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RESUMO

MANEJONBIOLOGICO DE MELOIDOGYNE JAVANICA EM HORTALICAS:
APLICACAO DE CALDOS FERMENTADOS ENZIMATICOS ORIUNDOS DE
MATRIZES FUNGICAS

AUTOR: Breno Bevilaqua Heinz
ORIENTADOR: Marcio Antbnio Mazultti

O manejo biolégico de nematdides destaca-se pela viabilidade na reducdo do agrotéxicos em sistemas
agricolas em prol da sustentabilidade da cadeia produtiva e a sadde humana. Com os avangos do
conhecimento na bioquimica e biologia dos microrganismos, € possivel obter produtos a partir de
processos biotecnolégicos, sendo alguns deles focados principalmente na producé@o enzimética para
fins agricola. Assim, objetiva-se avaliar, in vitro e in vivo, o efeito nematicida de caldos enzimaticos
fungicos no controle de ovos e juvenis (J2) de Meloidogyne javanica em alface e tomate em
desenvolvimento inicial. Para tanto, 3 caldos enzimaticos oriundos de Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana e Trichoderma harzianum foram produzidos e filtrados para retirada da biomassa.
A suspenséo de ovos e J2 foram obtidas pelo método de peneiramento e funil de Baermann modificado,
respectivamente. A seguir, colocaram-se 100uL de suspensdes de ovos ou J2 em placas de Elisa.
Posteriormente, aplicou-se 100uL dos extratos, volume formado por diversas propor¢des consorciadas
de cada espécie (0, 25, 50, 75, 100, em %). O ensaio de inibicdo da eclosédo de ovos foi composto por
17 tratamentos com 8 repeticdes e 3 periodos de incubagéo (24, 48 e 72 horas), periodos onde foram
realizadas as avaliagcbes. J4 para o indice de mortalidade de juvenis foram utilizadas quatro repeticdes
e tempo de incubacao de 8, 16, 24 horas. Dentre os periodos avaliativos, houve diferenca significativa
entre os tratamentos, pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05), onde todos os caldos apresentaram maiores
indices de inibicdo de ovos (66,67-87,04%) e mortalidade de J2 (44,44-90,00%) em relacdo a
testemunha. Em decorréncia, foram selecionados para os ensaios in vivo, os 3 melhores tratamentos:
nematéides + 4gua destilada estéril (testemunha) (T1), nematdides + 75% B. bassiana + 25% M.
anisopliae (T2), nematdides + 75% B. bassiana + 25% T.harzianum (T3), nematdides + 100% B.
bassiana (T4). Para o ensaio de avaliacdo de danos em alface, foram utilizadas 10 repeti¢cdes, onde foi
implantada a cultivar Irene (altamente suscetivel). Sete dias poés-transplante, inoculou-se os
nematoéides e, por conseguinte, em 72 horas os caldos enzimaticos. Foram avaliados os seguintes
parametros de interesse comercial em 25 dias pés-inoculagdo: nimero de folhas, peso matéria fresca
folhas, peso matéria fresca caule, peso matéria seca folhas, populagéo final de nematoides (ovos e
juvenis) e taxa de eclosédo de ovos. Ja para o ensaio de penetracdo de juvenis em tomate, foram 6
repeticdes, onde a cultivar utilizada para o estudo foi a Santa Clara (suscetivel). Sete dias pos-
transplante, inoculou-se os caldos enzimaticos e 24 horas apdés, a suspensdo de nematdides. A
avaliacdo da taxa de penetracédo foi feita, 48 horas depois, pelo método de coloracdo de nematéides
em raizes. Houve diferenca significativa entre os tratamentos em relacdo a testemunha, pelo teste de
Scott-Knott (p < 0,05), sendo que T2, T3 e T4 obtiveram respostas positivas diante das variaveis
avaliadas, porém o T4, na interacao planta-nematoide-extrato, apresentou sintomas fitotoxicos. Assim,
0 uso de caldos enzimaticos surge como possivel alternativa viavel, inovadora e eficaz no controle de
ovos e juvenis de M. javanica.

Palavras-chave: Biotecnologia agricola. Biocontrole. Enzimas microbianas.



ABSTRACT

BIOLOGICAL MANAGEMENT OF MELOIDOGYNE JAVANICA IN VEGETABLES:
APPLICATION OF ENZYMATIC FERMENTED CALVES FROM FUNGAL
MATRIXE

AUTHOR: Breno Bevilaqua Heinz
ADVISOR: Marcio Antdnio Mazutti

The biological management of nematodes stands out for its viability in reducing agrochemicals in
agricultural systems in favor of the sustainability of the production chain and human health. With
advances in the biochemistry and biology of microorganisms, it is possible to obtain products from
biotechnological processes, some of them focused mainly on the enzymatic production for agricultural
purposes. The objective of this study was to evaluate in vitro and in vivo the nematicidal effect of fungal
enzymatic broths on the control of eggs and juveniles (J2) of Meloidogyne javanica in lettuce and tomato
in initial development. To do so, 3 enzyme broths from Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana and
Trichoderma harzianum were produced and filtered for biomass removal. The egg suspension and J2
were obtained by the modified Baermann sieve and funnel method, respectively. Next, 100 ul of egg or
J2 suspensions were plated on Elisa plates. Subsequently, 100uL of the extracts were applied, volume
formed by several proportions consortium of each species (0, 25, 50, 75, 100,%). The egg hatch
inhibition test consisted of 17 treatments with 8 replicates and 3 incubation periods (24, 48 and 72
hours), during which the evaluations were performed. For the juvenile mortality index, four replications
and incubation time of 8, 16, 24 hours were used. Among the evaluation periods, there was a significant
difference between the treatments, by the Scott-Knott test (p < 0.05), where all the broths presented
higher rates of egg inhibition (66.67-87.04%) and mortality J2 (44.44-90.00%) relative to the control. In
the present study, the best 3 treatments were selected: nematodes + sterile distilled water (control) (T1),
nematodes + 75% B. bassiana + 25% M. anisopliae (T2), nematodes + 75% B bassiana + 25%
T.harzianum (T3), nematodes + 100% B. bassiana (T4). For the evaluation of lettuce damage, 10
replications were used, where the Irene cultivar (highly susceptible) was implanted. Seven days after
transplantation, the nematodes were inoculated, and therefore the enzyme broths were inoculated within
72 hours. The following parameters of commercial interest were evaluated at 25 days after inoculation:
leaf number, fresh matter weight, fresh matter weight, leaf dry weight, final population of nematodes
(eggs and juveniles) and egg hatching rate. As for the penetration test of juveniles in tomato, there were
6 replications, where the cultivar used for the study was Santa Clara (susceptible). Seven days after
transplantation, the enzyme broths were inoculated and the nematode suspension 24 hours later. The
evaluation of the penetration rate was made, 48 hours later, by the nematode staining method in roots.
There was a significant difference between the treatments in relation to the control, by the Scott-Knott
test (p = 0.05), and T2, T3 and T4 obtained positive responses to the variables evaluated, but T4, in the
plant-nematoid- extract, presented phytotoxic symptoms. Thus, the use of enzymatic broths appears as
a viable, innovative and effective alternative for the control of eggs and juveniles of M. javanica.

Keywords: Agricultural biotechnology. Biocontrol. Microbial enzymes.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de nematoides em cultivos agricolas acarreta prejuizos
econdmicos relevantes e necessita de praticas eficientes de combate aos agentes
causadores. O controle quimico, frequentemente utilizado pelos agricultores, pode
acumular residuos no ambiente, danificar a microbiota benéfica do solo (ETHUR et
al., 2007) e proporcionar aumento da resisténcia dos microrganismos aos compostos
sintéticos (AMARAL; BARA, 2005). Assim, o controle biolégico representa uma
alternativa mais sustentavel (ETHUR et al., 2007), sendo os agentes de biocontrole
capazes de se estabelecer, colonizar e dispersar no ecossistema (AVILA et al., 2005).

Avancos recentes na tecnologia de rea¢fes biol6gicas tém gerado melhorias
na induastria biotecnoldgica, devido a otimizacdo da producdo bem como aos
processos de caracterizacdo de biomoléculas (PEREZ; CARRENO, 2007). A
producdo enzimatica € uma area de biotecnologia em expansédo, tendo grande
importancia no mercado mundial, movimentando bilh6es de doélares anualmente
(VINIEGRA-GONZALEZ et al., 2003; RAJASEKARAN et al., 2008). Dentre os
organismos produtores de enzimas microbiana, destacam-se 0s fungos por possuirem
caracteristicas como, praticidade no manuseio, rapidez de desenvolvimento através
de elevadas taxas de crescimento e baixo custo devido a alta estabilidade e
especificidade para substratos. Assim, a producéo artificial de enzimas é realizada
principalmente mediante fermenta¢des em estado sélido, as quais sdo mais favoraveis
a alta producéo de enzimas (OKAFOR, 2007) e é definida como aquela que ocorre
em substratos solidos, provenientes de residuos agroindustriais, na auséncia ou
guase auséncia de agua.

Estas atribuicdes citadas, tornam as enzimas cada vez mais atrativas para
estudos e uso de tecnologias, as quais apresentam diversas aplicacdes, entre elas:
alimentos, papel, couro, industria téxtil e, primordialmente, na agricultura (VAN
BEILEN; LI, 2002).

Dentre os diversos fungos utilizados no manejo biolégico de pragas e doencas,
destacam-se Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, por serem antagonistas
eficientes de amplo numero de espécies, sendo base de inumeros inseticidas
biolégicos comerciais, responsaveis pela composicdo de 67,8% da producédo global
dos produtos provenientes de origem microbiana (DE FARIA; WRAIGHT, 2007).

Também, espécies como Trichoderma harzianum sado utilizadas com sucesso no
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controle biologico de fitopatdgenos e nematoéides de solo, sendo a base de inUmeros
produtos biolégicos comerciais. Isto porque sdo comprovadamente eficientes na
competicdo por espaco e nutrientes (BENITEZ et al., 2004; HARMAN et al., 2004;
HARMAN, 2006), produzem compostos antifungicos (ETHUR et al., 2007; ALMEIDA,
2009), apresentam baixo custo de producédo, facilidade de producdo massal e
disperséo de propagulos (COSTA, 2011).

De acordo com o comportamento e modo de acdo antagdnico a espécies
maléficas, tais fungos sdo capazes de produzir enzimas tais como proteases,
celulases, lipases, lipoxigenases, quitinases e glucanases, as quais degradam a
parede celular dos nematdides composta em sua grande propor¢ao por quitina e,
consequentemente, ocasionam a mortalidade (LUBECK et al, 2008; MUSTAFA;
KAUR, 2009; BOLDO et al., 2009). Além disso apresentam propriedades fungistaticas
geradas por metabdlitos secundarios (anticorpos) que podem promover o crescimento
vegetal das culturas e a inducédo de resisténcia a plantas contra agentes infecciosos.
(TEN HAVE et al.,2002; KERN et al., 2009; MONDAL et al., 2016).

Entre os microrganismos maléficos das culturas agricolas, destacamos
espécies altamente polifagas, isto €, capazes de atacar uma grande quantia de
culturas de importancia econémica, como os nematoides do género Meloidogyne. Os
nematéides sdo organismos pertencentes ao filo Nematoda, de corpo cilindrico e
alongado, fusiformes, ndo segmentados, 0os quais possuem vida livre, geralmente
alimentando-se de microrganismos e ocupam diversos habitats sendo considerados
organismos aquaticos, cujos danos afetam consideravelmente a produtividade das
culturas (FABRE, 2011).

Os nematdides séo considerados de dificil controle, pois uma vez que ocorra a
infestacdo, raramente havera erradicacdo dos organismos e exigem adocdo de
praticas de manejo integrado para atingir o nivel de dano econémico aceitavel
(FERRAZ et al., 2008). O método genético € eficaz, porém nem todos os genotipos
de plantas apresentam resisténcia como, por exemplo, a alface e tomate. Manejo
cultural e quimico sdo (teis, porém ha entraves em alguns casos, como
estabelecimento e reprodutibilidade de populagcbes de nematdides em areas
monocultivadas e métodos quimicos, em excesso, causarem danos ao solo por
acumulo de residuos, além da inducao de resisténcia adquirida pelo uso continuo de

produtos de mesmo mecanismo de agéao.
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Diante do exposto, torna-se importante a realizacao deste estudo relacionado
a producéo e aplicabilidade de enzimas microbianas oriundas de matrizes fungicas,
onde em busca-se a ampliacdo do portfélio de nematicidas biolégicos no Brasil, pois
segundo o portal Agrofit, ha apenas 17 produtos bioldgicos registrados, os quais sédo
provenientes de matrizes bacterianas, em sua grande maioria. através da producao e
aplicabilidade de enzimas microbianas oriundas de matrizes fungicas. Sabe-se pouco
a respeito dos efeitos e possiveis vantagens de enzimas fungicas no biocontrole de
nematoides, todavia, em comparacdo aos produtos biolégicos, apresentam
possibilidade de padronizar a concentragdo do ingrediente ativo e,
consequentemente, ter melhor uniformidade nos resultados, além da menor
dependéncia de condi¢des climéticas e de solo adequadas por ndo conter esporos,
micélios e células. Assim, objetiva-se verificar a viabilidade e o efeito potencialmente
nematicida em Meloidogyne javanica pela aplicacdo de caldos enzimaticos, no
desenvolvimento inicial da cultura do tomate e da alface, provindos de fungos de
ampla utilidade na formulacdo de fungicidas e inseticidas presentes no mercado

agricola.



2 HIPOTESES

e Devido a existéncia de formulacdes e o registro comercial de produtos
bioldgicos a base de organismos vivos de Trichoderma harzianum como nematicida,
comparando-se com 0s extratos enzimaticos oriundos de Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana, o extrato enziméatico de T. harzianum apresenta maior potencial
de controle de ovos e juvenis de Meloidogyne javanica;

e Através da compatibilidade dos compostos enzimaticos obtidos, a
consorciacdo de um aos outros, em comparacdo a aplicacdo de um unico tipo
(microrganismo) de extrato, potencializa o efeito nematicida sob ovos e juvenis de M.
javanica.

e Caldos enzimaticos fungicos que apresentam, em sua composi¢cao, maior
atividade enzimatica de quitinases consequentemente tém maior indice de inibicao de

ovos e mortalidade de juvenis de M. javanica.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, in vitro e in vivo, o potencial efeito nematicida de caldos enzimaticos
obtidos por trés isolados fangicos (Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e
Trichoderma harzianum) no controle de ovos e juvenis de 2° estadio de Meloidogyne
javanica, in vitro e inoculados em alface e tomate nos estagios de desenvolvimento

inicial das culturas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar, in vitro, a eficiéncia do uso dos caldos enzimaticos fungicos utilizados
em diferentes proporc¢des (volume), seja em isolado ou em mistura dos mesmos, sob
ovos e juvenis (J2) de M. javanica;

e Selecionar trés melhores tratamentos obtidos nos ensaios in vitro para
verificacdo do desempenho na aplicagdo destes extratos enzimaticos no controle de
ovos e juvenis (J2) de nematodides em plantas de tomate e alface em estagios iniciais
de desenvolvimento vegetal;

e Avaliar, em alface, o nivel de danos ocasionados por M. javanica através da
contagem da populacéo final de ovos e/ou nimero de galhas visiveis presentes nas
raizes e da andlise de parametros importancia comercial como: numero de folhas,
peso da matéria fresca e seca (folhas) e peso do matéria fresca (caule);

e Avaliar, em raizes de tomate, a taxa de penetracdo de juvenis (J2) de M.

javanica quando tratadas com os caldos enziméticos fungicos.



4 REVISAO DE LITERATURA
4.1 GENERO MELOIDOGYNE

4.1.1 Biologia e ciclo de vida

As caracteristicas morfoldgicas mais importantes que distinguem o0s
nematoides sdo: vermiformes, redondos em secdo transversal, simetria bilateral,
hialinos (transparentes), ndo segmentados e triploblasticos (presenca de ectoderme,
mesoderme e endoderme) (COTO, 2007).

As fémeas adultas de Meloidogyne séo brilhantes, globosas e providas de um
pescoco comprido. Seu tamanho varia de menos de 0,5 mm a mais de 2 mm (BRAZ
et al., 2008). A fémea de Meloidogyne javanica possui o corpo em forma de pera e o
pescoco esta alinhado com a extremidade posterior (Figura 1A). As massas de ovos
geralmente se projetam da galha, mas as fémeas geralmente estdo completamente
inseridas no tecido da planta. Frequentemente a espécie possui padrdo perineal
(Figuras 1C a 1F), pois muitos espécimes tém linhas laterais distintas que delineiam
claramente as regifes dorsal e ventral do padréo. A forma geral do padrdo perineal é
redonda ou oval a ligeiramente quadrada. O estilete da fémea (Figura 1A e 1B) tem
de 14-18 um de comprimento. A abertura é proxima da ponta (0,5 um) e € marcada

por uma leve protuberéancia posteriormente (EISENBACK, 1991).
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Figura 1 - Micrografias de fémeas de Meloidogyne javanica. A) Micrografia de luz da
extremidade anterior. B) Micrografia eletronica de varredura de um estilete excisado.
C-F) Microscopia de luz de padrbes perineais.

Fonte: Eisenback (1991).

A regido da cabeca dos machos de M. javanica € geralmente lisa, mas pode
ser marcada por duas a trés anulacdes irregulares e incompletas em algumas
populacdes. O estilete do macho € Unico para a espécie e € Util para separar 0s
machos de M. javanica das outras espécies com formas de cabeca semelhantes
(Figura 2) e o cone é pontiagudo. Algumas populagbes de M. javanica produzem
intersexos masculinos que exibem variados graus de caracteristicas sexuais
secundarias femininas, variando de uma pequena protuberancia ventral anterior a
abertura cloacal até uma grande protuberancia marcada com uma vulva rudimentar
(EISENBACK, 1991).
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Figura 2 - Micrografias de machos de Meloidogyne javanica. A) Micrografia de luz da
cabeca e estilete em vista lateral. B) Micrografia eletronica de varredura do estilete
excisado. C) Microscopia eletronico de varredura da extremidade anterior na vista
frontal. D) Microscopia eletrénico de varredura da extremidade anterior em vista
lateral.

Fonte: Eisenback (1991).

O comprimento do corpo dos juvenis no J2 de M. javanica é de 402-560 um
(488 um), e a cauda é de 51-63 um. A forma da cabeca dos juvenis de segundo estagio
de M. javanica é caracteristica da espécie, possuindo o disco labial e os labios mediais
frequentemente com a forma de halteres. Os labios laterais sdo geralmente de forma
triangular, e as vezes fundidos com a regido da cabeca, mas em alguns espécimes
eles podem ser mais alongados. A cabeca pode ser marcada por algumas poucas
anulagdes incompletas, mas geralmente é suave. O estilete dos juvenis no J2 de M.
javanica no J2 tem de 10-12 um de comprimento e a cauda conica afunila em uma
ponta fina e arredondada (EISENBACK, 1991) (Figura 3).
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Figura 3 - Micrografias de juvenis do segundo estagio de Meloidogyne javanica. A)
Micrografia de luz da cabeca e estilete em vista lateral. B) Micrografia eletrénica de
varredura do estilete excisado. C) Micrografia eletronica de varredura da extremidade
anterior na vista frontal. D) Micrografia eletrdnica de varredura da extremidade anterior
em vista lateral. E-H) Microscopia de luz das caudas.

J
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Fonte: Eisenback (1991).

O ciclo de vida das espécies de Meloidogyne (Figura 4) tem inicio com um ovo,
geralmente na fase de uma célula, depositado pela fémea (PINHEIRO, 2018). As
fémeas pbem ovos em massas gelatinosas compostas de uma matriz de
glicoproteina, que é produzida por glandulas retais na fémea. Esta matriz fornece
protecdo aos ovos e possui propriedades antimicrobianas (MOENS et al., 2010). A
massa dos ovos € inicialmente mole, pegajosa e hialina, mas torna-se mais firme e
marrom escuro com o passar do tempo (MOENS, 2010; BRAZ et al., 2008). As fémeas

produzem 400 a 500 ovos em média, havendo, porém, registro de fémeas que
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produzam mais de 2000 ovos (BRAZ et al., 2008), dependendo da temperatura, da
umidade e do tipo de solo (PINHEIRO, 2018). A oviposi¢cao pode ser no interior ou no
exterior dos tecidos e ocorre durante seu desenvolvimento, pela ruptura do cortex
radicular, emergindo a superficie da raiz. Sdo notaveis manchas escuras salientes
correspondendo cada uma a uma ooteca depositada externamente (BRAZ et al.,
2008).

O desenvolvimento do ovo comeca dentro de algumas horas apdés sua
deposicéao, iniciando o primeiro estagio juvenil (J1), onde eventualmente um juvenil
totalmente formado com um estilete visivel permanece enrolado dentro do ovo (BRAZ,
2008; COTO, 2007; PINHEIRO, 2018).

Dentro do ovo ha uma ecdise e o juvenil eclode do ovo iniciando o estadio
infectivo (J2) (MOENS et al., 2010). Conforme Pinheiro (2018), o juvenil pode se mover
aleatoriamente dentro da massa de ovos ou migrar para o solo até encontrar uma
ponta do sistema radicular, penetrando pela coifa. Dentro da raiz os juvenis migram
intra e intercelularmente, tornam-se sedentarios e com sua alimentacdo ocorre a
formacdo de células gigantes multinucleadas ao redor do seu sitio de alimentacéo.
Moens et al. (2010) e Eisenback e Triantaphyllou (1991) complementam que o0 J2 é
primariamente dependente da temperatura e da umidade, embora outros fatores
também modifiguem a resposta de eclosdo. Para Pinheiro (2018) as temperaturas
Otimas para M. javanica variam de 25°C a 30°C e existe pouca atividade para qualquer
espécie de Meloidogyne acima de 40°C ou abaixo de 5°C.

Sob condic¢des favoraveis, o estagio J2 converte para o terceiro estagio juvenil
(J3), posteriormente para o estagio juvenil (J4) e, finalmente, para o estagio adulto. O
tempo combinado para os estagios J3 e J4 € menor do que para o J2 ou 0 adulto
(MOENS et al., 2010).

Logo apods o ultimo estagio, a fémea adulta recomeca a alimentacao e continua
pelo resto de sua vida. Durante este desenvolvimento pds-embrionario, o sistema
reprodutivo se desenvolve e cresce em gbnadas funcionais. As fémeas possuem duas
gbnadas e os machos geralmente apresentam apenas uma gdénada. A mudanca de
forma do macho juvenil para o macho adulto vermiforme ocorre durante o J4. O macho
adulto ndo se alimenta e ele deixara a raiz e se movera livremente pelo solo.
Dependendo do tipo de reproducdo da espécie, 0 macho pode procurar uma fémea

ou permanecer no solo e finalmente morrer. A vida util das fémeas produtoras de ovos
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pode se estender de 2 a 3 meses, mas a dos machos pode ser muito menor
(EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991).

Figura 4 - Ciclo de vida de Meloidogyne sp.

J2 depois de alimentar Segundo estagio PRmEND, astagio

Fonte: Moens et al. (2010).

4.1.2 Danos ocasionados em cultivos agricolas

Os géneros de nematoides que mais causam danos em hortalicas no mundo
sdo, respectivamente: Meloidogyne, Pratylenchus, Heterodera. Ditylenchus,
Globodera,  Xiphinema, Radopholus,  Rotylenchulus e  Helicotylenchus
(RAVICHANDRA, 2014). De acordo com Bridge e Starr (2007) muitas das hortalicas
como o tomate (Lycopersicon esculentum), a berinjela (Solanum melongena), o
guiabo (Hibiscus sabdariffa), o pimentao (Capsicum spp.) e pepino (Cucumis spp.) sao
altamente suscetiveis ao ataque de Meloidogyne, sendo mais comumente

encontradas nas hortalicas o M. incognita e M. javanica. Todavia, outros vegetais de
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folhas e bulbos, como alface e cebola, também podem ser severamente danificados
pelo nematoide, principalmente quando cultivadas em &reas temperadas.

Em hortalicas, as perdas estimadas em todo o mundo variam de 20 a 40%,
devido a alta voracidade da espécie em estudo. Porém, as perdas de rendimento
locais podem ser ainda maiores (BRIDGE; STARR, 2007). Ravichandra (2014) cita
que as perdas globais de batata, berinjela, quiabo e tomate s&o, respectivamente,
12,2%, 16,9%, 20,4% e 20,6%.

Os danos causados por Meloidogyne € menor em pimentas, cebolas e
legumes, o contrario em hortalicas. Devido aos danos causados no sistema radicular,
as plantas afetadas pelo nematoide apresentam, acima do solo, 0s seguintes
sintomas: crescimento atrofiado, reducdo do rendimento, clorose, murchamento e
desfolha. Se a planta estiver sob estresse hidrico e de nutrientes, pode ocorrer a

rachadura de frutos ou senescéncia precoce (BRIDGE; STARR, 2007).

4.2 CONTROLE BIOLOGICO

Por se tratar de uma estratégia de grande importancia para viabilizar a reducao
ou substituicdo do uso de agrotéxicos, o controle biolégico de pragas e doencas é
considerado peca chave para o desenvolvimento de sistemas de cultivos que
garantam maior sustentabilidade através do manejo correto dos recursos naturais, de
modo que satisfaca as necessidades humanas no que diz respeito a seguranca
fitossanitaria do produto final.

Os estudos desenvolvidos por Parra (2006) destacam a importancia e
aplicabilidade do controle bioldgico e quimico através de uma analise comparativa
entre ambos métodos (Tabela 1). Uma das caracteristicas mais evidentes é a
especificidade dos produtos biolégicos, pois para cada complexo ou espécie de praga,
€ necessaria a escolha dos inimigos naturais especificos para tal controle de modo
que nao prejudique o desenvolvimento dos demais microrganismos benéficos

presentes no ambiente.
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Tabela 1 — Analise comparativa entre controle quimico e controle bioldgico.

Controle Quimico Controle Bioldgico
Numero de ingredientes >1 milhdo 2000
(agentes) testados
Taxa de sucesso 1: 200.000 1:10
Custos para desenvolvimento US$ 400 milhdes US$ 2 milhdes
Tempo de desenvolvimento 10 anos 10 anos
Riscos de resisténcia Grande Pequeno
Especificidade Muito pequena Muito grande
Desequilibrios Muitos Nenhum/poucos

Fonte: Parra (2006).

4.2.1 Conceito

Existe uma série de definicdes e conceitos, encontrados em diversas revisdes
de literatura, a respeito de controle biolégico. Basicamente, trata-se do controle de um
microrganismo por outro microrganismo, ou seja, € o resultado do mecanismo de
densidade reciproca que consiste na regulagem de uma populacdo por outra
populacdo (BUENO, 2000). DeBach (1968) descreveu sobre o conceito de controle
biolégico como “a acao de parasitoides, predadores e patégenos na manutengao da
densidade de outro organismo a um nivel mais baixo do que aquele que normalmente
ocorreria  nas suas auséncias”. Posteriormente, Cook & Bakker (1983)
complementaram e definiram o controle biolégico por ser a reducdo da soma de
in6culo ou das atividades determinantes da doenca provocada por um patdégeno,
realizada por ou através de um ou mais organismo que ndo o homem.

Embora o controle biologico, segundo Chet e demais autores (1997), ser uma
alternativa ecolégica e natural que visa proteger a sanidade de plantas via
substituicdo de métodos quimicos pela utilizacdo de microrganismos especificos, 0s
quais interferem junto a organismos patogénicos e pragas causadoras de doencas, é
recomendavel o uso de bioprodutos juntamente com agrotoxicos, 0S quais sejam
seletivos aos inimigos naturais, resultando na preservacdo dos agentes de controle
biolégico (PARRA; ZUCCHI, 2004).
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4.2.2 Tipos de controle bioldgico

E importante ressaltar que existem dois tipos de biocontrole, o primeiro,
denominado de controle biolégico natural, envolve a manipulacdo do ambiente,
visando o favorecimento da populacdo composta por microrganismos benéficos
(LUCON, 2008). Ja o outro modo referente ao controle biolégico aplicado, esta

relacionado com a introdu¢édo massal de antagonistas previamente selecionados.

4.2.2.1 Controle biolégico natural

O biocontrole natural € um fenbmeno que ocorre em todos 0s sistemas
agricolas e ecossistemas naturais, pois baseia-se em um conjunto de fatores abioticos
e bidticos, os quais objetivam o equilibrio natural das densidades populacionais no
ambiente como um todo.

De acordo com DeBach e Rosen (1991) ao estudarem o controle biolégico
promovido por inimigos naturais, verificaram que 90% de todas as pragas agricolas
podem ser mantidas sob controle natural. Porém, devido ao uso continuo e abusivo
de agrotoxicos com baixa seletividade, os quais contribuem para o aumento da
severidade de doencgas e pragas, tanto as populacdes consideradas pragas quanto 0s

inimigos naturais acabam sendo extintas (CRUZ et al., 2011).

4.2.2.2 Controle bioldgico aplicado

O biocontrole aplicado implica na manipulacdo de inimigos naturais
introduzidos de forma inundativa no ambiente a fim de promover maior antagonismo
entre as populacbes presentes no ambiente, e consequentemente, reduzir a
populacao de espécies fitopatogénicas (GALLO et al., 2002). S&o reconhecidas trés
formas de aplicacdo deste tipo de controle, as quais podem ser classico, conservativo
e aumentativo, sendo distinguidas através do modo em que 0s inimigos naturais sao

manipulados.
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4.2.2.2.1 Controle biolégico aplicado - classico

O biocontrole classico segundo Cruz et al. (2011) € uma estratégia continua e
realizada em larga escala que implica na introducdo de agentes de controle exaticos
para determinada regido nativa a fim de estabilizar o desenvolvimento de determinada
populacdo de praga. Embora seja um método que apresente muitos riscos em relacéo
a seguranca e efetividade, pois a implementacéo da espécie exodtica em competicao
com o ambiente nativo pode resultar na exclusdo de espécies nativas de seus habitats
naturais ou até mesmo sua extingcdo, existem laboratérios de quarentena que
minimizam estes riscos através de procedimentos regulados relacionados ao trabalho
de quarentena, introducdo de agentes de biocontrole e coleta de informacdes a
respeito das espécies exoticas inseridas em determinado ambiente nativo (SCOPEL,;
ROZA GOMES, 2012). Ha registros na literatura sobre resultados positivos a respeito
da instalagdo desse programa, destacando-se o marco inicial em 1888 com a
introduc&o da joaninha australiana Rodolia cardinalis (Coleoptera: Coccinellidae) para
o controle do pulgéo-branco-dos citros, Icerya purchasi (Hemiptera: Margarodidae) na

Califérnia, EUA durante dois anos de estabelecimento da espécie exotica.

4.2.2.2.2 Controle biolégico aplicado - conservativo

Cruz et al. (2011) definiu como o método de biocontrole de maior importancia
por ser imprescindivel para o estabelecimento do equilibrio ecolégico, além de
complementar qualquer método, seja o classico ou o aumentativo. Portanto, referem-
se a um conjunto de medidas que visam a conservacdo dos inimigos naturais
presentes no ecossistema através de técnicas de manejo como o uso de produtos
fitossanitarios seletivos e preservacao do habitat, com o intuito de promover uma
maior diversidade de espécies benéficas para combater as pragas-alvo (BUENO,
2000).

4.2.2.2.3 Controle bioldgico aplicado - aumentativo
Com enfoque no aumento populacional de inimigos naturais em determinados

habitats, este método se d4 através de introducdes e liberagdes periddicas de inimigos

naturais, diferentemente do biocontrole classico, o qual € realizado liberacdo continua
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de inimigos naturais, sejam espécies exoticas ou nativas. (CRUZ et al., 2011). Perante
isso, este programa € viavel quando a populacdo de inimigos naturais ndo possuli
namero suficiente de individuos para controle da praga, mesmo que colonizado no
periodo mais apropriado ou quando nao se coloniza anualmente o habitat da praga.
Van Lenteren (2000) afirma que mais de 125 espécies de inimigos naturais sdo
voltados para o biocontrole aumentativo estdo disponibilizadas para comercializagéo
a nivel mundial., sendo obtidas apés producdo massal em laboratorio. Todavia,
perante ao potencial de escala de producdo e numero de espécies existentes, a
viabilidade é considera baixa devido a diversos entraves como tempo de prateleira,
armazenamento e logistica de modo que evite-se exposicdo ao calor e raios
ultravioletas, além das técnicas de aplicacdo e estabilidade do ingrediente ativo
(microrganismo) sob variaveis condicdes ambientais. Assim, o desenvolvimento de
novas formulagées como o uso de enzimas degradantes de parede celular podem
solucionar tais problemas e serem eficazes como nova ferramenta de manejo

bioldgico.

4.3 ENZIMAS E SUAS PECULIARIDADES

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadoras de reac¢des quimicas,
podendo interferir em diversos processos celulares. Devido a sua especificidade e
poder catalitico estdo entre as biomoléculas mais notaveis (LEHNINGER et al., 1995;
SCHMIDT; PENNACCHIOTTI, 2001). S&o constituidas principalmente por uma parte
proteica que pode estar integrada a outras moléculas, como carboidratos e lipideos
(HARTMEIER, 1988). Esses heteropolimeros sao formados por aminoacidos ligados
covalentemente por ligagcdes peptidicas. A estrutura primaria das enzimas
corresponde a sequéncia de seus aminoacidos; sua estrutura secundaria corresponde
a interacdo desses aminoacidos com aminoacidos adjacentes, formando arranjos
espaciais do tipo a-hélice ou folha B. A estrutura terciaria corresponde as interagdes
entre aminoacidos ndo sequencialmente préximos, o0 que provoca torcbes e
dobramentos; esta estrutura configura o sitio catalitico da enzima, o que é
determinante para sua atividade biologica. J4 a estrutura quaternaria das enzimas
corresponde a interagao entre cadeias polipeptidicas (SANT’ANNA, 2001), essas

caracteristicas conferem as enzimas formas e caracteristicas especificas.
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Esta complexidade em sua estrutura molecular Ihe conferem formas e
caracteristicas exclusivas, porém pode causar impedimentos para seu uso, devido a
sua labilidade (SCHMIDT; PENNACCHIOTTI, 2001). Desta forma, para manter a
estabilidade e a atividade requerida da enzima € preciso levar em conta fatores
externos como a temperatura e a presenca de compostos quimicos 0s quais podem
ativar ou inibir suas fun¢des. Assim, quando uma enzima € considerada apropriada,
esta precisa apresentar-se estavel a uma determinada aplicacdo. Além disso, podem
ser consideradas importantes em processos de visam a degradacao de componentes
toxicos, principalmente em processos microbianos (XIA et al., 2017). Durante a fase
de crescimento do microrganismo a sintese de enzimas é menor, pois Sao
acumulados muitos compostos durante a fase de laténcia (RAJASEKARAN et al.,
2008).

4.4 PROCESSAMENTO PARA PRODUCAO DE ENZIMAS MICROBIANAS

A producdo artificial de enzimas é realizada principalmente mediante dois
processos: extracdo de tecidos de plantas e animais ou mediante fermentagcdes. A
producdo de enzimas microbianas por fermentacao é maior devido as vantagens que
esse processo oferece como baixo custo e produgdo em menor tempo (SCHMIDT;
PENNACCHIOTTI, 2001).

441 Escolhadoinéculo

A selecdo do inéculo para os processos de fermentacdo passam por varios
estagios, desde a pesquisa do microrganismo adequado até, as vezes, a modificacdo
genética deste visando acrescentar a producéo ou obter outros produtos desejados.
O preparo do in6culo pode variar dependendo do processo, mas geralmente visa
primeiramente, estabelecer condicdes ideais de desenvolvimento da cepa e

adaptacao as condicdes requeridas do processo.

4.4.2 Processos fermentativos

Dentre os fatores que influenciam os processos de fermentacdo para a

obtencdo de enzimas, as caracteristicas bioldgicas, quimicas e fisicas dos materiais
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a serem utilizados nas reac¢des, sao muito importantes para garantir a viabilidade do
processo (SHANMUGAM et al., 2008). Para a composi¢ao dos meios biologicos, deve
haver uma adequada esterilizacdo de todos os materiais utilizados, evitando-se assim
qualquer tipo de contaminacao externa, mantendo somente o indculo do organismos
de interesse. A composig¢do quimica do meio de cultura, onde deverd ser inoculado o
microrganismo em questdo, deve conter niveis de concentracdes adequada dos
substratos utilizados, bem como os valores de pH e a comprovacdo da auséncia de
substancias que possam inibir o processo de fermentacédo. Ja para o meio fisico,
considera-se favoravel quando permite o controle adequado de todas as condi¢cbes
de cultivo em fermentador, como a temperatura e agitacdo (MALAJOVICH, 2009). A
final da fermentacdo separa-se a biomassa produzida por meio de filtracdo ou
centrifugacdo. O liquido obtido j& pode ser usado como preparado enzimatico
(SCHMIDT; PENNACCHIOTTI, 2001).

4.4.2.1 Fermentagdo em meio sélido

A fermentacdo em estado solido (FES) pode ser definida como aquela que
ocorre em substratos sélidos na auséncia ou quase auséncia de agua. Porém, para
gue possa ocorrer o crescimento do microrganismo os substratos devem conter
umidade suficiente (PANDEV; SOCCOL, 2001).

Entre os microrganismos que mais se adaptam a esse tipo de fermentacéo
estdo os fungos, os quais sdo mais favoraveis a alta producéo de enzimas (OKAFOR,
2007). Entre as enzimas que podem ser produzidas em FES destacam-se amilases,
proteases, xilanases, celulases e pectinases (KRISHNA, 2005). Estas sédo produzidas
pelos fungos diretamente sobre substratos insolUveis em agua, como cereais ou
derivados de cereais, na presenca de quantidades variaveis de agua livre (MITCHELL,;
LONSANE, 1992).

Os substratos para a fermentacdo em estado sélido séo, em geral, residuos ou
subprodutos da agroindustria (PANDEV, 2003; PATEL et al., 2017). Dentre estes se
destacam: arroz, trigo, cevada, milho e soja, cana-de-acgucar, sabugo de milho, farelo
de trigo e palha de arroz e outros sdo materiais considerados vidveis para a
biotransformacao (BON; PEREIRA, 1999; PINTO et al.,, 2005; PARIS, 2008). A
estrutura desses materiais utilizados tem como seus principais componentes celulose,

hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteinas, o que os caracteriza como materiais
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extremamente heterogéneos, e que servem tanto como fonte de carbono e energia
guanto de suporte para o crescimento microbiano (PANDEV, 2003).

A fermentacdo em estado solido apresenta vantagens como: a utilizacdo de
substratos com baixo valor agregado (meio de cultura simples), volume do meio
reduzido, menor investimento em biorreatores, os esporos dos fungos podem ser
usados diretamente na inoculacdo, ndo necessitando de etapas prévias de pré-cultivo,
o crescimento dos fungos ocorre em condi¢cdes semelhantes ao seu habitat natural,
diminuicao do risco de contaminacdo do meio, aeracao facilitada, baixa demanda de
energia, altos rendimentos na formacédo de metabdlitos e facilidade nas etapas de
purificacdo (PALMA et al., 2000; PANDEV; SOCCOL, 2001; GERVAIS; MOLIN, 2003).

Por outro lado, esse tipo de fermentacdo apresenta restricdes quanto a sua
aplicacao como: restricdo a microrganismos que sao capazes de crescer em sistemas
com baixa umidade, dificuldade no controle dos parametros da fermentacao (risco de
elevacdo excessiva da temperatura, regulagdo dos parametros pH e umidade),
devidos, na maioria dos casos, a dificuldade de homogeneizacdo do meio reacional e
também pelos problemas difusionais (SATO; SUDO, 1999; PANDEV; SOCCOL, 2001;
VON MEIEN; MITCHELL, 2002).

45 REACOES ENZIMATICAS DESENCADEADAS NA INDUCAO DE
RESISTENCIA DE PLANTAS AO ATAQUE DE PRAGAS/DOENCAS

A rigueza e biodiversidade da fauna presente nos ecossistemas naturais reflete
em um grande numero de inimigos potencialmente prejudiciais as plantas, como
bactérias, virus, fungos, nematoides, acaros, insetos, mamiferos e demais herbivoros.
Assim, sd0 necessarios praticas e estratégias de manejo eficientes para controle de
agentes causadores de pragas e doencgas.

Em virtude disso, a inexisténcia de sistema imunoldgico associado a
imobilidade das plantas através da ocorréncia de estresses bidticos ocasionados por
insetos, promovem alteracdes fisiolégicas em processos bioquimicos conferindo-lhe
prote¢éo através dos mecanismos indutores de resisténcia em plantas (HILDEBRAND
et al., 1986; RAMAMOORTHY et al., 2001; FERRY et al., 2004; HOWE; JANDER,
2008; MITHOFER; MAFFEI, 2016). Dentre as adaptacGes em células vegetais
desencadeadas por ataque de patdgenos e pragas, podem ocorrem a ativacao de dois

tipos de mecanismos de defesa: passiva ou pré-existente e ativa ou induzida
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(MITHOFER; BOLAND, 2012). A defesa passiva ou pré-existente ocorre
independentemente do ataque ou nao realizado por determinado herbivoro e é
definida pela presenca permanente de dispositivos de protecéo, tais como, barreiras
fisicas que compdem a estrutura de plantas, além de compostos toxicos sintetizados,
como proteinas, metabdlitos secundérios e peptideos, os quais previnem a infec¢édo
dos tecidos vegetais (HEATH, 2000; RIZZARDI et al., 2003). Ja a defesa ativa ou
induzida ocorre em consequéncia ao ataque dos insetos, cujos habitos alimentares
podem induzir alteracbes em suas plantas hospedeiras, incluindo mudancas
morfologicas e sintomas como clorose, necrose, ma formagéo de novos ramos e uma
senescéncia acelerada (GOGGIN, 2007).

A maioria das respostas que ocorrem nas plantas devido ao ataque de insetos,
acontecem na parede celular, como morte das células, producdo de fitoalexinas,
acumulo de proteinas e caloses relacionadas a defesa da planta através do
fortalecimento e lignificagdo da camada cuticular e liberacdo de compostos voléateis e
fluxo de ions via membrana plasmatica (PARANIDHARAN et al., 2003; GOGGIN,
2007; ALMAGRO et al., 2009).

Tanto os fitopatégenos, como o0s insetos quando atacam as plantas provocam
uma resposta rapida com uma “explosdo oxidativa”, nesta ocorre a producdo de
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e, em destaque na proxima secao do capitulo,
as espécies reativas de oxigénio (EROs), principalmente radicais hidroxila (OH-),
anion superoxido (O2) e peréxido de hidrogénio (H202) (BOWLER; FLUHR, 2000; HU
et al., 2009).

O H20:2 é a principal espécie reativa de oxigénio, esta causa a inducdo de genes
de defesa e a polimerizacdo de proteinas que compde a parede celular, além de
estimular a producéo de enzimas antioxidativas ou de limpeza (LUKASIK, 2012). J4 o
anion superoxido (02-), segundo HALLIWELL (2006) é considerado mais reativo que
OH- e, apesar da possibilidade das células sofrerem danos oxidativos de acordo com
0s niveis de O2- presentes nos tecidos vegetais, esta ERO pode impedir diretamente
a infestacéo subsequente de pragas, corrobora (VRANOVA, 2002).

Diante disso, a reacao de enzimas como oxidases e peroxidases presentes na
membrana plasmatica associada a producao de EROs resultam em danos celulares
e consequentemente morte da células indesejadas (RIZZARDI et al., 2003). Porém, o
excesso de producéo de EROs, especificamente radicais hidroxila (OH-), podem gerar

morte das células vegetais das plantas ou cultivos agricolas em interesse devido a
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alta reatividade com moléculas e demais constituintes das células, além da dificuldade
de excregao por processos enzimaticos (VRANOVA, 2002; GILL; TUTEJA, 2010).

Essas formas de defesa tem sugerido que a sintese ou 0 aumento da expressao
de enzimas especificas nas plantas podem auxiliar no aumento de resisténcia delas
aos insetos (FELTON et al., 1994; NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014).

4.6 APLICABILIDADE DE ENZIMAS MICROBIANAS EM SISTEMAS AGRICOLAS

Alguns tipos de enzimas tem capacidade de auxiliar no controle de pragas
agricolas, podendo apresentar capacidade degradativa da parede celular de
patégenos (BAR-SHIMON et al., 2004; FLEURI; SATO, 2008; IORIO et al., 2008).

4.6.1 B-1,3-glucanases

A B-1,3-glucanase atua em substratos com sequéncias lineares de glucose, tais
sequéncias possuem ligagdes glicosidicas tipo $-1,3 (BARSANTI et al., 2001). Elas
atuam por meio de hidrélises sucessivas no extremo n&o-redutor da glucana
resultando na formacdo de oligossacarideos e glucose (SUTHERLAND, 1999). A
enzima [-1,3-glucanases é importante para atrasar o crescimento de fungos
patogénicos e diminuir os danos provocados de doencas em frutos. A aplicacao dessa
enzima é possivel devido a composi¢ado da parede celular de certos microrganismos
que contém especialmente B-glucanas (FLEURI; SATO, 2008; IORIO et al., 2008).

Senthilraja et al. (2013) avaliaram o efeito da interacdo de rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal e fungos entomopatogénicos sob diferentes
formulacdes através da expressao de enzimas indutoras de defesa para combate de
patogénese em amendoim. Estes autores observaram indices mais elevados de B-
1,3-glucanases sintetizadas por inseto minador (Aproaerema modicella) e agente
causador da podridédo do colo (Aspergillus niger) quando as plantas foram inoculadas
com formulagbes a base de células de Beauveria bassiana e Pseudomonas
fluorescens. Assim, o acumulo de enzimas sintetizadas em plantas podem aumentar
0sS niveis de resisténcia em confronto com pragas e/ou agentes fitopatogénicos
através da producao de anticorpos e maior vigor de plantas devido a maior sanidade

nutricional e fitossanitaria.
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4.6.2 Lipases

As lipases catalisam as reacdes de hidrolise de ligacGes éster de lipideos,
resultando em alcoois e acidos graxos (JAEGER; EGGERT, 2002). As lipases sao
aplicadas no processamento de produtos quimicos organicos, no processamento de
detergentes, na sintese de biosurfactantes, na industria oleoquimica, na industria de
laticinios, na induUstria agroquimica e no processamento farmacéutico. As
caracteristicas quiral e anti-inflamatoria das lipases aumentaram a importancia e a
demanda dessas enzimas em métodos eficientes de atividade bioldgica
(UNDURRAGA et al., 2001; XIN et al., 2001).

As lipases microbianas sdo o principal tipo de lipases produzidas
comercialmente, dentre estas destacam-se os fungos, os quais sdo mais utilizados,
pois geralmente as enzimas fungicas séo secretadas extracelularmente, simplificando
a extracdo nos meios de fermentacdo (PANDEY et al., 1999). Entre os fungos, M.
anisopliae é o entomopatogeno filamentos mais estudado, por varios tipos de pragas
ter sido controlado extensivamente pela lipase produzida pelo mesmo (SIEROTZKI et
al, 2000).

“As lipases podem ser consideradas como enzimas de maior importancia na
fisiologia e patogénese de Beauveria bassiana”. Mediante hipotese citada por
Dhawan; Joshi (2017), o estudo refere-se ao uso de quatro isolados de Beauveria
bassiana para o controle de Pieris brassicae L. em fase larval (3° instar), a qual é
voraz na alimentacdo de folhas, gerando prejuizos econbémicos na cultura das
brassicas. Ao compararem os efeitos de patogenicidade das atividades enzimaticas,
0s autores obteram diferencas significativas nos valores médios referentes aos niveis
de lipase e o efeito da enzima em diferentes dias de incubacao, onde a estirpe de
MTCC 4495 apresentou-se como mais patogénica devido a maior atividade média da
lipase. Sanchez-Perez et al. (2016) comprovaram a possibilidade de uso, como
agentes de biocontrole na area agricola, a partir de mistura de extratos enzimaticos
(lipase, protease e quitinase) com conidios de Beauveria bassiana em Metamasius
spinolae (inclui-se entre as principais pragas de cactos) e Cyclocephala lunulata,
praga de importancia agricola em inumeras culturas (cana de acucar, milho, alfafa,
café, batata, alface e cebola). Demais autores corroboram com 0 pressuposto

destacando o modo de acao desta enzima, onde atuam nas etapas de penetracéo e
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adesdo da cuticula atraves da hidrélise de ligagbes éster de lipidios presentes no
interior do tegumento de insetos (ALI et al., 2009; SILVA et al., 2010)

4.6.3 Pectinases

As pectinases sdo caracterizadas por atuarem através de reacbes de
desesterificacdo e despolimerizacdo, estando entre as mais estudadas as que sao
capazes de degradar cadeias de homogalaturonana da pectina (JARAMILLO, 2014).

Esse tipo de enzima é de grande importancia em plantas pois atua no
amolecimento de certos tipos de tecidos vegetais durante o amadurecimento e
armazenagem além de auxiliar na extensdo da parede celular vegetal (MURAD;
AZZAZ, 2011).

Vatanparast et al. (2014) avaliaram as condic6es 6timas sob efeito do pH (perfil
e estabilidade) e temperatura na atividade enzimética de pectinases e celulases, as
quais ampliam a susceptibilidade de plantas para atividade das demais enzimas
através da degradacdo de componentes da parede celular como a hemicelulose
(CALDERON-CORTES et al., 2012), justificando-se a presenca de pectinases e
celulases no sistema digestivo de Rhynchophorus ferrugineus (Coleoptera:
Curculionidae), cujo gorgulho € uma das principais pragas das palmeiras. Os
resultados obtidos demonstram maior acdo das enzimas na parte intermediaria do
intestino na fase larval do inseto. Todavia, as melhores condicfes estaveis de pH para
pectinases variam de 6.0 (acidificado) a 8.0 (alcalino), sendo o pH 7.0 mais estavel de
acordo com a variacao do tempo de incubacdo, ja para temperatura, ambas enzimas
apresentam maxima acao a 50°C. Assim, a partir de uso de tecnologias voltadas para
a agricultura, baseadas na area na genética vegetal, é possivel introduzir novas
variedades de palmeiras resistentes através do extrato enzimatico obtido na secéo
intermediaria intestinal do gorgulho, e consequentemente, amplia-se o leque de

estratégias para 0 manejo de pragas.
4.6.4 Proteases
As proteases séo as enzimas importantes do ponto de vista comercial devido

as suas multiplas utilizagdes na industria (FEIJOO-SIOTA; VILLA, 2011).

Caracterizam-se pela hidrélise de ligacbes peptidicas em proteinas e peptideos,
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podendo atuar perto das extremidades das cadeias polipeptidicas (exopeptidases) ou
dentro delas (endopeptidases) (PALMA et al., 2002). S&o enzimas que realizam
modificacdes extremamente especificas e seletivas em proteinas e participam de
processos metabolicos (RAO et al., 1998), sdo encontradas em animais e plantas,
bem como em microrganismos (SHARMA et al., 2006). Baseado em estudos sobre
biossintese e fisiologia em plantas associado a regulacdo de compostos metabdlicos
gerados em resposta ao ataque de herbivoros (RYAN, 1990; DANG; VAN DAMME,
2015), as proteases, enzimas indutoras de resisténcia, sdo de suma importancia pela
abrangéncia em combater patdgenos e pragas de relevancia agricola (MACEDO et
al., 2003; HAQ et al., 2004; MITTAL et al., 2014; JALALI et al., 2015; KEPPANAN et
al., 2017). Sao classificadas de acordo com 0 seu mecanismo catalitico, que atua
especificamente no sitio ativo da enzima. O banco de dados MEROPS considera sete
familias de proteases: aspartica, cisteina, glutamica, metalona, asparagina, serina e
treonina respectivamente. Em plantas, foram descritas cinco classes de
endoproteases: serina, cisteina, aspartica, metalona e treonina protease (AKO; NIP,
2007). Segundo Dang; Van damme (2015), a maioria das inibidores de proteases em
plantas pertencem a classe das serinas.

Keppanan et al. (2017) avaliaram o efeito toxico da enzima protease
extracelular extraida e purificada a partir de trés isolados de Metarhizium anisopliae
sobre o inseto Galleria mellonella, popularmente conhecida como traga da cera devido
seu habito alimentar, pois tem preferéncia por favos de mel, sendo uma das principais
pragas da apicultura. Todos os isolados (Tk6, Tk29 e Tk37) ao serem confrontados
com lagartas de Galleria mellonella em 5° estagio de desenvolvimento larval,
apresentam acao inseticida no controle da praga, onde Tk6 obteve maiores niveis de
mortalidade da praga em interesse no estudo. Tais resultados justificam a eficacia
toxica da protease extracelular em pragas, podendo ser considerada ferramenta util
para novas estratégias de manejo.

Demais estudos demonstram a eficiéncia de extratos proteicos inibidores da
tripsina em sistema digestivo dos insetos. Mittal et al. (2014) avaliaram extratos
potencialmente inibidores de tripsina e de proteases presentes em dez variedades de
Phaseolus vulgaris (feijao-rim) para verificacdo do efeito inseticida em Helicoverpa
armigera e Spodoptera Litura, pragas altamente polifagas em diversas culturas
agricolas e extremamente vorazes e danosas. Os resultados obtidos, in vitro,

demonstram que a cultivar IC-260299 apresentou o maior indice de inibicdo de tripsina
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e protease presentes no intestino em Helicoverpa armigera com 91,7% e em
Spodoptera Litura com 29,0%, nao diferindo significativamente da cultivar IC-260307
com 29,2%. Ademais, em bioensaios in vivo com o0s insetos, houve maior eficacia da
protease inibidora de tripsina em H. armigera com 46,7% de mortalidade e 13,3% em
S. litura, além de gerar outras interferéncias nos ciclos de vida, como reducédo no
crescimento dos insetos na fase larval (40% em H. armigera e 22% S. litura) e atraso
na fase de pupa (3 e 2 dias respectivamente). Ratificando o estudo precedente, Jalali
e demais autores (2015) avaliaram o potencial inibitério por enzimas proteases
extraidas de sementes de Cassia Angustifolia (Sene) e Trigonella foenum-graecum
(feno-grego) sobre Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae), espécie polifaga
causadora de perdas em graos e cereais. Os resultados deste estudo mostrou altos
indices de bloqueio de acdo da tripsina no sistema digestivo em larvas de P.
interpunctella através do substrato proteico Na-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide,
sendo 99.79% + 7.5% de inibicdo por Cassia Angustifolia e 61.29 + 2.2% de inibicéo

por Trigonella foenum-graecum.

4.6.5 Quitinases

A quitinase é caracterizada pela clivagem de ligacdes entre C1 e C4 de duas
N-acetil D-glicosaminas (CLARKE; TRACEY, 1956), sdo enzimas que degradam a
quitina quer aos seus oligdbmeros (endoquitinases) quer aos dimeros e monémeros
(exoquitinases) (HAMID et al.,, 2013) e possuem diferentes fungbes em diversos
organismos, podendo ser encontrada em plantas, insetos, leveduras, sendo
principalmente isoladas de fontes bacteriana e fangica.

As enzimas quitinoliticas apresentam aplicacdo no ramo da industria e
agricultura, com énfase no controle de fungos patogénicos e insetos, sendo
geralmente sugeridos para a protecdo biolégica de culturas, podendo ser usadas
como complementos aos pesticidas para aumentar a sua eficicia contra agentes
patogénicos e reduzir as concentragdes dos produtos quimicos (PATIL et al., 2000;
LI, 2006; SEIDL, 2008). Estes efeitos relacionam-se com a hidrdlise de quitina na
parede celular fungica e carapaca de inseto, respectivamente (FLEURI; SATO, 2005).

Convém ressaltar que a quitina € o maior componente estrutural da parede
celular da maioria dos fungos, sendo, susceptivel a inUmeras espécies de bactérias,

actinomicetos e fungos que podem agir como antagonistas devido a producéao de
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enzimas quitinoliticas (SAHAI; MANOCHA, 1993). As quitinases possuem uma dupla
funcdo durante a colonizacdo dos fungos (COLLINGE et al., 1993). Apresentam a
capacidade de ataque direto a parede celular dos fungos, estas permitindo a libertacéo
de oligo-N-acetilglucosaminas que funcionam como eliciadores na ativacdo de
respostas relacionadas com a defesa em células de plantas (GOHEL et al., 2006).
Estudos a partir da quitinase vém sendo realizados a algum tempo. Wiwat et al. (1999)
produziram quitinase a partir de Bacillus circulans para uso como suplemento de
bioinseticida de B. thuringiensis para controle de larvas de lepidopteras. Zhang e Yuen
(1999) utilizaram um sistema litico composto por quitinase, protease, b-1,3 glucanase
e lipase para controle de manchas nas folhas de centeio, causadas por Biopolaris
sorokiniana. Shaukat et al., (2010) avaliaram a eficacia do filtrado de isolados de Isaria
fumosorosea contra Plutella xylostella, a qual foi cultivada sob condicéo estabelecidas
e o filtrado de cultura foi analisado para protease ( Pr1,Pr2), quitinases, quitosanase
e lipase, onde os resultados obtidos foram potentes reduzindo a taxa de alimentacao
e alteracdes no peso corporal das larvas também foi obsevado. Justificando assim o
desenvolvimento de biopesticidas a base de enzimas contra P. xylostella.

Chandrasekaran et al., (2014) relataram bons resultados ao utilizar a enzima
quitinase para o controle de Spodoptera litura. A quitinase isolada de B. subtilis reduziu
eficazmente a atividade da enzima do intestino e o crescimento de S. Litura, quando
estas foram alimentadas com folhas tratadas om quitinase.

Ray et al., (2016) relatou em seu estudo que duas quitinases produzidas da
larva de Spodoptera frugiperda eliminam as defesas dos herbivoros enquanto
induzindo simultaneamente a defesas patogénicas no milho (Zea mays). Quando
aplicaram as quitinases ao milho as folhas induziram a expressao do marcador do

gene de defesa do patégeno.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ENSAIOS PRELIMINARES

Os experimentos relacionados a producéo dos extratos enzimaticos fungicos e
determinacdo das atividades enzimaticas presentes no meio fermentativo foram
conduzidos no laboratério de Bioprocessos da Universidade Federal de Santa Maria
— Rio Grande do Sul.

A seguir, na Figura 5, explica-se através do fluxograma, de forma objetiva e
sucinta, todas as atividades realizadas desde a aquisicdo dos microrganismos em
estudo até a obtencdo dos produtos finais desejados. Para a realizacdo dos ensaios
nematoldgicos, trés cepas foram adquiridas do banco de fungos do Instituto Biologico,
localizado em Campinas, SP. S&o elas: Metarhizium anisopliae (IBCB 425), Beauveria
bassiana (IBCB 66) e Trichoderma harzianum (MMBF 58/09).

Foram realizados os processos de ativacdo e manutencdo das linhagens em
meio BDA (batata, dextrose e agar) em placas de Petri. Para o pré-inéculo, um tubo
Falcon de 15 mL foi armazenado em estufa a 28°C por 24 horas. Na sequéncia, 0
fungo previamente inoculado em meio BDA foi transferido para um tubo Falcon de 50
mL contendo 10 mL de meio BD (batata e dextrose) e solugéo de nutrientes (2 g.L-1
de (NH4)2S0O4, 1 g.L-1 de FeSO4+7H20, 1 g.L-1 de MnS04-H20, 0,5 g.L-1
MgSO4+7H20 e 1 g.L-1 de K2HPO4), sendo armazenado em estufa a 28°C durante
24 horas. Posteriormente, este volume foi transferido a um Erlenmeyer de 250 mL
contendo 90 mL do mesmo meio, completando assim, 100 mL de solu¢do de BD,
nutrientes e células dos microrganismos. O pré-inéculo foi incubado em agitador
orbital (New Brunswick, modelo Innova 44) a 120 rpm e 28°C por trés dias.

Os caldos enzimaticos fungicos foram produzidos em Erlenmeyers de 250 mL,
durante sete dias, em agitador orbital (New Brunswick, modelo Innova 44). via
fermentacdes em estado solido e submersa utilizando diversos substratos como
sacarose, bagaco de malte, farelo de arroz, quitina de caranguejo moida e agua de
maceracdo de milho. Fixou-se um pH inicial de 7,0 (nivel dentro da faixa do 6timo
desenvolvimento para todos 0s microrganismos), agitacdo de 150 rpm e temperatura
de 28°C. Foram inoculados 10 mL de pré in6culo em 90 mL do substrato
correspondente em todos os Erlenmeyers. Para obtencdo dos filtrados, o

procedimento foi feito a vacuo, com papel filtro qualitativo, marca Quanty, Cinza-007,



48

didmetro de 1lcm para retirada da biomassa contendo esporos, miceélio e células
microbianas, os quais sdo materiais indesejaveis de acordo com a finalidade do
presente estudo. Vale ressaltar também que as atividades enzimaticas sao referentes
a uma Unica amostra representativa (Tabela 1), mas, para 0s ensaios posteriores
envolvendo aplicagdo dos extratos enzimaticos, esta amostra somada as demais
referentes a um determinado isolado flngico foram misturadas. Portanto, ndo sabe-
se a concentracdo exata dos caldos enzimaticos posteriormente aplicados nos
ensaios, pois entende-se que por serem microrganismos recém adquiridos pelo banco
de fungos do laborat6rio e a pesquisa cientifica em si apresentar carater inovador na
area de biotecnologia agricola em ambito nacional, € fundamental conhecermos a
viabilidade e funcionalidade béasica dos extratos enzimaticos no controle de

fitonematdides como pilar para novos estudos especificos.



Figura 5 — Fluxograma dos processos realizados para obtencdo dos extratos.
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5.2 ENSAIOS NEMATOLOGICOS

Os ensaios para selecao e avaliagdo do efeito nematicida em decorréncia da
aplicacdo de caldos enzimaticos fingicos no controle de ovos e juvenis de M. javanica
in vitro e in vivo sob culturas de alface e tomate em estagios iniciais de
desenvolvimento foram conduzidos, em parceria no laboratério de defesa
fitossanitaria do Instituto Federal Farroupilha localizado em S&o Vicente do Sul, RS, a
gual cedeu toda a infraestrutura necessaria, além do nematoides extraidos

pertencentes ao banco de inéculo (Figura 6).

Figura 6 — Banco de in6culo mantido em sala de cultivo sob temperatura, umidade e

luz controladas.
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5.2.1 Extracéo de ovos e juvenis de M. javanica via raizes

A suspensao de ovos foi obtida pelo método proposto por HUSSEY & BARKER

(1973) conforme demonstra a Figura 7.

Figura 7 — Método de extracao via raizes de massa de ovos de nematoides.
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Fonte: HUSSEY & BARKER (1973).

Primeiramente, lavou-se as raizes em agua corrente e sao cortados pedacgos
de 1cm de comprimento. Misturou-se bem e foi separada uma amostra de 5g de
raizes. Em seguida, triturou-se a amostra em liquidificador contendo 250mL de agua
destilada e 2mL de hipoclorito de sédio a 0,1% por 30 a 45 segundos.

Na sequéncia, a suspenséo foi vertida através de peneiras de malhas 20 e 400
mash, recuperando o retido na peneira de 400 mash em agua destilada com auxilio
de uma pisseta, transferindo-o para um béquer.

Colocou-se a suspensao em tubo de centrifuga, adicionando uma colher de cha
de Caulin, e agitou-se bem. Os tubos foram centrifugados durante cinco minutos na
faixa de 1800 a 2000 rpm. ApOs o processo de centrifugacdo, o sobrenadante foi
eliminado, limpando os bordos do tubo com papel toalha (Figura 8). Posto a isto,

adicionou-se sacarose e homogeneizou-se bem a amostra. Novamente, a amostra é



52

centrifugada durante um minuto. Ao término do periodo, os tubos sado retirados €
retidada rapidamente e verteu-se a amostra sobre uma peneira de 500 mash lavando
em seguida com agua destilada para eliminar residuos de sacarose. Com auxilio de
uma pisseta, recuperou-se material sedimentado na peneira, depositando em

recipiente (béquer) conforme a Figura 8.
Figura 8 — Etapas finais do processo de extracdo de nematoides via raizes.
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Fonte: HUSSEY & BARKER (1973).

Para obtencé&o de juvenis (J2) via eclosdo de ovos da suspensao, utilizou-se o
meétodo de funil de Baermann modificado (PITCHER; FLEGG, 1968), onde faz-se o
mesmo processo anterior, lavando as raizes em agua corrente e cortando-as em
pedacos de 1lcm de comprimento obtendo5g de amostra. Colocou-se em um
liquidificador e bateu-as somente com agua destilada durante cinco minutos.
Posteriormente, limpou-se as bordas e tampa do recipiente com auxilio de uma
pisseta e bate-se por mais trés minutos.

O material obtido foi retido em um funil de Baermann modificado, com folha

dupla de lenco Kleenex® e incubado em BOD a 28°C por 48 horas (Figura 9).
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Figura 8 — Funis instalados para eclosao de juvenis (J2) de M. javanica.

5.3 AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO NEMATICIDA PROVENIENTE DOS
CALDOS ENZIMATICOS SOBRE O iNDICE DE INIBICAO DE ECLOSAO DE
OVOS DE M. JAVANICA

Neste ensaio, o delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado
com oito repeticdes por tratamento em trés periodos de incubagdo. Os tratamentos
(Figura 9), ao todo dezessete, foram dispostos em placas de Elisa onde, cada
cavidade, aplicou-se 100uL de suspensado de M. javanica, previamente quantificada
sem quaisquer aplicacdes dos caldos (Anexo A), e posteriormente, insere-se 100uL
dos caldos enzimaticos fungicos formado por diversas propor¢cdes consorciadas de
cada espécie conforme o Quadro 1, totalizando 136 unidades experimentais.
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Figura 9 — Croqui referente a disposicao dos tratamentos (a) nas placas de Elisa (b).
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Quadro 1 — Descricdo dos tratamentos aplicados nos ensaios de indice de inibicdo de
eclosédo de ovos de M. javanica e indice de mortalidade em juvenis de M. javanica
(J2).

T1 100 microlitros nematéides (ovos) + 100 microlitros agua destilada estéril
T2 100 microlitros nematoides (ovos) + 100 microlitros caldo M.anisopliae
T3 100 microlitros nematoides (ovos) + 100 microlitros caldo B.bassiana
T4 100 microlitros nematéides (ovos) + 100 microlitros caldo T.harzianum
5 100 microlitros nematdides (ovos) + 75 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros
caldo B.bassiana
T6 100 microlitros nematoides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 50 microlitros
caldo B.bassiana
T7 100 microlitros nematoides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 75 microlitros
caldo B.bassiana
T8 100 microlitros nematéides (ovos) + 75 microlitros caldo B.bassiana + 25 microlitros
caldo T.harzianum
T9 100 microlitros nematéides (ovos) + 50 microlitros caldo B.bassiana + 50 microlitros
caldo T.harzianum
T10 100 microlitros nematéides (ovos) + 25 microlitros caldo B.bassiana + 75 microlitros
caldo T.harzianum
T11 100 microlitros nematoides (ovos) + 75 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros
caldo T.harzianum
T12 100 microlitros nematdides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 50 microlitros
caldo T.harzianum
T13 100 microlitros nematoides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 75 microlitros
caldo T.harzianum
100 microlitros nematoides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros
T14 . . . .
caldo B.bassiana +25 microlitros caldo T.harzianum
100 microlitros nematdides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 50 microlitros
T15 : o .
caldo B.bassiana +25 microlitros caldo T.harzianum
100 microlitros nematdides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros
T16 : o .
caldo B.bassiana + 50 microlitros caldo T.harzianum
100 microlitros nematoides (ovos) + 33 microlitros caldo M.anisopliae + 33 microlitros
T17 . . . .
caldo B.bassiana + 33 microlitros caldo T.harzianum

Por conseguinte, as placas foram mantidas fechadas com papel aluminio e
colocadas em BOD a 25°C, no escuro. A avaliacdo do indice inibitorio dos ovos foi
feita, adaptadamente, apos 24, 48 e 72 horas (SILVA et al., 2002) através da seguinte
equacao:

IC = (ONe/T)*100 (@H)

Onde:

IC = indice de inibicdo de ovos (%);

ONe = numero de ovos nao eclodidos;

T = nimero total de ovos na contagem inicial.
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5.4 AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO NEMATICIDA PROVENIENTE DOS
CALDOS ENZIMATICOS SOBRE O {NDICE DE MORTALIDADE DE JUVENIS
(J2) DE M. JAVANICA

Neste ensaio, o delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado
com quatro repeti¢cdes por tratamento em trés periodos de incubacéo. Os tratamentos
(Figura 10), ao todo dezessete, sdo dispostos em placas de Elisa onde, cada
cavidade, aplicou-se 100uL de suspensao de M. javanica, previamente quantificada,
contendo 15 juvenis por tratamento contabilizados em cémara de Peters, sem
guaisquer aplicacdes dos caldos (Anexos B, C e D), e posteriormente, insere-se 100uL
dos caldos enziméticos fungicos formado por diversas propor¢des consorciadas de
cada espécie conforme o Quadro 1 exposto anteriormente, totalizando 68 unidades

experimentais.

Figura 10 — Croqui referente a disposicao dos tratamentos (a) nas placas de Elisa (b).
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Em vista disso, as placas foram mantidas fechadas com papel aluminio e
colocadas em BOD a 25°C, no escuro. A avaliagcdo de mortalidade foi adaptada apos
8, 16 e 24 horas (SILVA et al., 2002) através da aplicacdo de 10uL de NaOH 0,1% em

cada cavidade da placa e, pela seguinte equacéo:

IC = (Ni~TNin)/(TNa)*100 )

Onde:

IC = indice de mortalidade de juvenis (%);

Ni = nimero de juvenis inativos;

TNin = ndmero de juvenis inativos na contagem inicial;

TNa = nimero de juvenis ativos na contagem inicial.

5.5 AVALIACAO DE DANOS OCASIONADOS POR M. JAVANICA SOB
CONTROLE APLICADO DE EXTRATOS ENZIMATICOS EM ESTAGIO INICIAL
DE DESENVOLVIMENTO DA CULTURA DA ALFACE

Neste ensaio, realizado na sala de cultivo do laboratério de defesa fitossanitaria
do IFFar, o delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado com 10
repeticbes por tratamento. Os tratamentos (Quadro 2), ao todo quatro, foram
considerados os trés melhores tratamentos obtidos nos ensaios in vitro somado a
testemunha (controle) para a realizacdo do estudo. Por se tratar de um ensaio de
maior escala e necessidade de maior volume de extratos enzimaticos, aplicou-se a
guantidade proporcional ao utilizado nas placas de Elisa, cuja area de trabalho foi de
200pL.

Foram utilizados copos plasticos de 550cm® com areia pré-lavada como
substrato. Em maio, implantou-se as mudas da cultivar Irene (altamente suscetivel ao
ataque de M. javanica), as quais foram mantidas sob condi¢des hidricas e nutricionais
recomendaveis para a cultura através do uso de agua morna e solugdo nutritiva
completa (macro e micronutrientes). Todavia, observa-se na Figura 11 que o ensaio

foi transferido para a sala de cultivo devido & més condic¢des de clima e temperatura.
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Figura 11 — Mudas da cultivar Irene implantadas.

Quadro 2 — Descricao dos tratamentos aplicados nos ensaios de danos ocasionados
por M. javanica no estagio de desenvolvimento inicial da cultura da alface.

T1 20mL da suspensdo nematodides + 20mL 4gua destilada estéril

T2 20mL da suspensdo nematdides + 15,0mL caldo B.bassiana + 5,0mL caldo
M.anisopliae

T3 20mL da suspensdo nematéides + 15,0mL caldo B.bassiana + 5,0mL caldo
T.harzianum

T4 20mL da suspensédo nematoides + 20,0mL caldo B.bassiana

Apos 7 dias pos-transplante, inoculou-se 800ml suspenséo de nematoides com
agua destilada em todos os tratamentos. Através da visualizagdo em microscopio,
apos andlise de duas amostras (1mL) em camara de Peters, obteve-se a estimativa
de 4290 ovos e 825 juvenis ao total da suspensao, a qual 107 ovos e 20 juvenis de M.
javanica foram inoculados, inicialmente, por tratamento. Em decorréncia disso, apés

trés dias, houve a inoculacdo dos filtrados enzimaticos fungicos (Figura 12).

Figura 12 — Ensaio de alface pos aplicagéo dos caldos enzimaticos
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Apés 25 dias do inoculacdo, foram avaliados os seguintes parametros de
interesse comercial: nimero de folhas, peso matéria fresca folhas, peso matéria fresca
caule, peso matéria seca folhas, populacéo final de nematoides (ovos e juvenis) e taxa
de ecloséo de ovos.

Ressalta-se que os valores obtidos do peso de matéria seca das folhas foram
coletados ap6s secagem do material por 72 horas em estufa a 75°C. Para variavel

referente a taxa de eclosdo de ovos, resultou-se da seguinte equacao:

TAXA = (Pf*100)/(Oin) 3)

Onde:
TAXA= indice de eclos&o de ovos (%);
Pf = populacéo final de juvenis (J2);

Oin = numero inicial de ovos inoculados.

Para a contagem da populacéo final, verificou-se a existéncia ou ndo de galhas
visiveis. Em consequéncia disso, fez-se todo o processo de extracdo de raizes
proposto por Hussey e Barker (1973) e, posteriormente, em camara de Peters,
realizou-se a contagem de ovos e juvenis presentes, as quais foram atribuidas notas

de acordo com a escala sugerida por Taylor & Sasser (1978) (Tabela 6).

Tabela 6 — Escala para avaliagdo do numero de massa de ovos da populagéo final de
M. javanica.

indice N° de galhas e/ou massa de ovos
0 0
1-2
3-10
11-30
31-100
>100

a b wWw NP

Fonte: HUSSEY & BARKER (1973).
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5.6 AVALIACAO DA PENETRACAO RADICULAR POR JUVENIS DE M. JAVANICA
SOB CONTROLE APLICADO DE EXTRATOS ENZIMATICOS EM ESTAGIO
INICIAL DE DESENVOLVIMENTO DA CULTURA DO TOMATE

Neste ensaio, realizado na sala de cultivo do laboratorio de defesa fitossanitaria
do IFFar, o delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado com 10
repeticbes por tratamento. Os tratamentos utilizados foram os mesmos citados no
Quadro 2, totalizando 40 unidades experimentais.

Inicialmente, preencheu-se copos plasticos de 550cm? com areia pré-lavada
como substrato e implantou-se as mudas da cultivar Santa Clara (suscetivel ao ataque
de M. javanica) obtidas via semeadura em bandejas, as quais foram mantidas sob
condi¢cBes hidricas e nutricionais recomendaveis para a cultura através do uso de

adgua morna e solugdo nutritiva completa (macro e micronutrientes) (Figura 13).

Figura 13 — Mudas transplantadas para realizacdo dos ensaios de penetragdo de
juvenis M. javanica.

ApOs 7 dias poés-transplante, inoculou-se os extratos enzimaticos conforme o
volume descrito no Quadro 2. Logo, em 24 horas ap6és aplicacao do filtrados fungicos
(Figura 14), inoculou-se 348mL suspensado concentrada de nematéides em todos o0s
tratamentos. Através da visualizacdo em microscopio, apds analise de oito amostras
(Iml cada) em camara de Peters, obteve-se a estimativa de 38 juvenis ao total da
suspensao. Assim, foram inoculados 8,7 mL da suspensao e 41 juvenis de M. javanica

respectivamente em cada tratamento.
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Figura 14 — Aplicacao do filtrados enziméaticos fungicos

Para avaliacdo dos tratamentos, foi utilizado o método de coloragdo de
nematoides em raizes (BYRD; KIRKPATRICK; BARKER, 1983), o qual auxilia na
visualizacéo de ovos e J2. Assim, foram separadas a parte aérea do sistema radicular,
onde as raizes foram lavadas em agua corrente e cortadas em pedacos de
aproximadamente 1lcm e colocadas em recipiente calibrado com 50 mL de agua
destilada e 30 mL de hipoclorito de sodio a 2,5%. Apos 8 minutos, os fragmentos de
raizes foram enxaguados em agua corrente, cujo objetivo foi retirar 0 excesso de
hipoclorito. Posteriormente, foram dispostas em caixas gerbox contendo agua
destilada durante 15 minutos. Na sequéncia, transferiu-se as raizes para béquer com
solucdo composta por 30 mL de agua destilada e 1 mL da solucdo corante (75 mL de
agua destilada, 25 mL de &cido acético glacial e 350 mg de fucsina &cida).
Imediatamente, ferve-se as raizes na solucdo corante por 25 segundos através do
micro-ondas. Aguarda-se o resfriamento da amostra até atingir temperatura ambiente
e lava-se em agua corrente. Por fim, armazena-se as raizes em tubos com tampa-
rosca contendo 5 ml de glicerina para conservacao do material. A contagem de juvenis
penetrados foi observada em microscopio com lente de aumento de 10x.

A avaliacdo da taxa de penetracdo, ap6s 48 horas, foi dada pela seguinte

equacao:

Tp = (J2p*100)/(J2in) (4)

Onde:
Tp= Taxa de penetracdo (%);
J2p = ndmero de juvenis penetrados nas raizes;

J2in = namero inicial de juvenis inoculados.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados de laboratorio e sala de cultivo, procedeu-se a analise
de variancia (ANOVA). Quando o teste F foi significativo, a discriminacdo entre as
médias dos tratamentos (caldos enzimaticos) para as variaveis: indice de inibicdo de
ovos, indice de mortalidade de juvenis (J2) de M. javanica, numero de folhas, peso de
matéria fresca (folhas), peso matéria fresca (caule), peso matéria seca (folhas),
numero de massa de ovos e juvenis e taxa de penetracao, foi realizada pelo teste de
Scott-Knott com 5% de probabilidade de erro. Para tanto, utilizou-se o software
estatistico SISVAR, desenvolvido pela Universidade Federal de Lavras (FERREIRA,
2014).



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO NEMATICIDA PROVENIENTE DOS
CALDOS ENZIMATICOS SOBRE O INDICE DE INIBICAO DE OVOS DE M.
JAVANICA

Neste ensaio houveram resultados expressivos a respeito do efeito nematicida
produzido pelos caldos enzimatico, os quais foram essenciais para tomada de decisdo
dos tratamentos a serem utilizados nos ensaios in vivo.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos, pelo teste de Scott-Knott (p
< 0,05), onde todos os filtrados fungicos, independente do isolado matriz bioldgica,
apresentaram maiores indices de inibicdo de ovos (66,67-87,04%).0s tratamentos T3,
T7 e T8 (caldos com B. bassiana em sua predominancia) obtiveram os maiores
valores, respectivamente, em todos os periodos de incubacdo (Tabela 7). Todavia,
nao podemos descartar os bons valores dos demais tratamentos e nem afirmamos
gue estes tratamentos sdo os melhores, pois o ensaio foi realizado em condicbes

6timas, sem interferéncia de qualquer outro fator abidtico e biotico.
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Tabela 7 — indice de inibicdo de ovos (%) obtidos no ensaio in vitro.

indice de inibicdo de ovos (%)

Tratamentos 24 horas 48 horas 72 horas
T1 20,00 b 15,00 ¢ 0,00 c
T2 75,00 a 66,67 b 66,67 b
T3 88,89 a 87,04 a 87,04 a
T4 77,14 a 71,43 b 71,43 b
T5 76,32 a 71,05 b 71,05 b
T6 80,56 a 77,78 b 77,78 b
T7 86,05 a 86,05 a 86,05 a
T8 89,19 a 86,49 a 86,49 a
T9 84,38 a 81,25 a 81,25 a
T10 82,93 a 78,05 a 78,05 a
T11 75,76 a 66,67 b 66,67 b
T12 80,39 a 76,47 a 76,47 a
T13 78,05 a 73,17 a 73,17 a
T14 75,86 a 72,41 a 72,41 a
T15 85,71 a 82,14 a 82,14 a
T16 78,95 a 73,68 a 73,68 a
T17 81,58 a 76,32 a 76,32 a

CV (%) 41,59 34,94 31,49

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). T1 - 100 microlitros nematéides (ovos) + 100 microlitros agua destilada estéril. T2 - 100
microlitros nematdides (ovos) + 100 microlitros caldo M.anisopliae. T3100 microlitros nematéides (ovos)
+ 100 microlitros caldo B.bassiana. T4 - 100 microlitros nematdides (ovos) + 100 microlitros caldo
T.harzianum. T5 - 100 microlitros nematdéides (ovos) + 75 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros
caldo B.bassiana. T6 - 100 microlitros nematoéides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 50
microlitros caldo B.bassiana. T7 - 100 microlitros nematoéides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae
+ 75 microlitros caldo B.bassiana. T8 - 100 microlitros nematéides (ovos) + 75 microlitros caldo
B.bassiana + 25 microlitros caldo T.harzianum. T9- 100 microlitros nematéides (ovos) + 50 microlitros
caldo B.bassiana + 50 microlitros caldo T.harzianum. T10 - 100 microlitros nematoéides (ovos) + 25
microlitros caldo B.bassiana + 75 microlitros caldo T.harzianum. T11- 100 microlitros nematoides (ovos)
+ 75 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo T.harzianum. T12 - 100 microlitros nematoides
(ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 50 microlitros caldo T.harzianum. T13 - 100 microlitros
nematéides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 75 microlitros caldo T.harzianum. T14 - 100
microlitros nematoides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo B.bassiana +25
microlitros caldo T.harzianum. T15 - 100 microlitros nematdides (ovos) + 25 microlitros caldo
M.anisopliae + 50 microlitros caldo B.bassiana +25 microlitros caldo T.harzianum. T16 - 100 microlitros
nematéides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo B.bassiana + 50 microlitros
caldo T.harzianum. T17 - 100 microlitros nematoides (ovos) + 33 microlitros caldo M.anisopliae + 33
microlitros caldo B.bassiana + 33 microlitros caldo T.harzianum.

Uma das variaveis contabilizadas por microscépico em todos os periodos de
incubacéo foi o numero de ovos ndo-eclodidos (Tabela 8), elemento que compdem a
equacao do indice de inibicdo de ovos. Mediante os resultados obtidos, percebemos
a estabilizacéo de valores entre os periodos de incubacéo 48 e 72 horas, a qual ndo
foi constatado o aumento progressivo do efeito nematicida sob a inibicdo de ovos.

Pode-se deduzir que tais extratos enzimaticos apresentam acgéo e efeito imediato nas
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primeiras horas de contato sob os ovos, onde o indice de inibicdo dos tratamentos em
relacdo a testemunha aumentam significativamente em apenas 24 horas. Esta
variavel resposta foi considerada para a elaboracdo do ensaios in vitro no controle de
juvenis (J2) de M. javanica, onde os periodos de incubacgéo foram reduzidos para 8,
16 e 24 horas.

Tabela 8 — Contagem de namero total de ovos ndo eclodidos presentes nas cavidades
das placas de Elisa durante os trés periodos de incubacao (24, 48 e 72 horas)

NUmero de ovos nao eclodidos

Tratamentos TOTAL TOTAL TOTAL

24 horas 48 horas 72 horas
T1 8 6 0
T2 27 24 24
T3 48 47 47
T4 27 25 25
T5 29 27 27
T6 29 28 28
T7 37 37 37
T8 33 32 32
T9 27 26 26
T10 34 32 32
T11 25 22 22
T12 41 39 39
T13 32 30 30
T14 22 21 21
T15 24 23 23
T16 30 28 28
T17 31 29 29

T1 - 100 microlitros nematoides (ovos) + 100 microlitros agua destilada estéril. T2 - 100 microlitros
nematéides (ovos) + 100 microlitros caldo M.anisopliae. T3100 microlitros nematéides (ovos) + 100
microlitros caldo B.bassiana. T4 - 100 microlitros nematéides (ovos) + 100 microlitros caldo
T.harzianum. T5 - 100 microlitros nematdéides (ovos) + 75 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros
caldo B.bassiana. T6 - 100 microlitros nematdides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 50
microlitros caldo B.bassiana. T7 - 100 microlitros nematdides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae
+ 75 microlitros caldo B.bassiana. T8 - 100 microlitros nematéides (ovos) + 75 microlitros caldo
B.bassiana + 25 microlitros caldo T.harzianum. T9- 100 microlitros nematéides (ovos) + 50 microlitros
caldo B.bassiana + 50 microlitros caldo T.harzianum. T10 - 100 microlitros nematéides (ovos) + 25
microlitros caldo B.bassiana + 75 microlitros caldo T.harzianum. T11- 100 microlitros nematdides (ovos)
+ 75 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo T.harzianum. T12 - 100 microlitros nematoides
(ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 50 microlitros caldo T.harzianum. T13 - 100 microlitros
nematoides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 75 microlitros caldo T.harzianum. T14 - 100
microlitros nematoides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo B.bassiana +25
microlitros caldo T.harzianum. T15 - 100 microlitros nematoides (ovos) + 25 microlitros caldo
M.anisopliae + 50 microlitros caldo B.bassiana +25 microlitros caldo T.harzianum. T16 - 100 microlitros
nematoides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo B.bassiana + 50 microlitros
caldo T.harzianum. T17 - 100 microlitros nematoéides (ovos) + 33 microlitros caldo M.anisopliae + 33
microlitros caldo B.bassiana + 33 microlitros caldo T.harzianum.
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6.2 AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO NEMATICIDA PROVENIENTE DOS
CALDOS ENZIMATICOS SOBRE O {NDICE DE MORTALIDADE DE JUVENIS
(J2) DE M. JAVANICA

Os resultados produzidos neste ensaio foram de extrema importancia e
fundamentais, pois corroborou com os melhores indices de controle obtidos para
inibicdo da eclosao de ovos. Uma das variaveis foi o numero final de juvenis inativos
(Tabela 9), elemento que compdem a equacédo do indice de mortalidade. Mediante os
resultados obtidos, percebemos o crescimento progressivo de valores de mortalidade
entre os periodos de incubacado 8 a 24 horas. Isto indica, considerando os resultados
obtidos em inibicdo de ovos, que acima de 24 horas, possivelmente havera aumento
gradativo do potencial nematicida dos caldos enziméticos com tendéncia de

estabilizacao de valores até 48 horas.



67

Tabela 9 — Contagem de namero total de juvenis inativos presentes nas cavidades
das placas de Elisa durante os trés periodos de incubacéo (8, 16 e 24 horas).

NUmero de ovos ndo eclodidos
Tratamentos

TOTAL TOTAL TOTAL

8 horas 16 horas 24 horas
T1 5 3 7
T2 11 12 12
T3 14 14 14
T4 12 13 12
T5 9 12 11
T6 10 11 11
T7 13 13 14
T8 14 13 13
T9 12 13 14
T10 12 11 12
T11 9 9 10
T12 10 11 10
T13 11 11 12
T14 10 12 12
T15 12 13 13
T16 9 12 12
T17 10 11 12

T1 - 100 microlitros nematoides (ovos) + 100 microlitros agua destilada estéril. T2 - 100 microlitros
nematéides (ovos) + 100 microlitros caldo M.anisopliae. T3100 microlitros nematéides (ovos) + 100
microlitros caldo B.bassiana. T4 - 100 microlitros nematéides (ovos) + 100 microlitros caldo
T.harzianum. T5 - 100 microlitros nematoéides (ovos) + 75 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros
caldo B.bassiana. T6 - 100 microlitros nematoéides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 50
microlitros caldo B.bassiana. T7 - 100 microlitros nematoéides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae
+ 75 microlitros caldo B.bassiana. T8 - 100 microlitros nematéides (ovos) + 75 microlitros caldo
B.bassiana + 25 microlitros caldo T.harzianum. T9- 100 microlitros nematdides (ovos) + 50 microlitros
caldo B.bassiana + 50 microlitros caldo T.harzianum. T10 - 100 microlitros nematéides (ovos) + 25
microlitros caldo B.bassiana + 75 microlitros caldo T.harzianum. T11- 100 microlitros nematoides (ovos)
+ 75 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo T.harzianum. T12 - 100 microlitros nematoides
(ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 50 microlitros caldo T.harzianum. T13 - 100 microlitros
nematéides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 75 microlitros caldo T.harzianum. T14 - 100
microlitros nematéides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo B.bassiana +25
microlitros caldo T.harzianum. T15 - 100 microlitros nematdides (ovos) + 25 microlitros caldo
M.anisopliae + 50 microlitros caldo B.bassiana +25 microlitros caldo T.harzianum. T16 - 100 microlitros
nematoides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo B.bassiana + 50 microlitros
caldo T.harzianum. T17 - 100 microlitros nematoides (ovos) + 33 microlitros caldo M.anisopliae + 33
microlitros caldo B.bassiana + 33 microlitros caldo T.harzianum.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos, pelo teste de Scott-Knott (p
< 0,05), onde todos os filtrados fungicos, independente dos isolados, apresentaram
maiores indices de mortalidade de J2 (44,44-90,00%) em relacdo a testemunha. Os
tratamentos T3, T7 e T8 (caldos com B. bassiana em sua predominancia) obtiveram

0S maiores valores, respectivamente, em todos os periodos de incubagéo. (Tabela
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10). Assim, conforme os dois ensaios realizados in vitro, percebe-se que todos os
caldos enzimaticos apresentam alto potencial nematicida, tanto para controle de ovos
guanto para controle de juvenis de M. javanica.

Tabela 10 — indice de mortalidade (%) de juvenis obtidos no ensaio in vitro.

indice de mortalidade (%)

Tratamentos 8 horas 16 horas 24 horas
T1 0,00 c 0,00 c 0,00 c
T2 50,00 b 57,14 b 62,50 b
T3 80,00 a 83,33 a 90,00 a
T4 62,50 b 66,67 b 66,67 b
T5 25,00 b 57,14 b 60,00 b
T6 4444 b 55,56 b 55,56 b
T7 75,00 a 77,78 a 87,50 a
T8 75,00 a 75,00 a 84,62 a
T9 50,00 a 71,43 a 83,33 a
T10 50,00 b 55,56 b 57,14 b
T11 33,33 b 40,00 b 44,44 b
T12 4444 Db 50,00 b 5455 b
T13 50,00 b 55,56 b 57,14 b
T14 50,00 b 57,14 b 62,50 b
T15 66,67 a 75,00 a 80,00 a
T16 40,00 b 50,00 b 57,14 b
T17 4444 b 55,56 b 57,14 b

CV (%) 37,28 26,16 22,51

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). T1 - 100 microlitros nematéides (ovos) + 100 microlitros agua destilada estéril. T2 - 100
microlitros nematdides (ovos) + 100 microlitros caldo M.anisopliae. T3100 microlitros nematéides (ovos)
+ 100 microlitros caldo B.bassiana. T4 - 100 microlitros nematbides (ovos) + 100 microlitros caldo
T.harzianum. T5 - 100 microlitros nematdéides (ovos) + 75 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros
caldo B.bassiana. T6 - 100 microlitros nematoéides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 50
microlitros caldo B.bassiana. T7 - 100 microlitros nematoéides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae
+ 75 microlitros caldo B.bassiana. T8 - 100 microlitros nematéides (ovos) + 75 microlitros caldo
B.bassiana + 25 microlitros caldo T.harzianum. T9- 100 microlitros nematéides (ovos) + 50 microlitros
caldo B.bassiana + 50 microlitros caldo T.harzianum. T10 - 100 microlitros nematdides (ovos) + 25
microlitros caldo B.bassiana + 75 microlitros caldo T.harzianum. T11- 100 microlitros nematoides (ovos)
+ 75 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo T.harzianum. T12 - 100 microlitros nematoides
(ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 50 microlitros caldo T.harzianum. T13 - 100 microlitros
nematéides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 75 microlitros caldo T.harzianum. T14 - 100
microlitros nematoides (ovos) + 50 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo B.bassiana +25
microlitros caldo T.harzianum. T15 - 100 microlitros nematdides (ovos) + 25 microlitros caldo
M.anisopliae + 50 microlitros caldo B.bassiana +25 microlitros caldo T.harzianum. T16 - 100 microlitros
nematoides (ovos) + 25 microlitros caldo M.anisopliae + 25 microlitros caldo B.bassiana + 50 microlitros
caldo T.harzianum. T17 - 100 microlitros nematoides (ovos) + 33 microlitros caldo M.anisopliae + 33
microlitros caldo B.bassiana + 33 microlitros caldo T.harzianum.

De acordo com a composicdo enzimatica, todos apresentam quitinases e

glucanases, as quais sdo enzimas degradantes de parede celular, que agem na
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cuticula de juvenis e na casca dos ovos dos nematdides (LUBECK et al, 2008;
MUSTAFA; KAUR, 2009; BOLDO et al., 2009). Em virtude disso, optou-se para
utilizarmos, em testes in vivo, 0s tratamentos com predominancia de Beauveria
bassiana (T3, T7 e T8), pois apresentou as menores atividades enzimaticas em -1,3-

glucanase e quitinases e obteve-se alto desempenho no controle do fitonematoide.

6.3 AVALIACAO DE DANOS OCASIONADOS POR M. JAVANICA SOB
CONTROLE APLICADO DE EXTRATOS ENZIMATICOS EM ESTAGIO INICIAL
DE DESENVOLVIMENTO DA CULTURA DA ALFACE

Mediante 0 exposto a seguir, este ensaio (Figura 16) demonstrou a real e
potencial eficiéncia nematicida dos caldos enzimaticos selecionados diante dos
pardmetros analisados (Tabela 11), visto que os nematoides foram controlados de
modo eficaz em todos 0s ensaios em comparacdo com a testemunha. Porém,
verificou-se em algumas unidades experimentais, sintomas fitotoxicos possivelmente

ocasionados pelos extratos enzimaticos (Figura 17).

Tabela 11 — Médias dos tratamentos através da andlise dos parametros comerciais
escolhidos e escala de notas proposta por HUSSEY & BARKER (1973).

TRAT. NF PMF(g) PC(g) PMS(g) PF(ovos) PF(J2) NOTAS

T1 520 b 162 b 021 c¢ 0,25 b 16920 a 49,60 a 4
T2 990 a 759 a 040 b 058 a 11820 b 9,50 b 2
T3 930 a 745 a 044 a 056 a 120,10 b 10,90 b 3
T4 920 a 723 a 037 b 054 a 120,60 b 1250 b 3

CV(%) 20,06 38,86 15,88 41,15 13,24 35,10

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). NF — NUimero de folhas. PMF - peso de matéria fresca de folhas. PC — Peso do caule. PMS -
peso de matéria seca de folhas. PF — populacao final. T1 — 20 mililitros nematéides (ovos) + 20 mililitros
agua destilada estéril. T2 - 20 mililitros nematdides (ovos) + 15 mililitros caldo B. bassiana + 5 mililitros
caldo M.anisopliae. T3 - 20 mililitros nematdéides (ovos) + 15 mililitros caldo B. bassiana + 5 mililitros
caldo T. harzianum. T4 - 20 mililitros nematoéides (ovos) + 20 mililitros caldo B.bassiana.

Conforme os resultados demonstrados na Tabela 11, o0 aumento da populacao
final de J2 acarretou prejuizos consideraveis na testemunha em relacdo aos demais
tratamentos enzimaticos, onde houve reducdo no numero de folhas (NF), no peso de
matéria fresca de folhas (PMF), no peso de matéria seca de folhas (PMS).

Consequentemente, este aumento resultou em maior numero final de massa de ovos
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na testemunha em relagédo a todos os tratamentos. Verifica-se que na variavel peso
da matéria fresca do caule, o tratamento de Beauveria bassiana + Trichoderma
harzianum obteve maior valor em comparacao aos demais tratamentos com extratos
enzimaticos. Possivelmente este resultado esta atrelado a capacidade de promocao
de crescimento vegetal presente em compostos fungicos (Figura 18). Segundo outros
autores, esta inducdo de desenvolvimento vegetal se d4 através da sintese de
horménios, do aumento na disponibilidade e no estimulo na absor¢cdo de nutrientes
presentes no substrato, entre outros fatores (AVIS et al., 2008; FILHO et al., 2008;
HOYOS-CARVAJAL et al., 2009).

Uma das variaveis contabilizadas por microscopico em camara de Peters, apos
o0 método de extracdo de nematoides via raizes foi a estimativa da populacéo final de
juvenis (J2) em cada tratamento, elemento que compdem a equacdo para
determinacdo da taxa média de eclosédo de ovos (Tabela 12). Nota-se que todos os
tratamentos a base de extratos enzimaticos apresentaram bons niveis de controle,
corroborando com 0s ensaios obtidos in vitro nesse presente estudo. Além disso, €
importante destacar que todas as plantas de alface ndo apresentam aceitacao
comercial, a qual toleram com, no minimo, 200 gramas. Justifica-se tais valores pela
finalidade do estudo, onde almejou avaliar até préximo de 30 dias pos-transplante.
Também, a capacidade do vaso, em volume, prejudicou quaisquer avaliacdo

referente a produtividade da cultura.

Tabela 12 — Taxa média de eclosdo de ovos de M. javanica (%).

Tratamentos Taxa de ecloséo de ovos
T1 46,35 b
T2 8,88 a
T3 10,19 a
T4 11,68 a
CV(%) 35,10

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). T1 — 20 mililitros nematdides (ovos) + 20 mililitros dgua destilada estéril. T2 - 20 mililitros
nematoides (ovos) + 15 mililitros caldo B. bassiana + 5 mililitros caldo M.anisopliae. T3 - 20 mililitros
nematoides (ovos) + 15 mililitros caldo B. bassiana + 5 mililitros caldo T. harzianum. T4 - 20 mililitros
nematoides (ovos) + 20 mililitros caldo B.bassiana.



Figura 16 — Ensaio de danos sob alface 25 dias pos-transplante.
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Figura 18 — Desenvolvimento vegetal e radicular sob aplicacdo dos extratos
enzimaticos no controle de M. javanica; a) T1 (testemunha); b) T2 (B. bassiana + M.
anisopliae); c) T3 (B. bassiana + T. harzianum); T4 (B. bassiana).
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6.4 AVALIACAO DA PENETRACAO RADICULAR POR JUVENIS DE M. JAVANICA
SOB CONTROLE APLICADO DE EXTRATOS ENZIMATICOS EM ESTAGIO
INICIAL DE DESENVOLVIMENTO DA CULTURA DO TOMATE

O presente ensaio propdem corroborar com o0s resultados obtidos
anteriormente na cultura da alface pela implantacdo da cultura do tomate, a qual é
suscetivel e apresenta melhor fonte de in6culo para o estabelecimento de nematoides
(Figura 19). Com base na metodologia descrita, hovamente verificou-se diferenca
significativa em relacdo a testemunha através da obtencdo de menores numeros
populacionais de juvenis penetrados nas raizes e menor taxa de penetracdo em
tratamentos inoculados pelos extratos fungicos, os quais nao diferiram estaticamente
entre si conforme a Tabela 13.

Uma das variaveis contabilizadas por microscépico em laminulas de vidro, apés
o0 método de coloracdo de nematdides nas raizes foi a quantificacdo da média da
populacao de juvenis (J2) penetrados em cada tratamento (Tabela 13), elemento que
compdem a equacao para determinacdo da taxa média de penetracdo J2. Nota-se,
através da Figura 20, que a técnica de coloracdo de nematoides obteve-se éxito, onde
pode-se observar nitidamente a presenca de juvenis penetrados.

Entretanto, foram avaliados apenas seis dos dez tratamentos instalados. Isto
ocorreu, devido a um problema fitotoxico severo em plantulas de tomate pertencentes

ao tratamento 4 (Beauveria bassiana) como demonstra a Figura 21.

Tabela 13 — Valores médios da quantificacdo de juvenis penetrados e taxa de
penetracdo de J2 de M. javanica em raizes de tomateiro (%).

Tratamentos J2 penetracao Taxa de penetragcéo
T1 14,50 a 35,37 a
T2 4,00 b 8,94 b
T3 4,17 b 10,16 b
T4 4,67 b 11,38 b
CV(%) 30,18 30,18

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). T1 — 20 mililitros nematdides (ovos) + 20 mililitros 4gua destilada estéril. T2 - 20 mililitros
nematoides (ovos) + 15 mililitros caldo B. bassiana + 5 mililitros caldo M.anisopliae. T3 - 20 mililitros
nematoides (ovos) + 15 mililitros caldo B. bassiana + 5 mililitros caldo T. harzianum. T4 - 20 mililitros
nematéides (ovos) + 20 mililitros caldo B.bassiana.
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Figura 19 — Plantulas de tomate inoculadas com juvenis de M. javanica e caldos
enziméaticos flngicos antes da iniciacdo do método de coloracdo de raizes; a) T1
(testemunha); b) T2 (B. bassiana + M. anisopliae); ¢) T3 (B. bassiana + T. harzianum);

T4 (B. bassiana).

Figura 20 — Quantificacdo de J2 de M. javanica em amostras de raizes de tomateiro
apos o emprego do método de colorimento de raizes; a, b) juvenis (J2) (testemunha);
c) ovos de M. javanica aderidos nas raizes.
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Figura 21 — Plantulas de tomate pertencentes ao tratamento 4 (B. bassiana); a, b)
Fitotoxicidade nas unidades experimentais.

Possivelmente este resultado de fitotoxicidade esta atrelado a producédo de
metabdlitos secundarios especificos (YANG et al. 2013), os quais séo prejudiciais as
plantulas do tomateiro inibindo seu pleno desenvolvimento vegetal pela interferéncia
em processos metabdlicos e fisioldgicos. Segundo Strasser; Vey; Butt (2000), fungos
entomopatogénicos como Beauveria bassiana produzem 5 metabdlitos: basianinas,
beauvericinas, basianolidas, beauverolidas e Tenellinas. Outro fungo
entomopatogénico como Metarhizium anisopliae possui 28 tipos de destruxinas.
Segundo Annarita Cito e demais colaboradores (2016), ambas espécies apresentam
mesmos tipos de proteases devido a similaridade nas estruturas genéticas. Ha relatos
na literatura em que algumas destruxinas como a destruxina B isolada e purificada
podem gerar compostos peptideos indesejaveis que causam clorose e necrose das
folhas de canola, a qual produz, tal destruxina, em seu complexo enziméatico (BAINS;
TEWARI, 1987; AGARWALL et al., 1994). Porém a mesma enzima, quando isolada
de outra espécie e aplicada em outras culturas ndo apresentou efeito fitotoxico
(VENKATASUBBAIAH et al., 1994). Pode-se aferir que a cultura do tomate é muito
mais sensivel do que a alface, pois os mesmos caldos enzimaticos ndo geraram
fitotoxicidade a ponto de ocasionar necrose da parte aérea, assim como a amostra de
B. bassiana aplicada neste tratamento em especifico pode apresentar desequilibrios
enziméticos, onde o excesso de algum composto pode induzir a formacédo de
anticorpos como resposta fisioldgica da planta. Existem uma série de estudos, as
quais comprovam o efeito benéfico de aplicacdo enzimatica em processos

biotecnoldgicos agricolas, principalmente para controle de pragas e doencas, porém
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h& necessidade de realizar maiores estudos relacionados a seguranca alimentar e
humana, pois ha pouca informacéo e, em alguns casos, inexiste a respeito dos efeitos
colaterais.

Ressalta-se que este trabalho voltado para o controle de M. javanica em
hortalicas consorciando trés extratos enzimaticos oriundos de matrizes fungicas sem
quaisquer estrutura reprodutiva em sua composicdo € de carater inédito e sera
primordial para futuras novas pesquisas cientificas. Além disso, em relacdo ao nivel
biotecnolégico, nenhum produto nematicida registrado comercialmente no Brasil
dispbem para uso agricola sdo necessarios maiores estudos e obtencdo de
informacdes basicas sobre biologia, fisiologia, nutricdo, relagdes hospedeiro/inimigo
natural, simbiontes e analises de impacto ambiental. Estes fatores sao primordiais
para bioformulacdo de um produto final de grande qualidade e eficaz. Diante disso, &
fundamental dominarmos processos que envolvam desde a producdo dos caldos
enziméaticos até o produto propriamente dito. No que diz respeito a otimizacao de
processos fermentativos € importante buscar fontes de indculo que proporcionam
aumento na produtividade do metabolismo microbiano, através da manipulacdo dos
parametros fisico-quimicos e nutricionais que podem alterar significativamente o
rendimento do produto/enzima de interesse.

A utilizacdo de bioformulados enzimaticos trata-se de uma mudanca mais
profunda que abrange todo um contexto de manejo integrado, a qual devemos
considerarmos como parte de um pacote tecnoldgico, isto €, em consdrcio com outros
métodos de controle, como o0 quimico. Para isto, had necessidade de estudar a
compatibilidade dos presentes caldos enzimaticos com defensivos agricolas, além das
possiveis intera¢cdes com outros organismos vivos presentes na microbiota no solo.

Um dos grandes entraves dos produtos biolégicos a base de organismos vivos
€ sua eficiéncia aplicada a campo diante de fatores bioticos e abiéticos, pois sao
extremamente dependentes de matéria organica para reproducdo. Todavia, muitos
sistemas de producgdo, principalmente monocultivos, ndo apresentam boa palhada e
consequentemente torna-se menos eficaz o controle de fitonematodides, abrindo-se

um nicho de mercado interessante para os bioformulados enzimaticos.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, € viavel o uso de caldos
enzimaticos oriundos de matrizes fingicas e obtidos, via processos fermentativos, no
controle de Meloidogyne javanica. Destaca-se que todos os tratamentos propostos no
ensaios in vitro apresentaram altos indices de atividade inibitéria de eclosdo de ovos
e mortalidade de juvenis do nematdide. Por conseguinte, nos ensaios in vivo com as
culturas do tomate e alface em estagios iniciais de desenvolvimento vegetal,
demonstraram 6timos niveis de controle em relacdo a testemunha, onde a
consorciacdo entre caldos enzimaticos provenientes de diferentes espécies fungicas
como Beauveria bassiana + Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana +
Trichoderma harzianum apresentaram-se melhores resultados, de modo que né&o
houve fitotoxicidade as plantas, diferentemente do tratamento com somente caldo
enzimatico oriundo de Beauveria bassiana.

Este estudo serve como base para realizacdo de ensaios a campo sob
diferentes cenarios e niveis tecnolégicos empregados nas lavouras com duracdo de
mais de dois anos para agregarmos maior credibilidade e confiabilidade nos
resultados e dominio da tecnologia, a qual apresenta potencial para tornar-se produto
comercial detentor de patente exclusiva. Assim, colocara a disposicao de gestores
agricolas, uma nova estratégia para o manejo integrado de fitonematéides, em busca
da otimizacdo da producdo agricola aliada a maior sustentabilidade dos recursos

naturais.
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ANEXO A — CONTAGEM INICIAL DE OVOS DE M. JAVANICA DAS PLACAS DE ELISA REFERENTE AOS TRES PERIODOS
DE INCUBACAO (24, 48 E 72 HORAS).

Tratamentos Repeticbes
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 TOTAL
T1 8 3 5 6 4 5 5 3 20
T3 4 8 9 8 4 8 3 10 54
T4 4 3 6 4 5 4 5 4 35
5 5 6 5 5 5 4 A A 28
T6 4 3 4 3 8 5 5 4 26
T7 7 3 4 6 7 5 8 3 43
T8 3 4 2 6 4 7 4 7 37
T9 6 5 3 3 4 2 6 3 32
T10 10 4 6 5 2 4 5 5 41
T11 2 2 4 6 3 8 3 5 323
T12 3 3 1 9 5 9 10 11 51
T13 4 5 6 7 4 6 5 4 41
T14 5 6 5 2 2 5 1 3 29
T15 5 2 2 3 3 4 6 3 28
T16 4 5 5 1 5 3 12 3 28
T17 6 5 5 6 4 5 5 5 28
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ANEXO B — CONTAGEM INICIAL DE JUVENIS (J2) DE M. JAVANICA DAS PLACAS DE ELISA REFERENTES AO PERIODO
DE 8 HORAS DE INCUBACADO.

Repeticdes
Tratamentos R1 R2 R3 R4 TOTAL
Ativos Inativos Ativos Inativos Ativos Inativos Ativos Inativos Ativos Inativos
T1 2 0 4 2 2 1 2 2 10 5
T2 3 2 2 0 2 4 1 1 8 7
T3 2 4 1 2 1 4 1 0 5 10
T4 3 1 2 1 1 3 2 2 8 7
T5 4 0 1 4 1 3 2 0 8 7
T6 2 2 4 3 2 1 1 0 9 6
T7 4 2 1 1 2 3 1 1 8 7
T8 2 2 1 4 1 3 1 2 5 11
T9 2 3 1 2 2 0 1 4 6 9
T10 2 2 2 3 1 4 1 0 6 9
T11 3 3 2 3 2 0 2 0 9 6
T12 1 3 3 3 3 0 2 0 9 6
T13 1 1 3 4 2 0 2 2 8 7
T14 4 2 1 2 3 1 2 0 10 5
T15 2 3 3 1 3 1 1 1 9 6
T16 1 2 4 2 2 0 3 1 10 5
T17 3 0 2 1 3 2 1 3 9 6
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ANEXO C — CONTAGEM INICIAL DE JUVENIS (J2) DE M. JAVANICA DAS PLACAS DE ELISA REFERENTES AO PERIODO
DE 16 HORAS DE INCUBACAO.

Tratamentos
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ANEXO D — CONTAGEM INICIAL DE JUVENIS (J2) DE M. JAVANICA DAS PLACAS DE ELISA REFERENTES AO PERIODO
DE 24 HORAS DE INCUBACADO.

Repeticdes
Tratamentos R1 R2 R3 R4 TOTAL
Ativos Inativos Ativos Inativos Ativos Inativos Ativos Inativos Ativos Inativos
T1 2 1 1 2 2 3 3 1 8 7
T2 2 1 3 4 1 1 2 1 8 7
T3 3 1 3 2 2 1 2 1 10 5
T4 3 1 1 2 3 2 2 1 9 6
T5 3 1 2 1 2 2 3 1 10 5
T6 3 1 3 2 2 1 1 2 9 6
T7 2 1 4 1 1 2 1 3 8 7
T8 3 1 3 0 2 0 5 1 13 2
T9 1 2 3 2 1 3 1 2 6 9
T10 2 3 2 2 1 2 2 1 7 8
T11 2 1 2 1 1 2 4 2 9 6
T12 3 2 4 1 2 1 2 0 11 4
T13 1 3 2 2 3 2 1 1 7 8
T14 1 1 3 1 2 4 2 1 8 7
T15 3 1 3 1 2 1 2 2 10 5
T16 1 2 3 2 1 2 2 2 7 8
T17 2 1 2 1 1 4 2 2 7 8




