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RESUMO

URZEDA, G. A. INDUGCAO DE RESISTENCIA PELO FUNGO MICORRIZICO
Waitea circinata EM PLANTAS DE TOMATE CONTRA Meloidogyne enterolobii.
Dissertacdo (Mestrando em Genética e Melhoramento de Plantas) - Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2023.!

O tomate € uma hortalica com grande impacto socioeconémico mundial. No Brasil, Goias é
o principal estado produtor, entretanto sua producdo é afetada por fatores bidticos, como o
nematoide-das-galhas, com significativa importancia econdémica pelo poder de destruicao,
com alta dependéncia de agrotdxicos e poucos genes de resisténcia efetivos. O uso de
micorriza orquidodide como Waitea circinata no biocontrole de doencas de arroz foi realizado
com sucesso buscando uma abordagem sustentavel para a producdo de alimentos. Dessa
forma, os objetivos incluiram determinar a forma e a dose de aplicacdo da suspensao micelial
para suprimir a reproducdo dos nematoides e favorecer o desenvolvimento de caracteres
agrondmicos, além de avaliar a producdo de enzimas relacionadas a inducdo de resisténcia
em plantas de tomate pela interagdo com a micorriza. Foram realizados dois ensaios para
avaliacdo da supressdo de M. enterolobii e de caracteres agrondmicos; e um ensaio para
andlise enzimatica. Sementes da cultivar de tomate suscetivel Santa Cruz foram semeadas e
apos 21 dias foram transplantadas em vasos de um litro, com relacdo areia/solo de 1:1. Foi
utilizado delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com duas formas de
aplicacdo por seis concentragdes e sete repeticdes. Os métodos de aplicagdo consistiram em
raizes imersas na suspensdo micelial por 24 horas e rega do solo com suspensdo micelial.
Foram utilizadas cinco concentragbes de suspensdo micelial 5, 10, 15, 20 e 25 g.L ! e
controle sem micorriza. Apds sete dias, todas as plantas foram submetidas a inoculacdo de
2000 juvenis de segundo estadio (J2) + ovos de M. enterolobii. A avaliacdo de todos os
caracteres foi realizada 35 dias apds o desafio. Os dados dos caracteres nematoldgicos de
fator de reproducéo (FR) e densidade populacional (DENS) foram submetidos a analise de
regressdo. Os resultados das variaveis agrondmicas de comprimento de parte aérea (CPA),
peso fresco de raiz (PFR) e peso fresco de parte aérea (PFPA) foram submetidos a anéalise
de variancia e teste de Tukey. No primeiro ensaio a dose de 15 g.L™* reduziu a FR e DENS
em 53,4 e 49,4%, respectivamente, e houve aumento de 53,8% no PFR para rega. O segundo
ensaio revelou que a dose de 15 g.L ! também apresentou reducéo de 32,41 e 28,52% para
FR e DENS e houve aumento de CPA em 26,31%, PFR em 20,42% e PFPA em 22,20% para



rega, e por isso a rega e a dose de 15 g.L* foram selecionados para o ensaio enzimatico.
Neste ensaio foi utilizado delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e
seis repeticdes, coletados quatro dias antes do desafio (0, 3, 5, 7) e trés dias apos o desafio
(8, 14, 21). Os tratamentos foram Agua = controle negativo, Me = 2000 J2+0vo0s
M.enterolobii, Wc = micorriza aplicada por rega (15 g.L ) e Wc+Me = micorriza (rega com
15 g.LY) e M. enterolobii (2000 J2+ovos). Trés folhas de cada tratamento foram coletadas
aleatoriamente e armazenadas em gelo, e mantidas em freezer até momento de extracéo e
quantificacdo. Os tratamentos Wc e Wc+Me receberam 50 mL de 15 g.L™* de micorriza por
meio da rega do solo. Apds sete dias, as plantas de Me e Wc+Me foram submetidas a
inoculacdo de 2000 juvenis de segundo estadio (J2) + ovos de M. enterolobii. No terceiro
ensaio, as plantas tratadas com rega de micorriza (15 g.L™?) apresentaram FR e DENS com
uma reducdo de 71,13 e 76,96%. Foi verificado o aumento da atividade de peroxidase (POX)
em 180% e catalase (CAT) em 112,51% no inicio da colonizacdo das raizes (terceiro dia)
em plantas Wc comparadas com controle. Apos o desafio, as plantas Wc+Me apresentaram
maior producdo dessas enzimas se comparadas com o controle, sendo que no vigesimo
primeiro dia a POX teve um aumento de 128% e a CAT um aumento de 67,6%. Portanto,
W.circinata induz resisténcia contra M.enterolobii e é uma alternativa viavel para o manejo

do nematoide-das-galhas em plantaces de tomate.

Palavras-chave: Lycopersicum esculentum, sustentabilidade, nematoide-das-galhas,

controle bioldgico
!Orientadora: Prof.2 Dr.2 Leila Garcés Aradjo. ICB - UFG.

1Co-orientadora: Prof.2 Dr.2 Mara Ribia da Rocha. EA - UFG.



ABSTRACT

URZEDA, G. A. INDUCTION OF RESISTANCE BY THE MYCORRHIZAL
FUNGUS Waitea circinata IN TOMATO PLANTS AGAINST Meloidogyne enterolobii.
Thesis (Master in Genetics and Plant Breeding) - Escola de Agronomia, Universidade
Federal de Goias, Goiania, 2023.*

The tomato is a vegetable with a significant worldwide socioeconomic impact. In Brazil,
Goias is the main producing state; however, its production is affected by biotic factors such
as root-knot nematodes, which have considerable economic importance due to their
destructive power, high dependence on pesticides, and few effective resistance genes. The
successful use of orchidoid mycorrhiza, specifically Waitea circinata, in the biocontrol of
rice diseases has sought a sustainable approach to food production. Thus, the objectives of
this study included determining the form and dosage of mycelial suspension application to
suppress nematode reproduction and promote agronomic traits development. Additionally,
the study aimed to evaluate the production of enzymes related to plant resistance induction
in tomato plants through interaction with mycorrhiza. Two experiments were conducted to
evaluate the suppression of Meloidogyne enterolobii and development of agronomic traits,
while another experiment focused on enzymatic analysis. Seeds of the susceptible tomato
cultivar Santa Cruz were sown and transplanted into one-liter pots with a 1:1 sand/soil ratio
after 21 days. A completely randomized design with a factorial arrangement of two
application methods, six concentrations, and seven replications was employed. The
application methods consisted of root immersion in the mycelial suspension for 24 hours and
soil watering with the mycelial suspension. Five concentrations of mycelial suspension (5,
10, 15, 20, and 25 g.L-1) were used, along with a control without mycorrhiza. After seven
days, all plants were inoculated with 2000 second-stage juveniles (J2) + eggs of M.
enterolobii. The assessment of all traits was conducted 35 days after the challenge. The data
for nematological traits, including reproductive factor (FR) and population density (DENS),
were subjected to regression analysis. Agronomic variables, such as shoot length (CPA),
fresh root weight (PFR), and fresh shoot weight (PFPA), were analyzed using analysis of
variance and Tukey's test. In the first experiment, the 15 g.L™ dosage reduced FR and DENS
by 53.4% and 49.4%, respectively, and increased PFR by 53.8% for soil watering. The
second experiment revealed that the 15 g.L™* dosage also led to a reduction of 32.41% and
28.52% in FR and DENS, respectively, and increased CPA by 26.31%, PFR by 20.42%, and
PFPA by 22.20% for soil watering. Thus, soil watering and the 15 g.L* dosage were selected



for the enzymatic assay. This assay employed a completely randomized design with four
treatments and six replications. Leaf samples were collected four days before the challenge
(0, 3, 5, 7) and three days after the challenge (8, 14, 21). The treatments consisted of Water
(negative control), Me (2000 J2 + M. enterolobii eggs), Wc (15 g.L™* mycorrhiza applied
through soil watering), and Wc+Me (15 g.L™* mycorrhiza + 2000 J2 + M. enterolobii eggs).
Three leaves from each treatment were randomly collected, stored on ice, and frozen until
extraction and quantification. The Wc and Wc+Me treatments received 50 mL of 15 g.L*
mycorrhiza through soil watering. After seven days, Me and Wc+Me plants were inoculated
with 2000 second-stage juveniles (J2) + eggs of M. enterolobii. In the third experiment,
plants treated with 15 g.L™* mycorrhiza through soil watering exhibited a reduction of
71.13% and 76.96% in FR and DENS, respectively. The activity of peroxidase (POX)
increased by 180% and catalase (CAT) by 112.51% during the early root colonization stage
(third day) in Wc plants compared to the control. After the challenge, Wc+Me plants showed
higher production of these enzymes compared to the control, with a 128% increase in POX
and a 67.6% increase in CAT on the twentieth first day. Therefore, W. circinata induces
resistance against M. enterolobii and represents a viable alternative for managing root-knot

nematodes in tomato crops.

Keywords: Lycopersicumesculentum, sustainability, root-knot nematode, biological control
LAdvisor: Prof.2 Dr.2 Leila Garcés Aradjo. ICB - UFG

1Co-Advisor: Prof.2 Dr.2 Mara Rabia da Rocha. EA - UFG



1. INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicum solanum L.) é uma das hortalicas mais importantes em
termos de producéo e valor econdmico, sendo a mais comercializada no mundo, com uma
producdo de 189 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2021). Em 2021, o Brasil produziu cerca
de 3.679.160 toneladas de tomate. Essa hortalica € importante para o cenario hortifruti
brasileiro e tem Goids como o principal produtor de tomate nacional (IBGE, 2021). No
entanto, sua producdo é afetada por fatores bidticos, como fitonematoides, com grande

dependéncia de agrotoxicos para seu manejo, elevando o custo de producéo.

Destaca-se, em especial, nematoides do género Meloidogyne, que é o principal
causador de perdas econémicas em tomateiros. Plantas infectadas por esse fitoparasita
tornam-se mais suscetiveis a outras doencas, ficam menos resistentes a estresses abioticos e
ndo respondem satisfatoriamente as préaticas de adubacéo, tendo seu vigor e produtividade
comprometidos. O solo em &reas produtivas pode se tornar invidvel ao plantio se as
populagdes de nematoides ndo forem controladas (SIKORA & FERNANDEZ, 2005). As
perdas de producdo causadas pelos nematoides nas plantacGes de tomate, podem chegar a
até 30% em regides tropicais. Diferentes espécies de Meloidogyne e diferentes sistemas de
producdo podem favorecer perdas ainda maiores, chegando até 80% (NAIKA et al. 2006;
SASSER & CARTER, 1985; VERDEJO-LUCAS et al.,1994; KASKAVALCI., 2007).

A espécie M. enterolobii (sin. M. mayaguensis) (YANG & EISENBACK, 1983)
foi descrita pela primeira vez no Brasil em plantas de goiabeira (Psidium guajava), sendo
um importante fitoparasita desta cultura (CARNEIRO et al., 2001; ALMEIDA et al., 2010).
Posteriormente novos registros foram realizados, adicionando novas observacgdes e plantas
hospedeiras, e esta presente em varios estados, como Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias,
Tocantins, Maranh&o, Mato Grosso, Parana, Paraiba e S&o Paulo. Este nematoide tem a
capacidade de parasitar diversas culturas como tomate, orquideas, fumo, soja, café, maméo,
pepino, alface, abdbora, abacaxi, acerola e diversas plantas daninhas (CARNEIRO et al.,
2006; SILVA & OLIVEIRA, 2010). Dentre as estratégias de controle, destaca-se 0 manejo
genético, entretanto os genes de resisténcia vertical Mi-1, Mh, Mir1, N e Ry, que sdo efetivos
contra os principais nematoides causadores de danos econémicos M. javanica, M. arenaria,
M. incognita e M.hapla, sdo ineficazes no controle de M. enterolobii (CASTAGNONE-

SERENO., 2012), por ser uma espécie capaz de suplantar a resisténcia das plantas. Logo, o



controle e manejo desse nematoide é um fator extremamente importante para a agricultura

nacional. No entanto, outros tipos de manejo podem ser utilizados de forma integrada.

O manejo cultural contra fitonematoides, por exemplo, envolve estratégias como
rotacdo de culturas, plantio de plantas antagbnicas e uso de plantas de cobertura para
suprimir a populagéo desses organismos. O manejo adequado da irrigacéo, o preparo correto
do solo e o0 uso de material de plantio certificado também s&o importantes. Essas praticas
visam interromper o ciclo de vida dos nematoides, reduzir sua popula¢do e minimizar 0s
danos as plantas cultivadas. Tais estratégias visam controlar a multiplicacdo e prevenir o

estabelecimento de populagdes de fitonematoides em uma regido (CHARCHAR, 1999).

Outro manejo muito empregado é o0 uso de agrotéxico como avermectinas
(abamectina), metilcarbamato de benzofuranila (carbossulfano), fluoroalkenyle (-thiother)
(fluensulfona) e isotiocianato de metila (Metam-sddico) (AGROFIT, 2023). A toxicidade de
alguns nematicidas quimicos pode ser prejudicial para organismos ndo-alvo, a salde
humana, animais e organismos benéficos do solo. Outro ponto que afeta a aplicacdo de
nematicidas € sua eficiéncia, pois o controle de infestagdes de nematoides deve ser feito de
maneira integrada, uma vez que a completa eliminacdo do agente fitopatogénico é
extremamente dificil e muitas das moléculas quimicas podem perder efeito ao longo do
tempo (FERRAZ & BROWN, 2016).

A movimentacdo dos nematicidas no solo é geralmente para baixo, resultando na
contaminacdo das aguas subterraneas, afetando lencgdis freaticos, principalmente de regides
que possuem lencdis mais proximos a superficie. Além disso, muitos nematicidas podem
persistir no solo, e esse acumulo pode levar a uma diminuicdo na qualidade do solo e,

potencialmente, impactar negativamente a microbiota (NOLING., 1997).

Portanto, uma das alternativas mais sustentaveis para controle de nematoides no solo
envolve a utilizagdo de microrganismos para o manejo bioldgico. Diversos fungos e bactérias
sdo prospectados devido as suas funcbes de colonizagdo, antagonismo, bem como sua
atuacdo como indutores de resisténcia em plantas e até mesmo como biofertilizantes. Sua
utilizacdo é vista como uma alternativa sustentavel ao uso de agrotéxicos devido a menor
toxicidade, impacto ambiental (LAHLALI et al., 2022), e ndo sdo suplantados pela
variabilidade genética do patogeno (CHAIBUB et al, 2016). Considerando a distribuicéo

geografica abrangente e o potencial de causar perdas econdmicas severas, € imprescindivel



acelerar o desenvolvimento de um nematicida biolégico eficaz no controle de M. enterolobii,
uma vez que até 0 momento ndo ha disponivel no mercado um bioproduto especificamente

formulado para combater esse nematoide.

O fungo micorrizico Waitea circinata obtido da raiz de Epidendrum nocturnum,
apresentou interacdo ndo especifica a orquidea, arroz, tomate e soja (SOUSA et al., 2019;
CARVALHO et al., 2022; SOUSA et al., 2022; MENDES, 2018, MOREIRA, 2021). Este
fungo demonstrou a habilidade de secretar enzimas como celulase, pectinase, polifenol
oxidase e acido indolacético em testes qualitativos; e glucanase, quitinase e protease em
testes com co-cultivo contra Magnaporthe oryzae, Cochliobolus miyabeanus,
Monographella albescens e Sarocladium oryzae. Esse bioagente e seus metabdlitos volateis
inibiram o crescimento micelial deste patdgenos, e a suspensdo micelial inibiu a germinacgéo
de conidios e a formacdo de apressorio de M. oryzae, e suprimiu a brusone foliar
(CARVALHO et al., 2022). W. circinata também parasitou o fungo Rhizoctonia solani e
ativou em plantas de arroz da cultivar BRS Tropical as enzimas quitinase e glucanase contra
gueima da bainha em arroz (SOUSA et al., 2022).

A micorriza W. circinata também foi explorada para controle do nematoide-das-
galhas M. javanica em tomate in vitro e em casa de vegetacdo (MENDES, 2018). Durante o
estudo, foi demonstrado que W. circinata reduziu fator de reproducdo de M. javanica de
acordo com o aumento da suspensdo micelial filtrada, atingindo valores maximos de efeito
nas doses de 20 e 25¢g.L%. A densidade populacional também apresentou uma reducéo na
dose de 25g.L1. Além disso, as concentracdes de 15g.L"* demonstraram possuir um efeito
de promotor de crescimento aumentando 0s caracteres agrondmicos em comparagao com as
outras doses. Foi observada atividade de supressdo da suspensdo micelial filtrada de W.
circinata contra o nematoide do cisto Heterodera glycines na cultura da soja, com a
concentracio de 15 g.L™, que resultou na reducéo da densidade populacional do nematoide
no solo e nas raizes das plantas. Além disso, essa concentracdo também demonstrou efeito
adicional na reducdo da fecundidade das fémeas e dos cistos do nematoide, juntamente com
um aumento de 20,8% na produtividade da soja (MOREIRA, 2021).

Demonstra-se aqui diversos fatores relacionados a interacdo entre o sistema planta,
fungo e nematoide, bem como dados de pesquisas ja executadas com resultados relevantes

que trazem a esse trabalho validagédo ao seu uso comercial. Busca-se prover a um mercado



crescente, um produto de qualidade que atenda as demandas de sustentabilidade e eficiéncia
para garantir a fitosseguranca da cultura do tomate, que é particularmente afetada por

nematoide-das-galhas.

Tais resultados indicam um efeito de controle de diversos fitopatdgenos, incluindo
M. javanica, e possivel promocéo de crescimento que podem ser explorados para contribuir
com o controle sustentadvel de mais um nematoide da cultura de tomate. Dessa forma, o0s
objetivos incluiram determinar a forma e a dose de aplicacdo da suspensdo micelial para
suprimir a reproducdo dos nematoides e favorecer o desenvolvimento de caracteres
agronémicos, além de avaliar a producdo de enzimas relacionadas a inducao de resisténcia
em plantas de tomate pela interacdo com a micorriza. A hipotese do trabalho é de que a
suspensdo micelial da micorriza W. circinata estimulara a producdo de enzimas relacionadas
a inducdo de resisténcia sistémica em plantas de tomate, o que suprimird a populacao de

nematoides M. enterolobii em cultivar altamente suscetivel ao nematoide.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 NEMATOIDES E AGRICULTURA

Nematoides representam um dos fatores bidticos mais importantes na perda de
producdo de culturas comerciais. Estudos identificaram mais de 4000 espécies de
nematoides com capacidade de parasitar e comprometer plantas (COOK et al., 2006). As
espécies mais importantes atacam diretamente as raizes de cultivares de importancia
econbmica, afetando a produtividade e qualidade das safras por meio de do efeito negativo
causado na absorcdo de &gua e nutrientes pela alteracdo fisioldgica e morfoldgica desses
tecidos (SASSER, 1987).

As espécies de nematoides com maior poder de afetar producao de plantas possuem
comportamentos sedentarios, estabelecendo locais fixos de alimentacdo em seus
hospedeiros. por meio de de mecanismos intrinsecos mediado por enzimas e substancias
efetoras, 0s nematoides conseguem induzir respostas fisioldgicas nas plantas que
transformam as células dos hospedeiros em estruturas que drenam nutrientes das plantas. As
principais espécies estudadas capazes de gerar extensos prejuizos em campo séo limitadas a
poucos géneros em contraste com o grande nimero de espécies com o habito de parasitismo
em plantas. Essas espécies estdo nos géneros Heterodera, Hoplolaimus, Meloidogyne,
Pratylenchus, Rotylenchulus e Xiphinema (KOENNING et al., 1999).

Considerado um dos maiores representantes de nematoides parasitas de plantas com
importancia comercial, os nematoides-das-galhas foram escolhidos por votacdo da
comunidade de especialistas mundiais como os primeiros colocados na lista de maiores
causadores de danos a lavouras. (JONES et al., 2013). Os nematoides-das-galhas sé&o
encontrados no género Meloidogyne spp. e sdao compostos por mais de 100 espécies, com
destaque para Meloidogyne javanica, M. arenaria, M. hapla e M. incognita (POSTNIKOVA
etal., 2015).

O género Meloidogyne spp. € caracterizado por uma distribuicdo ampla e global,
podendo atacar um grande numero de culturas como tomate, orquideas, fumo, soja, café,
mamao, pepino, alface, abdbora, abacaxi, acerola e diversas plantas daninhas (CARNEIRO
et al., 2006; SILVA & OLIVEIRA, 2010). Esses nematoides possuem quatro principais
estagios de desenvolvimento larval, incluindo o primeiro estagio larval onde se encontra

dentro de ovos, segundo estagio larval em que eclodem dos ovos e comega a migrar, terceiro
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estagio larval juvenil sedentario, quarto estagio larval sedentdrio e um estagio adulto
sedentério. A partir da eclosdo dos ovos, as larvas ja possuem capacidade de infectar as
plantas. Esse estagio denominado de juvenil 2 (J2), é atraido por exsudatos das raizes das
plantas hospedeiras, e por meio de um gradiente de concentracdo de moléculas de baixo peso
molecular e, por quimiotaxia, encontram os tecidos das raizes das plantas (SHAH e
MAHAMOOD, 2017).

Ao encontrar as raizes, 0s nematoides J2 utilizam de sua peca bucal, denominada de
estilete e secre¢Bes enzimaticas para degradar a parede celular das células vegetais. Eles
entdo desenvolvem uma migracéo intercelular até encontrarem células competentes para seu
estilo de vida, como células indiferenciadas do procambio vegetal, onde pode se estabelecer
e por meio de secrecdes glandulares, pode induzir a formacédo de células gigantes que se
tornam seu local de parasitismo fixo. O ciclo de vida, em média, de nematoides-das-galhas
discorre por aproximadamente 28 dias em condic¢des ideais (DAVIS et al., 2000). As
infeccbes causadas por nematoides-das-galhas geralmente resultam em crescimento
reduzido, murchamento das plantas e complicacdes na formacéo das raizes.
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Figura 1. CICIO ae viGda ae nematolaes ao genero vieiolaogyne (AGKIVDS, ZUUD)

Durante os processos de infeccdo e estabelecimento do parasitismo, diversos
mecanismos moleculares sdo ativados e regulados nos nematoides. Muitos desses genes sao
associados a acdes que burlam ou inibem respostas imunes dos organismos hospedeiros.
Muitos desses codificam moléculas efetoras que interagem com o sistema imune ou com
estrutura celular das plantas (BAUM e HEWEZI., 2013). Moléculas como expansinas, B-
1,4-endoglucanase e poligalacturonase estdo presentes durante o processo de infecgédo e
estabelecimento do local de fixagdo do nematoide (BASHLINE et al., 2014).

Anélises de transcriptoma revelam diversas outras substancias que possam atuar
diretamente em patossistemas associados a parasitismo causado por nematoides. Moléculas
efetoras como peroxiredoxina, glutationa, peroxidase e glutationa-S-transferase foram
encontradas durante infeccdo do nematoide Heterodera avenae, indicando a existéncia de
mecanismos que conseguem resistir espécies reativas de oxigénio liberadas pelas plantas
como parte de seu sistema de defesa (BASHLINE et al., 2014). Outros mecanismos podem
auxiliar na supressao da resposta imune como efetores SPRY (receptores SPla e RYanodine)
que mediam interaces entre proteinas e efetores que suprimem reguladores de apoptose
(POSTMA etal., 2012; LI et al., 2016).
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2.2 CULTURA DO TOMATE E SUA INTERACAO COM NEMATOIDES

A cultura do tomate € uma das mais proeminentes em termos de producéo e valor
econémico, sendo amplamente utilizada em diversas culinarias ao redor do mundo. Em
2021, o Brasil produziu um total de 3.679.160 toneladas de tomate, com o estado de Goias
destacando-se como um dos principais produtores, responsavel por uma contribuicdo de
cerca de 1.026.055 toneladas, obtendo um rendimento médio de mais de 96 toneladas por
hectare. Esta cultura agricola ocupa uma area de cultivo de aproximadamente 51.907
hectares em todo o pais, sendo gque o estado de Goias detém uma area dedicada de cerca de
10.677 hectares (IBGE, 2021).

A produtividade do tomate, no entanto, sofre com diversos obstaculos bioticos e
abioticos. Dentre os principais, esta a suscetibilidade a ataques de nematoides. As principais
espécies identificadas em areas de plantacGes sdo encontradas do género Meloidogyne,
pertencente a familia Meloidogynidae. Entre elas, estdo M. javanica (50% das coletas), M.
incognita (28,5 %), M. ethiopica (14,2%), M. enterolobii (7,14%) e M. morocciensis (3,57%)
(PINHEIRO et al., 2014).

A relacdo parasitica estabelecida pelo nematoide e a cultura do tomate implica em
perdas de producdo varidveis. As taxas de perda dependem do tipo de variedade plantada,
qual espécie de nematoide e quais técnicas de manejo sdo aplicadas, mas elas podem chegar
até 30% em regides tropicais (NAIKA et al. 2006). Perdas de 20% a 30% foram reportadas
devido a infestacdo por M. incognita (SASSER e CARTER, 1985); 61% por M. javanica
(VERDEJO-LUCAS et al., 1994) e até mesmo 80% causado por Meloidogyne spp
(KASKAVALCI, 2007).

Dentro do género Meloidogyne, a espécie M. enterolobii tem chamado atencéo por
ser um patdgeno que esta se destacando como uma possivel ameaca a producao de alimentos.
Por possuir ampla distribuicdo mundial, uma grande quantidade de hospedeiros e ser capaz
de quebrar resisténcias atribuidas aos genes Mi em tomates (MOENS et al, 2009;
CASTAGNONE-SERENO, 2012), esse nematoide pode gerar altas perdas de producéo se
comparado a outras espécies de nematoides-das-galhas (CASTAGNONE-SERENO, 2012).

O nematoide M. enterolobii ¢ um fitoparasita com comportamento biotrofico

obrigatorio, necessitando de um hospedeiro vivo para completar o ciclo de vida. A partir da
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eclosdo dos ovos, em seu estadio juvenil de segundo estagio, o parasita penetra uma planta
ao se deslocar pelo solo, guiado por quimiotaxia de exsudados de raizes até encontrar o
tecido vegetal. Apds penetrar o tecido cortical, migra por ele até encontrar as células
adequadas para estabelecer seu sitio de alimentacdo, geralmente em tecido do procambio
vegetal. Ali formam células gigantes e hipertrofiadas, de onde retira o alimento para o
desenvolvimento dos proximos estagios (AGRIOS, 2005).

M. enterolobii' M. incognita” M. arenaria’ M. javanica® M. hapla®
AN

Figura 2. Identificacdo de diferentes espécies de Meloidogyne spp. através da observacdo do padrao perineal
de fémeas (EPPO, 2016).

A diferenciacdo de M. enterolobii das outras espécies do género Meloidogyne séo,
principalmente, feitas pela observacdo do padrdo perineal de fémeas. Tais metodologias
demandam experiéncia e habilidade do observador por serem detalhes dificeis de se observar
(ELLING, 2013). Entre as principais caracteristicas usadas na identificacdo dos padrbes
perineais estdo o formato ovalado, um arco dorsal alto e redondo, fasmidios largos e linhas
laterais fracas (KARSEN e VAN AELST, 2001; BRITO et al., 2004).

No entanto, tais caracteristicas podem ser compartilhadas entre outras espécies de
nematoides do mesmo género, o que pode gerar confusdo na identificacdo precisa da espécie.
Dessa forma, outros métodos podem ser utilizados para realizar uma identificacdo correta.
A andlise de isoenzimas como esterase e malato desidrogenase geralmente geram perfis que
possibilitam uma maior confianca na diferenciacdo das especies. Essa técnica se baseia na
extracao e separagdo das enzimas por meio de gel de eletroforese, gerando bandas de pesos
moleculares identificaveis (EISENBACK et al., 2009). Dentro dessa metodologia, M.
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enterolobii pode ser discriminada por possuir duas bandas da enzima esterase e uma para
malato desidrogenase (SILVA et al., 2017).

2.3 CONTROLE DE NEMATOIDES

Os agentes quimicos sdo amplamente utilizados para o controle de infestacfes de
nematoides, sendo as avermectinas, metilcarbamato de benzofuranila, fluoroalkenyle e
isotiocianato de metila os principais exemplos. No entanto, deve-se destacar que esses
produtos possuem diversos agravantes de uso, incluindo a classificagdo como compostos
perigosos ou muito perigosos ao meio ambiente e a salde humana, além de apresentarem
perda de eficiéncia ao longo do tempo, o que ressalta a necessidade de um controle integrado
desses agentes fitopatogénicos (FERRAZ & BROWN, 2016; AGROFIT, 2023).

O manejo integrado do nematoide € feito com a combinacéo de diversas técnicas que
visam o combate a proliferacdo e estabelecem o controle populacional num nivel que ndo
prejudique as plantacfes. A prevengdo da infestacdo é considerada o passo mais importante,
devido a dificuldade de erradicar o nematoide de uma regido quando ele se estabelece. As
medidas podem ser descritas como: evitar plantio em épocas Umidas e chuvosas com
temperatura quente; desinfeccdo de maquinaria e equipamentos com potencial de disseminar
0 nematoide; rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras como amendoim (Arachis
sp), braquiarias (Brachiaria spp.) ou variedades resistentes da cultura de tomate; alqueive
da area de plantacdo, utilizacdo de plantas antagonistas como crotalarias (Crotalaria
spectabilis, C. juncea L.), cravo-de-defunto (Tagetes patula L., T. minuta L., T. erectaL.) e
mucunas (Estizolobium spp.); adicdo de matéria organica como fertilizante para favorecer
microrganismos que possam ser antagonistas dos nematoides; utilizacdo de cultivares
resistentes a infestacGes de nematoides e a enxertia de diferentes espécies nas plantacGes de

tomate para promover resisténcia. (PINHEIRO et al., 2014).

Uma das opg¢des mais viaveis em termos de sustentabilidade é o uso de
microrganismos para o controle bioldgico de pragas. Diversos fungos e bactérias séo
pesquisados devido a sua capacidade de colonizacgéo e inibicdo direta de pragas, bem como
sua capacidade de induzir resisténcia em plantas e até mesmo como biofertilizantes. O uso
desses microrganismos é considerado uma alternativa sustentavel aos tratamentos quimicos,

devido a sua menor toxicidade e impacto ambiental (LAHLALI et al., 2022).
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2.4 CONTROLE BIOLOGICO DE NEMATOIDES

Os principais agentes estudados para o controle de pragas sdo bactérias e fungos,
existentes em diversas formulacdes e métodos de aplicacdes. Suas principais a¢des séo de
antagonismo direto ao organismo patogénico, onde a interacdo entre o agente de biocontrole
produz substancias capazes de diminuir ou neutralizar a acdo dos patégenos, bem como
competir por nutrientes, ou mesmo regular a biosfera local alterando a relagdo entre os

organismos, podendo diminuir a atividade de patogenos.

Outro fator essencial para os organismos utilizados em produtos de biocontrole, sdo
sua capacidade de poder interagir com plantas e gerar resisténcia imune a patégenos. As
plantas desenvolveram com sua evolucdo diversos mecanismos de defesa contra ataques de
varios organismos. A vida séssil das plantas permite que constantes ataques possam ser
efetivados por microrganismos patogénicos. As duas principais formas de reacdo imune
caracterizadas sdo descritas como imunidade desencadeada por reconhecimento de padrdes
(Pattern-Triggered Immunity - PTI) e uma imunidade desencadeada por reconhecimento de
moléculas efetoras (Effector-Triggered Immunity - ETI) (ALI et al., 2018).
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Figura 3. Descricdo das principais rotas de resposta imune desencadeada em plantas (ALl et al., 2018).

A resposta PTI se baseia em formas de deteccéo celular por meio de receptores de
membrana e de quinases associadas a parede celular (ZIPFEL., 2014; DECREUX &
MESSIAEN., 2005). Tais receptores sdo chamados de Pattern Recognition Receptors
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(PRR), e o receptores de membrana reconhecem moléculas associadas a patdgenos ou
Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP) tais como flagelinas, lipopolissacarideos
ou componentes de parede celular de fungos, enquanto as quinases associadas a parede
celular reconhecem moléculas associadas a danos celulares ou Damage Associated
Molecular Pattern (DAMP). A resposta ETI é estimulada quando organismos invasores
secretam substancias como proteinas efetoras, as quais sdo reconhecidas pela planta. A
planta possui conjuntos de proteinas de resisténcia que por sua vez desencadeiam a ativacao
da imunidade induzida ETI (DANGL & JONES, 2001).

A interacdo desses receptores com suas moléculas associadas desencadeia multiplas
cascatas de reacbes que influenciam producdo de quinases (MENG & ZHANG, 2013),
proteinas G (ZHANG et al., 2012), hormdnios (ROBERT-SEILANIANTZ et al., 2011),
reguladores de transcri¢do e varios outros elementos que regulam a expressdo genética de
genes associados a ataque de patdgenos. Essa complexa rede de interacGes desencadeadas

compreendem uma resposta ampla para responder a ataques pelo reconhecimento e resposta.

O sistema de defesa das plantas é composto por defesas estruturais e moleculares, e
tem como suporte outras ferramentas que podem ser induzidas para o combate de grande
nimero de agressdes bidticas (SLUSARENKO et al.,, 2012). As principais defesas
estruturais sdo compostas pela deposicdo de lignina nas paredes celulares das células
vegetais, ceras, cutinas, e moléculas antimicrobianas (VAN LOON, 1982). Tais barreiras,
no entanto, podem ser burladas e ultrapassadas por muitos agentes. Uma complementacéo
das defesas estruturais reside numa resposta hipersensitiva com geracéo de espécies reativas

de oxigénio, moléculas antimicrobianas e producdo de proteinas de resisténcia.

Dentro do espectro de respostas de plantas a ataques de patdgenos, as respostas
induzidas sdo ferramentas mais usuais de estudo em melhoramento de plantas. As duas
principais vias de resisténcia induzida sdo reconhecidas como Resisténcia Sistémica
Induzida (RSI) e Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA). A primeira se baseia na
fortificagcdo da planta contra o organismo agressor por meio de do aumento de producéo de
substancias associadas a barreiras quimicas e fisicas do vegetal. Essa resposta é induzida por
uma infecgdo de um patégeno (CHOUDHARY & PRAKASH, 2007).

A segunda forma, RSA é uma resposta generalizada da planta frente ao

reconhecimento de aspectos moleculares de um patégeno e uma resposta de inducdo de
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transcrigcdo de genes relacionados a patogenicidade (CHOUDHARY & PRAKASH, 2007).
Ambas respostas visam preparar a planta para resistir ao ataque do organismo agressor, no

entanto, seus mecanismos possuem diferencas importantes.

Enquanto RSI é deflagrado por algumas classes de rizobactérias promotoras de
crescimento, como 0 género Pseudomonas spp. e possui uma resposta regulada por acido
jasmonico e etileno, a RSA possui uma resposta deflagrada por microrganismos virulentos,
avirulentos e ndo-patdgenos e que envolve acUimulo de proteinas associadas a
patogenicidades como enzimas quitinase e glucanase e &cido salicilico (CHOUDHARY &
PRAKASH, 2007). Essa diferenca de resposta pode oferecer diferentes visdes e vias para o

combate de um organismo por diferentes estratégias.

A investigacao da acdo de organismos intimamente ligados a plantas revela diversas
acOes que aumentam absorcao de &gua, nutrientes e possivel indugdo de resisténcia a ataques,
0 que pode indicar uma funcéo aplicavel na agricultura moderna. Os fungos micorrizicos sdo
conhecidos por estabelecerem relagcdes de simbiose com vérias espécies de plantas e atuarem
em conjunto das plantas, formando um sistema capaz de resistir a estresses bidticos e

abioticos.

2.5 FUNGOS MICORRIZICOS

Fungos sdo organismos eucariotos heterotroficos pertencentes ao reino Fungi. Esses
organismos desenvolveram diversas caracteristicas por meio de processos evolutivos que
permitem sua identificacdo fenotipica. A perda da fagotrofia permitiu com que esses
organismos desenvolvessem paredes celulares rigidas, que em contrapartida os protegem de
variacdes de pressao osmatica. Essa protecdo permite uma maior concentragédo de solutos no
citoplasma, aumentando o metabolismo, bem como permite com que a célula exer¢a uma
pressdo grande o suficiente para penetrar estruturas de outros organismos e se ramificar para
alimentacdo. A perda de fagotrofia também forgou esses organismos a adotarem uma
digestéo externa de compostos complexos e a criagdo de processos de transporte ativo para
alimentacéo, definido como osmotrofia (MCLAUGHLIN & MCLAUGHLIN, 2001). Tal
perfil de alimentagédo faz com que os fungos se tornem altamente dependentes das relacbes
ecologicas ao seu redor para obter seus recursos energéticos. Dessa forma, os fungos
desenvolveram muitas relacfes entre si e até mesmo com outras espécies e reinos, em
especial, plantas (KIERS et al., 2011).
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Figura 4. Os principais tipos de fungos micorrizicos conhecido e suas interages com plantas hospedeiras
(GARCIA, 2020).

A associacdo entre seres de diferentes espécies, de forma a haver um beneficio para
sobrevivéncia de ambas a longo prazo, é denominada de simbiose. Entre os diversos
exemplos de simbiose, um se destaca: a associacdo entre fungos e plantas, sendo uma das
associacfes mais importantes que existem para sustentar 0S ecossistemas terrestres
envolvendo aproximadamente 340 mil espécies de plantas e 50 mil espécies de fungos
(GENRE et al., 2020). A associagdo de plantas e fungos ja foi observada em amostras de
fésseis com aproximadamente 400 milhdes de anos (HECKMAN et al., 2001). Essa
interacdo entre plantas e fungos foi considerada um passo importante para a conquista do
ambiente terrestre, bem como um importante fator na diversificacdo das espécies vegetais
(SELOSSE & LE TACON, 1998).
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Os fungos que desempenham essa interacdo direta com plantas sdo chamados de
micorrizicos. A relacdo entre fungos e plantas se baseia principalmente na troca de nutrientes
entre planta e fungo e no aumento da taxa de absorc¢éo de nutrientes do solo. A planta fornece
0S compostos a base de carbono provenientes de fotossintese e de outras vias metabdlicas
como carboidratos e lipidios (JAKOBSEN & ROSENDAHL, 1990; KEYMER et al., 2017)
enquanto os fungos promovem a absor¢do de elementos inorganicos como fésforo
(JAKOBSEN et al., 1992) e nitrogénio (HODGE & STORER, 2015).

2.6 TIPOS DE FUNGOS MICORRIZICOS

Os principais fungos que realizam tais associacdes sdo classificados em diferentes
grupos. Os principais sdo: fungos micorrizicos arbusculares, ectomicorrizas, micorrizas de
orquideas e micorrizas de ericoides (ALLEN et al., 2002; TEDERSOO et al., 2020). Dentre
esses grupos, 0s principais géneros encontrados compreendem mais de duzentas espécies
incluidas em Glomus, Acaulospora, Sclerocystis, Entrophospora, Archaeospora,

Paraglomus, Gigaspora e Scutellospora.

2.6.1 Fungos micorrizicos arbusculares

Fungos micorrizicos arbusculares sdo fungos que possuem a capacidade de aumentar
a quantidade de nutrientes absorvidos pelas plantas, bem como facilitar a resisténcia a fatores
de estresse ambientais (BEGUM et al., 2019). Os fungos desta classe estdo quase
inteiramente incluidos no sub-filo Glomeromycotina, do filo Mucoromycota. Dentro desse
filo, possuem as ordens de Glomerales, Archaeosporales, Paraglomerales e Diversisporales
(REDECKER et al., 2013)

As principais caracteristicas destes fungos estdo em serem biotréficos obrigatorios,
capazes de obter energia diretamente dos tecidos vegetais. Por terem caracteristicas
endossimbiontes, eles obtém sua fonte de carbono e lipidios do tecido vegetal e utilizam suas
estruturas para aumentar a taxa de absorcdo de nutrientes para a planta, bem como proteger
seu hospedeiro de agressdes bidticas e abidticas. Os esporos de glomeromicetos que
germinam nos tecidos vegetais penetram as células e formam estruturas arbusculares no
citoplasma vegetal, permitindo a troca de nutrientes entre fungo e planta (MARTIN et al.,
2016).

19



2.6.2 Fungos micorrizicos ectomicorrizicos

Os fungos ectomicorrizicos possuem numeros variados em diversidade e quantidade
de espécies descritas. As estimativas variam de 7500 a 25000 espécies, devido a multiplos
fatores como a falta de estudos e dificuldade de substanciar as descri¢es publicadas com
evidéncias (RINALDI et al., 2008). Compreendendo uma pequena porcao das milhares de
espéecies de fungos e subsequente interacdo com plantas, continuam sendo organismos
extremamente importantes para ecossistemas florestais ao redor do planeta. As principais
culturas econbmicas extrativistas de madeira, que incluem as familias de Pinaceae,
Fagaceae, Betulaceae, Nothofagaceae e Dipterocarpaceae, além de florestas tropicais,
boreais e mediterraneas possuem interacdo direta com estes fungos que influenciam a

reproducéo e o crescimento dessas plantas (TEDERSOQO et al., 2010).

A maioria das espécies de fungos ectomicorrizicos sdo classificados em
basidiomicetos e ascomicetos, estabelecendo relagbes de simbiose com aproximadamente
6000 espécies de arvores (MARTIN et al., 2016). Em fungos ectomicorrizicos, as hifas
provenientes dos basidiomicetos e ascomicetos, quando encontram as raizes laterais,
multiplicam-se em camadas para formar uma capa parenquimatosa na regido de infeccdo.
Apds esse crescimento, eles se diferenciam e invadem as células do hospedeiro, formando
uma rede complexa de interface entre fungo e vegetal chamado de rede de Hartig (MARTIN
et al., 2016).

2.6.3 Fungos micorrizicos orquiddides

Em fungos micorrizicos orquiddides, a relacdo simbiotica é encontrada somente
entre estes fungos e plantas da familia Orchidaceae (FAVRE-GODAL et al., 2020). As hifas
desses fungos penetram por meio das paredes celulares das células das raizes de orquideas e
formam estruturas caracterizadas por um novelo de hifas, com denominacéo de peloton. Tal
estrutura faz parte da matriz de interagdo entre fungo e vegetal, tendo em sua regido cortical
uma camada de polissacarideos (PETERSON & MASSICOTTE, 2004).

Os fungos micorrizicos orquiddides possuem uma importancia essencial em
desenvolvimento de orquideas, pois a simbiose é uma fonte indispensavel para o
desenvolvimento da planta, além de promover a resisténcia a fatores bioticos e abidticos
como a tolerancia de metais no solo (KHARE et al., 2018). As orquideas possuem sementes

extremamente pequenas e desprovidas de um endosperma de nutricdo, dessa forma
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dependem exclusivamente da interagdo com fungos para sua fonte de carbono para
germinacdo (SMITH & READ, 2008; ERIKSSON & KAINULAINEN, 2011).

As relacbes simbioticas estabelecidas entre orquideas e fungos micorrizicos séo
especialmente classificadas como micorrizas orquiddides. As espécies de plantas presentes
na familia das Orchidaceae estabelecem relagdes com fungos em algum ponto do seu
desenvolvimento, podendo durar até mesmo a vida toda. Essa relacdo mico-heterotrofica foi
observada em varias espécies como um elemento evolutivo que surgiu de forma
independente em plantas (BIDARTONDO, 2005).

Essa relacédo de fungos com orquideas pode durar até a vida adulta. Muitas orquideas
terrestres que crescem em florestas tropicais em ambientes sem o contato direto com a luz
solar ainda desempenham papéis importantes nas comunidades ecoldgicas. A sobrevivéncia
dessas plantas em tais circunstancias ambientais ainda ndo foi completamente esclarecida
(SIVASITHAMPARAM et al., 2007). No entanto, semelhante a outras relagcdes existentes
entre fungos micorrizicos e plantas, o auxilio em absorcdo de agua e nutrientes minerais

pode ter um papel nessa sobrevida.

O estabelecimento da simbiose nasce da interacdo dos tecidos da orquidea com a
micorriza. Em sementes, o fungo invade a semente até estabelecer contato com o embrido
indiferenciado da planta. Ao estabelecer esse contato, 0 fungo consegue trazer nutrientes que
podem ser utilizados pela planta, do meio ambiente (SMITH & READ., 2010). Essa nutri¢cdo
mico-heterotréfica possibilita que o embrido consiga energia suficiente para desenvolver e
comecar a estabelecer estruturas de protocormos. Tais estruturas sdo plantas jovens
germinadas, porém que ndo apresentam folhas completamente desenvolvidas. Tais
estruturas, quando colonizadas por fungos micorrizicos tendem a rapidamente se

diferenciarem e desenvolverem meristemas ativos (PETERSON et al., 2004).

A relacéo estabelecida entre o fungo e as células da planta é mediada por estruturas
especiais. Apds as hifas conseguirem penetrar o tecido vegetal, elas comecam a formar
espirais denominadas de pelotons. Essa estrutura € um indicador caracteristico da relagdo
entre fungos micorrizicos e orquideas (RASMUSSEN, 2002). No interior da célula vegetal,
0 peloton se encontra separado do citoplasma pela existéncia de estruturas como a membrana
plasmatica vegetal e a uma matriz de interface de troca de substancias entre os dois
organismos (UETAKE et al., 1997).
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2.6.4 Fungos micorrizicos ericoides

Fungos micorrizicos ericoides sdo 0s componentes da micorriza para plantas da
familia das Ericaceae, composto por plantas arbustivas e arvores de pequeno porte. Estes
fungos quando em contato com as raizes, penetram as paredes celulares e desenvolvem
complexos de hifas emaranhadas na regido intracelular das células vegetais que funcionam
como interface de interacdo entre fungo e planta (PETERSON & MASSICOTTE, 2004).

Os fungos micorrizicos ericoides sdo em sua maioria fungos classificados em
basidiomicetos e ascomicetos baseados em isolamento de raizes de ericaceas (VOHNIK,
2020). Os fungos Hyaloscypha hepaticicola, Oidiodendon maius e Leohumicola spp. sdo
representantes dos grupos de fungos ascomicetos, enquanto os fungos de plantas da familia
das Serendipitaceae e o complexo de organismos Kurtia argillacea representam o0s
basidiomicetos (VOHNIK, 2020). No entanto, a maioria dos conhecimentos obtidos sobre
estes fungos foram obtidos de ambientes do hemisfério norte, em biomas boreais e

temperados.

2.7 FUNGOS MICORRIZICOS NO CONTROLE BIOLOGICO

Os fungos micorrizicos, em geral, possuem um papel benéfico nas atividades
agricolas, auxiliando na maior taxa de absorcéo de nutrientes e produtividade de plantacGes
(SMITH & SMITH, 2011). Entender como essas relagdes séo estabelecidas € um importante
parte dos estudos voltados a agronomia sustentavel. Tal investigacdo implica nas analises de
comportamento dos fungos in vitro, bem com sua propagacao e manutencdo em ambientes
controlados como condic@es de casa de vegetacdo (KOKKORIS & HART, 2019).

Estudos vém demonstrando a variada gama de aplicacao de fungos micorrizicos em
diversos cultivares economicamente importantes. Foi observado em planta¢des de gengibre
(Zingiber officinale) inoculadas com um consércio de fungos micorrizicos arbusculares
(Scutellospora heterogama, Gigaspora decipiens, Acaulospora koskei, Entrophospora
colombiana) um ganho em crescimento de plantas e producdo de oleoresinas que pode
competir com os produtos comerciais quimicos em termos de resultados (SILVA et al.,
2008). Isso indica uma atividade bioestimulante que confere um maior crescimento e vigor

a plantas. Os fungos micorrizicos ndo se limitam somente a essas atividades.
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Um exemplo que mostra a gama de fungdes observadas nesses microrganismos
reside no fungo micorrizico W. circinata. Isolado a partir de raizes da orquidea Epidendrum
nocturnum no Cerrado brasileiro, seu principal papel ecologico observado foi no auxilio a
germinacdo de orquideas. Ele foi capaz de estabelecer uma interagdo com uma orquidea da
espécie Cyrtopodium saintlegerianum, e conferir uma taxa de germinagdo de até 81%
(SOUSA et al., 2019). Esta micorriza produziu diversas enzimas, incluindo proteases,
quitinases, glucanases, celulases e polifenoloxidases e acdo de controle dos principais
patdgenos de arroz Magnaporthe oryzae, Cochliobolus miyabeanus, Monographella
albescens e Sarocladium oryzae por mecanismos de parasitismo, antibiose e produgéo de
metabolitos volateis (CARVALHO et al., 2022). Também demonstrou efeitos de controle
por meio de parasitismo ao fungo Rhizoctonia solani e ativou enzimas quitinase e glucanase

contra queima da bainha em arroz (SOUSA et al., 2022).

As atividades de fungos micorrizicos podem compreender atividades de
antagonismo, controle de patégenos, producao de reguladores de crescimento e producéo de
diversas enzimas além da inducéo de resisténcia a patdogenos. A producdo de enzimas em
especial € um novo campo de exploracdo pela sua crescente importancia em diversas
indUstrias gracas ao potencial de aplicacdo em processos industriais que envolvem
metabolizacdo de compostos (SHUBHA & SRINIVAS, 2017), como degradacéo de celulose
e hemicelulose para geracdo de biocombustiveis de segunda geracdo. Tais enzimas sdo
fundamentais para a interacdo entre o fungo e a planta hospedeira, na relagdo de prover
nutrientes e combater microrganismos patogénicos e pode oferecer um entendimento de

como as intera¢fes sdo moduladas e estabilizadas (SUNITHA et al., 2012).

Principais enzimas envolvidas em fungos endofiticos micorrizicos sdo das classes de
pectinases, celulases, lipase, lacases, amilases, amiloglicosidases, glicosidases entre diversos
outros grupos de metabdlitos (WARD, 2012). A compreensdo desse potencial de producao
de enzimas representa um caminho para entender como 0s mecanismos de interacdo do
sistema fungo-planta funcionam e como ele pode ser aplicado em diferentes areas de
interesse. Como exemplo, mais de 20 espécies de fungos micorrizicos puderam ser isoladas
na orquidea Cymbidium aloifolium conhecida por ter potencial medicinal. De todas espécies
de fungo investigadas e isoladas, 93% apresentaram atividade de fosfatase, 80% de celulase,
70% de amilase, 63% de proteases, além de diferentes porcentagens de atividades de

pectinase, lipases e lacases. Pode ser verificado o isolamento de fungos da espécie
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Rhizoctonia spp. na raiz, exibindo atividades de proteases, celulases e fosfatases (SHUBHA
& SRINIVAS, 2017).

Os estudos de tais espécies de interesse sao desenvolvidos in vitro por meio de
técnicas j& estabelecidas como plaqueamento em &gar para avaliagdo de esporulagéo,
formagdo de conidios e pigmentac&o. O substrato mais utilizado para tais estudos é o Potato
Dextrose Agar (PDA), por permitir bom crescimento, esporulacio e pigmentacdo para
diversas espécies de fungos (GRIFFITH et al., 2007).

Os efeitos, em aspectos morfoldgicos e fisiologicos, em plantas estabelecidos pela
interacdo com micorrizas sdo descritos como as ferramentas usuais no controle de
nematoides. O aumento da absor¢do de agua, nutrientes, producdo de fatores de crescimento
e alteracdo da rizosfera, combinados com crescimento e subdivisdo das raizes contribuem
positivamente, na maioria dos casos, para a sobrevivéncia das plantas frente a ataque de
patégenos (SCHOUTEDEN, 2015; WANI et al., 2017).

Foi observado que em plantacdes de algod&o, tomate e péssego, a aplicacdo de fungos
micorrizicos pdde controlar as populacdes de nematoides parasitas. Em plantacdes de
algoddo pode se observar a falta de co-ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares e
nematoides em amostras de solo coletadas, 0 que pode ser atribuido a possivel competicao
entre os organismos em nivel de rizosfera por diferencas de concentracdo de umidade,
fosforo e potassio (FERREIRA et al., 2018). Em tomate, os fungos micorrizicos
Rhizophagus intraradices e Funneliformis mosseae reduziram a infec¢cdo do nematoide
Nacobbus aberrans nas raizes em taxas superiores a 50% e em péssegos, 0s fungos
micorrizicos Glomus intraradices, G. mosseae e G. etunicatum diminuiram a infec¢do por
M. javanica (MARRO et al., 2018; CALVET et al., 2001).

O fungo G. intraradices demonstrou capacidade de controlar Radopholus similis e
Pratylenchus coffeae em plantas de banana, com taxas de reducdo populacional de 72% e
84% respectivamente, através de inducdo de resisténcia (ELSEN et al., 2008). Em outro
estudo, a inoculacdo de G. intraradices no transplantio de plantas de tomate, resultou numa
reducdo de 56% da formacéao de galhas por Nacobbus aberrans, com uma reducéo de 69%
no fator de reproducdo dessa espécie de fitonematoide (MARRO et al., 2014). O fungo
micorrizico G. etunicatum conferiu aumento de caracteres agrondmicos em soja como o

incremento de 6,93% em parte aérea e incremento de 32,2% de comprimento de raiz, bem
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como reduziu em 28,21% a quantidade de fémeas de Heterodera glycines nas raizes de soja
(BENEDETTI et al., 2021). A aplicacdo de combinagédo de fungos, como demonstrado com
Rhizophagus clarus e Glomus clarum foi capaz de reduzir a penetracdo de Pratylenchus
brachyurus, reduzindo a quantidade de danos causados por esse fitonematoide,
demonstrando que plantas de soja inoculadas com ambas apresentaram aumento de
nodulacdo, absor¢do de nutrientes e acimulo de matéria seca, mesmo na presenca do
patogeno (TRENTIN et al., 2021).

A interface de interacdo entre as células vegetais e fungos micorrizicos existe em um
ambiente equilibrado de troca de substancias e regulacdo de fitormdnios envolvidos na
defesa da planta. Essa dinamica estabelece uma resposta semelhante a uma infecg¢do por
patégeno, no entanto, se estabiliza para estabelecer a colonizacdo do fungo (LIAO et al.,
2018).

W. circinata demonstrou em estudos uma capacidade de causar mortalidade de
aproximadamente 60% de juvenis de segundo estagio (J2) de M. javanica e reduzindo em
86% a eclosao de J2 de ovos. O fungo também foi capaz de parasitar ovos de M. javanica.
Além disso, reduziu o fator de reproducdo a niveis de controle populacional em doses de
20g.L 1 e 25¢9.L"* de suspensdo micelial (MENDES et al., 2018).

A suspenséo micelial filtrada de W. circinata demonstrou atividade nematicida eficaz
contra 0 nematoide do cisto Heterodera glycines na cultura da soja. Entre as diferentes
concentragOes testadas, constatou-se que a concentragio de 15 g.L! apresentou maior
eficiéncia na reducdo da densidade populacional do nematoide tanto no solo quanto nas
raizes das plantas. Além disso, essa concentracdo também promoveu um efeito adicional na
reducdo da fecundidade das fémeas e dos cistos do nematoide, somado a um incremento de
20,8% na produtividade da soja (MOREIRA, 2021).

Considerando o amplo potencial biotecnoldgico inerente a diversas espécies de
fungos micorrizicos e suas intera¢cbes com plantas e outros organismos, bem como a
relevancia econdmica e o potencial destrutivo do fitonematdide M.enterolobii, torna-se
importante desenvolver esforgos na producdo de tecnologias e na realizacdo de pesquisas
gue possam contribuir para a melhoria da sanidade dos cultivos de tomate. O presente estudo

enfoca uma micorriza de orquidea, cuja eficacia foi comprovada contra diversos patdgenos
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do arroz e demonstrou supressao de nematoides do género Meloidogyne, tornando-se,
portanto, um organismo de grande interesse para atingir tais objetivos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 PREPARO DAS MUDAS DE TOMATE

Sementes de tomate Santa Cruz Kada suscetiveis a nematoides foram semeadas em
bandejas de plastico flexivel com 96 células, contendo substrato comercial para hortalicas
Carolina Soil®, sendo cada bandeja adubada com 15g de fertilizante de liberagéo lenta
Osmocote®. Um orificio de um centimetro de didmetro foi feito no substrato e duas
sementes foram depositadas por célula. Dez dias ap6s o plantio foi realizado o desbaste
mantendo apenas uma planta por célula. As plantas foram irrigadas duas vezes por dia até o
transplantio. O crescimento se deu em condicOes de casa de vegetacdo com temperatura
meédia de 28 + 2°C e umidade de 70%.

Nos primeiros dois ensaios, ndo foram usados controles quimicos para doencas. Para
o0 Ultimo ensaio foi utilizado a aplicacdo de fungicidas de forma preventiva para diminuir a
pressdo de doencas recorrentes de tomate como requeima do tomateiro (Phytophthora
infestans), pinta preta (Alternaria solani) e septoriose (Septoria lycopersici). Foram feitas
duas aplicacbes nas plantas com 23 dias e com 28 dias, sendo o experimento iniciado em
plantas com 30 dias de idade. Foram usados tiofanato metilico, clorotalonil, cloridrato de
propamocarbe e fluopicolida aplicados em calda de 1L por pulverizagdo. Foi realizada a
aplicacdo no final do dia, ap6s a Gltima irrigacdo do dia, para permitir a absorcédo eficiente

do produto pelas plantas e garantir uma maior persisténcia do fungicida nos tecidos vegetais.

O tiofanato metilico é um fungicida de sitio especifico com agdo sistémica,
classificado como pertencente ao Grupo B1 de fungicidas, de acordo com o FRAC (Comité
de Resisténcia a Fungicidas). A dose recomendada pelo fabricante e utilizada foi, conforme
descrito na bula, de 5 g de produto comercial para cada litro de calda.O clorotalonil é um
produto multissitio de amplo espectro, caracterizado por sua acdo nao sistémica, sendo
classificado no Grupo MO05 de fungicidas, de acordo com o FRAC. A dose recomendada
pelo fabricante e utilizada nos ensaios, conforme indicado na bula, foi de 2 ml de produto
comercial para cada litro de calda. O cloridrato de propamocarbe é um fungicida multissitio
de contato que pertence ao Grupo F4 de fungicidas, de acordo com a classificacdo do FRAC.
A dose recomendada pelo fabricante e utilizada no estudo foi , conforme indicado na bula,
de 5 ml de produto comercial para cada litro de calda. N&o foram encontrados trabalhos que
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evidenciem a inducdo de resisténcias pelas moléculas utilizadas para combater as doengas

observadas nos ensaios.

3.2 CULTIVO DE W. circinata E PREPARO DA SUSPENSAO MICELIAL DE W.

circinata

O isolado de W. circinata (En07) foi multiplicado em meio sélido BDA (Batata -
Dextrose - Agar: 20 g de agar, 20 g de dextrose, 1 L de 4gua destilada e 200 mL de caldo de
batata) a 28-30°C, por 11 dias em placa Petri. Posteriormente, foram retirados discos de
micélio de 0,9 cm de didmetro da placa contendo o fungo, transferindo para novas placas
Petri contendo BDA. A incubacdo foi realizada em BOD por 12 dias a 28-30°C. Apoés 0
crescimento, o micélio foi raspado com auxilio de uma lamina de bisturi estéril e armazenado
em frasco de vidro limpo e autoclavado. O micélio obtido foi cortado em pequenos

fragmentos e pesado para o preparo das suspensoes.

Para os ensaios, foram preparados cinco tratamentos para os métodos de aplicacéo,
rega e imersdo por 24h, contendo doses de 5, 10, 15, 20 e 25g.L™? de micélio em é&gua
destilada e autoclavada. Os tratamentos foram submetidos a agitacdo constante em shaker
a 150 rpm por 24 horas a 27 ° C. O controle negativo continha somente agua destilada.

3.3 INOCULO DE NEMATOIDE-DAS-GALHAS M. enterolobii

O indculo do nematoide-das-galhas M. enterolobii foi obtido por extracdo de raizes
de plantas de batata doce (Ipomoea batatas) do cultivar Campinense infestadas com
populacdes de amostras da EMBRAPA Clima Tropical, obtidas no municipio de Jandaira,
Rio Grande do Norte, nas coordenadas (5° 17' 27" S, 36° 06' 47" O). A metodologia de
Hussey & Barker (1973) modificado foi seguida de forma que as raizes das plantas foram
lavadas, cortadas em fragmentos de aproximadamente dois centimetros e trituradas em
liquidificador imersas em solucdo de hipoclorito de sédio comercial em concentragdo de
0,5%, por 30 segundos. A suspens&o obtida foi vertida em peneiras de ago de 100 e 500 mesh
de porosidade. O material retido na peneira de 500 mesh foi lavado sob &gua corrente para
retirar 0 excesso de hipoclorito de sodio e, em seguida, recolhido em um tubo de plastico de
50 mL. Esse material foi precipitado com 5 g de caulim e submetido a centrifugacao de 1800
rpm por 5 minutos. Apds isso, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
uma solugéo de sacarose 454 g.L e submetido a centrifugacéo a 1800 rpm por 1 minuto. O
sobrenadante é filtrado pela peneira de 500 mesh, e o material colhido é armazenado. Uma
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amostra de 5 ml dessa suspenséo foi recolhida e o numero de nematoides foi contado em
uma camara de Peters. O volume da suspensdo foi ajustado para obtencdo de 1000

nematoides J2 e ovos por mL.

3.4 ENSAIOS EM CASA DE VEGETACAO

Foram realizados trés ensaios ao total. Os ensaios 1 e 2 foram executados em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x6, avaliando duas formas de
aplicacdo da suspensao micelial e seis tratamentos investigados, cada tratamento contou com
sete repeticdes. A primeira forma de aplicacdo se baseou na imersao das raizes das mudas
de tomate, antes do transplantio, em 70 mL de cinco doses de suspensdo micelial e um
controle consistindo de &gua, pelo periodo de 24 horas. A segunda forma de aplicacao foi a
rega das plantas de tomate com 50 mL das suspensdes logo apos o transplantio. As mudas,
com trés semanas de desenvolvimento e com a primeira folha verdadeira aberta, foram
transplantadas para vasos de isopor de um litro contendo uma mistura de partes iguais de
terra e areia autoclavados e 5g de adubo de plantio NPK 4-30-16. Ap0s sete dias do
transplantio, as plantas foram desafiadas com a inoculacdo de 2 mL da suspensdo de
nematoides em orificios de 2 cm de profundidade no substrato proximo as raizes, de forma
a distribuir 2000 nematoides+ovos por cada vaso. Quatro dias ap6s a inoculagdo, foi feita a
adubacdo de cobertura com 5g de Osmocote® por vaso.

Tabela 1. Organizacéo dos ensaios 1 e 2 de acordo com a metodologia de diferentes
métodos de aplicacdo e doses de suspensao micelial.

Ensaios Meétodo de aplicagdo Tratamentos  Doses de micorriza (g.L™)
T1 0
T2 5
T3 10
Imerséo
T4 15
Ensaio 1
T5 20
T6 25
T1 0
Rega
T2 5
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T3 10

T4 15
T5 20
T6 25
T1 0
T2 5
T3 10
Imersao
T4 15
T5 20
T6 25
Ensaio 2
T1 0
T2 5
T3 10
Rega
T4 15
T5 20
T6 25

Apo6s 35 dias do desafio foram avaliados os caracteres nematoldgicos como
populagcdo final (PF), densidade populacional (DENS) expressa pela quantidade de
nematoides por grama de raiz e fator de reproducdo (FR), onde FR = Populacdo final
(Pf)/Populacao inicial (Pi). Tais caracteres foram analisados ap0s extracdo de nematoides
utilizando a metodologia de Hussey & Barker (1973). Os caracteres agrondmicos como
comprimento de parte aérea (CPA), peso fresco de raiz (PFR) e peso fresco de parte aérea

(PFPA), também foram avaliados.

O ensaio 3 foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e seis repeti¢cdes. O desafio foi estabelecido no dia 7 apds o transplantio das
mudas. Foram utilizados sete tempos de coleta sendo eles os dias antes do desafio (dias 0, 3,

5,7) e ap6s o desafio (dias 8, 14 e 21) . Os tratamentos foram Agua: controle com agua
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destilada; Me: inoculacdo de nematoides 7 dias ap0s transplantio; Wc: rega com suspensao
micelial de W. circinata na dose de 15g.L e Wc+Me: rega com a suspensdo micelial de W.

circinata na dose de 15g.L* e inoculagio com nematoides 7 dias apos o transplantio.

Tabela 2. Organizacao dos ensaios 3 e 4 de acordo com a metodologia de analise de
enzimas de inducdo de resisténcia para rega com 15¢.L* de suspensio micelial.

Ensaios Tratamentos  Micorriza (159.L™?) M.enterolobii
Agua - -
_ Me - +
Ensaio 3
Wc + -
Wc+Me + +
Agua = controle negativo, contendo &gua destilada; Me = plantas somente inoculadas com nematoides; Wc¢ =
plantas somente micorrizadas; Wc+Me = plantas micorrizadas e inoculadas com nematoides.

*+presenca, -auséncia

As mudas foram transplantadas com quatro semanas de desenvolvimento com
emergéncia da primeira folha verdadeira, para vasos de isopor de um litro, contendo uma
mistura de partes iguais de terra e areia autoclavados e 5g de adubo de plantio NPK 4-30-
16. Apos o transplante, no tempo de coleta das folhas, trés plantas aleatdrias de cada
tratamento foram selecionadas e suas folhas coletadas e depositadas em um envelope de
papel aluminio. Os envelopes foram imediatamente armazenados em gelo e depois

transferidos para freezer em temperatura de -20°C

Foram coletadas 3 folhas do terco médio das plantas para cada tratamento. As coletas
foram feitas antes dos tratamentos de micorriza no dia zero e antes do desafio no dia 7. Os
dias 0, 3, 5 e 7 forneceram o perfil de interacdo enzimatica entre as plantas de tomate e a
micorriza W.circinata, enquanto os dias 8, 14 e 21 forneceram o perfil de interacdo entre a

planta micorrizada e o nematoide.

Apbs 35 dias do desafio foram avaliados caracteres nematologicos como populacéo
final (PF), densidade populacional (DENS) dada pela quantidade de nematoides por grama
de raiz e fator de reproducdo (FR), onde FR = Populacdo final (Pf)/Populacdo inicial (Pi),
foram analisados apos extracdo de nematoides utilizando a metodologia de Hussey & Barker
(1973). Os caracteres agronémicos como comprimento de parte aérea (CPA), peso fresco de
raiz (PFR) e peso fresco de parte aérea (PFPA), também foram coletados e analisados.
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3.5 ANALISE ENZIMATICA

As folhas para analise enzimatica foram coletadas e imediatamente acondicionadas
em papel aluminio e armazenadas em gelo em caixas térmicas e transferidas para freezer,

mantidas congeladas (-20°C) até o0 momento da extracéo.

3.5.1 Extracdo de proteinas

As folhas foram cortadas e maceradas, separadamente, em nitrogénio liquido dentro
de um tubo de plastico de 50 mL até a obtencdo de um pd. Foi pesado 0,100 g do p6 em
microtubos de 2 mL, preenchendo 1,5 mL do seu volume com solugéo tampéo de extracéo
composta de Tris-HCI a 10 mM, cloreto de sodio (NaCl) a 150 mM, &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) a 2 mM e pH 7,0. Em seguida as amostras foram homogeneizadas em
vortex por um minuto e centrifugadas por 30 minutos a 13.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante
foi transferido para novos microtubos de 2 mL e armazenados em freezer a -20°C, onde

foram usados posteriormente nos ensaios de determinacdo de atividades enzimaticas.
3.5.2 Peroxidase - EC 1.11.1.7 (POX)

A atividade de peroxidase foi quantificada por meio da medicéao do nivel de oxidacdo
do acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico, ficando com a coloragéo da reagéo
mais intensa a medida que a reacdo acontece. Foi preparado 100 mL de solugdo tampéo de
acetato de potassio a 100 mM e pH 50 com 8 mg de acido 2,2’-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS). Foi transferido, para cubeta, 1 mL da solucdo
acrescido de 100 uL do extrato de proteinas, homogeneizando suavemente trés vezes, onde
foi adicionado 200 pL de perdxido de hidrogénio 50mM, feito em triplicata e feito leitura
em espectrofotdbmetro em intervalos de 10 segundos por um periodo de 3 minutos no
comprimento de onda de 405 nm, com auxilio do software Win Spec 2.3 (CORTES et al.,
2008). Pela equacdo de Beer-Lambert, fazendo o uso do coeficiente de extingdo molar de
ABTS a 405 nm de 36000 M.cm™ se obtém a quantidade de peroxidase na amostra. A

atividade da POX foi expressa em pumol. mint. g de massa fresca.
3.5.3 Catalase - EC 1.11.1.6 (CAT)

Foram adicionados de 100 pL de extrato bruto em uma mistura de reagdo contendo
1 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM e pH 6,0 e 200 pL de peroxido de hidrogénio
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50mM. O decréscimo do H20- foi monitorado pela absorbéncia a 340 nm, em intervalos de
10 segundos por um periodo de 3 minutos. A diferenca de absorbancia, obtida por meio de
regressio linear, foi dividida pelo coeficiente de extingido molar do H20,, 39,4 Mt.cm™

(AEBI, 1984). A atividade da CAT foi expressa em pmol de H.02 min*. g de massa fresca.
3.5.4 Quitinase - EC 3.2.1.14 (QUI)

Em tubos de ensaio de 20 mL foram adicionados 100 pL do extrato bruto de proteinas
com 300 pL de solucdo quitina a 0,1% em tampdo acetato de sddio 1,0 M e pH 4,5, onde
foram mantidos em incubacdo em temperatura ambiente por 2 horas. Apos esse periodo, foi
adicionado 1 mL de solucéo de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a 1% e as amostras levadas
a banho-maria por 5 minutos a 100 °C. Os tubos entdo foram resfriados em gelo por 5
minutos. Foram adicionados 16 mL de solucdo de tartarato duplo de sodio potéssio
(KNaC4H406.4H20) 50 mM. Foram transferidos 100 pL das amostras para placas de ELISA
em triplicatas e feito a leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540 nm
(BABU et al., 2003). Pelo uso da calibracdo do DNS e equacéo da retay = 0.0986x + 0.0319,
obtemos um valor de N-acetilglicosamina gerado pela degradacdo de quitina, que é
convertido pela enzima quitinase. A atividade da CHI foi expressa em pmol de agucar

redutor mint. gt de massa fresca.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para os ensaios 1 e 2 foram realizadas a analise de regressdo para 0s caracteres
nematoldgicos e andlise de variancia e teste Tukey (p<0.05) para os caracteres agronémicos,
utilizando RStudio (vers. 4.3.1). No ensaio 3 foi realizado o teste T para os caracteres
nematoldgicos e analise de variancia e teste Tukey (p<0.05) para 0s caracteres agrondmicos.
Para as enzimas foi realizado o teste T para os dias ap6s aplicacdo da micorriza e analise de

variancia e teste Tukey (p<0.05) para os dias ap0s o desafio utilizando RStudio (vers. 4.3.1).
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4. RESULTADOS

4.1 ENSAIO PARA SUPRESSAO DE NEMATOIDES E AVALIACAO CARACTERES
AGRONOMICOS

4.1.1 Primeiro ensaio

Para o primeiro ensaio, todos caracteres foram submetidos a transformacéo Box-Cox
para obedecer aos pressupostos de homogeneidade de variancia e distribuicdo normal para
andlise de variancia. Nao foi observada interacdo entre métodos de aplicacdo e doses para
nenhum dos caracteres analisados no estudo. Dessa forma, prosseguiu-se pela analise dos
fatores de forma isolada. O PFR apresentou diferencas estatisticas entre métodos de
aplicacdo (p<0.05). Os caracteres PF, DENS e FR apresentaram diferencas estatisticas entre

dose de aplicacdo (p<0.05) (Tabela 3).

Tabela 3. Analise fatorial do primeiro ensaio entre formas de aplicacédo (imerséao e rega) e
doses (agua, 5, 10, 15, 20 e 25g.L' de micorriza) de W.circinata para caracteres
nematoldgicos e agronémicos do cultivar de tomate Santa Cruz Kada.

Fonte de Variacdo Variaveis Dependentes F valor-p
CPA 1,257 0,266
PFR 83,754 0,000*
PFPA 1,646 0,204
Método de aplicacéo
PF 0,359 0,551
DENS 4,151 0,055
FR 0,492 0,485
CPA 0,641 0,669
PFR 0,089 0,994
PFPA 0,931 0,466
Doses
PF 3,528 0,007*
DENS 3,043 0,015*
FR 3,526 0,007*
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CPA 0,504 0,772

PFR 1,246 0,297
PFPA 0,915 0,476
Interacdo
PF 0,631 0,676
DENS 0,799 0,554
FR 0,673 0,645

CPA = Comprimento de parte aérea; PFR = Peso fresco de raiz; PFPA = Peso fresco de parte aérea; PF =
populacéo final; DENS = Densidade de hematoides por grama de raiz; FR = Fator de reproducéo
* Os caracteres possuem diferencas estatisticamente significativas entre si (p<0.05)

Foi observado que PFR foi significativamente diferente entre imersdo (M= 40,479)
e rega (M= 62,27g) (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteres agrondmicos do primeiro ensaio, diferenciando os métodos de
aplicacdo de W. circinata contra M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada.

Tratamento CPA (cm) PFR (9) PFPA (g)
Imersio 110,69 + 20,01a 40,47 +10,18a 119,18 + 29,73a
Rega 107,59 + 15,81a 62,27 + 11,69b 113,89 + 19,29a

Valores sdo médias e desvio padrdo de 42 replicatas por tratamento. Diferentes letras entre linhas indicam
diferencas significativas (p<0.05). CPA = Comprimento de parte aérea; PFR = Peso fresco de raiz; PFPA =
Peso fresco de parte aérea.

Para as doses ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas para
0s caracteres agronomicos (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteres agrondmicos do primeiro ensaio, diferenciando as doses de suspensao
micelial de W. circinata contra M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada.

CPA (cm) PFR (g) PFPA (g)

Doses (g.L ™)

101,83 + 18,79 51,31+ 11,16 110,77 £ 21,76
Controle

111,92 + 13,39 52,84 + 19,36 120,73 + 20,72
5

108,64 + 23,33 52,2+ 17,35 117,25 + 28,44
10
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107,28 + 23,35 50,33 + 15,50 110,7 £ 27,76

15

20 112,92 + 13,74 51,74 + 18,11 112,88 + 28,34

5 112,21 + 12,68 49,75 + 12,22 126,85 + 22,37
5

Valores sdo médias e desvio padrdo de 14 replicatas por tratamento. CPA = Comprimento de parte aérea;
PFR = Peso fresco de raiz; PFPA = Peso fresco de parte aérea.

A andlise de regressdo revelou uma curva polinomial de segunda poténcia que
apresenta um decréscimo de médias até o valor minimo na dose de 15 g.L™* para PF, FR e
DENS. Comparado com o controle (M= 2053,57), a dose de 15 g.L! apresentou a maior
supressdo (M= 960,71). Por meio da equacdo da curva disponivel, chegou-se ao valor de
14,36 g.Lt como o menor valor possivel descrito pela curva para PF (Figura 5).

Figura 5. Analise de regressdo de curva polinomial de segunda poténcia para PF do primeiro

ensaio, exibindo efeito de doses de suspensdo micelial de W. circinata na populacdo final de
M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada.
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Comparado com o controle (M= 1.03), a dose de 15g.L™* apresentou a maior
diminuicdo (M= 0,48). A equagio da curva para FR revelou o valor de 14,21 g.Lt como o
menor valor possivel. Todas as doses de micorriza foram capazes de reduzir o fator de
reproducéo a niveis de controle (FR<1) (Figura 6).

Figura 6. Analise de regressdo de curva polinomial de segunda poténcia para FR do primeiro

ensaio, exibindo efeito de doses de suspensdo micelial de W. circinata na populacao final de
M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada.
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Comparado com o controle (M= 40,59), a dose de 15g.L™" apresentou a maior
diminuicdo (M= 20,53). A equagao da curva para DENS revelou o valor de 14, 71g.L™t como

0 menor valor possivel observado (Figura 7).

Figura 7. Anélise de regressdo de curva polinomial de segunda poténcia para DENS do
primeiro ensaio, exibindo efeito de doses de suspensdo micelial de W. circinata na populagéo
final de M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada.
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4.1.2 Segundo ensaio

Para o segundo ensaio, todos caracteres, exceto PFPA, foram submetidos a
transformacéo logaritmica para obedecer aos pressupostos de homogeneidade de variancia
e distribuicdo normal da analise de variancia. Nao foi observada interacdo entre métodos de
aplicacdo e doses para nenhum dos caracteres analisados no estudo. Dessa forma,
prosseguiu-se pela analise dos fatores de forma isolada. Os resultados da anélise de variancia
revelaram que CPA, PFR, PFPA e DENS apresentaram diferencas estatisticas significativas
entre meétodos de aplicacdo (p<0.05). O cardcter DENS apresentou diferencas

estatisticamente significativas entre doses (p<0.05) (Tabela 6).

Tabela 6. Andlise fatorial do segundo ensaio entre formas de aplicagdo (imersdo e rega) e
doses (4gua, 5, 10, 15, 20 e 25g.L' de micorriza) de W.circinata para caracteres
nematoldgicos e agrondémicos do cultivar de tomate Santa Cruz Kada.

Fonte de Variacdo Variaveis Dependentes F valor-p
CPA 99,14 0,00*
PFR 13,01 0,01*
Meétodo de PFPA 43,46 0,00%
aplicacédo PE 0,758 0,38
DENS 15,67 0,00*
FR 0,75 0,39
CPA 1,01 0,42
PFR 0,17 0,97
PFPA 2,73 0,21
Doses
PF 1,93 0,10
DENS 2,43 0,048*
FR 1,93 0,94
CPA 0,63 0,67
PFR 2,07 0,08
Interacéo
PFPA 2,85 0,07

PF 0,23 0,94
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DENS 1,16 0,34

FR 0,22 0,94

CPA = Comprimento de parte aérea; PFR = Peso fresco de raiz; PFPA = Peso fresco de parte aérea; PF =
populacéo final; DENS = Densidade de nematoides por grama de raiz; FR = Fator de reproducéo
* Os caracteres possuem diferencas estatisticamente significativas entre si (p<0.05)
Para CPA arega (M= 114,1 cm) foi estatisticamente diferente da imersdo (M= 90,33
cm). Para PFR a rega (M= 35,909) foi estatisticamente diferente da imersdo (M= 29,819).
Para PFPA a rega (M= 112,38 g) foi estatisticamente diferente da imerséo (M= 91,969)
(Tabela 7).

Tabela 7. Caracteres agronémicos do segundo ensaio, diferenciando os métodos de
aplicagéo de W. circinata contra M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada

Tratamento CPA (cm) PFR (9) PFPA ()
Imerséo 90,33+ 10,11a 29,81 +5,77a 91,96 + 15,30a
Rega 114,1 + 8,03b 35,90 + 7,01b 112,38 + 7,67b

Valores sdo médias e desvio padrédo de 30 replicatas por tratamento. Diferentes letras entre linhas indicam
diferencas significantes (p<0.05). CPA = Comprimento de parte aérea; PFR = Peso fresco de raiz; PFPA =
Peso fresco de parte aérea.

Para as doses ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas para

0s caracteres agronomicos (Tabela 8).

Tabela 8. Caracteres agrondémicos do segundo ensaio, diferenciando as doses de suspensao
micelial de W. circinata contra M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada.

Doses (g.LY) CPA (cm) PFR () PFPA (g)
Controle 107,8 £ 16,51 34,27 + 8,53 95,77 £ 25,13
5 103,7 £ 16,49 33,0+7,63 107,27 £ 11,45
10 101,1+£12,63 32,45 £ 5,63 106,48 £ 13,21
15 100,9 + 17,16 32,10 £ 8,90 103,02 £ 17,83
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20 100,3 + 14,63 32,11 +4,93 101,01 + 12,38

25 99,5 + 14,59 33,18 +4,99 99,48 + 11,20

Valores sdo médias e desvio padrdo de 10 replicatas por tratamento. CPA = Comprimento de parte aérea;
PFR = Peso fresco de raiz; PFPA = Peso fresco de parte aérea.

A andlise de regressdo revelou uma curva polinomial de segunda poténcia que
apresenta um decréscimo de médias até o valor minimo na dose de 15 g.L* para os caracteres
de PF, FR e DENS. Comparado com o controle (M= 3015), a dose de 15 g.L* apresentou a
maior supressdo (M= 2035). Por meio da equacdo da curva disponivel, chegou-se ao valor

de 15,65 g.L! como o menor valor possivel descrito pela curva para PF (Figura 8).

Figura 8. Andlise de regressao de curva polinomial de segunda poténcia para PF do segundo
ensaio, exibindo efeito de doses de suspensdo micelial de W. circinata na populacéo final de
M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada.
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Comparado com o controle (M= 1,509, a dose de 15 g.L™? apresentou a maior
supressdo (M= 1,02). A equagdo da curva para FR revelou o valor de 16g.L! como o menor
valor possivel. Todas as doses de micorriza foram capazes de reduzir o fator de reproducéo
(Figura 9).

Figura 9. Analise de regressdo de curva polinomial de segunda poténcia para FR do segundo

ensaio, exibindo efeito de doses de suspensdo micelial de W. circinata na populacao final de
M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada.

40



14 v= 000222 -0064x + 1.5074
B*= 05983

Fator de reprodugio™s)

0 3 10 15 20
Doses de suspensiomicelial (g171)

(%]
LA
(]
L=

Comparado com o controle (M= 95,04), a dose de 15 g.L ! apresentou a maior
supressdo (M= 67,94). A equacéo da curva para DENS revelou o valor de 13,03 g.L™* como
0 menor valor observado (Figura 10).

Figura 10. Andlise de regressdo de curva polinomial de segunda poténcia para DENS do

segundo ensaio, exibindo efeito de doses de suspensdo micelial de W. circinata na populagédo
final de M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada.
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Para DENS, houve diferenca significativa entre rega (M= 68,72 nematoides. g™ raiz)
e imersdo (M= 92 nematoides. g* raiz)(Tabela 9).
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Tabela 9. Densidade de nematoides do segundo ensaio, exibindo efeito de métodos de
aplicacdo de suspensédo micelial de W. circinata na densidade de M. enterolobii no cultivar
de tomate Santa Cruz Kada.

Tratamento DENS
Imersao 92,00 + 26,37a
Rega 68,72 + 23,05b

Valores sao médias e desvio padrdo de 30 replicatas por tratamento. Diferentes letras entre linhas indicam
diferencas significantes (p<0.05). DENS = Densidade de nematoide por grama de raiz

4.1.3 Terceiro ensaio

Para os caracteres nematoldgicos, foi verificado, por meio do teste-T, diferenca entre
o0 tratamento Me e Wc+Me para todos os caracteres medidos. Os resultados demonstram a
existéncia de diferenca estatistica significativa de PF, DENS e FR entre Me e Wc+Me
(Tabela 10).

Tabela 10. Caracteres nematolégicos do terceiro ensaio, diferenciando os tratamentos de
W. circinata contra M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz Kada.

Tratamentos PF DENS FR
Me 2944 + 668,3 114,43 + 28,67 1,47 + 0,33
Wc+Me 850 +463,1* 26,38 + 15,41* 0,425 + 0,23*

PF = Populacdo final de nematoides; DENS = Densidade de nematoides por grama de raiz; FR = Fator de
reproducdo de nematoides

Me= inoculacéo de 2000 J2+ovos de M.enterolobii; Wc+Me = aplicacdo de rega suspensdo de W.circinata
15g.L e inoculagéo de 2000 J2+ovos de M.enterolobii

* Medias seguidas de asterisco foram significativamente diferentes pelo teste-T (p<0.05)

Os resultados para CPA, PFR e PFPA revelaram que ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos investigados (Tabela 11).
Tabela 11. Caracteres agronémicos do terceiro ensaio, diferenciando os tratamentos de

suspensdo micelial de W. circinata contra M. enterolobii no cultivar de tomate Santa Cruz
Kada.

Tratamentos CPA PFR PFPA

42



Agua 535+2,68 30,90+250 89,69+7,32

Me 51,33+2,64 27,02+1,78 83,55+6,33
Wc 53,08+2,03 29,84 +2,53 88,66+3,76
Wc+Me 4992 +244 29,71 +414 78,14 +6,33

CPA = Comprimento de parte aérea; PFR = Peso fresco de raiz; PFPA = Peso fresco de parte aérea

Agua = controle negativo; Me= inoculagio de 2000 J2+ovos de M.enterolobii; Wc= aplicacio de rega
suspensdo de W.circinata 15g.L' ; Wc+Me = aplicagdo de rega suspensdo de W.circinata 15g.L*t e
inoculacéo de 2000 J2+ovos de M.enterolobii

4.2 ANALISE ENZIMATICA

4.2.1 Atividade enzimética de POX, CAT e CHI 0, 3, 5 e 7 apés aplicacdo da
micorriza

A atividade de POX, trés dias ap0s a rega, foi significativamente maior no tratamento
somente com W.circinata (M = 0,53) quando comparado com a dgua (M= 0,19). O mesmo
foi observado 14 dias ap0s a rega, em que a atividade foi significativamente maior no

tratamento com micorriza (M= 0,38) em relacdo a &gua (M= 0,18) (Figura 11).

A atividade de CAT, trés dias apds a rega, foi muito maior no tratamento somente
com W.circinata (M= 130,74) quando comparado a agua (M= 61,52). Mas, cinco dias apds
a rega, esse comportamento mudou quando o tratamento somente com W.circinata (M=

28,2) foi significativamente menor do que a agua (M= 73,06) (Figura 12).

Para a atividade de CHI, observou-se um resultado significativamente maior para a
agua (M= 63,01) se comparado com somente W.circinata (M= 50,39) trés dias apos a
aplicacdo da rega. Esse perfil também foi observado cinco dias apds a aplicacdo da rega,
quando tratamento somente com W.circinata (M= 29,21) foi significativamente menor que
a agua (36,15) (Figura 13).

4.2.2 Atividade enzimatica de POX, CAT e CHI ap0s o desafio

Quatorze dias ap0s a aplicacdo da micorriza e sete dias apds o desafio, a atividade de
POX foi significativamente menor para Wc+Me (M= 0,092) em relacdo ao tratamento
somente com nematoide (M=0,23) e este comportamento foi 0 mesmo quando se comparou
Wc+Me com somente W.circinata (M= 0,38) e com a 4gua (M=0,18). Vinte e um dias ap6s

a aplicacdo da micorriza e 14 dias ap6s o desafio, os comportamentos foram alterados, onde
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se observa o tratamento Wc+Me (M= 2,76) apresentando atividade de POX muito maior que
0s tratamentos somente com nematoide (M= 1,13) e somente com W.circinata (M= 0,42)
(Figura 11).

Figura 11. Gréfico de atividade enzimética de peroxidase analisada em folhas de tomate
frente a diferentes tratamentos.
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Controle negativo (Agua), inoculacio de 2000 J2 + ovos de M.enterolobii (Me), rega de suspensdo micelial de
W. circinata 15 g.L (Wc) e tratamento com inoculagéo de 2000 J2 + ovos de M.enterolobii e rega de suspensédo
micelial de W. circinata 15 g.L* (Wc+Me). Médias seguidas das mesmas letras em colunas ndo foram
significativamente diferentes de acordo com teste de Tukey (p<0.05). As barras indicam o erro padrdo da média.
*Teste-T revelou uma diferenca significativa entre atividade enzimatica entre Agua (M= 0,190; SD=0,26) e Wc
(M=0,533; SD=0,065) no terceiro dia; t(4)=-8,394, p=0,001.

Para atividade de CAT, 14 dias apds aplicacdo da micorriza e sete dias ap6s o desafio, o
tratamento Wc+Me (M= 71,78) apresentou maiores atividades do que o tratamento somente
com nematoide (M= 49,99) e do que somente com W.circinata (M= 43,58). Vinte e um dias
apos a aplicacao de micorriza e 14 dias ap6s o desafio, o tratamento Wc+Me (M= 76,91) foi
significativamente maior do que a 4gua (M= 46,14) (Figura 12).

Figura 12. Gréfico de atividade enzimética da catalase analisada em folhas de tomate frente a
diferentes tratamentos.
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Controle negativo (Agua), inoculagdo de 2000 J2 + ovos de M.enterolobii (Me), rega de suspensdo micelial de
W. circinata 15 g.L™* (Wc) e tratamento com inoculagdo de 2000 J2 + ovos de M.enterolobii e rega de suspenséo
micelial de W. circinata 15 g.L* (Wc+Me). Médias seguidas das mesmas letras em colunas ndo foram
significativamente diferentes de acordo com teste de Tukey (p<0.05). As barras indicam o erro padrdo da média.
*Teste-T revelou uma diferenca significativa entre atividade enzimatica entre Agua (M= 61,52; SD=7,69) e Wc
(M=130,74; SD= 15,38) no terceiro dia; t(4)=-6,971, p=0,002. Teste-T revelou uma diferenga significativa entre
atividade enzimatica entre Agua (M= 73,06; SD=3,84) e Wc (M=28,20; SD= 4,44) no quinto dia; t(4)=13,229,
p=0,000.

Para atividade de CHI, os resultados foram diferentes, onde o tratamento com Wc+Me (M=
43,91) apresentou atividade maior do que W.circinata (M= 32,22) e menor do que dgua (M=

53,29) aos 14 dias apos aplicacdo de micorriza e sete dias apds desafio (Figura 13).

Figura 13. Grafico de atividade enzimatica de quitinase analisada em folhas de tomate frente a
diferentes tratamentos
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Controle negativo (Agua), inoculacio de 2000 J2 + ovos de M.enterolobii (Me), rega de suspensdo micelial de W.

circinata 15 g.L™* (WCc) e tratamento com inoculacéo de 2000 J2 + ovos de M.enterolobii e rega de suspenséo
micelial de W. circinata 15 g.L™* (Wc+Me). Médias seguidas das mesmas letras em colunas néo foram

significativamente diferentes de acordo com teste de Tukey (p<0.05). As barras indicam o erro padrdo da média.
* Teste-T revelou uma diferenca significativa entre atividade enzimatica entre Agua (M= 63,01; SD=3,11) e Wc
(M=50,39; SD= 1,51) no terceiro dia; t(4)=6,314, p=0,003. Teste-T revelou uma diferenca significativa entre
atividade enzimatica entre Agua (M=36,15; SD=1,04) e Wc (M=29,21,74; SD= 3,914) no quinto dia; t(4)=2,970,
p=0,041.

5. DISCUSSAO

Nos primeiros dois ensaios para determinar o melhor método de aplicacéo e dose, foi
demonstrado que a metodologia de rega e a dose de 15g.L"! foram as melhores condicdes de
aplicacdo para supressdo de M. enterolobii. Devido a caracteristica do fungo micorrizico W.
circinata de ndo possuir a producao de conidios, como outros fungos usados em produtos de
biocontrole como Trichoderma spp. e Purpureocillium lilacinum, n&o é possivel estabelecer
uma concentracdo de material bioldgico por volume de solucdo. Dessa forma a imersao de
raizes em 24h na suspensdo foi concebida pela necessidade de garantir um tempo adequado
para colonizacéo efetiva das raizes das plantas de tomate, além de possibilitar o uso desse
método por produtores de mudas. Isso ocorre porque a porcentagem da colonizagdo das

raizes por um fungo micorrizico pode diminuir a presenca de nematoides dependendo da
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espécie (RONCADORI, 1997). No entanto, o tempo usado trouxe um estresse radicular que
pode ser notado pelas diferencas em PFR notados nos dois primeiros ensaios (Tabela 4;
Tabela 7). Essa imersdo prolongada em suspensao liquida, causa uma hipdxia temporaria na
regido radicular das plantas de tomate, afetando negativamente o desenvolvimento dos
caracteres agrondmicos da planta (HORCHANI & ASCHI-SMITI, 2010).

Tendo em vista os resultados dos ensaios, em termos de caracteres agrondmicos, a
técnica da imersdo de raizes precisa ser modificada, contemplando tempos de imersao
menores em futuros estudos. Os resultados sugerem que a rega teve melhor desempenho em
caracteres agrondémicos aumentando PFR em 53,86% no primeiro ensaio e CPA em 26,31%,
PFR em 20,42% e PFPA em 22,20% no segundo (Tabela 4; Tabela 7); e ndo apresentando
diferencas significativas da imersdo em caracteres nematologicos (Tabela 3; Tabela 6)
exceto para caractere DENS no segundo ensaio. No entanto, por se tratar de um carater que
depende do PFR, observa-se que por terem PF n&o diferentes estatisticamente, essa diferenca
em DENS existe pela diferenca de PFR entre os métodos. Isso indica que dada uma
populacdo fixa de nematoides presentes no solo, plantas com sistemas radiculares menos

desenvolvidos apresentaram uma maior DENS (Tabela 9).

No estudo de Mendes (2018) foi observado um aumento dos caracteres agronémicos
das plantas de tomate em relacdo a doses de suspensdo micelial utilizada. Tal resultado
implicou em sugerir um efeito de promogao de crescimento, tendo a dose de 15g.L™ o melhor
desempenho. No estudo atual, nos trés ensaios, nenhum dos caracteres agrondmicos
demonstraram diferencas estatisticas entre si para doses (Tabela 5; Tabela 8; Tabela 11),
indicando que tal atividade de promocdo de crescimento ndo pode ser corroborada. As
reacbes de plantas a ataques de nematoides podem ser altamente variaveis, sendo
influenciadas por espécie de nematoide, condi¢des climaticas, caracteristicas do solo, regime
de rega, nutricdo da planta e a propria suscetibilidade da planta hospedeira (TRENTIN et al.,
2021). No ensaio 3, foi usado um controle somente com 4gua e um tratamento com rega de
15g.L! de W.circinata, que, para os caracteres agrondmicos nio apresentaram diferencas
estatisticas, mesmo sendo a dose com maior poder de supressao de nematoides. No entanto,
novos experimentos devem ser feitos para elucidar o potencial de promogé&o de crescimento,
em experimentos maiores e sem a presenca de nematoides e em uma cultivar mais nova, ja
que a infeccdo por nematoides pode influenciar no desenvolvimento das plantas e mascarar

qualquer acdo de promocdao de crescimento que W. circinata possa desempenhar.
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Em termos de doses de suspensdo micelial, todos os caracteres nematoldgicos
apresentaram a mesma tendéncia de diminuicdo de médias populacionais, densidade e fator
de reproducéo até a dose de 15g.L™ (Figuras 5, 6, 7, 8, 9, 10). No estudo de Mendes (2018)
foi verificado uma queda do fator de reproducédo e da densidade de nematoides com o
aumento das doses, tendo o maior efeito na dose de 25g.L™2, controlando a reproducéo de M.
javanica em 30%. O presente estudo demonstrou uma redugéo de reproducéo de 53,4, 32,41
e 71,13%, respectivamente, para os trés ensaios usando a dose de 15g.L* (Figura 6; Figura
9; Tabela 10). Foi verificada uma reducéo de 49,43, 28,52 e 76,96%, respectivamente, para
0s trés ensaios para densidade de nematoides por grama de raiz usando a dose de 15g.L*!
(Figura 7; Figura 10; Tabela 10).

As diferencas observadas entre os ensaios podem ser explicadas pela variacao
genética existente entre as espécies de nematoide-das-galhas, época de experimentacéo,
temperatura média entre outros fatores. Nota-se, no entanto, que essa diferenca pode existir
até mesmo entre racas da mesma espécie, logo, estudos com diferentes racas de M.
enterolobii precisam ser investigados para avaliar a eficacia do controle bioldgico exercido
pela micorriza W. circinata. No entanto, os resultados de supressdo se mantiveram
consistentemente positivos. Os ensaios 1 e 2 foram realizados entre dezembro e fevereiro, e

0 ultimo ensaio entre abril e junho.

O fungo W. circinata foi capaz de produzir diversas enzimas incluindo celulase,
pectinase, polifenoloxidase, glucanase, quitinase e protease em testes de antibiose e co-
cultivo com patdgenos do arroz em placas Petri (CARVALHO et al., 2022). Tais enzimas
podem exercer um papel fundamental na degradacdo de nematoides e seus ovos no solo,
evidenciado por ensaio de taxa de eclosdo e taxa de mortalidade de J2 in vitro. E associados
a essa estratégia, o fungo pode parasitar ovos, impedindo a emergéncia de nematoides
infectivos, diminuindo o impacto desses fitopatdgenos em plantas. (MENDES, 2018).
Outros fungos usados em estratégias de biocontrole para nematoides, como Trichoderma
harzianum e Trichoderma viride, Purpureocillium lilacinum e Pochonia chlamydosporia
exibem o mesmo comportamento (MUKHTAR, 2018; KEPENEKCI et al., 2018;
LUAMBANO et al., 2015). Tais estratégias podem explicar uma parte do efeito de supressdo

observado no presente estudo.

No entanto, outras estratégias envolvendo o controle de patdgenos podem ser

exploradas dentro do ambito de fungos micorrizicos devido a capacidade de estabelecer
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relacfes simbioticas com raizes de plantas. A inducdo de resisténcia, parasitismo, producéao
de metabdlitos secundarios, secrecdo de enzimas e aumento de biomassa combinados, faz
essa classe de microrganismo ser extremamente interessante para o desenvolvimento de
bioprodutos. Um estudo verificou que o fungo micorrizico arbuscular Glomus intraradices
reduziu as populacbes de Radopholus similis e Pratylenchus coffeae em mais de 50% na
cultura de banana por inducado de resisténcia pelo experimento de raiz partida (ELSEN et al.,
2008). Em tomate, G. intraradices foi capaz de reduzir em 56% o indice de galhas e 69% do
fator de reproducédo do falso nematoide-das-galhas Nacobbus aberrans quando aplicado no
transplante das plantas. O tratamento com o fungo foi ainda capaz de aumentar a biomassa
de parte aérea e de raiz, mesmo na presenca do fitopatégeno (MARRO et al., 2014). G.
etunicatum e Gigaspora margarita quando inoculados em tomates parasitados com M.
javanica também foram capazes de aumentar a biomassa da planta mesmo sobre ataque
(COFCEWICZ et al., 2001).

Os fungos micorrizicos G. etunicatum e Rhizoglomus clarum foram eficazes no
controle de Heterodera glycines e de Pratylenchus brachyurus, respectivamente, resultando
em aumentos significativos no comprimento da parte aérea e raizes, bem como uma reducdo
na quantidade de fémeas de nematoides presentes nas raizes. A colonizacéo das raizes pelos
fungos micorrizicos contribuiu para um aumento na massa seca da parte aérea e raizes, tendo
ainda havido um aumento na quantidade de nematoides no solo, indicando uma possivel
alteracdo na taxa de penetracdo das raizes (BENEDETTI et al., 2021; TRENTIN et al.,
2021).

Em diferentes plantas a relacdo entre fungos micorrizicos e controle de nematoides
podem ser mais ou menos efetivas, dependendo da taxa de colonizacdo e comprometimento
das raizes. Em plantas comprometidas por ataques de nematoides Meloidogyne spp., 0
sucesso da colonizacdo de fungos micorrizicos Glomus spp. foi reduzida, pela alteracdo do
fluxo de nutrientes entre planta e fungo (ELSEN et al., 2002). A relagdo temporal entre a
colonizacdo e o ataque dos nematoides pode revelar qual a melhor época de aplicacdo do
biocontrole, e necessita de mais estudos para conferir a melhor metodologia para ser usada.
Necessita-se de um tempo especifico para que cada sistema planta-fungo possa estabelecer
sua relacdo de simbiose. O tempo de 7 dias foi escolhido como ponto de desafio, por se
considerar tempo suficiente para que as plantas de tomate e o fungo W.circinata tenham
interagido e a planta tenha tido seu sistema de defesa induzido.
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A aplicacdo de fungicidas nos periodos antes de coleta de folhas ndo gerou sinais de
fitotoxicidade em folhas e nem quaisquer alteragdes visuais nas plantas. Para as moléculas
utilizadas néo foi verificada a existéncia de literatura que exiba comportamento de alteracao

enzimatica e nem de inducéo de resisténcia.

No presente estudo, podemos verificar pela analise de atividade das enzimas
peroxidase, catalase e quitinase, diferentes niveis de producdo de enzimas de acordo com o
tempo de interacdo da planta com a micorriza e o nematoide. O tratamento somente com
W.circinata aumentou de forma significativa a atividade das enzimas peroxidase e catalase
em 180% e 112%, respectivamente, em compara¢ao com a agua trés dias apds aplicagdo da
rega (Figura 11 e 12). Diferentes estudos sugerem que a colonizagdo micorrizica em plantas
de tomate, elicita varias enzimas que podem contribuir para o crescimento das plantas e

estimular a defesa contra estresses ambientais e contra doengas.

A aplicacao da micorriza arbuscular Funneliformis mosseae (syn. Glomus mosseae)
aumentou as atividades de B-1,3-glucanase (GLU) em 34.7%, quitinase (CHI) em 44,1%,
fenilalanina aménia-liase (PAL) em 104,3% e lipoxigenase (LOX) em 38,1% em relacéo ao
controle nas folhas de tomate ap6s desafio com Alternaria solani, atingindo pico de atividade
em 65h apos desafio (SONG et al., 2015).

Em outro estudo, verificou-se que a simbiose de fungos micorrizicos diminuiu o
contetdo de malondialdeido (MDA) nas folhas e aumentou as atividades de superdéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e ascorbato peroxidase (APX) nas
folhas de tomate em estresse de baixas temperaturas (LATEF & CHAOXING, 2011). Em
outro estudo, verificou-se que plantas de tomate micorrizadas com Rhizophagus irregularis,
Funneliformis mosseae e Funneliformis coronatum sob estresses de temperatura e hidricos
apresentaram aumento nas atividades de enzimas de defesa em folhas de tomate, respectivo
as micorrizas, de 26, 38 e 60% de peroxidase (POX) em plantas sob estresse hidrico e térmico
e catalase (CAT) aumentou sua atividade em 42% e 57% em folhas de plantas micorrizadas
por R. irregularis e F. coronatum sob choque térmico. Enzimas polifenol oxidase (PPO) e
glutationa S-transferase (GST) também apresentaram aumento de atividade nas folhas e nas

raizes em comparagdo com plantas ndo micorrizadas (HADDIDI et al., 2020).

O aumento da atividade enzimatica de peroxidase e catalase estdo associadas a

presenca e acimulo de espécies reativas de oxigénio no ambiente celular do tecido vegetal.
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Esse aumento observado no presente estudo, sugere que a interacdo entre W.circinata e
plantas de tomate gera um estresse oxidativo inicial pelo reconhecimento do fungo pela

planta, que no entanto, diminui no quinto dia e se estabiliza no sétimo dia.

Observa-se eventos semelhantes aos processos de interacGes entre plantas e
patdégenos na relagdo entre plantas e fungos micorrizicos. Essa interacdo engloba o
reconhecimento de padrfes de moléculas fangicas pela planta, a transducéo de sinal e a
ativacdo da expressao de genes de defesa. Associacfes incompativeis de fungos micorrizicos
desencadeiam respostas de defesa mais robustas, incluindo a deposicdo de calose e a
ocorréncia de necrose, como evidenciado pela infec¢do de Gigaspora margarita nas raizes
de alfafa (DOUDS et al., 1998). No entanto, elementos das vias de transducdo de sinal
ativados apds o reconhecimento de patdgenos podem ser brevemente observados nas fases
iniciais da formacdo da simbiose entre fungos micorrizicos e plantas compativeis. A
atividade de catalase e peroxidase, bem como a acumulagdo de acido salicilico, aumentam
durante a penetragdo de micorrizas em plantas de tabaco e cebola micorrizadas (BLILOU et
al., 2000; SPANU & BONFANTE-FASOLO, 1988).

A resposta de defesa das plantas na simbiose, no entanto, é fraca e transitoria, o que
pode ser atribuido a capacidade limitada do fungo em desencadear uma resposta ou a
mecanismos que suprimem e modulam uma resposta de defesa ja ativada, facilitando assim
o crescimento flingico nos tecidos da planta, garantindo a colonizagdio (GARCIA-
GARRIDO & OCAMPO, 2002). No presente estudo, os dias de coleta 0, 3, 5 e 7 ap0s
aplicacdo de W.circinata foram capazes de fornecer um perfil de interacdo da planta com a
micorriza. Observou-se que para peroxidase e catalase, o tratamento Wc apresentou um valor
maior no terceiro dia. Essa fase inicial e transitoria € o momento do reconhecimento e
estabelecimento da simbiose entre planta e fungo. O perfil de producdo de enzimas
antioxidantes demonstra que a planta inicia uma resposta imune, que, no entanto, €
suprimida, voltando a valores semelhantes ao controle no quinto dia. Essa diminuicéo rapida
sugere que talvez o fungo néo é capaz de elicitar uma resposta forte o suficiente, ou é capaz
de modular e suprimir a resposta da planta, que, em ambos 0s casos, consegue garantir a

colonizacdo das raizes.

A atividade de quitinase, no entanto, aparenta ser suprimida em plantas micorrizadas

(Figura 13). Em estudos com alho, o fungo micorrizico Glomus versiforme apds completar
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a simbiose, por volta de 60-90 dias, mostrou que raizes micorrizadas apresentaram menos
quitinase do que raizes controle. Indicou-se a existéncia de uma resposta imune com
producdo de quitinase inicial que foi suprimida com o passar do tempo. A quitina presente
na parede celular de alguns fungos micorrizicos arbusculares ndo estd disponivel para a
quitinase de plantas, por estarem possivelmente cobertas por proteinas e polissacarideos,
impossibilitando o acesso e a degradagéo (SPANU et al., 1989; VIERHEILIG et al., 1994).
Outro estudo sugere que para fungos micorrizicos arbusculares, se observa uma resposta
inicial de quitinase com aumento de transcricdo de genes de defesa e atividade enzimatica
que sdo suprimidas com o tempo (GIANINAZZI-PEARSON et al., 1996). Em estudos com
tremoceiro e espinafre, a inoculacdo de Glomus mosseae nas raizes resultou na supressao da
atividade de quitinase, mesmo com a visualiza¢do de estruturas desses fungos nas células
vegetais (VIERHEILIG et al., 1994). Dessa forma, baseado nas observacdes dos dias 3,5 e
7, observa-se que a atividade de W.circinata sugere uma supresséo da atividade enzimatica
de quitina no estabelecimento da colonizagéo (Figura 13).

Aos oito dias ap0s aplicacdo da micorriza e um dia ap6s o desafio, nao foi verificado,
em nenhum dos testes de atividade enzimatica, diferencas estatisticas entre os tratamentos
(Figuras 11, 12 e 13). Por ser um dia apds o desafio com M.enterolobii, 0s resultados
sugerem que nao houve tempo suficiente para a interacdo do patégeno com a planta gerar
uma resposta a ser registrada e causar diferencas nas atividades enzimaticas nas folhas das

plantas.

Aos 14 dias ap0s aplicacdo da micorriza e 7 dias ap6s o desafio, no entanto, todas as
atividades enzimaticas apresentaram ao menos um tratamento com diferenca estatistica
significativa. Para atividade de peroxidase, verificou-se que o tratamento Wc teve um
aumento de 110% se comparado com o controle. Esse aumento de atividade enzimatica 14
dias apds o primeiro contato com a micorriza, e que se mantém até o dia 21, pode indicar o
efeito de priming da planta de tomate induzido pelo fungo (Figura 11). O tratamento Wc
demonstrou, através dos tempos de coleta, o periodo de interacdo planta e micorriza,
acontecendo por volta do terceiro dia, e depois sua estabilizacdo durante os dias 5, 7e 8 e
novamente um aumento nos dias 14 e 21. Observa-se, portanto, um intervalo de tempo entre
8 a 14 dias ap0ds o transplantio para um indicio de efeito de priming. Ao se observar o
tratamento Wc+Me, verifica-se um aumento estatisticamente significativo de atividade de

peroxidase somente no dia 21 (Figura 11). Esse periodo coincide com 14 dias de desafio
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com M.enterolobii. O ciclo de nematoides do género Meloidogyne possui, em condic¢des
ideais, aproximadamente 28 dias (DAVIS et al., 2000). Logo, na metade do ciclo do
nematoide, quando se verifica o inicio da formac&o do sitio de alimentacdo, constituido pelas
alteracdes celulares para formacdo de células gigantes e galhas, verificou-se a maior
atividade de peroxidase. As plantas micorrizadas, quando submetidas ao ataque de
M.enterolobii, e ao terem seu tecido radicular alterado, apresentaram uma atividade

enzimatica de peroxidase 128% maior que o controle (Figura 11).

Para catalase, tanto os dias 14 quanto dia 21, o tratamento Wc+Me apresentou a
maior atividade enzimatica, se diferenciando estatisticamente do controle. O aumento da
atividade enzimatica da catalase foi de 115% e 67% em comparacdo com o controle (Figura
13). Plantas de tomate micorrizadas em situacdes de estresse térmico e hidrico apresentaram
um aumento da producéo de catalase de 42 a 57% em comparagdo com plantas micorrizadas
sem estresses (HADDIDI et al., 2020). H& indicios que células que possuem interacdo com
micorrizas, ao serem expostas a estresses oxidativos, produzem mais enzimas antioxidantes,
como a catalase. A colonizacao pela micorriza G.mosseae em plantas de tomate foi capaz de
diminuir danos gerados pelo estresse oxidativo causado por baixas temperaturas por reduzir
a peroxidacdo dos lipidios de membrana e pelo aumento de producdo de enzimas
antioxidantes como superdxido dismutase (SOD) em 80%, catalase (CAT) em 12% e
peroxidase (POX) em 71% (LATEF & CHAOXING, 2011). Em estudos de estresse de
salinidade e hidricos em plantas de tomate, demonstraram que plantas micorrizadas com
Funneliformis mosseae, Rhizoglomus irregulare e Claroideoglomus etunicatum estavam
mais bem protegidas contra os efeitos negativos de acordo com o aumento da intensidade do
estresse. A interacdo com os fungos aumentou a plasticidade e adaptabilidade das plantas
frente aos estresses e permitiu um maior vigor das plantas no ambiente adverso (RIVERO et
al., 2018).

No presente estudo, para catalase, a verificagdo do aumento de enzimas antioxidantes
nos tratamentos com a micorriza W.circinata e fitonematoide M.enterolobii indica que pelo
nematoide penetrar e comegar a induzir seu sitio de alimentacdo, tenha-se gerado um
ambiente mais estressante para as células das raizes, que por terem sido colonizadas pela
micorriza, apresentaram a capacidade de produzir mais catalase para proteger as células dos
danos oxidativos gerados pelas espécies reativas de oxigénio presentes. Verifica-se que esse

comportamento € diferente do tratamento somente com micorriza, ja que nesse tratamento
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n&o havia um estresse oxidativo que estimularia a producdo dessas enzimas. Em estudos com
Rhizoctonia solani em arroz, foram verificados que em plantas micorrizadas por W.circinata
e subsequentemente desafiadas, houve um aumento significativo de atividade enzimatica de
quitinase (CHI), glucanase (GLU) e lipoxigenase (LOX) 72 horas apds o desafio (SOUSA
etal., 2022).

O padrdo de producdo de espécies reativas de oxigénio devido ao ataque de
nematoides e subsequente compensacao pela producdo de enzimas antioxidantes em plantas
tratadas com fungos pode ser verificado em trabalhos com Trichoderma spp. A infeccdo de
raizes de tomate por Meloidogyne incognita demonstrou um aumento significativo de
espécies reativas de oxigénio como H202 e O2¢ e peroxidacao de lipidios. No entanto, em
plantas colonizadas por Trichoderma harzianum, foi verificado uma reducéo significativa
de espécies reativas de oxigénio, acimulo de metabdlitos secundarios e ativacdo de enzimas
associados a defesa como fenilalanina-amonio liase (PAL) e lactoperoxidase (PPO) bem
como aumento de atividade de proteinas relacionadas a patogénese (PR), como B-1,3-
glucanase, quitinase, protease e amilase em 86,31%, 36,25%, 39,78% e 17,06%,
respectivamente (YAN et al., 2021).

Em experimento de raiz bifurcada, formulados comerciais de T. asperellum e
T.harzianum foram capazes de induzir resisténcia contra M. incognita em plantas de tomate,
reduzindo a quantidade de massa de ovos e ovos por planta em 71 e 54% para T.asperellum
e 48% do numero de ovos por planta para T.harzianum (POCURULL et al., 2020).

6. CONCLUSAO

Por meio da analise dos métodos de aplicagdo e doses, conclui-se que a metodologia
de rega desenvolve caracteres agrondmicos melhores, enquanto que a dose de 15g.L™ teve
o melhor desempenho para supressdo de nematoides, independentemente do método de
aplicacdo. Nos ensaios seguintes a eficiéncia da dose de 15g.L™ se manteve. O perfil
enzimatico observado sugere uma interacdo e colonizacdo das raizes de tomate pela
micorriza no terceiro dia. Os maiores niveis de producdo de enzimas antioxidantes, apos o
desafio, se mostraram quando a planta micorrizada estava na presenca do patégeno,
indicando que plantas micorrizadas produzem mais enzimas para lidar com o estresse
causado pelo patdgeno. A quitinase aparenta ser suprimida durante os periodos iniciais de

contato com o fungo, se estabilizando com o controle negativo na medida que o tempo passa.
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O atual estudo possui importancia por potencialmente poder gerar um novo agente para
produtos bioldgicos voltados ao controle de nematoide-das-galhas, em especial M.
enterolobii, que é um agente patogénico emergente, com ampla distribuicdo e capaz de

suplantar resisténcias genéticas de cultivares de tomate.
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