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Pochonia chlamydosporia: potencial no controle de Meloidogyne javanica em soja
RESUMO GERAL

A cultura da soja é fundamental para a economia agricola do Brasil, correspondendo a
cerca de 15% do valor bruto da producdo nacional. Entretanto, a sojicultura é ameagada por
prejuizos causados pelo Meloidogyne javanica. O manejo desse nematoide exige estratégias
que ndo sejam prejudiciais a0 meio ambiente e a salde humana. Assim, o controle bioldgico
com o uso do fungo nemat6fago Pochonia chlamydosporia (Pc) € uma alternativa atrativa, pois
o fungo tem potencial de induzir a resisténcia em plantas e reduzir a populacdo dos nematoides.
Com base no exposto, o presente trabalho avaliou o efeito de P. chlamydosporia (Rizotec®,
Stoller) na penetracdo e reproducéo de M. javanica (Mj), absorcao de nutrientes pela planta e o
potencial indutor de resisténcia em soja. O experimento de penetracdo foi realizado casa-de-
vegetacdo e os tratamentos foram a aplicacdo ou ndo de Pc no sulco de semeadura, sendo as
plantas inoculadas com 2000 ovos + juvenis de segundo estadio (J2) apds emergéncia. As
avaliacdes foram realizadas aos 10, 15, 20 e 25 dias ap6s a inoculacdo. O teste de reproducao
foi com os tratamentos Pc, Pc+Mj, Mj e testemunha. A Pc e os Mj foram aplicados na
semeadura e a reproducao de Mj avaliada 60 dias apds a inoculagdo. O experimento de inducéo
foi semelhante ao de reproducdo, entretanto, as avaliacGes foram realizadas aos 5, 8, 12 e 15
dias apo6s a inoculacdo do Mj, avaliando-se as enzimas fenilalanina amdnia-liase (PAL),
peroxidase (POX) polifenoloxidase (PPO) e catalase (CAT). O experimento de nutricdo e da
atividade respiratoria do solo foi semelhante ao de reproducéo e avaliou-se macronutrientes
(fésforo (P), potéssio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e nitrogénio (N)), micronutrientes (zinco
(Zn), cobre (Cu), ferro (Fe) e manganés (Mn)), respiracdo basal do solo (RBS), carbono da
biomassa microbiana (CBM), quociente metabolico do solo (QCO.). O fungo P.
chlamydosporia reduziu a penetracéo inicial de juvenis de segundo estadio de M. javanica nas
raizes de soja e a formacdo de juvenis de terceiro estadio. O fungo, aplicado isoladamente,
aumentou os niveis das enzimas POX, PPO, PAL e CAT na parte aérea das plantas e da PPO e
da CAT nas raizes. Observou-se que o tratamento com Pc reduziu a reproducao de Mj em 40,3%
e promoveu aumento na altura de planta quando associado ao nematoide. P. chlamydosporia
promoveu maior absorcdo de fosforo e potassio, enquanto o teor de zinco foi superior no
tratamento com o nematoide. Maior respiracdo basal do solo foi observada para o tratamento
com Pc, e o carbono da biomassa microbiana foi superior no tratamento Mj seguido de Pc. A
interacdo entre 0s organismos promoveu aumento no quociente metabélico do solo.

Palavras-chave: Controle alternativo. Inducéo de Resisténcia. Nematoide das galhas.

iv



Pochonia chlamydosporia: potential in the control of Meloidogyne javanica in soybean
ABSTRACT OVERVIEW

The cultivation of soy is fundamental for the agricultural economy of Brazil, corresponding to
about 15% of the gross value of national production. However, soybean production is
threatened by losses caused by Meloidogyne javanica. The management of this nematode
requires strategies that are not harmful to the environment and human health. Thus, biological
control with the use of the nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia (Pc) is an
attractive alternative, as the fungus has the potential to induce resistance in plants and reduce
the population of nematodes. Based on the above, the present study evaluated the effect of P.
chlamydosporia (Rizotec®, Stoller) on the penetration and reproduction of M. javanica (Mj),
nutrient absorption by the plant and the potential inducer of resistance in soybean. The
penetration experiment was carried out in a greenhouse and the treatments were the application
or not of Pc in the sowing furrow, and the plants were inoculated with 2000 eggs + juveniles of
the second stage (J2) after emergence. Evaluations were performed at 10, 15, 20 and 25 days
after inoculation. The reproduction test was with the treatments Pc, Pc + Mj, Mj, and control.
Pc and Mj were applied at sowing and Mj reproduction evaluated 60 days after inoculation. The
induction experiment was similar to the reproduction experiment, however, the evaluations
were performed at 5, 8, 12 and 15 after the inoculation of Mj, evaluating the enzymes
phenylalanine ammonia lyase (PAL), peroxidase (POX) polyphenoloxidase (PPO ) and catalase
(CAT). The experiment of soil nutrition and respiratory activity was similar to that of
reproduction and it was evaluated macronutrients (phosphorus (P), potassium (K), calcium
(Ca), magnesium (Mg) and nitrogen (N)), micronutrients (zinc) (Zn), copper (Cu), iron (Fe)
and manganese (Mn)), basal soil respiration (RBS), microbial biomass carbon (CBM), soil
metabolic quotient (QCO2). The fungus P. chlamydosporia reduced the initial penetration of
juveniles of the second stage of M. javanica in soybean roots and the formation of juveniles of
the third stage. The fungus applied alone, increased the levels of the enzymes POX, PPO, PAL,
and CAT in the aerial part of the plants and PPO and CAT in the roots. It was observed that the
treatment with Pc reduced the reproduction of Mj by 40.3% and promoted an increase in plant
height when associated with the nematode. P. chlamydosporia promoted greater absorption of
phosphorus and potassium, while the zinc content was higher in the treatment with the
nematode. Greater basal soil respiration was observed for the treatment with Pc, and the carbon

of the microbial biomass was higher in the treatment Mj, followed by Pc. The interaction



between the organisms promoted an increase in the soil metabolic quotient. Keywords:
Alternative control. Resistance induction. Nematode of Galls.
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INTRODUCAO GERAL

Os nematoides sdo animais aquaticos que habitam desde oceanos até a fracéo liquida do
solo (Neher; Powers, 2005). Apresentam os mais diversos habitos alimentares (Yeates et al.,
1993; Ferris, 2010), que envolvem o parasitismo de outros animais (Braga; De Araujo, 2014;
Vieira et al., 2019), o parasitismo de plantas (Barker; Koenning, 1998; Dias et al., 2010), o
consumo de fungos (Kanzaki; Ekino; Giblin-Davis, 2019), bactérias (Bonkowski; Villenave;
Griffiths, 2009; Zhang; Holdorf; Walhout, 2017) e o héabito predatério de diversos
microrganismos aquaticos moveis (Khan; Kim, 2005, 2007; Bilgrami, 2008). Entretanto, os
nematoides parasitas de plantas séo o0s que despertam maior interesse dos humanos, pois causam
diversas perdas econémicas.

Os nematoides fitoparasitas sao constante preocupacao para a agricultura. O valor bruto
da producdo agricola mundial é estimada em cerca de US$ 5,5 trilhGes anuais (FAO, 2019a) e
0s nematoides possuem potencial de causar prejuizos que variam de US$ 157 bilhdes (Abad et
al., 2008; Hassan et al., 2013; Singh; Singh; Singh, 2015) a US$ 358 bilhdes anuais (Lopez
Gobmez et al., 2014). Tais organismos podem parasitar as mais diferentes plantas, sendo os
maiores prejuizos registrados para culturas cultivadas em grandes areas, como a soja, que ocupa
a 4° maior &rea cultivada do mundo, aproximadamente 123,6 milhdes de hectares (FAO,
2019b).

Os nematoides relatados parasitando soja em diversas partes do mundo pertencem a 50
géneros (Dias et al., 2010). No Brasil, foram relatadas 44 géneros de nematoides fitoparasitas,
dos quais 23 espécies sdo confirmadas, enquanto 21 sao descri¢des somente do género (Tenente
et al.,, 2019). Dentre essas espécies, destacam-se Heterodera glycines Ichinohe, 1951,
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, 1949, Meloidogyne javanica (Treub,
1885) Chitwood, 1949 Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & S. Stekhoven,
1941 e Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira, 1940 como as mais importantes para a
cultura da soja no Brasil (Franzener et al., 2005; Dias et al., 2010; Mattos et al., 2016; Lobo et
al., 2017; Miamoto et al., 2017, 2018; Mazzetti et al., 2019). Destas, M. javanica é a mais
frequente (Franzener et al., 2005; Dias et al., 2010; Mattos et al., 2016; Mazzetti et al., 2019).

Na tentativa de reduzir os prejuizos gerados pelo parasitismo dos nematoides nas plantas
e visando o manejo sustentavel, o controle bioldgico vem sendo difundido, com ndmero
crescente de produtos disponiveis no mercado. A acdo dos agentes de controle biolégico pode
dar-se de forma direta ou indireta sobre os nematoides (Kerry, 2000). Os fungos nemat6fagos
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agem predando e/ou parasitando diversas fases do cilco de vida dos nematoides, além de
produzirem substancias que favorecem o desenvolvimento das plantas e inibem outros
microrganismos patogénicos.

Pochonia chlamydosporia é a espécie de fungo nematéfago mais estudada para o
controle de nematoides (Hahn et al., 2018). Esse fungo parasita os estagios imdveis de varios
nematoides de importancia agricola (Moosavi et al., 2010) e pecuéria (Braga; De Aradujo, 2014;
Vieira et al., 2019). Na auséncia dos nematoides, pode sobreviver na matéria organica no solo
(Dallemole-Giaretta et al., 2012; Santos et al., 2014) ou no trato digestivo de animais (Araujo
et al., 2012). Além disso, em condicBes adversas, pode sobreviver na forma de estruturas de
resisténcia denominadas clamidésporos (Fernandes et al., 2017). O fungo caracteriza-se ainda
pelo habito endofitico no tecido vegetal, promovendo o crescimento das plantas (Dallemole-
Giaretta et al., 2015; Zavala-Gonzalez et al., 2015) e induzindo resisténcia a microrganismos
patogénicos (Manzanilla-Lopez et al., 2013).

Relatos indicam o potencial de P. chlamydosporia em reduzir a populagdo dos
nematoides (Dias-Arieira et al., 2011; Bontempo et al., 2014) de maneira semelhante ao
controle quimico (Medina-Canales et al., 2019).

Apesar das pesquisas ja conduzidas, ha algumas questdes a serem, incluindo o real papel
na inducao de resisténcia e na absor¢édo de nutrientes, bem como a relagéo entre tais fatores e 0
controle efetivo dos nematoides.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a acdo de P. chlamydosporia, aplicado
no sulco de semeadura na cultura da soja no controle de M. javanica. Especificamente,
objetivou-se analisar a penetracdo, o desenvolvimento e a reproducao do nematoide no sistema
radicular de soja, analisar o efeito da aplicacdo na absorcéo de nutrientes e na atividade das
enzimas de defesa peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amonia-liase e catalase em parte

aérea e sistema radicular de soja e analisar a atividade respiratéria do solo.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

A cultura da soja

A soja moderna (Glycine max (L.) Merr.) é uma planta herbacea da familia Fabaceae
(GBIF Secretariat, 2019) e acredita-se que é originaria da soja selvagem (Glycine soja Sieb. &
Zucc.) nativa da Asia oriental, cujo processo de domesticag&o surgiu ha cerca de 9000 a 6000
anos atras na bacia do rio Huanghe (Li et al., 2010; Lee et al., 2011; Kim et al., 2012; Sedivy;
Wu; Hanzawa, 2017). A planta produz um fruto denominado vagem com gréos em seu interior.
Na dinastia Zhou (cerca de 2500 anos atras), os graos de soja assumiram papel importante na
agricultura e na alimentacdo humana (Jin et al., 2012; Sedivy; Wu; Hanzawa, 2017).

No inicio do século XX, a soja era conhecida na Europa somente como uma planta
comum, sem potencial econdmico. Somente entre 1908 e 1909, com a escassez de alimentos
devido a Primeira Guerra Mundial, a soja passou a ter um valor econdmico reconhecido
(Prodohl, 2010). Essa valorizacdo da soja tornou a regido da Manchuria na China a principal
produtora do grdo, atraindo imigrantes de diversos paises (Kung; Li, 2011). Entretanto, com a
valorizacéo do grao, o cultivo ja havia se espalhado por diversos paises, sendo a América Latina
o principal foco da expansdo, pois as terras eram mais baratas, especialmente no Brasil
(Fearnside, 2001).

A soja foi introduzida no Brasil em 1882, quando as cultivares americanas foram
testadas em Salvador na Bahia, na intencdo de avaliar o potencial produtivo da soja em regides
tropicais. Entretanto, as plantas apresentaram baixo rendimento devido a baixa adaptabilidade
dos cultivares ao ambiente tropical (Cattelan; Dall’Agnol, 2018). Somente em 1908, com a
chegada dos imigrantes japoneses no Rio Grande do Sul, que a soja passou a ser cultivada para
0 consumo humano. Posteriormente, durante o processo de colonizacdo do estado do Parana na
década de 40, a soja comecou a ser cultivada comercialmente (Oliveira, 2015). Em 1980 iniciou
0 cultivo no centro-oeste e, em 1990, j& avangava no centro norte do pais (Fearnside, 2001,
Cattelan; Dall’Agnol, 2018). Ap6s o inicio dos anos 2000, também houve expansdo para a
Amazonia (Barona et al., 2010).

Atualmente, esta leguminosa ¢ a principal fonte de proteina para a alimentacéo animal,
além de ser um componente basico da alimentacdo humana (Hartman; West; Herman, 2011;
Kim et al., 2012; Sedivy; Wu; Hanzawa, 2017). Em 2019, a cultura da soja ocupou 125,6

milhGes de hectares de area cultivavel no mundo, onde foram produzidos 362,0 milhdes de
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toneladas de gréos. O Brasil é 0 pais com a segunda maior area cultivada, aproximadamente
33,9 milhdes de hectares, produzindo 114,6 milhdes de toneladas de graos, com valor bruto de
producéo estimado em US$ 33,1 bilhdes de dolares, correspondente a 15% do valor bruto da
producdo agricola brasileira (FAO, 2019b).

A importancia econémica da soja para a economia brasileira é consideravel e, deste
modo, € necesséria atencdo para os fatores limitantes para a producdo de soja (Godoy; Bueno;
Gazziero, 2015). Dentre os fatores limitantes da producéo da soja, citam-se os nematoides (Dias
etal., 2010; Lima et al., 2017).

Os nematoides na cultura da soja

Os principais nematoides parasitas de soja no Brasil sdo as espécies Heterodera glycines
(nematoide de cisto da soja), Meloidogyne incognita e M. javanica (nematoides das galhas),
Pratylenchus brachyurus (nematoide das lesfes radiculares) e Rotylenchulus reniformis
(nematoide reniforme) (Franzener et al., 2005; Dias et al., 2010; Mattos et al., 2016; Lobo et
al., 2017; Miamoto et al., 2017, 2018; Mazzetti et al., 2019). Juntos, estes nematoides causam
perdas na producdo agricola mundial estimadas em US$ 100 bilhGes de ddlares anuais (Ralmi,
2016). Dentre essas espécies, M. javanica tem sido citada como a mais frequente (Franzener et
al., 2005; Dias et al., 2010; Mattos et al., 2016; Mazzetti et al., 2019).

No campo, a distribuicdo espacial dos nematoides ocorre de forma agregada formando
reboleiras (Wu et al., 2011; De Brida et al., 2016; Freitas et al., 2017; Franchini et al., 2018;
Poromarto; Del Rio Mendoza; Nelson, 2019). Quando as reboleiras sdo formadas por
Meloidogyne sp., as raizes das plantas apresentam galhas. As galhas reduzem a absor¢do de
agua e nutrientes e, consequentemente, reduzem seu crescimento e producgdo, gerando perdas
consideraveis. Assim, 0s nematoides desse género constituem um dos mais importantes
nematoides de importancia econdmica para a agricultura, principalmente nas regides tropicais
(Sikora et al., 2018).

O género Meloidogyne e a espécie Meloidogyne javanica

O género Meloidogyne contem 97 espécies relatadas (Hunt; Handoo, 2009) e esse

namero elevado de espécies é equivalente ao grande numero de hospedeiros parasitados pelos
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nematoides desse género, estimado em 5500 espécies vegetais (Trudgill; Blok, 2001; Blok et
al., 2008).

Os problemas causados pelos nematoides do género Meloidogyne estéo associados aos
hospedeiros de interesse econdmico, visto que a maior parte das grandes culturas é parasitada
por Meloidogyne spp. (Charchar et al., 2009). Os problemas s&o agravados nas regides tropicais
(Fourie et al., 2013; Sikora et al., 2018), onde os nematoides sdo favorecidos pela temperatura
e atingem altas populacGes que podem inviabilizar a producao.

No Brasil, as espécies M. javanica e M. incognita sdo as mais importantes para a
agricultura (Charchar et al., 2009), sendo M. javanica considerada a mais agressiva para a
cultura da soja (Mattos et al., 2016; Mazzetti et al., 2019). Esta espécie foi relatada pela primeira
vez no Brasil parasitando plantas de Tropaeolum majus L., conhecida popularmente como
capuchinha (Cesnik, 1957). Em soja, M. javanica foi relatado inicialmente em lavouras no
Ceara, em 1968 (Ponte, 1968).

Os danos causados por M. javanica sdo agravados quando as condi¢des ambientais
favorecem o desenvolvimento dos nematoides. O ciclo de vida de ovo a ovo para M. javanica
é de aproximadamente 29 dias em temperaturas médias de 25 °C, com temperatura 6tima
variando de 25 a 30 °C (Trudgill, 1995). Temperaturas inferiores a 11,4 °C paralisam a atividade
do nematoide (Campos; Campos; Pozza, 2008; Giné et al., 2014). Por outro lado, em altas
temperaturas, a viabilidade dos ovos é reduzida drasticamente (Madulu; Trudgill, 1994).

Os ovos de M. javanica tendem a permanecer envoltos em uma matriz gelatinosa
secretada pela fémea (Caillaud et al., 2008). Os processos embriogénicos ocorrem fora do corpo
da fémea, nessa matriz gelatinosa (Caillaud et al., 2008; Favery et al., 2016). O
desenvolvimento dos ovos se inicia na fase pluricelular, avangando para a especializacdo das
células, compondo a gastrulacéo e, posteriormente, a formagdo do J1 (Campos et al., 2008). O
J1, ainda no interior do ovo, sofre a primeira ecdise e, desta forma, do ovo emerge o juvenil de
segundo estadio (J2) (Calderon-Urrea et al., 2016).

Apos eclodir, o J2 migra pelo solo em busca de raizes de plantas hospedeiras. Ao
encontrar uma raiz, penetra a epiderme radicular e migra pelos espacos intercelulares até o
cilindro vascular, onde insere o estilete em um célula (Caillaud et al., 2008). A alimentacéo
induz a formagéo do sitio de alimentag&o e o consumo do contetdo celular das células fornecera
0S nutrientes necessarios para seu desenvolvimento. Apoés iniciar a alimentacdo ocorre a 2°
ecdise, dando origem ao juvenil de terceiro estadio (J3) e, logo na sequéncia, ocorre a 3° ecdise
e a formac&o do juvenil de quarto estadio (J4). Ambos, J3 e J4, possuem o formato do corpo



salsichoide e ndo se alimentam. Nesses estadios, 0s nematoides sdo incapazes de se alimentar
até que ocorra a 4° ecdise, quando surgem os adultos (Caillaud et al., 2008)

Os sintomas tipicos que caracterizam 0s nematoides desse género sdo as galhas
radiculares, as quais sdo incitadas pelos juvenis de segundo estadio (J2) que penetram as raizes
e migram para os feixes vasculares, onde usam o estilete para perfurar e selecionar algumas
células que compordo o sitio de alimentacdo (Jones; Goto, 2011; Teillet et al., 2013; Escobar et
al., 2015; Lopez-Gbémez; Verdejo-Lucas, 2017). Durante a alimentacdo, a glandula esofagiana
dorsal secreta enzimas para degradar a parede celular e alterar o metabolismo da planta (Davis;
Hussey; Baum, 2004; Escobar et al., 2015). Tais substancias induzem a hiperplasia e a
hipertrofia das células. Assim, o processo de divisdo celular é suspenso, fazendo com que a
célula aumente de tamanho e acomode inumeros nucleos e organelas, principalmente
ribossomos (Caillaud et al., 2008; Hofmann et al., 2010; Favery et al., 2016). O sitio de
alimentacdo é composto por trés a sete células que circundam a regido cefalica do nematoide
(Caillaud et al., 2008). Os plasmodesmas assumem a funcdo de canalizar os nutrientes das
células vizinhas para as células alimentadoras (Hofmann et al., 2010)

As galhas podem ser observadas cerca de trés dias apds a penetracdo do J2 (Escobar et
al., 2015). Em altas populacgdes de Meloidogyne spp., € possivel observar abundéncia de galhas
no sistema radicular que, consequentemente, afeta a absorcdo de agua e nutrientes (Grundler;
Hofmann, 2011). No dossel das plantas de soja, observam-se os sintomas reflexos, incluindo
reducdo do crescimento das plantas (Dias et al., 2010), sintomas de deficiéncia de nitrogénio
(Lépez Gomez et al., 2014) e abortamento da floracdo e vagens que, diretamente, resulta na
reducdo da producéo (Dias et al., 2010).

As espécies de Meloidogyne apresentam dimorfismo sexual, ou seja, as fémeas possuem
formato corporal diferente dos machos. Elas possuem o corpo com formato periforme, o que
torna a fémea sedentaria e incapaz de migrar. Os machos geralmente estdo ausentes nas
populacbes de M. javanica e, quando presentes, ndo se alimentam (Dinh; Knoblauch; Elling,
2014; Ntalli et al., 2016).

A fecundidade das fémeas é dependente do hospedeiro, sendo que M. javanica tem
potencial de produzir até 2000 ovos (Tzortzakakis; Trudgill, 1996; Calderén-Urrea et al., 2016).
A relacdo entre o numero de ovos inicial que comp®e o indculo inicial e 0 numero de ovos apds
sucessivos ciclos reprodutivos pode ser expressada pelo fator de reproducdo (Oostenbrink,
1966). Essa relacdo é importante para comparar a eficiéncia de um método de controle ou a
suscetibilidade de alguma planta hospedeira.



Controle de nematoides na soja

Os nematoides, a exemplo de outros patégenos habitantes do solo, ndo podem ser
erradicados com as tecnologias disponiveis atualmente para o controle. Nesse contexto, a Gnica
alternativa para o produtor de soja € conviver com 0 nematoide em populagées baixas, para que
a cultura ndo seja afetada negativamente. Entretanto, os nematoides possuem grande
fecundidade com curtos periodos de geracdo (Trudgill; Blok, 2001), assim, a demanda por
estratégias de controle é constante. Tais estratégias para a reducdo das populacdes de
nematoides baseiam-se no manejo integrado, no qual estdo incluidos os controles quimico,
genético, cultural e bioldgico.

O controle quimico é também utilizado para o controle de nematoides na cultura da soja,
sendo os demais métodos muitas vezes considerados como auxiliares (Caboni et al., 2015). Este
é realizado pela aplicacdo de nematicidas fumigantes, tratamento de sementes ou aplicados
diretamente no sulco de plantio (Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento, 2019). A
eficiéncia do controle quimico é comprovada para o controle de M. javanica em soja (Santos,
2015; De Almeida et al., 2017). Entretanto, os métodos quimicos ndo sdo econdmicos a longo
prazo, pois poluem o meio ambiente, podem resultar no desenvolvimento de problemas de
satde em humanos, além de levar a selecdo de organismos resistentes devido ao uso frequente
(Soltani et al., 2013).

O controle cultural consiste em agregar praticas de manejo visando reduzir a populacao
inicial dos nematoides no momento da implantacéo das culturas agricolas. A rotacdo de culturas
é uma estratégia no controle de nematoides (Dias et al., 2010). Essa medida consiste em cultivar
plantas ndo hospedeiras ou com baixo fator de reproducdo dos nematoides nos intervalos de
cultivo de uma planta suscetivel de interesse comercial. Algumas crotalarias, quando utilizada
em sistemas de rotacdo de culturas, atua como uma planta-isca, no qual os J2 existentes no solo
penetram as raizes e iniciam a alimentacao, contudo, por reacéo de hipersensibilidade ou outro
mecanismo de resisténcia, o sitio de alimentagéo falha em nutrir o nematoide (Huang; Mota e
Silva, 1980) e, por isso, apresenta baixo fator de reproducdo (Miamoto et al., 2016). Além da
crotalaria, outras espécies sdo consideradas antagonistas ou mas hospedeiras de M. javanica,
incluindo Brachiaria sp. (=Urochloa) (Dias-Arieira et al., 2003), Mucuna deeringiana, Cajanus
cajan, Canavalia ensiformis, Macrotyloma axillare, Stylosanthes capitata (Miamoto et al.,

2016), Secale cereale, Tagetes spp., Vigna unguiculata e Sorghum spp. (Reddy, 2017).



Outras préticas culturais que contribuem para o controle de nematoides incluem o
cultivo de plantas de cobertura e a adi¢cdo de matéria organica ao solo (Wutke et al., 2014;
Carvalho et al., 204)). As plantas utilizadas para a rotacdo de culturas podem fornecer a matéria
organica necessaria para favorecer o desenvolvimento de microrganismos antagonistas que
inibem, parasitam ou predam os nematoides. Entretanto, a matéria orgénica pode ser oriunda
de diversas fontes de origem vegetal ou animal. Os principais residuos de origem vegetal para
a reducdo de M. javanica sdo as palhadas de gramineas (Dias-Arieira et al., 2003), cascas de
grdos (Fabiyi, 2018), tortas de sementes de mamona (Pedroso et al., 2019) e nim (Hussain;
Mukhtar; Kayani, 2011; Rizvi et al., 2015; Kankam; Sowley, 2016) e residuo de mandioca
(Fonseca et al., 2016; Zevallos; Pereira Querol; Ambrogi, 2018). Quanto aqueles de origem
animal, pode-se citar o esterco (Abolusoro et al., 2015; Amulu; Adekunle, 2015; Kankam;
Sowley; Oppong, 2015) e os residuos de abatedouros (Gomes, 2007; Osunlola; Fawole, 2015;
Bakr, 2017). Os residuos processados por microrganismos, como o substrato exaurido de
cogumelos (Awd-Allah; EI-Sherbiny, 2015; EImi; Abdollahi, 2015; Hahn et al., 2019) e o soro
da producéo de queijos (Ntalli et al., 2019) podem ser utilizados no manejo de nematoides.

O controle genético é considerado um outro método para 0 manejo de patdgenos
radiculares, incluindo os nematoides (Seid et al., 2017). Apesar de desejavel, tem como
principal limitacdo a dificuldade na obtengdo de cultivares resistentes com produtividade e
adaptabilidade satisfatorias. No Brasil, ha cultivares de soja resistentes a M. javanica
(Bruinsma; Antoniolli, 2015; Schmitt; Bellé, 2016; Teixeira; Barbosa; Rocha, 2017; Mazzetti
etal., 2019).

Além destas estratégias, faz-se necessario o manejo correto de plantas daninhas e
voluntarias, que podem manter a multiplicacgdo do nematoide nos periodos de entressafra
(Collange et al., 2011; Ramos et al., 2019). As principais plantas daninhas suscetiveis a M.
javanica sao Amaranthus spp., Bidens pilosa, Commelina benghalensis, Cyperus rotundus,
Echinochloa colonum, Euphorbia heterophylla, Ipomoea nil, Portulaca oleracea, Sida
rhombifolia e Solanum americanum (Bellé et al., 2019; Dias-Arieira., 2017).

Dentre as praticas empregadas para 0 manejo de nematoides, o controle bioldgico foi o
que apresentou maior crescimento nos ultimos anos. Apds a reducdo do uso dos nematicidas
fumigantes, como o brometo de metila (Hahn et al., 2018) e a detec¢do de residuos de
nematicidas ndo fumigantes nas dguas subterraneas dos aquiferos (Charlier et al., 2009). Esse
cenario fez com que o controle biolégico assumisse um papel de destaque no controle de

nematoides.



Controle bioldgico de nematoides

Os solos apresentam uma infinidade de microrganismos que influenciam a vida do
nematoide, incluindo bactérias, fungos, algas, protozoarios e outros nematoides (Mukhtar;
Pervaz, 2003; Lopes et al., 2007; Parnell et al., 2016), capazes de predar, parasitar ou matar os
mesmos (Eapen; Beena; Ramana, 2005). A utilizacdo do controle bioldgico pode consistir no
favorecimento da biota nativa do solo ou na introducdo de agentes de controle bioldgico
externos (Akhtar et al., 2015; Aboutorabi, 2018).

Para o controle bioldgico utilizando a biota nativa, aplicam-se medidas de controle
cultural, como rotagéo de culturas e adubagéo orgéanica, que favorecem o desenvolvimento de
microrganismos parasitas de nematoides, tais como fungos (Li et al., 2007; Liu; Xiang; Che,
2009), bactérias (Timper et al., 2016) e outros nematoides predadores (Khan; Kim, 2007). Além
disso, esses microrganismos podem produzir substancias nematicidas que atuam diretamente
sobre os nematoides (Li et al., 2007; Liu; Xiang; Che, 2009; Hahn et al., 2019) e/ou podem
produzir substancias que ativam vias metabdlicas nas plantas (Ghahremani et al., 2019).

Outra forma de controlar os nematoides por agentes bioldgicos é por meio da introducao
massal (Van Lenteren et al., 2018; Kohl; Kolnaar; Ravensberg, 2019). Nesse tipo de controle
bioldgico, a introducdo massal dos agentes de controle biol6gico permite aumentar a populacéo
de determinado agente de forma exponencial e num intervalo pequeno de tempo, que pode ser
chamado de inundacdo. A inundacdo permitira obter controle imediato de pragas em culturas
com ciclo de producao curto (controle biol6gico inundativo) ou para controle de pragas durante
varias geraces em culturas anuais (controle bioldgico inoculativo sazonal) (Cock et al., 2010;
Lorito et al., 2010; Parnell et al., 2016; Van Lenteren, 2012). Além disso, a introdugdo massal
de um agente de controle biolégico conhecido, permite ter previsibilidade sobre o controle
promovido.

Dentre a infinidade de agentes de controle bioldgico de nematoides existente, alguns
deles podem ser produzidos em larga escala, como as bactérias dos géneros Bacillus,
Pseudomonas e Pasteuria, e os fungos Arthrobotrys spp., Dactylaria spp., Trichoderma spp.,
Purpureocillium lilacinum (=Paecilomyces lilacinus) e Pochonia chlamydosporia.

As bactérias podem reduzir os danos e a reproducdo dos nematoides, afetando a
regulacdo do comportamento dos nematoides (Phani et al., 2018), interferindo no
reconhecimento do hospedeiro, na competi¢do por nutrientes, na promocao do crescimento das
plantas (Khanna et al., 2019; Lopes et al., 2019), na resisténcia sisttmica induzida (Adam;



Heuer; Hallmann, 2014; Hu et al., 2018) e na producdo de exsudatos com atividade ovicida,
nematicida e nematostatica (Oliveira et al., 2014; Azam et al., 2018). O tratamento de sementes
de soja com isolados de Bacillus spp. permite reduzir a formacao de galhas de M. javanica
(Chinheya; Yobo; Laing, 2017).

Os fungos nematdéfagos podem produzir estruturas especializadas para a predacgéo, tais
como anéis constritivos ou ndo, redes de hifas, vesiculas espinhosas, vesiculas adesivas ou
toxicas (Eapen; Beena; Ramana, 2005; Yang et al., 2007; Liu; Xiang; Che, 2009). Dentre esse
grupo de fungos nemato6fagos, o género Arthrobotrys € um dos mais estudados no controle de
Meloidogyne spp. (Hahn et al., 2018). A caracteristica marcante desse género é a produgéo de
rede de armadilhas adesivas formada com um conjunto de anéis (Nordbring-Hertz, 2004; Niu;
Zhang, 2011). O género Dactylaria, o segundo fungo predador mais estudado, possui
armadilhas compostas de anéis, mas estes ndo apresentam secre¢do adesiva e capturam 0s
nematoides por constricdo (Kumar; Singh, 2011).

Atualmente, no Brasil, os produtos comerciais mais usados para o controle de
nematoides sdo constituidos por orgaismos considerados oportunistas, incluindo as espécies P.
lilacinum e P. chlamydosporia, as quais sdo saprofitas facultativas, capazes de parasitar ovos e
fémeas sedentérias de fitonematoides (Dias-Arieira et al., 2018). Soma-se a isto o fato de que
fungos nematdfagos, em sua maioria, secretam substancias com efeito nematicida, como é
comumente observado para Trichoderma spp., cujas espécies eficientes no controle de
nematoides liberam enzimas hidroliticas extracelulares, incluindo proteases, colagenases e
quitinases, que permitem a penetracdo na cuticula e digestdo dos nematoides (Affokpon et al.,
2011).

O fungo nemat6fago Pochonia chlamydosporia

A espécie P. chlamydosporia, anteriormente denominada Verticillium
chlamydosporium, é um fungo de solo, que cresce por meio de um micélio espesso, inicialmente
branco, cuja cor evolui para creme e ocre, formando uma crosta firme e pulverulenta. As hifas
sdo ramificadas, septadas e hialinas e os conidiéforos sdo verticais e ramificados, cada um com
um unico conidio oval e hialino. Como esporo de resisténcia, produz clamiddsporos
multicelulares, com quatro a nove células, de paredes espessas, globulosas, suportadas em

ramos laterais (Evans; Kirk, 2017).

10



Por muito tempo, a espécie foi considerada somente um fungo comumente encontrado
nos solos. Somente em 1974, foi descrito pela primeira vez o parasitismo de V.
chlamydosporium em cistos de Heterodera spp. (Willcox; Tribe, 1974). No ano seguinte,
mencionou-se o0 potencial do fungo para reducdo de Heterodera avenae em campos de cereais
(Kerry, 1975). Em 2001, o fungo deixou de ser chamado de V. chlamydosporium, sendo
reclassificado como Pochonia chlamydosporia (Gams; Zare, 2001).

A espécie é cosmopolita e foi encontrada em solos supressivos em diversas regifes do
planeta. Possui a capacidade de sobreviver como saprofita no solo na auséncia de nematoides
(Manzanilla-Lopez et al., 2013).

O principal efeito de P. chlamydosporia sobre a populacdo dos nematoides ocorre pelo
parasitismo de ovos de nematoides e fémeas sedentarias. O parasitismo do fungo ocorre devido
a producdo de um apressorio que secreta substancias que degradam a cuticula do ovo (Escudero;
Lopez-Llorca, 2012; Escudero et al., 2016). A colonizacado e absor¢do do contetdo pelas hifas
do fungo disponibilizar4 os nutrientes necessarios para seu metabolismo, crescimento e
reproducdo. Os clamiddsporos de P. chlamydosporia podem germinar e emitir o micélio, que
penetra 0s ovos do nematoide logo em sequéncia (Dallemole-Giaretta et al., 2008). Quando o
micélio tem tempo para colonizar o solo, 0 nimero de galhas nas plantas é reduzido (Podesta
et al., 2016).

Durante o processo de colonizacdo do solo, pode haver a liberacdo de diversos
compostos quimicos com potencial de afetar os nematoides, tais como as toxinas phomalactone
(Khambay et al., 2000), chlamyphilone (Lacatena et al., 2019) e aurovertina (Niu et al., 2010;
Wang et al., 2015).

Os efeitos indiretos no controle de nematoides propiciados por esses fungos estdo
associados a inducdo de crescimento e & resisténcia sistémica, producdo de substancias
antimicrobianas e antagonismo aos microrganismos fitopatogénicos (Monfort et al., 2005). Ja
foi relatado que o fungo pode promover o crescimento de plantas de tomateiro (Zavala-
Gonzalez et al., 2015), alface (Dallemole-Giaretta et al., 2015) e cevada (Larriba et al., 2015),
além de induzir a resisténcia a M. incognita em tomateiro (Medeiros et al., 2015; Ghahremani
etal., 2019).

A inducdo de resisténcia deve-se ao fato de que P. chlamydosporia ativa as rotas
metabolicas, aumentando as concentracdes de polifenoloxidases e peroxidases em raizes
(Medeiros et al., 2015). Em tomateiros, alguns isolados de P. chlamydosporia foram capazes
de modular a ativacdo da via do acido salicilico e a via do jasmonato (Ghahremani et al., 2019).
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As duas vias estdo associadas a ativacao de proteinas de resisténcia que atuam na defesa das
plantas contra Meloidogyne spp. (Van Loon; Rep; Pieterse, 2006; Fujimoto et al., 2011; Nahar
etal., 2011; Hu et al., 2017). Além dos beneficios ja mencionados, ha a hipotese de que, pelo
fato do fungo apresentar atividade endofitica, ele possa melhorar a absor¢édo de nutrientes pela
planta, o que explicaria 0 melhor desenvolvimento das mesmas quando tratadas com P.
chlamydosporia (Schéfer et al., 2009).

Apesar dos resultados ja obtidos, vale destacar que diferentes isolados do fungo podem
apresentar potencial varidavel para o controle do nematoide, bem como atuar de diferentes
formas para 0 manejo. A produgéo de enzimas extracelulares envolvidas no parasitismo de ovos
de Meloidogyne spp. varia com o isolado de P. chlamydosporia. Entretanto, interacdes
complexas com o0 ambiente ocorrem, influenciando na patogenicidade (Esteves et al., 2009). A
combinacdo de fatores genéticos junto a adaptabilidade é determinante para o sucesso do
controle. Em muitos casos, isolados nativos apresentam eficiéncia superior a isolados
introduzidos, pois sdo mais adaptados (Sorribas et al., 2003).

Apesar de todas as pesquisas, ainda ndo estd claro o efeito direto e indireto de P.
chlamydosporia sobre os nematoides parasitas de plantas, bem como a interacdo que ocorre
entre 0 fungo, a cultura da soja e o nematoide M. javanica, principalmente no aspecto

relacionado a inducdo de resisténcia e absorcdo de nutrientes.
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Artigo apresentado nas normas da revista: Journal of Phytopathology
CAPITULO I

Pochonia chlamydosporia induz resisténcia em soja contra Meloidogyne javanica?

Abstract: Pochonia chlamydosporia (Pc) é um fungo quitinolitico, caracterizado pela
eficiéncia em parasitar ovos e fémeas sedentérias, que apresenta potencial para induzir
resisténcia em plantas. Assim, objetivou-se avaliar a atividade de enzimas de defesa em
soja tratada com Pc visando o controle de Meloidogyne javanica (Mj). Os tratamentos
consistiram em plantas ndo inoculadas e ndo tratadas (testemunha); plantas inoculadas e
ndo tratadas (Mj), planta ndo inoculadas e tratadas (Pc) e plantas inoculadas e tratadas
(Mj + Pc). Avaliou-se penetragdo e desenvolvimento de Mj e atividade das enzimas
peroxidase de guaiacol (POX), polifenoloxidase (PPO), fenilalanina amonia-liase (PAL)
e catalase (CAT), aos 5, 8, 12 e 15 apos a inoculacdo (DAI), em parte aérea e raiz. A
aplicacdo de Pc reduziu penetracdo de juvenis e atrasou o desenvolvimento do nematoide.
O fungo aumentou os niveis de POX (média geral), PPO, PAL e CAT, aos 5 e 15 DA,
na parte aérea das plantas e de PPO e CAT nas raizes aos 15 e 8 DAI. Pc possui potencial
para inducdo de resisténcia em soja, sendo este um mecanismo adicional de controle.
Keywords: fungo nematéfago, fungo endofitico, enzimas de resisténcia, nematoide das
galhas.
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Does Pochonia chlamydosporia induce resistance against Meloidogyne javanica in

soybean?

Abstract

Pochonia chlamydosporia (Pc), a chitinolytic fungus highly efficient in parasitizing
nematode eggs and sedentary females, is a potential inducer of plant resistance against
root-knot nematodes. This study aimed to investigate the ability of Pc to enhance defense
enzyme activity in soybean (Glycine max) inoculated with Meloidogyne javanica (Mj).
Treatments consisted of uninoculated untreated plants (control), plants inoculated with
Mj, plants treated with Pc, and plants inoculated with Mj and treated with Pc. Nematode
penetration and development in roots and guaiacol peroxidase (POX), polyphenol oxidase
(PPO), phenylalanine ammonia-lyase (PAL), and catalase (CAT) activities in shoots and
roots were determined at 5, 8, 12, and 15 days after inoculation (DAI). Pc application
reduced juvenile penetration and delayed nematode development. Treatment also
increased POX, PPO, PAL and CAT activities in shoots at 5 and 15 DAI and PPO and
CAT activities in roots at 15 and 8 DAI. The results indicate that the nematode-
suppressive effects of Pc in soybean can also be attributed to resistance induction.

Keywords: nematophagous fungi, endophytic fungi, resistance enzyme, root-knot

nematode.
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Introduction

A inducédo de resisténcia pode ser é uma alternativa ambientalmente segura e
sustentavel para o controle de nematoides e consiste na ativacdo de mecanismos de defesa
que encontram-se dormentes na planta, por meio da aplicacdo de microrganismos
benéficos ou substancias quimicas, como o acido jasménico, etileno e acido salicilico
(Henry, Thonart, & Ongena, 2012; Thakur, & Sohal, 2013).

Os agentes elicitores abioticos ativam a resisténcia sistémica adquirida (SAR),
pela rota do acido salicilico, sendo o acibenzolar-S-metil (ASM), um dos mais estudados
para o controle dos nematoides das galhas e das lesdes, em diferentes patossistemas
(Chinnasri, Sipes, & Schmitt, 2003; Molinari, & Baser 2010; Puerari et al., 2013; Puerari
et al., 2019). Os agentes bidticos estdo relacionados, principalmente, a resisténcia
sistémica induzida (SIR), ativada pelas vias do acido jasménico e do etileno (Molinari, &
Baser, 2010). Em ambos 0s casos, observa-se ativacdo de genes de defesa e aumento de
proteinas relacionadas a patogénese, além de fortalecer as paredes celulares pela
deposicéo de lignina (Raj et al., 2012; Zhu et al., 2013; Medeiros et al., 2015).

No processo de inducdo, varias enzimas podem ser ativadas, incluindo
fenilalanina aménia-liase (PAL), peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO) e catalase
(CAT), as quais estdo associadas ao aumento de resisténcia de plantas a nematoides
(Vasyukova et al., 2007; Sahebani, Hadavi, & Zade, 2011; Nikoo et al., 2014; Medeiros
et al. 2015; Puerari et al. 2019), sendo cada enzima responsavel por uma determinada
atividade. Assim, a PAL catalisa a primeira reacdo na rota dos fenilpropanoides,
transformando a L-fenilalanina em &cido cindmico (Nakazawa et al. 2001), acelerando o
processo de lignificacdo, fornecendo precursores do acido hidroxicinamico e aumentando
a sintese de espécies fendlicas requeridas no processo de defesa (MacDonald, &
D’Cunha, 2007).

A enzima PPO estd associada a catalise da hidroxilagdo de monofendis a o-
difenois e pela oxidagéo de o-difenois em o-quinonas, compostos estes de alta toxicidade
(Das et al. 2010), que iniciam o processo de oxidacdo de compostos fendlicos, quando ha
ruptura da célula vegetal (Das et al. 2010; War et al. 2012). A POX catalisa da oxidagdo
de compostos fendlicos, vindos da rota de fenilpropanoides, pela reducéo do peréxido de
hidrogénio (H202) (Passardi, Longet, Penel, & Dunand, 2004). A CAT, por sua vez,
apresenta elevada atividade quando o organismo se encontra em estresse (Avilez et al.

2008), exercendo duas fungdes importantes: a conversdo de peréxido de hidrogénio a
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agua e oxigénio (H20 + Oy) e a oxidagdo de compostos hidrogenados, como metanol,
etanol, &cido férmico e fenois (Avci, Coruh, Bolukbasi, & Ogel, 2013).

No caso da indugéo de resisténcia a nematoides, tem-se observado, como reflexo
do processo, a reducdo da penetracdo e, principalmente, da reproducdo do parasita
(Molinari, & Baser, 2010; Chaves, Pedrosa, Willadino, & Cardoso, 2016; Puerari et al.
2019), possivelmente por restringir a movimentacdo do nematoide no tecido radicular e
0 acesso ao alimento.

Dentro do contexto de SIR, hd a hipdtese de que o fungo Pochonia
chlamydosporia possa atuar como indutor de resisténcia, pois, apesar de ser um fungo
quitinolitico, caracterizado por parasitar ovos e fémeas sedentdrias de nematoides
(Barbosa et al. 2019), ha relatos da expressdo de genes e enzimas relacionados a defesa
da planta, em alguns patossistemas (Medeiros et al. 2015; Ghahremani et al. 2019).
Contudo, sabe-se que este fenbmeno pode ser especifico para determinadas espécies
vegetais e ndo ha, até o momento, estudo da atividade do fungo na ativagdo das principais
enzimas relacionadas a defesa em soja. Portanto, o trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial de P. chlamydosporia isolado Pc-10 em controlar o nematoide M. javanica por

meio da ativacdo de enzimas de resisténcia em soja.

Material and methods

General experimental procedures

O in6culo de M. javanica foi obtido de uma populacdo pura, multiplicada em
tomateiro em casa-de-vegetacdo, sob coordenadas geograficas 23°47°34,5” S e
53°15°22,1”> W e 430 m de altitude. Os nematoides foram extraidos das raizes das plantas
de acordo com a metodologia proposta por Hussey & Barker, modificada por Boneti &
Ferraz (1981). A suspensao foi calibrada para 2000 ovos e eventuais juvenis de segundo
estadio (J2) mI, em camara de Peters, sob microscopio 6ptico.

O isolado de P. chlamydosporia utilizado na pesquisa foi o Pc-10 (Rizotec®,
Stoller 5,2 x 107 clamiddsporo g de produto), na dose recomendada pelo fabricante (2,5
kg de produto comercial ha'!) (Rizoflora Biotecnologia S.A.). O produto foi aplicado via

sulco de semeadura, em um volume de calda equivalente a 50 L ha™.
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Penetration test

O experimento de penetragdo foi realizado em casa-de-vegetagdo, sob
coordenadas j& mencionadas, com temperaturas variando de 17,7 a 23,9 °C. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em fatorial 2 x 4 (dois
tratamentos x quatro épocas de avaliacdo), com trés repeticdes. O primeiro fator
correspondeu a plantas inoculadas com M. javanica tratadas ou nd&o com P.
chlamydosporia e o segundo fator as épocas de avaliacdo, que ocorreram aos 10, 15, 20
e 25 apos a inoculacdo (DAI) do nematoide.

As unidades experimentais foram compostas por tubetes contendo 100 ml de uma
mistura de solo (Latossolo Vermelho Distrofico) e areia, na proporcdo de 1:1 (V:v),
previamente autoclavado a 121 °C por duas horas. Em cada tubete, foi aberto um orificio
com 4 cm de profundidade, onde foi realizada a deposicdo de 1 ml da suspensédo de
nematoide, contendo 2000 ovos+J2 de M. javanica, seguido a aplicacdo de P.
chlamydosporia ou &gua (testemunha), por aspersdo do solo no orificio de semeadura, e,
por fim, semeou-se uma semente de soja cv. M6410 IPRO por tubete.

Aos 10, 15, 20 e 25 dias apds a inoculacdo, as plantas foram cuidadosamente
coletadas, separando-se parte aérea e raiz. As raizes foram lavadas, depositadas sobre
folhas de papel toalha para retirar o excesso de adgua e, posteriormente, determinou-se 0
comprimento da raiz e a massa fresca. Em seguida, as raizes foram submetidas a
coloracdo com fucsina acida (Byrd Jr, Kirpartrick, & Barker, 1983) e armazenadas em
glicerina até o momento da avaliacdo. Para analise, os fragmentos de raizes foram
depositados entre duas Id&minas de microscopia e observados ao microscopio éptico no
aumento de 40x, avaliando-se 0 nimero de nematoides presentes no interior das raizes,
separando-o0s como J2, J3, J4 e fémeas. A parte aérea das plantas foi avaliada quanto a
altura, massa fresca e seca, sendo esta Ultima obtida apds 48 horas em estufa de secagem

com ventilacdo de ar a 65 °C.

Resistance enzyme activity

O experimento de determinacédo da atividade enzimatica foi realizado em BOD a
temperatura de 26 °C, com fotoperiodo de 12 horas, em blocos inteiramente casualizados
e disposto em fatorial 4 x 4, com quatro repeticGes. O primeiro fator correspondeu aos
tratamentos, sendo eles plantas ndo inoculadas e ndo tratadas (testemunha); plantas

inoculadas e ndo tratadas (Mj), planta ndo inoculadas e tratadas (Pc) e plantas inoculadas
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e tratadas (Mj + Pc). O segundo fator foi 0 momento de avaliagdo, iguais a 5, 8, 12 e 15
apos a inoculagdo (DAI) de M. javanica.

O experimento foi instalado e conduzido como descrito para penetracdo e, em
cada época de avaliacdo, as plantas foram coletadas, sendo as raizes cuidadosamente
lavadas. Entdo, amostras, de aproximadamente 0,5 g do tecido foliar e radicular, foram
coletadas separadamente e armazenadas em papel aluminio, sendo congeladas a -20 °C.
As amostras foram preparadas pela maceracdo em almofariz com nitrogénio liquido e,
posteriormente, suspensas em 4 ml de tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0,
contendo 0,1 mM de EDTA e 1% (v/v) de polivinilpirrolidona (PVP). Os extratos foram
centrifugados a 21.155 g (14.500 rpm) por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante,
correspondente ao extrato enzimatico, foi coletado e transferido para tubos eppendorf de
1,5 ml e armazenados congelados a -8 °C.

O teor total de proteinas foi determinado utilizando o corante Coomassie Brilliant
Blue G-250 (Bradford 1976). Para isso, utilizou-se 50 pL do extrato enzimatico
adicionado a 2,5 ml do reagente de Bradford e, apds 5 minutos de agitacédo, a leitura de
absorbancia foi realizada a 595 nm em espectrofotémetro (modelo UV 5200S, Global
Trade Tecnology). A concentracdo de proteinas das amostras foi estimada pela curva
padrdo de concentracdo da albumina de soro bovino, utilizada para o célculo das
atividades enzimaticas expressas em mg de proteinas.

A atividade da enzima peroxidase de guaiacol (POX; EC 1.11.1.7) foi obtida
realizando a leitura da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol na presenca de peroxido
de hidrogénio, pela mistura de 2,9 mL de substrato ¢ 100 pL de extrato enzimatico. O
substrato foi composto de 7,25 pL de guaiacol ¢ 8,874 uL de H>O3, diluidos em tampé&o
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), sendo mantido em banho-maria a 30 °C durante as
analises. A leitura das amostras foi realizada durante 1 min em espectrofotdmetro, a 470
nm, sendo os resultados expressos em Aabs 470 nm min™® mg? de proteina (Lusso, &
Pascholati, 1999).

Determinou-se a atividade da polifenoloxidase (PPO; EC 1.10.3.2) pelo método
de oxidagdo do catecol em quinona (Duangmal, & Apenten, 1999), obtida por uma
mistura de 900 pL do substrato e 100 pL do extrato enzimatico. O substrato foi composto
por catecol, na concentracdo de 20 mM, dissolvido em tampao fosfato de potassio 0,1 M
(pH 6,8), 0 qual foi mantido a 30 °C em banho-maria durante a avaliacdo. As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro a 420 nm e os resultados foram expressos em Aabs

420 nm mint mg* de proteina.
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A atividade de fenilalanina aménia-liase (PAL; EC 4.3.1.5) foi determinada pelo
método de conversdo de L-fenilalanina em é&cido trans-cinamico (Umesha, 2006). Assim,
uma solucdo contendo 100 uL do extrato enzimatico a 400 pL de tampao Tris-HCI 0,025
M (pH 8,8) € 500 uL de solugdo de L-fenilalanina 0,05 M (825,9 mg diluido em 100 ml
de tampéo Tris-HCL 0,025 M, pH 8,8) foi mantida a 40 °C em banho-maria por 2 h. Apés
a incubagdo, a reacdo foi paralisada adicionando 60 pL. de HCI 5 M. A suspensdo foi
analisada em espectrofotometro a 290 nm. A atividade de PAL foi obtida pela diferenca
entre a absorbancia das amostras em relagcdo ao controle sem adicdo de L-fenilalanina e
foi expressa em mg de &cido transcindmico h™* mg™ de proteina.

Por fim, a atividade da catalase (CAT; EC 1.11.1.6) foi avaliada pelo método
proposto por Goth, modificado por Tomankova et al. (2006). Para isso, misturou-se 100
uL do extrato enzimatico a 500 puL de substrato para enzima (39,740 mL de tampé&o
fosfato de potassio 60 mM com pH 7,4 e 260 uL de perdxido de hidrogénio, incubado a
37 °C por 30 min), sendo mantido em banho-maria a 37 °C por 4 min, adicionando 500
ML de solucdo de molibdato para paralisar a reacdo. A atividade de CAT foi obtida pela
diferenca entre a absorbancia da mistura contendo a amostra e do controle (com adi¢éo
de 500 pL de solucdo de molibdato antes de incubar as amostras em banho-maria). A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 405 nm e os resultados expressos em pmol™

mint mg? proteina.

Statistical analysis

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia a 5% de significancia e
guando necessario, para atender aos pressupostos de normalidade de Shapiro-Wilk, foram
transformados em vx + 1. As médias foram comparados pelo Teste de Tukey a 5% de
significancia. As andlises foram realizadas utilizando o programa estatistico Sisvar
(Ferreira, 2011).

Results
Penetration test

Houve interacdo entre os fatores tratamento e época de avaliacdo para o nimero
de J2 no interior das raizes de soja (Table 1). Aos 10 e 15 DAI, o nimero de J2 foi superior
nas plantas inoculadas nédo tratadas com P. chlamydosporia. Nas plantas inoculadas ndo

tratadas a média observada de J2 foi inferior nas avaliacdes finais, ou seja, aos 20 e 25
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DAI. Para o tratamento Pc ndo houve diferenca para o nimero de J2 ao longo do periodo

de avaliagéo.

Tabela 1. Estadios de Meloidogyne javanica (Mj) em raizes de plantas de soja cv. M6410

IPRO tratadas ou nédo (testemunha) com Pochonia chlamydosporia (Pc).

Variavel Tratamento Epoca de avaliagio em dias apds a inoculacio (DAI)
nematoldgica 10 15 20 25 Média
Mj 1,25 aA 1,25 aA 0,00 aB 0,00 aB 0,62
J2 Mj + Pc 0,25 bA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 aA 0,06
Média 0,75 0,62 0,00 0,00 0,34
CV (%) 16,66
2 Mj 1,00 3,00 0,00 0,00 1,00 a
o J3 Mj + Pc 0,00 0,50 0,00 0,00 0,12 b
= Média 0,50 AB 1,75 A 000 B 000 B 0,56
CV (%) 25,25
Mj 0,00 1,75 8,25 9,75 494 a
J4 Mj + Pc 0,00 0,00 3,25 3,50 169 a
Média 0,00 C 0,88 BC 575 AB 662 A 331
CV (%) 46,07
Mj 0,00 0,00 4,00 9,75 344 a
Fémea adulta Mj + Pc 0,00 0,00 1,00 8,00 225 a
Média 0,00 B 0,00 B 250 B 888 A 284
CV (%) 40,06

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia. Dados transformados por vx + 1. CV: Coeficiente de variacao.

As variaveis correspondentes aos numeros de J3, J4 e fémeas adultas de M.
javanica ndo apresentaram interacdo significativa entre os fatores tratamentos e épocas
de avaliacdo. Contudo, ambos os fatores interferiram no nimero de J3, quando avaliados
isoladamente (Table 1). O tratamento com P. chlamydosporia reduziu o nimero de J3 se
comparado as plantas ndo tratadas. Quanto a época de avaliacdo, maior média foi
observada aos 15 DAI. Apenas o fator época de avaliacdo interferiu no nimero de J4 e
fémeas (Table 1), sendo a maior média de J4 observada aos 25 DAI, como médias
crescentes ao longo do periodo experimental. Fémeas foram constatadas aos 20 e 25 DA,
sendo a média superior aos 25 DAI.

Houve interacédo entre os fatores para a altura de plantas, massa seca da parte aérea
e massa fresca de raiz (Table 2). Aos 15 e 25 DAI, a altura das plantas inoculadas com
M. javanica foi superior aquela observada para o tratamento P. chlamydosporia. No
tratamento M. javanica, maior altura foi observada aos 25 DAI, enquanto no tratamento
P. chlamydosporia aos 20 DAI (Table 2).
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Tabela 2. Parametros vegetativos de plantas de soja cv. M6410 IPRO, avaliados dias apds
a inoculagcdo de Meloidogyne javanica (Mj) em raizes tratadas ou ndo com Pochonia
chlamydosporia (Pc).

Variavel Tratamento Dias ap06s a inoculacdo
Agronémica 10 15 20 25 Média
Altura de _Mj 12,25 aB 1425 aAB 14,00 aAB 17,00 aA 14,38
planta (cm) Mj + _Pc 13,25 aAB 1150 bB 1525 aA 14,00 bAB 13,50
Média 12,75 12,88 14,62 15,50 13,94
CV (%) 12,25
Massa fresca Mj 0,89 0,95 0,84 1,14 0,96 a
da parte aérea Mj + Pc 0,83 0,88 0,86 0,76 0,83 a
(9) Média 0,86 A 091 A 085 A 095 A 0,90
CV (%) 24,01
Massa seca Mj 0,09 aB 011 aB 0,17 aA 0,17 aA 0,14
da parte aérea Mj + Pc 0,12 aA 012 aA 0,11 bA 012 DbA 0,12
(9) Média 0,10 0,11 0,14 0,15 0,13
CV (%) 23,98
Massa fresca _Mj 0,42 aB 0,40 aB 0,68 aA 0,66 aA 0,54
radicular (g) Mj + _Pc 0,49 aB 0,32 aB 0,80 aA 0,44 bB 0,51
Média 0,45 0,36 0,74 0,55 0,53
CV (%) 19,33
Comprimento _Mj 13,25 14,50 13,50 13,50 13,69 a
radicular (cm) Mj + _Pc 13,50 13,00 13,50 12,25 13,06 b
Média 13,38 A 13,75 A 1350 A 12,88 A 13,38
CV (%) 6,20

Médias seguidas da mesma letra minudscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significAncia. CV: Coeficiente de variagéo.

Os tratamentos, isolados ou em interacéo, ndo afetaram a massa fresca da parte
aérea. Por outro lado, de forma semelhante ao observado para altura de plantas, aos 20 e
25 DA, a massa seca da parte aérea foi superior nas plantas inoculadas com M. javanica
ndo tratadas com o fungo e apenas neste tratamento o fator época de avaliacdo interferiu
na massa seca, com maiores medias aos 20 e 25 DAI se comparados aos 10 e 15 DAL.

A massa fresca da raiz do tratamento M. javanica também foi superior ao
tratamento com P. chlamydosporia aos 25 DAI e, conforme ja constatado para os demais
pardmetros, a média observada nas avalia¢fes finais foi maior do que aos 10 e 15 DAL
Para P. chlamydosporia, media superior foi observada aos 20 DAI (Table 2). Apenas o
fator tratamento afetou o comprimento da raiz, sendo este superior nas plantas nédo
tratadas (Table 2).

O fungo P. chlamydosporia ativou as respostas de defesa da planta, tanto na parte
aérea quanto nas raizes. Na parte aérea (Table 3), houve interacdo dos fatores para todas
as enzimas, exceto para POX, que apresentou diferencas estatisticas para os fatores

isolados. A atividade da POX foi superior em plantas tratadas com P. chlamydosporia, se
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comparada aos tratamentos com M. javanica ou pela associacao entre os dois organismos.
Aos 12 e 15 DAI constatou-se a maior atividade desta enzima.

Valores superiores de PPO foram observados aos 5 e 15 DAI para o tratamento
com P. chlamydosporia, contudo, aos 5 DAI, este ndo diferiu do tratamento com a
associacdo entre os organismos (Table 3). Dentro de cada tratamento, a época de pico
enzimaético foi variavel, sendo aos 12 DAI para M. javanica e para o controle, e aos 5
DAI para o tratamento com P. chlamydosporia e M. javanica + P. chlamydosporia.

Tabela 3. Atividade enzimatica na parte aérea de plantas de soja, parasitadas por

Meloidogyne javanica (Mj) e tratadas com Pochonia chlamydosporia (Pc).

Dias apds a inoculagdo

Fator bioquimico Tratamento

5 8 12 15 Média
Mj 0,16 1,26 3,24 3,62 207 b
Mj + Pc 0,86 2,47 2,57 3,43 233 b
Peroxidase Pc 1,77 2,83 3,54 4,43 3,14 a
Testemunha 1,71 1,67 3,49 3,25 253 ab
Média 1,13C 2,06 B 3,21 A 3,68 A 2,52
CV (%) 23,63
Mj 0,686 bAB 0,227 aB 0,840 bA 0,463 bAB 0,554
Mj + Pc 1,130 abA 0,789 aAB 0,446 bB 0,685 bAB 0,763
Polifenoloxidase Pc 1,731 aA 0,300 aC 0,889 bBC 1,129 aAB 1,012
Testemunha 0,888 bB 0,400 aB 1,720 aA 0,414 bB 0,856
Média 1,109 0,429 0,974 0,673 0,796
CV (%) 34,49
Mj 0,003 abB 0,000 bB 0,020 cA 0,021 abA 0,011
Fenilalanina Mj + Pc 0,004 abC 0,024 aAB 0,033 abA 0,019 abB 0,020
aménia-liase Pc 0,013 aB 0,003 bB 0,025 bcA 0,025 aA 0,167
Testemunha 0,000 bC 0,005 bBC 0,040 aA 0,013 bB 0,014
Média 0,005 0,008 0,030 0,020 0,016
CV (%) 33,29
Mj 6,20 bAB 9,92 aA 8,79 bAB 559 bB 7,62
Mj + Pc 12,62 aA 10,36 aAB 9,77 bAB 7,07 bB 9,95
Catalase Pc 10,69 aA 12,57 aA 9,77 DbA 13,51 aA 11,64
Testemunha 5,96 bC 10,74 aB 15,28 aA 6,20 bC 9,55
Média 8,86 10,90 10,90 8,09 9,69
CV (%) 18,29

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia. CV: Coeficiente de variagéo.

Pochonia chlamydosporia promoveu pico enzimatico para PAL 5 e 15 DAI,
contudo, sem diferir dos tratamentos com M. javanica, bem como da aplicacdo associada
dos organismos (Table 3). Além disso, 0s organismos associados promoveram maxima
atividade da enzima aos 8 DAI. Avaliando as épocas dentro de cada tratamento,
constatou-se picos de atividade de PAL de todos os tratamentos aos 12 e/ou 15 DAI,

demonstrando que a atividade da enzima aumentou ao longo do periodo de avaliacéo.
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O fungo aumentou a atividade da CAT aos 5 e 15 DAI, observando-se ainda um
pico enzimatico nas plantas controle aos 12 DAI. Dentro dos tratamentos, houve maior
atividade da enzima aso 8 DAI em planta inoculadas com M. javanica, aos 5 DAI em
plantas que receberam M. javanica + P. chlamydosporia e aos 12 DAI para o controle
(Table 3).

Nas raizes, houve interagdo entre os fatores para todas a enzimas estudadas (Table
4). De uma forma geral, as respostas aumentaram ao longo do periodo de avaliacéo.
Atividade da POX foi superior nas raizes parasitadas com M. javanica e tratadas com P.
chlamydosporia aos 5 e 8 DAI e em plantas apenas inoculadas com M. javanica aos 12
DALI. Houve pico enzimatico de POX aos 12 DAI em plantas inoculas com M. javanica,
aos 5 e 8 DAI nas plantas que receberam os dois organismos e aos 12 DAI nas plantas
tratadas com P. chlamydosporia e para o controle. Neste experimento ndo foi possivel
avaliar a atividade enzimética aos 15 DA, pela falta de extrato enzimatico.

Houve aumento na expressao de PPO (Table 4) para as plantas tratadas com P.
chlamydosporia aos 15 DAI. Analisando as épocas de avaliacdo dentro de cada
tratamento, a maior atividade também foi aos 15 DAI para P. chlamydosporia.

Para a PAL, maior atividade foi observada aos 5 DAI, quando comparado a
testemunha e, aos 8 DAI, quando comparado as médias das plantas parasitadas com M.
javanica. No estudo das épocas dentro de cada tratamento, observou-se diferenca entre
para o tratamento M. javanica, com pico aos 15 DAI, e para o tratamento P.
chlamydosporia, com pico aos 5 e 12 DAI (Table 4).

Aos 8 dias ap0s a inoculagdo, houve pico da atividade da catalase no tratamento
com P. chlamydosporia. Aos 15 DAI também ocorreu aumento na expressdo da CAT nas
plantas tratadas com P. chlamydosporia, porém sem diferir da testemunha (Table 4).
Quanto a época de avaliacao, observou-se maior atividade aos 15 DAI no tratamento com
P. chlamydosporia e no controle.
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Tabela 4. Atividade enzimatica das raizes de plantas de soja, parasitadas por Meloidogyne javanica (Mj) e

tratadas com Pochonia chlamydosporia (Pc).

_ Fat,or_ Tratamento Dias ap6s a inoculagéo _
bioquimico 5 8 12 15 Média
Mj 7,52 aB 544 bB 14,13 aA - 9,03
Mj + Pc 9,44 aA 11,41 aA 6,05 cB - 8,97
Peroxidase Pc 3,43 bB 2,80 bB 6,98 hcA - 4,40
Testemunha 2,54 bB 4,76 bB 9,78 bA - 5,69
Média 5,74 6,10 9,24 - 7,02
CV (%) 18,10
Mj 1571 aA 1,341 aA 3,411 aA 1,449 cA 1,943
] Mj + Pc 1,658 aA 2,411 aA 3,628 aA 3,328 bcA 2,756
Pg)'('i‘;e;s%" Pc 1,664 aB 3,846 aB 3429 aB 8480 aA 4,355
Testemunha 1,374 aA 2,060 aAB 2,842 aAB 4920 bA 2,814
Média 1,567 2,414 3,328 4,559 2,967
CV (%) 44,80
Mj 0,032 abB 0,012 bB 0,039 aB 0,099 aA 0,046
. . Mj + Pc 0,036 ab 0,046 aA 0,043 aA 0,020 bA 0,036
Fenilalanina A
amonia-liase Pc 0,060 aA 0,052 aAB 0,061 aA 0,027 bB 0,050
Testemunha 0,022 bA 0,025 abA 0,039 aA 0,016 bA 0,026
Média 0,038 0,034 0,046 0,041 0,039
CV (%) 35,90
Mj 20,32 aA 15,61 DbA 22,71 aA 15,70 cA 18,58
Mj + Pc 19,46 aA 15,48 DbA 23,65 aA 18,54 bcA 19,28
Catalase Pc 20,20 aB 32,59 aAB 20,72 aB 46,15 aA 29,92
Testemunha 13,18 aB 17,28 abB 23,36 aAB 33,25 abA 21,77
Média 18,29 20,24 22,61 28,41 22,39
CV (%) 31,50

Médias seguidas da mesma letra minGscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. CV: Coeficiente de variacao.

Discussion

O tratamento com P. chlamydosporia reduziu a penetracdo de J2 de M. javanica
nas raizes de soja e alguns fatores podem tem contribuido para isso. O primeiro, deve-se
ao fato do fungo ser, caracteristicamente, um organismo quitinolitico, cuja atividade no
parasitismo de ovos de nematoides das galhas foi anteriormente relatada (Dallemole et
al., 2012; Yang , Liang, Li, & Zhang, 2013; Escudero, & Lopez-Llorca, 2012). Neste
processo, as hifas de P. chlamydosporia aderem aos ovos e produzem um apressorio para
penetracdo (Lopez-Llorca et al., 2002) e, em seguida, secretam proteases que degradam
a casca dos ovos (Escudero et al., 2016). Este metodo de agéo reduz a populagéo inicial
de nematoides no solo. Por outro lado, ndo esta elucidado se o fungo pode impedir, de
forma direta, a infecg&o inicial dos J2 ap0s eclodirem, mas sabe-se que isolados do fungo

podem ativar os mecanismos de defesa em algumas plantas, restringindo a atividade pds
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infeccional do nematoide em algumas espécies vegetais (Medeiros et al., 2015;
Ghahremani et al., 2019), mas ndo em outras (Ghahremani et al., 2019).

A hipdtese de que a inducéo de resisténcia por P. chlamydosporia possa colaborar
para o controle de M. javanica em soja foi confirmada, uma vez que o fungo ativou
diferentes enzimas relacionadas a defesa da planta. Porém, a maior atividade enzimatica
foi observada na parte aérea, o que pode ser conferido a sistematicidade deste mecanismo
de acdo, cuja expressdo pode ser temporariamente alterada (Molinari, & Baser, 2010).
Desta forma, observou-se que todas as enzimas apresentaram atividade aumentada na
parte aérea da planta tratada com P. chlamydosporia, principalmente nas avaliacfes
realizadas aos 15 DAI.

Em geral, nos trabalhos realizados com indutores sintéticos, como ASM, a
inducdo de resisténcia ocorre nos primeiros oito dias apds o tratamento (Owen, Green, &
Deverall, 2002; Sahebani, Hadavi, & Zade, 2011; Puerari et al., 2019). Contudo, neste
estudo, o isolado de P. chlamydosporia utilizado foi aplicado na forma de clamiddsporos,
que consistem em esporos de resisténcia (Dallemole et al., 2012), o que permite apontar
algumas hipdteses para a atividade enzimatica observada mais tardiamente, incluindo o
periodo necessario para germinacdo dos esporos e para estabelecimento da atividade
endofitica e a possibilidade de haver necessidade de estimulos advindos dos exsudados
radiculares do hospedeiro, para a germinacdo dos clamiddsporos. Corroboram essas
hipbteses, as observacdes de que os picos enzimaticos para POX, PAL e CAT, em plantas
tratadas como P. chlamydosporia, ocorreram aos 12 e 15 DAI.

Na raiz, a maior atividade em plantas tratadas com P. chlamydosporia foi para
PPO. Tal enzima estad relacionada a producdo de compostos tdxicos a diferentes
microrganismos, por meio da catalise da hidroxilacdo de monofendis a o-difendis e pela
oxidacdo de o-difendis em o-quinonas (Das et al., 2010; Mishra, & Gautam, 2016),
podendo atuar como o sitio nucleofilico, ligando-se a proteinas e alguns aminoéacidos,
tornando-os indisponiveis para alimentacdo de alguns organismos (War et al., 2012;
Taranto et al., 2017). Além disso, a oxidacgdo da PPO produz quinonas, que se ligam a
outros compostos fendlicos e promovem o fortalecimento das paredes celulares das
células vegetais (Tran, Taylor, & Constabel, 2012; Moosavi, 2017), restringindo a
movimentacao e a alimentagdo do nematoide.

Vales destacar que a POX apresentou medias nas raizes variando de 2,54 a 11,41
Aabs 470 nm mint mg de proteina, enquanto na parte aérea, as médias variaram de 0,16

a 4,43, corroborando com observacdes de Puerari et al. (2019), cuja expressao enzimatica
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também foi superior nas raizes das plantas. Esta enzima esta relacionada a catalise da
oxidacdo de compostos fenolicos, advindos da rota dos fenilpropanoides e no processo de
reducdo do peroxido de hidrogénio (Passardi, Longet, Penel, & Dunand, 2004),
promovendo a detoxificacdo e 0 aumento de lignina na parede celular (Chaves, Pedrosa,
Willadino, & Cardoso, 2016). Seu acimulo pode estar relacionado ao estresse oxidativo
ocasionado pela infec¢do pelo nematoide, que envolve a liberacdo de espécies reativas de
oxigénio pela planta, para inibir a atividade do parasita no sitio de alimentacdo (Melillo
et al., 2006; Nguyen et al., 2011). Isto explica 0s picos enzimaticos observados aos 5, 8 e
12 DAI em raizes de soja parasitadas por M. javanica e concorda com pesquisas
realizadas em cana-de-agucar infectada por M. incognita e tratada com piraclostribina
(Chaves, Pedrosa, Willadino, & Cardoso, 2016).

Ainda nas raizes, observou pico enzimatico para a PAL, em plantas tratadas com
P. chlamydosporia aos 5 DAL, o que pode ser conferido ao papel desta enzima na catalise
da primeira reacdo na rota dos fenilpropanoides, fazendo a conversédo de L-feninalanina
em acido cinamico (MacDonald, & D’Cunha, 2007). Outro pico foi observado aos 15
DAI nas plantas que foram apenas inoculadas com o nematoide, possivelmente pelo
processo natural de defesa da planta, que induz a lignificacdo da parede celular, a fim de
restringir as atividades do nematoide no sitio de alimentacdo (Puerari et al., 2019).

A expressdo de CAT nas raizes tratadas com P. chlamydosporia apresentou dois
picos, um aos 8 e outro aos 15, sendo que este Ultimo, apesar de superior as plantas
inoculadas com o nematoide, ndo diferiu da testemunha. Observou-se ainda que a
atividade da CAT foi reduzida na presenca do nematoide, o que pode ser devido a
producdo de compostos antioxidantes pelo nematoide, que metabolizam as espécies
reativas de oxigénio (Schaffer, & Bronnikova, 2012). Estes compostos sao produzidos e
secretados pela hipoderme e incluem as enzimas superdxido dismutase, peroxiredoxinas
e glutationa peroxidase (Jones, & Fosu-Nyarko, 2014).

Ressalta-se que, com excecdo da PAL, as enzimas que apresentaram resposta
significativa a época de avaliacdo nas raizes, geralmente tiveram a atividade aumentada
com o passar do tempo, corroborando os resultados constatados para a parte aérea.

Semelhante ao que foi observado para P. chlamydosporia, o fendmeno de indugéo
de resisténcia promovido por fungos benéficos com caracteristicas endofiticas, havia sido
relatado para Trichoderma spp. (Martinuz et al., 2015; Martinez-Medina et al., 2017). Os
mecanismos responsaveis pela resisténcia induzida por microrganismos que se associam

a planta endofiticamente precisam ser melhor elucidados (Schouten, 2016). Entretanto,
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como o fungo promove atividade enzimatica, especula-se que ele seja capaz de modular
as vias metabdlicas do &cido-salicilico e do 4&cido jasménico (Schouten, 2016;
Ghahremani et al., 2019).

E importante considerar a necessidade de estudos complementares a respeito da
colonizacdo de raizes de soja pelo isolado Pc-10 de P. chlamydosporia, visto que a
interacdo entre cepas do fungo e raizes de plantas pode ser variavel (Ghahremani et al.,
2019). Contudo, mesmo que os mecanismos de defesa locais sejam insuficientes para
obter uma supressao significativa dos nematoides, eles sdo importantes quando inseridos
entre 0s mecanismos de acdo deste fungo, por atuar nos processos de defesa pés

infeccionais, dificultando o acesso ao alimento e/ou reduzindo a reproducéo do parasita.
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CAPITULO I

Pochonia chlamydosporia na atividade microbiana do solo e acimulo de macro e

micronutrientes em soja parasitada por Meloidogyne javanica

Resumo

O parasitismo por Meloidogyne javanica (Mj) induz a formar sitios de alimentacdo
especificos, que ocasionam a reducdo na absorcéo de nutrientes essenciais para o vegetal.
Alguns agentes de controle bioldgico podem minimizar esses danos, como Pochonia
chlamydosporia (Pc) e ha a hipotese de que esse fungo auxilia na absorcéo de nutriente e
na atividade microbioldgica do solo, reduzindo o impacto negativo dos nematoides.
Assim, objetivou-se avaliar a influéncia de Pc na reproducdo do nematoide, na atividade
respiratoria do solo e no acimulo de macro e micronutrientes na parte aérea de soja. Para
isso, foram avaliados, em casa-de-vegetacao, os tratamentos plantas ndo inoculadas e nao
tratadas (testemunha); plantas inoculadas e néo tratadas (Mj), planta ndo inoculadas e
tratadas (Pc) e plantas inoculadas e tratadas (Mj + Pc). O inéculo consistiu de 2000 ovos
e juvenis (J2) de M. javanica e o tratamento foi com Pc (5,2 x 10’ clamiddsporo g* de
produto), na dose de 2,5 kg de produto comercial ha, ou agua (testemunha). Apds 60
dias da semeadura, observou-se gque o tratamento com Pc reduziu a reproducao de Mj em
40,3% e promoveu aumento na altura de planta quando associado ao nematoide. Maior
respiracdo basal do solo foi observada para o tratamento com Pc, e o carbono da biomassa
microbiana foi superior no tratamento Mj, seguido do tratamento Pc. A interacdo entre 0s
organismos promoveu aumento no quociente metabdlico do solo. Pochonia
chlamydosporia promoveu maior absorcao de fosforo e potéssio, enquanto o teor de zinco
foi superior no tratamento com o nematoide.

Palavras-chave: Controle alternativo; fungo nemat6fago; nutricdo de planta; atividade

respiratoria
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Pochonia chlamydosporia in soil microbial activity and accumulation of macro and

micronutrients in soybean parasitized by Meloidogyne javanica

Abstract

Parasitism by Meloidogyne javanica (Mj) induces the formation of specific feeding sites,
which cause a reduction in the absorption of essential nutrients for the plant. Some
biological control agents can minimize these damages, such as Pochonia chlamydosporia
(Pc) and there is the hypothesis that this fungus helps in nutrient absorption and the
microbiological activity of the soil, reducing the negative impact of nematodes. Thus, the
objective was to evaluate the influence of Pc in the reproduction of the nematode, in the
respiratory activity of the soil and the accumulation of macro and micronutrients in the
aerial part of soybean. For this, the treatments were evaluated in a greenhouse, the
treatments not inoculated and not treated (witness); inoculated and untreated plants (Mj),
uninoculated and treated plants (Pc) and inoculated and treated plants (Mj + Pc). The
inoculum consisted of 2000 eggs and juveniles (J2) of M. javanica and the treatment was
with Pc (5.2 x 107 chlamydospore g-1 product), in the dose of 2.5 kg of commercial
product ha-1, or water (witness). After 60 days of sowing, it was observed that the
treatment with Pc reduced the reproduction of Mj by 40.3% and promoted an increase in
plant height when associated with the nematode. Greater basal soil respiration was
observed for the treatment with Pc, and the carbon of the microbial biomass was higher
in the Mj treatment, followed by the Pc treatment. The interaction between the organisms
promoted an increase in the soil metabolic quotient. Pochonia chlamydosporia promoted
greater absorption of phosphorus and potassium, while the zinc content was higher in the
treatment with the nematode.

Keywords: Alternative control; nematophagous fungus; plant nutrition; respiratory

activity
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Introducéo

Nematoides do género Meloidogyne, comumente denominados de nematoides das
galhas, sdo parasitas obrigatorios que se alimentam das raizes das plantas e, no processo
parasitario, induzem a formacdo de sitios de alimentacdo especificos (Mahapatra &
Nayak 2019), que consistem em células nutridoras, caracterizadas por citoplasma denso
e granular, aumento no nimero de organelas e parede celular invaginada com varios
nacleos conspicuos (Favery et al. 2016; Mahapatra & Nayak 2019). O parasitismo induz
ainda a hiperplasia e hipertrofia das células, que culminam na formacéo de galhas (Favery
et al. 2016).

Os sitios de alimentagdo das fémeas de Meloidogyne sdo formados no xilema da
planta hospedeira, ou préximos a ele, ocasionando danos a este tecido (Kyndt et al. 2013)
e comprometendo a absorcdo de dgua e nutrientes essenciais pelo hospedeiro (Palomares-
Rius et al. 2017). Na parte aérea das plantas infectadas, observam-se sintomas como
amarelecimento de folhas, descoloracdo de caules e ramos, desfolha, reducdo do tamanho
das plantas e menor producdo, sendo estes considerados como reflexo do mau
funcionamento do sistema radicular (Favery et al. 2016).

Para reduzir os danos iniciais causados nas raizes, deve-se optar por praticas de
controle que reduzam a penetracdo do nematoide no sistema radicular do hospedeiro,
sendo o controle biol6gico uma das atividades que mais se destaca para este fim (Zouhar
et al. 2013; Manzanilla-Lopez et al. 2013; Hussain et al. 2017). Contudo, outras formas
de manejo que influenciam na nutricdo e crescimento das plantas, decomposicdo de
matéria organica do solo, solubilizacdo de minerais e liberagdo de compostos quelantes,
podem fazer com que o sistema radicular da planta se desenvolva melhor, mesmo na
presenca de nematoides (Manzanilla-Lopez et al. 2013), melhorando a eficiéncia na
absorcdo de nutrientes (Altomare & Tringovska 2011). Neste contexto, organismos
endofiticos parecem ser 0os mais promissores (Singh et al. 2012), sendo os fungos do
género Trichoderma e as bactérias do género Bacillus os mais estudados (Mukhtar 2018;
Albahadli et al. 2019; Messa et al. 2019).

Outro fungo endofitico que apresenta resultados promissores para o controle de
nematoides é a Pochonia chlamydosporia, que se caracteriza como um saprdfita de solo,
capaz de parasitar ovos e fémeas sedentarias (Dallemole-Giaretta et al. 2012), cuja
eficiéncia foi comprovada contra diferentes especies de nematoides das galhas, incluindo
o0 controle de M. enterolobii, M. javanica e M. incognita (Dallemole-Giaretta et al. 2012;
Medeiros et al. 2015; Silva et al. 2017; Ghahremani et al. 2019). Contudo, a agéo deste
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fungo parece ir além do parasitismo direto, havendo relatos do potencial para inducéo de
resisténcia (Larriba et al. 2015; Medeiros et al. 2015; Zavala-Gonzalez et al. 2017) e
competicdo da rizosfera (Escudero & Lopez-Lorca 2012; Zavala-Gonzalez et al., 2015).
Como o fungo é um bom colonizador da rizosfera (Zavala-Gonzalez et al., 2015),
acredita-se que ele possa melhorar a atividade microbiana do solo. Além disso, ha a
hipGtese de que o fungo possa colaborar com a absor¢do de nutrientes, no entanto,
pesquisas com este objetivo ainda séo limitadas.

Baseado no exposto, objetivou-se avaliar a reproducdo do nematoide, o
desenvolvimento vegetativo da planta, a atividade respiratéria do solo, e os teores de
macro e micronutrientes presentes nas folhas de soja parasitadas com M. javanica, quando

tratadas com P. chlamydosporia.

Material e Métodos

Inéculo de Meloidogyne javanica e Pochonia chlamydosporia

O in6culo de M. javanica foi obtido de uma populacdo pura, multiplicada em
tomateiro em casa-de-vegetacdo, sob coordenadas geograficas 23°47°34,5” S e
53°15°22,1°> W. Os nematoides foram extraidos das raizes das plantas de acordo com a
metodologia proposta por Hussey & Barker (1973) modificada por Boneti & Ferraz
(1981). A suspenséo foi calibrada para 2000 ovos e eventuais juvenis de segundo estadio
(J2) mIt, em camara de Peters, sob microscopio 6ptico.

O isolado de P. chlamydosporia utilizado na pesquisa foi o Pc-10 (Rizotec®,
Stoller 5,2 x 107 clamiddsporo gt de produto), na dose recomendada pelo fabricante (2,5
kg de produto comercial ha?). (Rizoflora Biotecnologia S/A, 2019). O produto foi

aplicado via sulco de semeadura, em um volume de calda equivalente a 50 L ha™.

Pochonia chlamydosporia na reproducdo de Meloidogyne javanica e
desenvolvimento vegetativo da soja

O experimento de reproducdo de M. javanica foi realizado em casa-de-vegetagado
com temperaturas variando de 19,8 a 31 °C. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e cinco repeti¢cdes. Os tratamentos
corresponderam a plantas ndo inoculadas com M. javanica e ndo tratadas com P.

chlamydosporia (testemunha), plantas ndo inoculadas e tratadas com o fungo (Pc),
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plantas inoculadas com M. javanica e ndo tratadas com P. chlamydosporia (Mj), plantas
inoculadas e tratadas com P. chlamydosporia (Mj + Pc).

As unidades experimentais foram compostas por recipientes contendo 500 ml de
uma mistura de solo (Latossolo Vermelho Distréfico) e areia, na propor¢édo de 1:1 (v:v),
previamente autoclavada a 121 °C por duas horas. Em cada unidade experimental foi
aplicado 0,7 g de calcério e 0,12 g de fertilizante N-P-K na formulacdo 04-14-08,
conforme anélise quimica. No solo, foi aberto um sulco de 5 cm de didmetro e 4 cm de
profundidade, onde foi realizado a deposicdo de 1 ml da suspensdo de nematoide
contendo 2000 ovos e eventuais juvenis, seguido da aplicacdo da P. chlamydosporia na
dose e calda ja mencionados e, por fim, semeou-se uma semente de soja cv. M6410 IPRO.

Apo0s 60 dias da inoculagdo, as plantas foram coletadas, separando raiz de parte
aérea. As raizes, depois de lavadas e pesadas, foram submetidas ao processo de extracdo
de nematoide ja mencionado. O numero de nematoide foi determinado em camara de
Peters sob microscopio de luz. Este foi dividido pela massa da raiz, obtendo-se o
pardmetro nematoide por grama de raiz. Avaliou-se o fator de reprodugédo (RF), pela
formula: RF = Pf/Pi, sendo Pf a populacéo final e Pi a populacéo inicial (Oostenbrink
1966).

Além disto, avaliou-se o comprimento de raiz, altura de plantas e massa fresca de
parte aérea. Este material fresco foi lavado em &gua deionizada e seco em estufa de
circulacdo forcada de ar, a temperatura de 60 °C por 72 horas, quando atingiu massa
constante. Em seguida, determinou-se a massa seca da parte aérea e o material foi mantido

em local seco, para posterior analise de nutrientes.

Atividade respiratéria do solo

O solo obtido de cada unidade experimental do experimento anterior, foi coletado
para avaliar a atividade respiratoria. Inicialmente, determinou-se a umidade do solo,
retirando-se uma porcao de solo Umido com massa conhecida, secado em estufa a 105 °C
por 24 horas ou até a obtencdo de massa constante. Com base na diferenca entre massa
fresca e seca do solo, obteve-se o percentual de umidade, utilizado nos célculos.

Avaliou-se a respiracdo basal do solo (RBS) pelo método proposto por Jenkinson
& Powlson (1976). Para isso, foi pesada 30 g de amostra de solo e acondicionada em
frasco de vidro de 100 ml. Em um novo frasco (100 ml) foi adicionado 10 ml de hidréxido
de sédio (NaOH) 1 M, para a captacdo do CO- liberado da amostra de solo. Ambos 0s

frascos foram transferidos para um recipiente de vidro (500 ml) hermeticamente fechado,
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para que ndo houvesse entrada nem fuga de CO». Foram também preparados recipientes
(500 ml) contendo apenas o frasco de NaOH 1 M, denominada de solugdo controle
(branco). Todas as amostras e a solucdo controle foram incubadas por sete dias no escuro,
a temperatura ambiente de 25 a 28 °C.

Apols a incubacdo, os recipientes com NaOH foram retirados dos frascos e
receberam 2 ml de cloreto de bério (BaCl,) a 10% e 3 gotas de fenolftaleina em solugéo
alcodlica a 3%. A solucdo da amostra foi titulada utilizando acido cloridrico (HCI) 0,5 M,
até a solucdo apresentar alteracdo na coloracdo, de rosa para incolor. A concentracao de
CO- absorvido pela solugdo de NaOH foi calculada segundo a equacéo:

RBS (mg de C-CO2 kg solo hora™) = (Vb - Va) . M . 6. 1000) Ps* T+

Sendo, RBS o carbono oriundo da respiragéo basal do solo; vy (ml) o volume de
acido cloridrico gasto na solucéo controle (branco); va (ml) o volume gasto na titulacédo
da amostra; M a molaridade do HCI; Ps (g) a massa de solo seco e T o tempo de incubacgéo
da amostra em horas.

Outro parametro analisado foi o carbono da biomassa microbiana do solo (CBM),
determinado pelo método fumigacdo-extracao (Vance et al. 1987; Tate et al. 1988). Para
tanto, coletou-se 20 g de solo de cada unidade experimental, acondicionando-os em dois
frascos de vidro de 100 ml, com 10 g de solo cada, sendo que o solo de um dos frascos
foi fumigado e o outro néo.

Para as amostras submetidas a fumigacao, cada frasco recebeu 1 ml de cloroférmio
isento de etanol, sendo, posteriormente fechado e armazenado no escuro por 24 horas, em
temperatura de 25 a 28 °C. Decorrido esse periodo, as tampas foram retiradas em capela
de exaustdo, deixando evaporar todo cloroférmio (Brookes et al. 1982; Witt et al. 2000).
Para as amostras ndo-fumigadas, adicionou-se apenas 10 g de solo aos frascos.

A extracdo do carbono se deu nas amostras fumigadas e n&o-fumigadas,
adicionando 50 ml de solucéo de sulfato de potassio (K2SO4) 0,5 M. As amostras foram
agitadas por 30 minutos em agitador orbital a 220 rpm e, em seguida, deixadas em repouso
por 30 minutos. Por fim, filtrou- se o sobrenadante obtendo um extrato. Deste, utilizou-
se 8 ml, o qual foi transferido para um erlenmeyer de 250 ml, sendo acrescidos mais 2 ml
de solucéo de dicromato de potassio (K2Cr207) 0,066 M, 10 ml de acido sulfarico (H2SO4)
95 a 98% e 5 ml de &cido orto-fosfarico (HsPOas) 85%.

Apos o esfriamento da solucéo, adicionou 70 ml de agua deionizada, aguardou
seu esfriamento novamente, acrescentando, na sequéncia, 4 gotas de difenilamida a 1%

((CeHs)2NH). Procedeu a titulagdo com solugdo de sulfato ferroso amoniacal [(NH2)2
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Fe(S04)2 6H20] 0,033 M, até a solucdo alterar a coloracdo purpura para verde. O CBM
nos extratos foi calculado pela seguinte equacgéo:

(Vb—Va).M.0,003.V;.10° _

C (mg C kg solo) ey
V2

Sendo: C o carbono extraido do solo; Vb (ml) o volume de sulfato ferroso
amoniacal gasto na titulacdo da solucdo controle (branco); Va (ml) o volume de sulfato
ferroso amoniacal gasto na titulacdo da amostra; M a molaridade do sulfato ferroso
amoniacal; V1 o volume do extrator sulfato de potéssio utilizado; V> a aliquota pipetada
do extrato para titulacdo; 0,0033 € o miliequivalente do carbono; Ps (g) a massa do solo
seco e Kc = 0,4, fator de correcdo adotado por Kaschuk et al. (2010).

Determinou-se também o quociente metabdlico do solo (qCO-), que consiste na
razdo entre a respiragdo basal do solo por unidade de carbono da biomassa microbiana do
solo (Silvaetal. 2007), podendo ser utilizado como possivel indicador de estresse, quando
a biomassa microbiana € afetada. A determinacdo do quociente foi obtida pela formula:

€O, (me C - CO,. g-1BMS Ch_1)_RBS(mgC—COZ.kg_lsolo.h_l) 1000
qC0, (mg C-CO,. g T = TS —C(mg CkgTsolo)  ©

Sendo: qCO2 o quociente metabolico do solo; RBS a respiracdo basal do solo e

BMS-C o carbono da biomassa microbiana do solo.

Acumulo de macro e micronutrientes na parte aérea das plantas

As folhas secas de cada amostra (unidade experimental) foram trituradas em
moinho de facas tipo Willey, passando em peneira de 20 e 40 mesh, para obtencdo das
amostras em pd. As amostras foram acondicionadas em sacos de plasticos,
hermeticamente fechados. De cada amostra moida, foram retiradas aliquotas de 500 mg
para determinacgdo dos macronutrientes (fosforo (P), potéassio (K), célcio (Ca) e magnésio
(Mg)) e dos micronutrientes (zinco (Zn), cobre (Cu), ferro (Fe) e manganés (Mn)). Para
analise de nitrogénio (N), coletou-se 100 mg. As anélises dos nutrientes foram realizadas
no Laboratdrio de Analise de Solos da Universidade Estadual de Maringa, utilizando as
metodologias propostas por Malavolta et al. (1997), para determinacao dos teores foliares
de macro e micronutrientes.

O teor de nitrogénio (N) nas amostras foi determinado pelo método semi-micro-
Kjeldahl, utilizando, de cada amostra moida, uma aliquota de 100 mg, transferindo-as

para tubos de digestdo. Os tubos foram colocados no bloco digestor de aquecimento,
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sendo adicionado 6 ml da solucdo digestora em cada tubo até atingir 450 °C,
aproximadamente. A digestdo foi finalizada quando as amostras atingiram coloragéo
clara, em um tempo aproximado de 10 horas. Em seguida, as amostras digeridas foram
destiladas em destilador de N (Tecnal®), com solugdo indicadora de &cido bdrico, até
ocorrer a alteracéo de cor rosa para verde. Por fim, as amostras destiladas foram tituladas
com &cido sulfarico (H2SOs4) até atingir o ponto de viragem, alteracdo da cor verde para
rosa.
A determinacéo do teor de N foi obtida pela férmula:

Vg.0,02.14.Fc. 100
1000.ma
Sendo: Vg o volume gasto de H2SOg4; 0,02 a molaridade do H2SO4; Fc o fator de

N (%) =

correcdo do H2SO4 (1,675) e ma a massa da amostra. O teor de N foi obtido em % e
transformado para g kg.

Para os demais elementos, as amostras secas e moidas (500 mg) foram transferidas
para tubos de digestdo e levadas para bloco digestor de aquecimento, usando solucao
digestora nitrico-percldrica até atingir 450 °C, aproximadamente. Depois, cada amostra
(2 ml) foi transferida para um baldo volumétrico, completando o volume de 50 ml com
agua deionizada. Essas diluicdes foram utilizadas para a realizacdo da leitura, conforme
Malavolta et al. (1997), por meio do sistema 4200 MP-AES, da Agilent Technologies®.
A quantidade de macronutrientes foi expressa em g kg*, enquanto os micronutrientes em

mg kg™,

Anadlise estatistica
Os dados obtidos em cada experimento foram submetidos a analise de variancia a
5% de probabilidade e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de significancia, utilizando o programa estatistico Sisvar (Ferreira 2011).

Resultados

Pochonia chlamydosporia na reproducdo de Meloidogyne javanica e

desenvolvimento vegetativo da soja
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A populacdo total de nematoides e o fator de reproducéo foram influenciados pelo
tratamento com o fungo P. chlamydosporia, o qual promoveu reducdo de
aproximadamente 40,3% na reproducdo de M. javanica (Tabela 1).

Tabela 1 - Populacdo de Meloidogyne javanica (Mj) em plantas de soja cv. M6410 IPRO
tratadas ou ndo com Pochonia chlamydosporia (Pc).

Nematoides g* Nematoide Fator
Tratamentos .
de raiz total de reproducao
M. javanica 6634 22903 a 11,47 a
M. javanica+P.chlamydosporia 4661 13677 Db 6,83 b
CV (%) 45,20 24,95 21,72

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
ns = ndo significativo. CV= coeficiente de variagéo.

As plantas sob o tratamento M. javanica + P. chlamydosporia apresentaram média
de altura de plantas superior a testemunha (Mj), mas ndo diferiram estatisticamente entre
si (Tabela 2). A massa fresca de raiz foi superior nas plantas inoculadas com M. javanica
e os demais parametros vegetativos estudados ndo foram afetados pela presenca do

nematoide ou do fungo.

Tabela 2 - Altura, massa fresca (MFPA) e seca (MSPA) de parte aérea, massa fresca de

raiz (MF raiz) e comprimento de raiz (Comp. raiz) de soja M6410 IPRO parasitadas ou

ndo por Meloidogyne javanica (Mj) e tratadas ou ndo com Pochonia chlamydosporia (Pc).
Altura MFPA MSPA MF raiz Comp.

Tratamentos
(cm) (9) (9) (9) raiz (cm)
M.javanica (Mj) 28,0ab  80,9™ 21,1  56,0a 20,8™
Mj+P.chlamydooria 34,4 a 82,7 26,5 359b 18,6
P.chlamydosporia 28,2ab 101,2 26,3 27,3 b 19,2
Testemunha 24,7b 74,9 21,1 336b 20,8
CV (%) 15,12 27,33 16,12 24,42 36,01

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

ns= ndo significativo. CV= coeficiente de variacdo
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Atividade respiratdria do solo

Maior carbono da biomassa microbiana foi evidenciado no solo em que havia
apenas a presenca do nematoide, seguido do tratamento com P. chlamydosporia (Tabela
3). A presenca do nematoide isoladamente reduziu a respiracédo basal, se comparado aos

demais tratamentos, os quais nao diferiram entre si ou da testemunha.

Tabela 3 - Atividade respiratoria do solo cultivado com plantas de soja cv. M6410 IPRO,
parasitadas por Meloidogyne javanica (Mj) e tratadas ou ndo com Pochonia

chlamydosporia (Pc).

Tratamentos CBM RBS (mgde C- gCO2 (mg C-CO>
(mg C kgtsolo) COzkglsoloh?) g!BMS-Ch?)

M. javanica (Mj) 3665,84 a 0,29 b 0,08 b

Mj + P. chlamydosporia 166,62 c 0,61a 4,46 a

P. chlamydosporia 238141 Db 0,51a 0,21b

Testemunha 685,03 ¢ 0,59 a 0,87 b

CV (%) 23,98 16,58 84,09

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia;
CBM: Carbono da biomassa microbiana; RBS: respiracdo basal; qCO2: quociente metabdlico do solo; CV:
coeficiente de variagéo.

Maior quociente metabdlico do solo foi constatado na presenca de ambos 0s
organismos, ou seja, nematoide e fungo (Tabela 3).

Acumulo de macro e micronutrientes na parte aérea das plantas

Dentre os macronutrientes avaliados em parte aérea, apenas os teores de fosforo
(P) e potéssio (K) apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos e foi
possivel observar maiores médias para ambos 0s nutrientes no tratamento que recebeu P.
chlamydosporia aplicada isoladamente (Tabela 4), especialmente se comparados aos
tratamentos com plantas inoculadas com o nematoide e ndo tratadas com o agente de
controle bioldgico. Tal aumento foi de, aproximadamente, 46% no teor de fésforo e 69%
no teor de potassio. Ressalta-se ainda que, o tratamento com P. chlamydosporia nédo
diferiu daquele com M. javanica + P. chlamydosporia.
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Tabela 4 - Macro e micronutrientes em parte aérea de plantas de soja cv. M6410 IPRO,
parasitadas ou ndo por Meloidogyne javanica (Mj) e tratadas ou ndo com Pochonia

chlamydosporia (Pc).

Macronutrientes (g kg™)

Tratamentos

N P K Ca Mg
M. javanica (Mj) 0,37 2,14b 9,96 b 12,76"™  5,50™
Mj + P. chlamydosporia 0,42 2,46 ab 13,44 ab 14,14 6,24
P. chlamydosporia 0,37 3,13a 16,84 a 13,43 6,66
Testemunha 0,45 2,71 ab 11,62 b 12,42 6,52
CV (%) 23,16 27,44 20,83 11,81 13,97
Tratamentos Micronutrientes (mg kg™)

Cu Fe Mn Zn
M. javanica (Mj) 2,61™ 37,41 90,79" 6,05a
Mj + P. chlamydosporia 1,41 47,32 80,63 443D
P. chlamydosporia 1,53 48,91 83,01 5,57 ab
Testemunha 1,58 44,19 90,42 5,02 ab
CV (%) 67,78 26,10 23,01 20,41

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

ns = ndo significativo. CV = coeficiente de variagéo.

Para os micronutrientes, houve diferenca significativa apenas para o zinco, cuja
média foi superior no tratamento com M. javanica, se comparada com M. javanica + P.

chlamydosporia (Tabela 4), ndo diferindo dos demais tratamentos.

Discusséo

O fungo P. chlamydosporia foi eficiente em controlar a reproducao de M. javanica
em soja, corroborando com outros trabalhos realizados anteriormente (Escudero &
Lopez-Llorca 2012; Manzanilla-Lopez et al. 2013; Medeiros et al. 2015; Ghahremine et
al. 2019). Pochonia chlamydosporia é um fungo quitinolitico (Dallemolle et al. 2012),
que age principalmente pela predacgdo de ovos de nematoides (Ghahremine et al. 2019).
O fato dos nematoides das galhas depositarem 0s ovos agrupados em uma matriz
gelatinosa, possibilita a maior eficiéncia deste mecanismo de agdo, visto que a

colonizagdo da massa de ovos pelo fungo, pode promover a destruicao de individuos que
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a compde (Dallemolle et al. 2012). Contudo, h& outros mecanismos de acdo envolvidos
no controle de Meloidogyne spp. pela P. chlamydosporia.

Este fungo pode colonizar as raizes de forma endofitica, promovendo alteragdes
hormonais e enzimaticas, que podem promover melhor desenvolvimento da planta ou
ativar os mecanismos de defesa naturais (Medeiros et al. 2015; Zavala-Gonzalez et al.
2017). Além disso, esta colonizacdo resulta na reducdo da penetracdo dos nematoides
nas raizes, comprometendo seu desenvolvimento e reproducdo (Escudero & Lopez-
Llorca 2012).

Apesar dos relatos de que a P. chlamydosporia promove crescimento de plantas
(Escudero e Lopez-Llorca 2012; Zavala-Gonzalez et al. 2015), ndo houve evidéncias
conclusivas deste modo de acdo no presente estudo, no qual foi constatado aumento na
altura das plantas apenas no tratamento com P. chlamydosporia associada a M. javanica,
se comparado as plantas testemunhas. Contudo, o referido tratamento ndo diferiu dos
demais, em que havia ao menos um organismo envolvido, o que pode ser conferido ao
fato do fungo e do nematoide promoverem a producdo de &cido indolacético (Zavala-
Gonzalez et al. 2015), auxiliando no desenvolvimento vegetal (Meneguzzi et al., 2015).
Por outro lado, o fungo ndo promoveu incremento em outros parametros vegetativos
estudados, corroborando com Ghahremani et al. (2019), que ao aplicar P. chlamydosporia
no controle de M. incognita em tomateiro, ndo constataram aumento na massa fresca e
seca da parte aérea.

A relacdo entre agente de controle biolégico, nematoide e planta € complexa e
soma-se ainda os fatores edaficos do solo, que podem agir sobre os trés organismos. Desta
forma, é esperado que as respostas relacionadas aos pardmetros vegetativos sejam
variaveis. A maior massa de raiz observada em plantas inoculadas, pode estar relacionada
ao aumento na quantidade de galhas ocasionadas pelo nematoide, conforme ja observado
em outras pesquisas (Castro et al. 2012).

O carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) foi maior no tratamento
inoculado somente com M. javanica, seguida do tratamento com P. chlamydosporia
aplicada isoladamente. Neste caso, como 0s organismos ndo interagem entre si, é possivel
que tenha havido condicdes favoraveis ao pleno desenvolvimento e reproducédo de cada
um isoladamente (Oliveira et al. 2016), aumentando assim a biomassa microbiana do
solo. Por outro lado, na associacdo entre fungo e nematoide, a interacao parasitaria pode
promoveu reducdo da biomassa microbiana, diminuindo a quantidade de organismos

vivos no solo (Maboreke et al. 2017). Vale destacar que como o solo utilizado no trabalho
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foi autoclavado, outros organismos habitantes naturais do solo foram parcial ou
totalmente eliminados (Hu et al. 2019), sendo maior atividade conferida aos organismos
introduzidos, uma vez que a biomassa microbiana € a porc¢do viva do solo (Kaschuk et al.
2010).

A respiracdo basal do solo (RBS), por sua vez, é a quantidade de carbono em
forma de COg, proveniente da respiracdo de organismos presentes no solo, que atuam na
decomposi¢cdo da matéria organica (Medeiros et al. 2019), o que explica as maiores
médias observadas no tratamento com P. chlamydosporia, visto tratar-se de um fungo
saprofita, que também se alimenta comumente da matéria organica em decomposi¢do
(Siddiqui et al. 2009). Por outro lado, os tratamentos com P. chlamydosporia nédo
diferiram do tratamento cujas plantas ndo foram parasitadas com M. javanica nem
tratadas com P. chlamydosporia, o que pode estar associado a interferéncias de fatores
abioticos, como umidade, temperatura e aeracdo (Silva et al., 2007).

O quociente metabdlico do solo (qCO.) foi superior na presenca dos organismos
associados. Tal parametro esta relacionado a eficiéncia dos microrganismos na utilizagao
de carbono disponivel para a promoc&o de crescimento (Batista et al. 2018). E possivel
que, com a presenca do nematoide e do fungo P. chlamydosporia, tenha ocorrido maior
gasto energético para a manutencdo da comunidade microbiana, ou seja, a populagédo de
M. javanica esté sofrendo estresse para a manutencdo do fungo, ja que é seu substrato,
sendo consumido para sua sobrevivéncia (Carneiro et al. 2008; Silva et al. 2010; Gomide
et al. 2011), demonstrando assim que, a P. chlamydosporia, em solo infestado por
nematoide gera estresse ao fitoparasita e interfere diretamente na biomassa microbiana
do solo.

Houve acumulo de P e K na parte aérea das plantas tratadas com P.
chlamydosporia, principalmente em relacdo as plantas inoculadas com M. javanica. Este
resultado corrobora com a hipdtese de que o fungo apresenta a capacidade de solubilizar
formas ndo labeis de fosforo, tornando-o soltvel e disponivel para a absorcéo pela planta
(Zavala-Gonzalez et al. 2015). H& também relatos de melhoria na aquisi¢cdo de outros
nutrientes, como K na presenca da P. chlamydosporia (Zavala-Gonzalez et al. 2015). E
possivel que a relagdo endofitica do fungo com a planta contribua para a melhoria na
absorcdo de alguns nutrientes. Soma-se a isto o fato de as plantas inoculadas com o
nematoide, apresentarem alteracdes na absor¢éo e translocacao de dgua e nutrientes, em
funcdo da formacéo de sitios de alimentagdo associados ao xilema (Kyndt et al. 2013;
Palomares-Rius et al. 2017)
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Nas condicdes em que o experimento foi conduzido, o fungo ndo influenciou
positivamente na absor¢do de micronutrientes. Uma das hipéteses é a de que, 0 processo
de autoclavagem pode ter promovido a reducdo da matéria organica do solo e que a
quantidade de micronutrientes remanescentes era baixa, ndao havendo disponibilidade
suficiente para absor¢édo pela planta. No entanto, a absorcdo de zinco foi aumentada no
tratamento com M. javanica. Como as pesquisas relacionando nematoide e
micronutrientes sdo escassas, faz-se necessario novas investigagdes, com diferentes tipos
de solo e adubacdes, a fim de entender melhor a relacdo entre nematoide e absorcéo de
nutrientes.

Os resultados obtidos mostraram que, além de controlar o nematoide, o fungo P.
chlamydosporia apresenta efeito benéfico na comunidade microbiana do solo e a
absorcéo de fosforo e potassio pela planta, podendo ser um importante aliado no manejo
sustentavel de nematoides. Porém, novas pesquisas com a adicdo de macro e
micronutrientes ao solo, bem como com diferentes tipos de solo, devem ser realizadas, a

fim de melhor entender esta complexa relacao.
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CONCLUSOES GERAIS
O trabalho permitiu concluir que:
- A aplicacdo de P. chlamydosporia reduz a penetracédo e a reproducdo de M.
javanica.
- O fungo apresenta potencial para inducdo de resisténcia em soja contra M.
javanica.
- P. chlamydosporia aumenta a absorcdo de fosforo e potéssio pela planta e

melhora a atividade microbiana do solo.



