimicos, fisiolégicos e moleculares da interacao
simbidtica com esses microrganismos, € possivel mencionar que a agricultura de baixo uso de
insumos poderia ser alcancada com o emprego desses fungos nos agroecossistemas

(VERGARA et al.,, 2019), assim como revela-se que sdo importantes constituintes da
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microflora, seja pela capacidade de sintese de antibioticos, permitindo o uso de sua
capacidade antagonista no biocontrole de fitopatogenos (DANTAS et al., 2009).

2.8 FATORES ELICIADORES

A definicdo de elicitores/eliciadores se tornou mais ampla, como compostos ou
moléculas aptas em ativar mecanismos e estimular respostas de defesa da planta (THAKUR;
SOHAL, 2013), desde mudancas celulares, como reacdo de hipersensibilidade até mudancas
moleculares, como a ativacdo de genes de defesa (HAHN, 1996), entre eles a producdo de
fitoalexinas, substancias antimicrobianas de baixa massa molecular, que conferem resisténcia
contra microrganismos invasores em tecidos vegetais (BONALDO; PASCHOLATI;
ROMEIRO, 2005; THAKUR; SOHAL, 2013).

Os eliciadores podem ser agrupados em duas categorias: gerais inespecificos que
ativam respostas de defesa em diversas espécies de plantas e especificos, codificados por
genes de aviruléncia do patdégeno (Avr) raca especifica, induzindo resposta de defesa em
cultivares especifico (MONTESANO; BRADER; PALVA, 2003).

Diversos estudos tem demonstrado que o reconhecimento de eliciadores pelas plantas
esta relacionado a presenca de proteinas na membrana plasmética das células vegetais, que
agem como receptores (HAHN, 1996).

2.9 PROCESSO DE SINALIZACAO DESENVOLVIDO PELA CELULA VEGETAL

O processo de captar e reagir aos estimulos intrinsecos e/ou extrinsecos pode ser
dividido substancialmente em trés etapas de sinalizacdo desenvolvido pela célula vegetal:
percepcdo do sinal, transdugdo do sinal e a tradugdo do sinal. A percepgdo do sinal, ou
reconhecimento, da-se pelo contato dos eliciadores aos receptores celulares especificos ou
inespecificos que identificam um determinado sinal. A transducdo do sinal constitui na
transmissao do sinal para seu sitio de acéo interiormente na célula, de modo direto ou indireto
via mensageiros secundarios (&cido salicilico, &cido jasmonico e etileno) e a tradu¢do do sinal,
compreende na conversdo do sinal em respostas celulares especificas, como, a ativacdo de
genes que induzem a sintese de (proteinas-RP), enzimas integrantes de rotas metabdlicas de
fitoalexinas (BARI; JONES, 2009) conforme esquema de Thakur; Sohal (2013) na figura 15.

A percepcdo das plantas por proteinas receptoras especificas presentes no apoplasto e

citoplasma, no decorrer do processo de invasdo das raizes, estes podem resultar ao
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reconhecimento de padrfes moleculares associados a patégenos (Pathogen Associated
Molecular Patterns - PAMP’s), padrbes moleculares associados ao nematoide (Nematode
Associated Molecular Patterns - NAMPs), padrdes moleculares associados a danos (Damage
Associated Molecular Patterns - DAMP;), ou padrdes moleculares associados aos
microrganismos (Microbe Associated Molecular Patterns - MAMP), através da colonizacéo
por um microrganismo néo patogénico (HOLBEIN; GRUNDLER; SIDDIQUE, 2016).

Virus

Fungo Genes AVR
Agente Bactéria Hicitores
Nematoides
superficieda célula ~ 7
do patdgeno \/
Superficie da célula Receptor
da planta ; Resposta de hipersensibilidade - HR
Rota de transducdo A ) Respostas
do sinal I Fitoalexinas : imunes
Reconhecimento j__:"'f Proteinas FP N luitinases primdrias
celular / K [ i em plantas
Genes de Pr"ﬂstﬂS
defeca dos genes

Figura 15. Respostas imunes primarias da planta na interacdo planta-patdégeno. Adaptacéo do
trabalho de Thakur; Sohal (2013).

Em conformidade com Stangarlin et al. (1999) observa-se que, a caracteristica
estrutural das respostas imunes primarias na interacdo planta-patdgeno, indica a inexisténcia
de uma Unica determinacdo da atividade elicitora.

Uma vez superadas as barreiras tipicas de defesa da planta, este reconhece o patdgeno
e inicia uma série de mecanismos de resisténcia na tentativa de conter este agente agressor
(PASCHOLATI; LEITE, 1995), estes podendo ser desencadeados atraves de Padrbes
Moleculares Associados aos Microrganismos - MAMPs.
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2.9.1 Padrdes moleculares associados aos microrganismos - MAMPSs

Os receptores ancorados na membrana plasmatica € o local em que 0s microrganismos
ou os Padrdes Moleculares Associados aos Microrganismos (MAMPS) entram em contato
com o hospedeiro, logo adiante principia um salto de sinalizagdo, provocando uma ampla
sucessdo de mecanismos de defesa, em prol de proteger as plantas frente a uma possivel
invasdo do agente patogénico (RESENDE et al., 2010).

Os (MAMPs) pode-se tratar de bactérias, fungos, oomicetos e dos
oligogalacturonideos (OAGSs). Os OAGs sdo os unicos MAMPs derivados da prépria planta e
podem ser empreendidos no decurso da infeccdo por patdgenos (RESENDE et al., 2010).

A primeira resposta defensoria, logo apds o reconhecimento do MAMP ou eliciador é
uma explosdo oxidativa ou formacdo de espécies reativas de oxigénio (EAO), tais como:
peroxido de hidrogénio (H,O;) pronunciando-se efeito direto sobre o patégeno ou procedendo
a reforco da parede celular, concebendo uma barreira mecéanica determinante contra a
penetracdo dos patdgenos (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). Outrora a sintese de
metabolitos secundarios toxicos a fitopatdgenos, é ativada mediante genes que codificam
proteinas-RP (B-1,3-glucanases - GASE), quitinases, peroxidases (POX), resposta de
hipersensibilidade (RH), fitoalexinas, compostos fendlicos, fenilalanina amonia-liase (FAL),
alteracdes estruturais como lignificacdo (CAVALCANTI et al., 2005).

2.9.1.1 Mecanismos de defesa ap6s o reconhecimento entre simbiontes durante a interacao

micorrizica arbuscular

A cuticula e a parede celular integram as preliminares barreiras descobertas por
microrganismos, no decorrer do estabelecimento da infeccdo. No sentido de facilitar a
penetracdo, tém necessidade de secretarem substancias degradadoras, haja vista, compostos
membranares, especificamente pectinase e celulase (MUSSURY et al., 2012).

Diversas fungbes para o estabelecimento da simbiose micorrizica, esses compostos
membranares, podem exercer, tais como a penetrabilidade das hifas fungicas no sistema
radicular que advem de uma conjungdo de pressao mecénica e degradacdo enzimatica da
parede celular vegetal (HALLMANN et al., 1997; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A producdo local e reduzido nivel de atuacdo dessas enzimas acondiciona a inteireza
do tecido vegetal, proporcionando a colonizacdo do FMA (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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A recognicdo mutua entre a planta hospedeira e 0 FMA decorre na maior parte por
meio de moléculas eliciadoras, as quais podem ser enddgenas (secretada por microrganismos),
ou exogenas, seguidas por modificacbes na permeabilidade membranar, estimulacao
enzimatica e liberacdo de sinais moleculares, sucedendo no estimulo ou cessacdo de varios
genes do sistema de defesa/protecdo vegetal (BARI; JONES, 2009).

Reac0es idénticas de infeccdo oriundas de ataques de agentes patogénicos na planta
sdo vistos, ao longo da associacdo micorrizica, devido algumas moléculas presentes na
membrana celular dos FMA serem semelhantes as encontradas em fungos patogénicos, do
mesmo modo que diferengas estruturais amenos entre elas pode haver (HARRIS, 2005),
contudo, comportamentos resistentes, sao mais explicitos, quando ndo h& compatibilidade
molecular entre FMA e plantas ndo hospedeiras.

Sob outra perspectiva, interacGes evidentemente compativeis sdo vistas respostas
defensdrias rapidas e transitorias, as quais podem ser argumentadas e obter justificacdo da
supressdo dos mecanismos de defesa, consentindo a penetracdo do fungo (AGRIOS, 2005),
logo auséncia de respostas de hipersensibilidade, concomitante com mudangas no nivel de
expressividade de proteinas (SOUZA, 2006).

Quando confrontado a reacdo da planta, frente a acdo de um microrganismo
patogénico, andlises bioquimicas e moleculares tém apontado moléculas referentes a defesa,
em pequenos niveis e transitoriamente sdo liberadas no decorrer do estabelecimento da
simbiose (SALZER et al., 2000; KIRIACHEK et al., 2009).

Ademais, pesquisas indicam possibilidade dos FMA provocarem modificacfes no
hospedeiro vegetal, fragmentando (clivando) essas moléculas e tornando-as inativas e
incapazes de induzirem reacOes defensivas, o que prova a primordialidade eminente
combinatéria de sinalizacdo celular, e mudanca desses sinais em respostas fisioldgicas
apropriada para defesa induzivel, despertada por agressores pontuais, bem como, para
permanente (SALZER et al., 2000; KIRIACHEK et al., 2009).

Os genes do sistema de defesa vegetal, prevalecentes de antemdo estudados em
micorrizas arbusculares, encontram-se correlacionados a via Biosintética de fitoalexinas
isoflavonoides, chalcone-sintetase/isomerase, a codificacdo de hidrolases, quitinas, p-1,3-
glucanases, que degradam a parede celular fungica, e a codificacdo de proteinas em processos
de oxi-reducdo, enzimas antioxidantes, como peroxidases, catalases, incluidas no acrescento
da rigidez da parede celular vegetal (KIRIACHEK et al., 2009).
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2.10 EFEITOS DA INTERACAO PLANTA-NEMATOIDE-MICORRIZA

A resposta do hospedeiro ao patdgeno pode ser classificada como neutra quando ndo
h& mudancas evidentes na densidade de esporos micorrizicos, colonizagdo micorrizica, e no
desenvolvimento das plantas, bem como auséncia de alteracdo na atracdo, penetracdo e
reproducéo por parte dos nematoides (HUSSEY; RONCADORI, 1982).

Esta interacdo torna-se positiva quando observa-se acréscimo da colonizagdo
radicular e formacéo de esporos e melhora no desenvolvimento vegetal por meio dos FMAS e
0s nematoides sdo suprimidos, logo negativos quando os FMAs, e as plantas forem afetadas
pelo nematoide, e acréscimo na reproducdo dos nematoides (HUSSEY; RONCADORI, 1982).

2.11 CONSIDERACOES FINAIS

Os nematoides das galhas apresentam especializacdo ao parasitismo, decorrente da
inducdo do sitio de alimentacéo.

Os fungos nematdfagos atuam como estratégia complementar de controle deste
fitoparasita, bem como de promover o crescimento vegetal.

Os fungos endomicorrizicos estimulam os mecanismos latentes de resisténcia das
plantas contra o patdgeno, além do beneficio ao estado nutricional das plantas.

A necessidade de continuidade destas pesquisas que se concentram nos multiplos

fatores que interferem nas respostas das plantas a este patdgeno sdo fundamentais.
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3 CAPITULO 2: FUNGO NEMATOFAGO E ENDOMICORRIZICOS NO
CONTROLE DE Meloidogyne incognita NA SOJA

Resumo: O objetivo do presente trabalho foi de avaliar o efeito do isolado de
Purpureocillium lilacinum, Claroideoglomus etunicatum e Rhizophagus clarus como agente
biocontrolador de Meloidogyne incognita. Os tratamentos em casa de vegetacdo foram
constituidos de seis formulagdes distintas de isolados fungicos sendo: T1 - Testemunha; T2 -
P. lilacinum (100 pl™); T3 - C. etunicatum (23,5 mL™Y); T4 - R. clarus (23,5 mL™); T5 - P.
lilacinum (100 pl™) + C. etunicatum (23,5 mL™); T6 - P. lilacinum (100 pl™) + R. clarus (23,5
mL™) com cinco repeticdes cada. O fungo nematéfago foi aplicado em suspenséo liquida e os
FMAs em solo in6culo no sulco de semeadura. A semeadura de duas sementes de soja
Monsoy 6410 IPRO suscetivel ao Meloidogyne incognita foi realizada em vasos plasticos de 2
L com mistura de areia e terra (3:1). A inoculagéo de 2000 ovos e eventuais (J2) por planta foi
procedida na sequéncia. Aos 65 dias ap0s a inoculacdo, foram retiradas as plantas para
avaliacdo das variaveis nematologicas, micorrizicas e vegetativas. Os dados foram submetidos
a teste de comparacdo de medias a 5% de probabilidade de erro. O fungo P. lilacinum exerceu
forte pressdo na reproducdo do nematoide. R. clarus aumentou a massa fresca parte aérea
(MFPA) e reduziu a infectividade do nematoide. Os fungos endomicorrizicos diferem quanto
a eficiéncia de controle. A interacdo P. lilacinum + R. clarus reduziu a populagdo de M.
incognita. O potencial biocontrole destes fungos torna-se uma alternativa agricola para o
controle de M. incognita em soja, bem como para a sustentabilidade da agricultura.

Palavras-chave: Fitonematoide. Interacdo de microrganismos. Promotores de crescimento.
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3.1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max L.) de acordo com a Conab (2020) é uma das principais
commodities mundiais. O mercado da soja brasileira atende duas situacdes, a exportacao e 0
esmagamento, de onde obtém-se dois subprodutos, o éleo e o farelo de soja. No Brasil € a
principal cultura em extensdo de &rea e volume de producdo. Esse comportamento é
respaldado pela forte liquidez apresentada do produto.

O Brasil expde vasto avanco nas tecnologias de producdo da soja, oportunizando em
ato continuo o aumento da produtividade. Na safra 2019/2020, mediante levantamentos de
dados da Conab (2020) estima-se crescimento na area cultivada de 2,6% chegando a 36,80
milhGes de hectares, assim como uma variacdo de 6,3%, na producdo em relacdo ao ciclo
passado, com producdo de 122,22 milhdes de toneladas.

Porém, com a expansdo da cultura, surgem algumas limitacGes, dentre elas o
aparecimento de diversas doencas. Aproximadamente 40 doencas causadas por fungos,
bactérias, nematoides e virus ja foram identificados no Brasil (SOARES, 2011). As doencas
gue ocorrem na raiz e que limitam o desenvolvimento do sistema radicular sdo de dificil
controle, visto que parasitam circulos extensos de plantas hospedeiras (DIAS et al., 2010).

A presenca relevante de mais de 100 espécies e em torno de 50 géneros de
nematoides, predispdem desorganizacdo no crescimento da parte aérea e raiz, alterando a
fisiologia da planta (FERRAZ; BROWN, 2016). Dentre os nematoides mais danosos na
cultura da soja no Brasil estdo: Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Heterodera
glycines, Pratylenchus brachyurus, Rotylenchus renifornis (LIMA et al., 2016).

No entanto, nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) vem sendo relatados com
frequéncia no Brasil, com perdas economicamente expressivas no ambito produtivo, em torno
de US$ 141 bilhdes anual em torno do mundo (HUSSAIN; MUKHTAR; KAYANI, 2016;
KAYANI; MUKHTAR; HUSSAIN, 2017; TARIQ-KHAN et al., 2017; FLEMING et al.,
2016).

O agronegécio brasileiro contabiliza prejuizos de R$ 35 bilhdes, provocados pelo
fitoparasita anualmente. Apenas na producdo de soja, as perdas sdo estimadas em R$ 16,2
bilhdes de acordo com os dados da Sociedade Brasileira de Nematologia (SBN, 2017).

O biocontrole conta com mais de 200 organismos relatados inimigos naturais dos
fitonematoides com crescimento de 10-15% anualmente, sendo aproximadamente 75% dos
antagonistas microbianos identificados fungos, com crescente emprego em todas as culturas
agricolas, porém representam apenas 2% do mercado (AHMAD et al., 2018; LOBO, 2016).
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De acordo com dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2019) nos ultimos cinco anos, a quantidade de inddstrias de biodefensivos como o
numero de registros praticamente duplicaram. Os biodefensivos microbioldgicos possui
participacdo de 89% em area e valor, com destaque aos ativos microbiolégicos mais utilizados
e disponiveis no mercado tais como, Bacillus, Purpureocillium, Pochonia, Trichoderma
(ABCBIO, 2019; ADAPAR, 2018). O Purpureocillium lilacinum é um fungo ovicida e
oportunista com capacidade de capturar e/ou parasitar nematoides, exercendo forte pressdo
em sua capacidade reprodutiva, especialmente contra espécies do género Meloidogyne spp.
(AHMAD et al., 2018; BARON; RIGOBELO; ZIED, 2019; DE ULZURRUN; HSUEH,
2018; SIKORA et al., 2018).

O setor de biodefensivos brasileiro obteve-se destaque com aumento de 77% no valor
de mercado no ano passado, movimentando quase R$ 528 milhGes, colocando o pais entre 0s
quatro paises com melhor desempenho na producdo de produtos biol6gicos, respondendo por
7% da comercializacdo mundial, isto devido ao mercado estar em ascensdo e a América
Latina ter apontado um crescimento acelerado, podendo alcancar uma crescente de 40% até
2021 no setor, que é liderado por Estados Unidos (37%), Espanha (14%) e Italia (10%)
(ABCBIO, 2019; ABIM, 2019).

Em saldo mundial o controle bioldgico em 2018 foi 17% superior ao periodo anterior,
alcancando a marca de US$ 3,8 bilhdes. Para 2020, a expectativa é que o setor de biolédgicos
fature no mundo US$ 5 bilhdes e que em 2025 chegue a US$ 11 bilhdes (ABIM, 2019).

Entretanto, os fungos endomicorrizicos, biotroficos obrigatdrios, mostram-se ser um
campo multidisciplinar, contribuindo no incremento do vigor e produtividade pela absorcao
de macro e micronutrientes mediante estruturas fangicas intrarradiculares (hifas, vesiculas,
arbasculos), e extrarradiculares como extensdo do sistema radicular (MARRO et al., 2014).

Além disso, a toleréncia a fatores abidticos e bioticos, atenuando os efeitos deletérios
dos nematoides, devido ativacdo de mecanismo de defesa das plantas, torna-se as raizes sem
condi¢des adequadas para o desenvolvimento e reproducdo do patdgeno, devido alteracdes
que dizem respeito com a pré-infeccdo atribuida a mudanca fisioldgica no vegetal, tais como
atracédo pela raiz, redugdo de exsudatos radiculares, modificagfes na composicdo da parede
celular mediante atividade de enzimas relacionadas a resisténcia vegetal proporcionando
aumento na lignificacdo das raizes, ou seja, uma interacdo morfoldgica, fisioldgica,
bioquimica e funcional (MARRO et al., 2014).

Nesse contexto, um numero cada vez maior de estudos em prol de pesquisas para

difundir-se seu papel e de outros biodefensivos perante a ciéncia e tecnologia, contribui para o
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conhecimento e o desenvolvimento de estratégias bioldgicas e biotecnoldgicas, e revela-se
que o biocontrole pode ser aliado fundamental na busca da reducdo do uso de defensivos e
fertilizantes quimicos, visando a obtencdo da sustentabilidade do processo agricola (AHMAD
etal., 2018).

Logo, o objetivo do estudo foi avaliar a aplicacdo de isolados flungicos
Purpureocillium lilacinum, Claroideoglomus etunicatum, Rhizophagus clarus e determinar o
potencial biocontrole destes agentes de controle bioldgico contra Meloidogyne incognita na

soja em casa de vegetacdo.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na estacdo de cultivo protegido da NemaBrasil -
Laboratorio, Consultoria e Pesquisa Agricola, no municipio de Cambé, Parana, com as
seguintes coordenadas geogréaficas: Latitude 23° 18’ 18,2”” S e longitude 51° 15° 03,6” W.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizados (DIC),
constituido de seis tratamentos e cinco repeticbes cada. Os tratamentos foram: 1 - sem
inoculacdo de fungo nematdfago e sem fungo micorrizico arbuscular (FMA), 2 - P. lilacinum
(100 ul™), 3 - C. etunicatum (23,5 mL™), 4 - R. clarus (23,5 mL™), 5 - P. lilacinum + C.
etunicatum (100 pl™ + 23,5 mL™), 6 - P. lilacinum + R. clarus (100 pl™ + 23,5 mL™).

Ocorreu em 25 de outubro de 2018 a semeadura de duas sementes de soja, Monsoy
6410 IPRO, suscetiveis a Meloidogyne incognita.

Foram utilizados vasos plasticos de 2 L, contendo terra proveniente de profundidade,
submetida a uma mistura na proporgéo de 3:1 (areia: terra).

A analise quimica apresentou as seguintes caracteristicas: CTC (pH 7,0) = 9,66 cmol,
dm™; CTC (efetiva) = 6,86 cmol, dm™. Macronutrientes cationicas: Ca®* = 4,58 cmol. dm™;
Mg®* = 1,53 cmol, dm™®; K* = 0,34 cmol. dm™; Na?* = 0,41 cmol. dm™. Macronutrientes
anionicos: P wenich 1 = 53,93 mg dm™; SO,% = 117,63 mg dm™. Micronutrientes: B = 0,96 mg
dm; cu® = 5,37 mg dm™®; Fe*" = 138,67 mg dm™; Mn?* = 70,60 mg dm™; Zn** = 5,84 mg
dm™; pH (CaCl,) = 5,23; H+Al = 2,80 cmol. dm™; AI** = 0,00. Para tanto, foi utilizada como
base para a correcao.

A inoculagdo dos isolados fungicos foi realizada no momento da semeadura, com
intuito de simular a aplicagdo em sulco, colocando os isolados embaixo da semente. Os
isolados micorrizicos séo provenientes da Colecdo Internacional Cultura Glomeromycota -

CICG, e o P. lilacinum oriundo de um produto comercial (Simbiose®).
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O fungo nematdfago P. lilacinum utilizado possui suspensdo fungica concentrada (1,0
x 10" esporos mL), cuja recomendacdo indicada é de 300 mL ha™ (sulco). Realizou-se
conversao dos valores para que fosse possivel sua aplicacdo em vasos.

O isolado dos FMA foi aplicado em forma de solo-in6culo, do qual se aplicou em
cada cova de semeadura 23,5 mL do solo-inoculo contendo aproximadamente 100 esporos por
planta, acompanhados de hifas e fragmentos de raizes colonizadas.

No dia 01 de novembro de 2018, logo apds a emergéncia das plantulas de soja foi
realizado o arranque manual de uma plantula de soja. Em seguida procedeu a inoculacéo de
2000 ovos e eventuais juvenis (J2) de Meloidogyne incognita, obtidos de raizes de tomateiro
provenientes da estagdo de cultivo protegido da NemaBrasil, e extraidos através do método
proposto por Hussey e Barker, adaptado por Boneti e Ferraz (1981). Foi efetuada
periodicamente irrigacdo manual.

Sessenta e cinco dias ap6s a inoculagcdo foi realizado a retirada das plantas para
avaliacdes das variaveis nematologicas, micorrizicas e vegetativas.

As variaveis nematologicas avaliadas foram: total de nematoides por planta; nimero
de nematoides por grama de raiz (NGR = nimero de nematoides por planta e massa fresca de
raiz); A extracdo dos nematoides na raiz foi realizada pelo método proposto por Hussey e
Barker, adaptado por Boneti e Ferraz (1981) e no solo através do método de Jenkins (1964).

As variaveis micorrizicas avaliadas foram: percentagem de colonizagcdo micorrizica,
mediante metodologia proposta por Giovannetti e Mosse (1980) através do método de
interseccdo em grade de linhas (grid line method), realizada logo apds a clarificacdo e
coloracdo das raizes conforme metodologia desenvolvida por Philips e Hayman (1970) e
adaptada por Koske e Gemma (1989) e Grace e Stribley (1991) e a densidade de esporos
descrita por Gerdemann e Nicolson (1963), complementada pela metodologia de
centrifugacdo em gradiente de densidade, também descrita para extracdo de nematoides do
solo por Jenkins (1964).

As variaveis vegetativas avaliadas foram: a altura da planta (cm), fitomassa fresca de
parte aérea (g), nimero de botdes florais e analise do tecido vegetal de macro e
micronutrientes a partir da coleta de todos os trifélios sadios desenvolvidos de cada planta.

Os dados obtidos no experimento foram submetidos ao teste de comparacdo de medias
(teste de Tukey) a 5% de probabilidade de erro (P < 0,05), utilizando-se sistema de analises

estatisticas Sisvar versdo 5.6.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Fungo nematdfago e endomicorrizicos como potencial biocontrole de Meloidogyne

incognita no solo e ao parasitismo do nematoide no sistema radicular da soja.

O numero de ovos e J2 de M. incognita no sistema radicular e no solo apresentaram

reducdo significativa (tabela 1).

Tabela 1. NUmero de ovos + J2 e porcentagem (%) de reducdo do n° de ovos + J2 de M.
incognita na raiz e no solo.

Tratamento Média Numero de ovos + J2 % Reducdo
Raiz Solo Raiz Solo

Testemunha 200,80 b 1327,20 a -
P. lilacinum 2240 ¢ 34440 ¢ 89 74
C. etunicatum 255,80 a 21420 cd - 84
R. clarus 2420 ¢ 138,60 d 88 90
P. lilacinum + C. etunicatum 170,60 b 785,40 b 15 41
P. lilacinum + R. Clarus 2540 ¢ 14280 d 87 89

*Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p< 0,05).

O fungo nemato6fago P. lilacinum apresentou 89% de reducéo no nimero de ovos + J2
nas raizes da soja, enquanto que o tratamento com o fungo micorrizico C. etunicatum em
forma isolada, apresentou maiores valores de ovos e formas infectantes do patdgeno,
superando até mesmo o tratamento testemunha. De outro lado, o fungo micorrizico arbuscular
(FMA) R. clarus de maneira isolada, obteve 88% de reducédo do nimero de ovos + J2 de M.
incognita no sistema radicular.

A interacdo do fungo P. lilacinum + C. etunicatum obteve-se apenas 15% de redugéo
na raiz, havendo dessa forma eficiéncia inferior em relacdo aos demais tratamentos. Em
contrapartida, a interagdo P. lilacinum + R. clarus apresentou 87% de controle em relagéo a
testemunha, sendo efetivo contra a infeccdo de nematoides, demonstrando que certas espécies
de fungos oportunistas de ovos e FMAs, podem reduzir a infeccdo do patdgeno nas raizes das
plantas.

No solo o fungo nematdofago P. lilacinum reduziu 74% de ovos + J2. Ao contrério do

resultado do fungo C. etunicatum na raiz, este isolado micorrizico no solo mostrou-se ser
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eficiente, com 84% de redugéo de ovos + J2, assim como o fungo R. clarus alcancou 90% de
reducdo em relacdo a testemunha.

Nota-se que o tratamento em interacdo P. lilacinum + C. etunicatum, houve reducéo de
ovos + J2 inferior em relacdo aos demais tratamentos, de 41% no controle dos fitonematoides.
Por conseguinte, a interacdo do P. lilacinum + R. clarus atingiu 89% de controle, tanto quanto
Rahman (2015) com inoculagdo de R. intraradices e P. lilacinum no controle de M. incognita
no tomateiro.

Posto isso, confirma-se que as aplicacbes dos isolados fungicos suprimiram a
multiplicacdo dos nematoides, bem como, comprova a viabilidade dos indculos utilizado no
trabalho, porém, destaca-se em estudo que houve variabilidade do efeito de controle, e
Whipps (2004), relata que pode ser dependente do isolado de FMA, bem como de outras
varidveis, tais como, a espécie vegetal hospedeira, a espécie dos agentes patogénicos e
variaveis ambientais.

Um dos principais mecanismos associados a acdo dos fungos nematdfagos, na reducéao
do numero de ovos + J2 de M. incognita no solo, é em razdo da producdo de exoenzimas,
reduzindo a eclosdo de juvenis, tal como, mudancas fisiolégicas no hospedeiro como a
atratividade das raizes, ocorre ao trabalhar com fungos endomicorrizicos, reduzindo os
exsudatos radiculares, as emissfes de sinais moleculares liberados pelas raizes, que atesta a
existéncia de um hospedeiro potencial, além da inducdo de resisténcia sistémica na planta
hospedeira, promovendo acrescento da rigidez da parede celular vegetal (THAKUR; SOHAL,
2013; MARRO et al., 2014).

Resultados similares foram observados por Vidal (2019), com P. lilacinum, tal qual se
obteve reducdo das populacdes de M. incognita em tomateiro no nivel de raiz de 71%,
enguanto no solo, alcancou reducao significativa de 87,5% em relacdo a testemunha. Vivanco
(2017) solidou efetividade de 76,6% no controle de ovos e formas mdveis, utilizando-se
isolados de P. lilacinum na mesma cultura. Viggiano; De Freitas; Lopes (2014) condicionam
esta capacidade de controle mediante mecanismos quimicos de penetracdo, reduzindo a
multiplicacdo das sucessivas gera¢fes do parasita, cabido ao contato rapido no estégio inicial
do desenvolvimento embrionario (GORTARI; ROQUE, 2016) podendo o juvenil, ainda
dentro do ovo, ser parasitado pelo fungo (SALAZAR; BETANCOURTH; CASTILLO, 2012),
sendo desta forma uma estratégia bioldgica para o controle de Meloidogyne spp. (DAHLIN et
al., 2019), assim como uma ferramenta de gestdo integrada e potencial op¢do nematicida
microbioldgico (OLIVEIRA et al., 2019).
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Em relacdo a contribuicdo dos FMAs, Ogou et al. (2018) em soja, mediante uso da
inoculagdo micorrizica, testificaram crescimento melhorado nas plantas, todavia, reducéo da
densidade populacional de ovos e J2 no solo e nas raizes, assim como Freitas (2013) ao
trabalhar com plantas emissoras (EM) e receptoras (RM) com e sem micorrizas, verificou que
as plantas receptoras sem micorriza (RM-) em contato com as plantas emissoras com
micorriza (EM+) foram estimuladas a acionar seus mecanismos fisioldgicos e bioquimicos de
defesa e apresentaram melhor crescimento e menor susceptibilidade contra o patdgeno.

Hussey e Roncadori (1982) relatam que os efeitos da interacdo entre 0 nematoide e o
FMA, que é expresso pela resposta do hospedeiro, podem ser neutra quando nao ha alteragdes
evidentes nos FMAs, hospedeiros ou no nematoide, estes sdo positivos quando danos a planta
mediante parasitismo dos nematoides sdo compensados por FMAS, e 0 nUmero de
nematoides sdo suprimidos, e negativos se a esporulacdo dos FMAs e / ou o desenvolvimento

da planta forem suprimidos e os nematoides aumentarem sua reprodugéo.

3.3.2 Colonizacdo micorrizica, densidade de esporos micorrizicos em plantas de soja,

com Meloidogyne incognita.

O beneficio da micorrizacdo e da simbiose sdo modulados sobremodo do bindmio
cultivar da planta, espécie de nematoide, bem como do nivel de colonizagdo, estado
nutricional da planta e do balanco existente de nutrientes no solo, ou seja, por meio de
mecanismos de auto regulacdo a colonizacdo micorrizica € inibida ou estimulada (ELSEN et
al., 2008).

A colonizagdo micorrizica arbuscular, ndo apresentou diferenca significativa para

ambos o0s tratamentos (tabela 2).

Tabela 2. Média da porcentagem de colonizacdo micorrizica e nimero de esporos em 10 g™
de solo em tratamentos utilizando fungo nemat6fago e micorrizicos.

Tratamento Colonizagdo Micorrizica (%) N° esporos 10 g solo
Testemunha 0,00 b 0,00 c
P. lilacinum 0,00 b 0,00 c
C. etunicatum 20,60 a 20,80 b
R. clarus 26,20 a 30,20 a
P. lilacinum + C. etunicatum 23,80 a 26,40 ab
P. lilacinum + R. clarus 25,00 a 31,40 a

*Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p< 0,05).



78

O nlmero de esporos micorrizicos no solo (N° esporos 10 g de solo) revelou
significancia entre as médias, sendo o isolado de R. clarus e P. lilacinum + R. clarus com
maior numero de esporos (30,20 e 31,40) respectivamente, e subsequente aos tratamentos (T5
e T3) (26,40 e 20,80 esporos 10™*g de solo).

N&o foram encontrados colonizacdo radicular e esporos por FMAs nas plantas
cultivadas na auséncia dos FMAs (dados ndo apresentados) (testemunha e P. lilacinum).

As estruturas micorrizicas vistas em maior frequéncia em estudo foram a presenca de
hifas intrarradiculares, esporos e eventuais presencas de formacao de arbusculos. A presenca
de vesiculas, estruturas globosas, ricas em lipidios, dilatagdes terminais nas hifas, com funcéo
de reserva, assim como importantes propagulos, foram vistas nas células das raizes em
menores proporc¢des, provavelmente devido ao tempo de micorrizacao.

Trentin (2016) em primeiro experimento avaliou o estimulo ao crescimento da soja na
presenca e na auséncia do FMA Rhizophagus clarus, quantificando-se 60% de colonizacéo
pela presenca de vesiculas e hifas fangicas intrarradiculares. A presenca de esporos foi
quantificada apresentando 66 esporos por 50 mL de solo.

Em um segundo experimento os danos causados pelo nematoide Pratylenchus
brachyurus foi avaliado na presenca e na auséncia do Rhizophagus clarus. Observou-se
observou 35% de colonizagdo micorrizica nas raizes, e 63 esporos em 50 mL de solo.

Estimulo de ordem ndo nutricional estes relacionados a altera¢fes bioquimicas no
aumento da inducdo de resisténcia foram constatados, havendo reducdo de 64% no numero de
P. brachyurus penetrados no sistema radicular das plantas cultivadas na presenca do FMA em
relacdo ao tratamento sem fungo micorrizico.

Brito et al. (2018) ao pesquisarem associagdes entre FMA; e P. brachyurus na cultura
do milho, observaram que os mecanismos envolvidos nas interacdes entre micorrizas e plantas
é de alta complexidade. No entanto, permitiu concluir que embora ndo houve supressdo dos
nematoides, os FMA testados, apresentaram diferentes indices de colonizagdo em milho, com
destagque ao fungo R. clarus com 95,2%, e algumas espécies foram eficientes na promogéo do
desenvolvimento da cultura.

A variabilidade de resultados normalmente encontrados na literatura pode ser atribuida
a interacdo planta-fungo. Hernandez-Sebastia, Piché e Desjardins (1999) obtiveram 22% de
colonizagdo micorrizica, considerada baixa, semelhante aos dados encontrados em estudo,
mas o efeito benéfico do fungo sobre a planta foi evidenciado pelo maior desenvolvimento
das plantas inoculadas, mostrando que a porcentagem de coloniza¢do pode néo refletir em

maiores efeitos benéficos para as plantas.
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3.3.3 Avaliagéo tecido vegetal: macronutrientes e micronutrientes

Os teores de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn, Zn, e Mo, foram determinados
conforme padréo de referéncia de teores foliares. Valores de macronutrientes foram expressos
em g kg™ matéria seca e os de micronutrientes em mg kg™ matéria seca (EMBRAPA, 2009).

Foram encontrados valores considerados equilibrados, sendo estes suficientes ou
normais, tendendo a deficiéncia ou excesso, e deficiente ou excessivo, conforme dados do
sistema integrado de diagnose e recomendacdo mediante ao estado nutricional das plantas.

Quanto ao beneficio principal da simbiose entre planta hospedeira e microrganismos
benéficos, dentre eles as endomicorrizas € o acréscimo na absor¢do de macronutrientes e
micronutrientes. Sabe-se que a maior consisténcia € na absorcdo de nutrientes imdveis ou de
baixa mobilidade no solo, como P, Cu, Zn, isto gracas ao desenvolvimento intrarradicular e
extrarradicular do fungo (SMITH; READ, 2008) assim como Siqueira (1992) cita que o0s
FMA possibilitam maior absorcdo de nutrientes que se movimentam por difusédo, como por
exemplo, P, K, Zn, Cu, S, Mn.

Os fitonematoides causadores de galhas radiculares que dispdem alta capacidade de
reproducdo e parasitismo obrigatorio, estes desviam uma propor¢do significativa dos
fotossintatos do hospedeiro, devido & complexidade de eventos morfoldgicos provocados nas
raizes, causando efeitos diretos, como interrupcdo do sistema vascular, alterando a
translocacdo de agua e solutos para a parte aérea da planta, tal qual influencia indiretamente
0s mecanismos ligados ao aparato fotossintético e outros processos fisioldgicos, como
transpiracdo e condutancia estomatica, que, por sua vez, afetam o total de energia disponivel
para a planta e a particdo de assimilados em folhas, caules e raizes, prejudicando o estado
vegetal das plantas (AUGE, 2001; MONTEIRO, 2013).

Esta manifestacdo foi possivel constatar no tratamento testemunha, analisando-se as
(Tabelas 3 e 4) de macro e micronutrientes devido aos menores valores dos elementos
nutricionais no tecido vegetal em relacdo aos demais tratamentos.

Entretanto, por ndo haver repeticdes das amostras, ndo procedeu a andlise estatistica.
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Tabela 3. Valores de macronutrientes nas plantas de soja nos diferentes tratamentos.

Tratamentos N P K Ca Mg S
g kg™* Matéria Seca (M.S.)
Testemunha 20,21 0,81 7,59 15,02 3,52 1,56

Purpureocillium lilacinum 39,35 1,01 7,29 15,68 3,42 1,87
Claroideoglomus etunicatum 38,17 1,81 9,57 14,09 3,19 2,45

Rhizophagus clarus 35,53 1,14 8,61 13,46 2,79 1,94
P. lilacinum + C. etunicatum 25,82 1,45 7,01 15,17 3,04 2,09
P. lilacinum + R. clarus 36,35 1,15 8,84 13,34 3,03 2,20

macronutrientes (g kg”" M.S.) 40-54 25-50 17-25 4,0-20 3,0-10 2,1-4,0
Fonte: Embrapa (2009).

Tabela 4. Valores de micronutrientes nas plantas de soja nos diferentes tratamentos.

Tratamentos B Cu Fe Mn ZL Mo
mg kg* Matéria Seca (M.S.)

Testemunha 12,50 16,20 89,45 183,49 29,19 1,02
Purpureocillium lilacinum 11,43 16,79 93,91 275,16 27,11 0,87
Claroideoglomus etunicatum 9,41 17,61 95,22 185,37 35,93 0,87
Rhizophagus clarus 10,25 19,09 82,02 208,34 33,66 0,93
P. lilacinum + C. etunicatum 11,20 16,66 82,23 177,47 31,84 0,67
P. lilacinum + R. clarus 11,54 17,14 84,60 196,03 32,17 0,57

micronutrientes (mg kg’ M.S.) 21-55  10-30 50-350 20-100  20-50 1,0-5,0
Fonte: Embrapa (2009).

Diante dos resultados de N, P e K, embora ndo tenham atingido o nivel adequado,
decorréncias da conducdo do experimento ser em vaso, predispondo limitacdo da exploracao
do elemento pela cultura, as plantas estavam sob o efeito da inoculagdo de nematoides que
interferem na absorcdo, nota-se superioridade em relacdo a testemunha destes
macroelementos, principalmente aos tratamentos (T2 - P. lilacinum; T3 - C. etunicatum; T4 -
R. clarus e T6 - P. lilacinum + R. clarus).

Os maiores valores deste elemento no tecido vegetal contribuiram em superior
resposta em termos de crescimento, area foliar e biomassa fresca as plantas, por ser vital para
0 crescimento vegetativo, bem como constitui varios compostos essenciais as plantas, com
destaque para os aminoacidos e a clorofila (TEDESCO et al., 1995).

Perante isso, Souza (2000) relata que os FMAs podem estar envolvidos nos processos
hormonais das plantas, na sintese de fitohormdnios, como as auxinas. Ho (1977) observou
concentragfes superiores de fitoesterol livre nas raizes com FMAs, o que explica, em partes,
aumentos no teor de clorofila, lipideos, na taxa de respiracdo e de fotossintese, e Allen;
Moore; Christensen (1980) observaram maior atividade de citocinina, giberelina e acido

abscisico nas folhas e raizes de plantas colonizadas.
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Os teores de P e K nas plantas foram superiores a testemunha, em especial aos FMA,
apesar de que, o tratamento com P. lilacinum apresentou valor superior de P em relacdo a
testemunha, como também visto por Monteiro (2013). Contudo, no (T3 - C. etunicatum)
observou-se valor superior do elemento fésforo no tecido vegetal em comparagdo aos demais
tratamentos, em especial relacdo a testemunha. Logo, o elemento P é essencial no crescimento
de plantas, constituinte de importantes processos metabolicos, como os agUcares fosfato,
fosfolipideos que compde as membranas vegetais, divisdo celular, intermediarios da
respiracdo e fotossintese, refletindo em maiores taxas fotossintéticas (TAIZ et al., 2017).

Faquin, Malavolta e Muraoka (1990) observaram em plantas de soja micorrizadas
parametros cinéticos (Km) de absorcdo de P mais elevados, assim como, Silveira e Cardoso
(2004) observaram diminuicdo do parametro (Km), indicando afinidade entre o ion fosfato e a
raiz principalmente na fase de enchimento das vagens, e maior velocidade de absorcdo e
influxo de P na fase de florescimento. Esses dados permitem a afirmacéo de que os FMA, séo
eficientes quando aumenta a velocidade de absorcdo do P (> Vmax) € incrementa a afinidade
entre os reagentes, permitindo ainda, a aquisicdo do P pela planta mesmo em concentracdes
extremamente baixas (< Cpjn).

Em relacdo ao célcio (Ca) todos os tratamentos estdo dentro do padrdo de referéncia
para o elemento, assim como o magnésio (Mg) apresentou valores minimos adequados em
ambos tratamentos, com excessdo do (T4). O elemento enxofre (S) apontou valores
apropriados nos tratamentos (T3; T5; T6), sendo que a testemunha e o (T2) mostraram-se
inferiores ao considerado adequado. O elemento Zn, Cu e Fe apresentaram valores dentro do
padrdo em todos os tratamentos, com destaque para as plantas micorrizadas em estudo, o que
condiz com a literatura (MARSCHNER; DELL, 1994).

Acréscimo alto de manganés (Mn), desencadeando concentracdes baixas de boro (B)
ao nivel de suficiéncia do elemento foi observado nos tratamentos de maneira geral,
provocando sua deficiéncia no tecido vegetal. O molibdénio (Mo) esteve presente em valores

adequados apenas no tratamento testemunha, embora com valor minimo estabelecido.

3.3.4 Altura de plantas, massa fresca parte aérea (MFPA), nimero de botdes florais.

Os tratamentos estatisticamente se comportaram de forma semelhante quanto a altura
de plantas (tabela 5). A testemunha apresentou problemas de desfolhamento prematuro,
clorose, folhas menores e reduzida massa fresca da parte aérea, aparente deficiéncia

nutricional, devido terem sido alvo maior de infec¢do dos nematoides. Auséncia de protecdo e
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0 parasitismo pelo patdgeno ocasionam disturbios nos mecanismos de absor¢do e transporte
de &gua e nutrientes, devido a processos tais como a obstrucdo fisica dos vasos condutores,
seguidos de alteraces fisioldgicas, além do subdesenvolvimento da planta (BARKER, 1998),
dada a capacidade dos nematoides de induzir sitios especificos de alimentacdo (células
gigantes), com a complexidade de eventos morfoldgicos refletidos nas raizes.

De acordo com Abrdo e Massafera (2001), a infeccdo causada por Meloidogyne
incognita pode levar ao fechamento incompleto dos estdbmatos das folhas de maneira a
desorganizar a taxa fotossintética das plantas, além do mais os nematoides podem atingir a
sintese e translocacdo de hormdnios de crescimento produzido na raiz, impedindo que estes
hormdnios desempenhem suas fungdes na parte aérea.

Tais consequéncias do parasitismo ocorrem devido as galhas radiculares ser um
crescimento atipico de células e/ou tecidos vegetais, resultado da hiperplasia e hipertrofia de
células, que funcionam como um grande dreno bioldgico, para a alimentacdo do nematoide
(NOE, 2010). As varias células multinucleadas, podem ser 100 vezes maiores que as células
do parénquima vascular da raiz normal (ABAD; FAVERY; CASTAGNONE-SERENO,
2003).

Conforme visto na literatura 0s mecanismos que explicam este parasitismo, representa
uma das respostas de natureza maltipla e mais complexa atingidas em tecidos vegetais por
qualquer patdégeno ou parasita, tanto que afetam as células diretamente expostas ao
parasitismo como toda a planta, comprometendo a estrutura das células enquanto consomem
seus conteldos, interferindo nos processos normais, modificando a expressdo génica no
hospedeiro (HUANG et al., 2005).

Tabela 5. Altura de plantas, massa fresca parte aérea (MFPA), nimero de botbes florais.

Tratamento Altura (cm) MFPA (g) N° Botdes florais
Testemunha 38,20 a 10,08 b 31,40 a
P. lilacinum 36,80 a 13,82 ab 26,80 a
C. etunicatum 38,60 a 12,20 ab 41,00 a
R. clarus 38,40 a 15,66 a 46,20 a
P. lilacinum + C. etunicatum 37,80 a 11,55 ab 35,40 a
P. lilacinum + R. clarus 37,80 a 12,53 ab 43,60 a

*Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p< 0,05).

O decréscimo na massa fresca parte aérea (MFPA) verificada no tratamento
testemunha pode ser decorrente do atague mais severo dos fitonematoides, supostamente

associada a baixa absorcdo de nutrientes, entre eles o nitrogénio (tabela 3), proporcionando
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menor sintese de clorofila, inibindo o aproveitamento de luz solar como fonte de energia no
processo fotossintético, bem como de fésforo (tabela 3), comprometendo a conduténcia
estomatica, assimilacdo de CO, e a expansao dos tecidos vegetais (TAIZ et al., 2017).

Isto devido a alteragdes fisioldgicas que afetaram o metabolismo da planta resultando
em uma interrupgédo e desorganizagédo do sistema radicular, consequentemente influenciando
diretamente a producdo de MFPA, observando-se diferengas significativas de acordo com o
teste Tukey (p< 0,05).

Silva (2015) ao estudar o manejo de M. incognita com produtos bioldgicos na cultura
do tomate, e ao avaliar os resultados, aos 65 dias ap6s a inoculagdo, o tratamento com P.
lilacinum e P. chlamydosporia, apresentaram maiores alturas de plantas quando comparadas
com a testemunha. Esse resultado pode ser devido a algumas caracteristicas desses fungos,
como o rapido estabelecimento, crescimento, disseminacdo e uma colonizagdo mais rapida
das raizes e uma maior atuacéo desses agentes de biocontrole nas plantas.

Resultados contrarios a esses foram obtidos por Fernandes et al. (2014) e Dallemole-
Giaretta et al. (2014), bem como em estudo ndo observaram diferenca significativa na altura
de plantas, porém o fungo nematéfago promoveu aumento significativo na MFPA, indicando
uma maior interagdo do fungo com a planta, estimulando assim seu desenvolvimento.

E desejavel para um agente de biocontrole que, além de reduzir a popula¢do do
patdégeno, pode atuar na promocdo do crescimento das plantas, de forma a melhorar seu
desenvolvimento e consequente produtividade da cultura de interesse (MONTEIRO, 2013).

A micorrizacdo deve ter compensado o efeito do nematoide sobre o crescimento das
plantas de soja, e 0 nimero de nematoides suprimidos. Uma vez que, um dos beneficios mais
bem documentados dos FMA; sobre as plantas é o aumento no crescimento vegetativo, da
area foliar, proporcionando maior taxa fotossintética devido a simbiose micorrizica
proporcionar alteracfes nas taxas de absor¢do nutricional e &gua em plantas hospedeiras, com
consequentes efeitos na hidratacdo dos tecidos, na biomassa fresca e na fisiologia das folhas
(LORDELLO, 1992; SALIENDRA; SPERRY; COMSTOCK, 1995; AUGE, 2001).

Por conseguinte, plantas com raizes danificadas por nematoides ficam mais sensiveis,
sentindo de forma mais acentuada estresses de ordem abiotica. A menor disponibilidade de
translocacdo hidrica e nutricional em virtude das anomalias morfoldgicas e fisiologicas,
porém, nem sempre € visivel reducdo no tamanho das plantas, mas, por ocasido do
florescimento, nota-se intenso abortamento de botdes florais, de vagens e amadurecimento

prematuro das plantas, comprometendo o enchimento de gréos (DIAS et al., 2010).
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Quanto ao numero de botdes florais, os dados ndo apresentaram significancia para esta

variavel.

3.4 CONCLUSOES

1. O fungo endomicorrizico R. clarus possui eficiéncia em atenuar a presenca do
nematoide no solo e raiz.

2. O fungo P. lilacinum confirmou seu alto potencial no controle de M. incognita.

3. Existe o potencial biocontrole dos fungos P. lilacinum e R. clarus como alternativa
agricola para o manejo bioldgico do nematoide das galhas.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Os estudos de planta-nematoide-fungo na rizosfera é determinante para o biocontrole,
e devem ser incentivados, por serem essenciais para a sustentabilidade da producéo agricola.

Em um programa de controle bioldgico, deve-se levar em consideracdo, a eficiéncia no
controle de nematoides, como também a promocao de crescimento vegetal.

Os fungos nematéfagos, apresentam potencial para limitar a atividade do patdgeno e

interferir nos seus processos vitais.
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A simbiose através da associagdo micorrizica vem ganhando extensdo nos processos
de producdo, permitindo maior exploracdo das reservas do solo, além de desempenhar

importantes processos fisiologicos.
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