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RESUMO

Nos ultimos anos, tem-se estudado o uso de nematdides entomopatogénicos
(NEPs) como estratégia de controle de nematoides parasitas de plantas. No entanto,
sdo necessérios estudos que comprovem em quais fases do desenvolvimento dos
nematoides fitoparasitas ocorre o efeito dos NEPs e os mecanismos envolvidos. Para
verificar a influéncia Steinernema brazilense IBCB 06, S. feltiae (Filipjev) IBCB 47, S.
rarum (Doucet) IB (Rhabditida: Steinernematidae), Heterorhabditis amazonensis IBCB
24 e H. bacteriophora (Poinar) IB (Rhabditida: Heterorhabditidae) na eclosdo do
fitonematoide M. enterolobii, 500 ovos e 1.000 juvenis infectantes de cada espécie de
nematoide entomopatogénico foram colocados em um recipiente de plastico
totalizando 25 mL de suspenséo e mantidos em camara incubadora a 25°C. O niumero
de juvenis eclodido na suspenséao foi contado a cada dois dias totalizando 10 dias.
Para contagem, foi retirado um mL de suspensao e o nematoide contado na camara
de Peters sob microscoépio de luz. Para avaliar o efeito dos NEPs sobre a mortalidade
de juvenis infectantes de M. enterolobii, 500 juvenis infectantes de e 1.000 juvenis de
cada espécie de nematoide entomopatogénico foram colocados em um recipiente de
plastico totalizando 25 mL de suspenséo. A mortalidade foi avaliada a cada dois dias
por um tempo de 10 dias. A avaliagdo da mortalidade de M. enterolobii foi realizada
pela contagem dos nematoides méveis e imoveis adicionando-se duas gotas de NaOH
1N a suspensao de nematoides. A contagem foi feita logo a seguir, considerando-se
mortos 0s nematoides retos e imoveis, e, vivos, os retorcidos. Os experimentos foram
conduzidos em delineamento experimental inteiramente casualizados, em esquema
de parcelas subdivididas no tempo, com seis repeticdes. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia, comparando-se as médias pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade no programa R Development Core Team. Para avaliar o efeito dos NEPs
sobre a infeccdo por M. enterolobii, mudas de tomateiro foram inoculadas com 500
ovos e juvenis infectantes de M. enterolobii e 0 (somente agua), 100, 500, 1.000 e
5.000 juvenis de NEPs por vaso. Sessenta dias ap0s a inoculacao, o sistema radicular
de cada planta foi lavado em agua corrente e submetido a coloracdo com Floxina B
para a obtencao dos indices de galhas (IG) e indices de massas de ovos (IMO). Além
disso, o sistema radicular foi pesado e cortado em pedagos pequenos para extracao

dos ovos. O numero total de ovos e juvenis de M. enterolobii por sistema radicular foi



quantificado com o auxilio de um microscépio de luz e laminas de Peters e
posteriormente calculado o fator de reproducdo. Os experimentos foram conduzidos
em delineamento experimental inteiramente casualizados, em esquema de fatorial
duplo, com seis repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de variancia,
comparando-se as médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade no programa R
Development Core Team. Os resultados demonstraram que a utilizacdo dos
nematoides entomopatogénicos testados S. brazilense, S. feltiae, S. rarum, H.
amazonensis e H. bacteriophora afetam a ecloséo de M. enterolobii, proporcionando
menor numero de juvenis eclodidos. De forma geral os NEPs S. brazilense e S. rarum
proporcionaram mortalidade no segundo dia apds a instalacédo do experimento e H.
bacteriophora afetou a mortalidade dos juvenis no 4° dia. Nas demais avaliacdes, nao
houve diferenca estatistica. Além disso, todos os NEPs proporcionaram reducdo do
namero de galhas, massa de ovos, numero total de nematoides e fator de reproducéo
na concentracdo de 5.000 juvenis por vaso. Entretanto, S. feltiae em baixas
concentracfes (100 juvenis por vaso) se destaca por proporcionar reducdo nos
mesmos parametros metodoldgicos avaliados. Os resultados obtidos demonstram o

potencial da utilizacdo de NEPs em programas de manejo integrado de M. enterolobii.

Palavras-chave: Eclosé@o. Mortalidade. Infec¢cdo. Controle Biologico.



ABSTRACT

In recent years, the use of entomopathogenic nematodes (EPNs) has been
studied as a strategy to control plant parasitic nematodes. However, studies are
needed to prove in which phases of development of plant-parasitic-nematodes occurs
the effect of EPNs and the mechanisms involved. To verify the influence of
Steinernema brazilense IBCB 06, S. feltiae (Filipjev) IBCB 47, S. rarum (Doucet) 1B
(Rhabditida: Steinernematidae), Heterorhabditis amazonensis IBCB 24 e H.
bacteriophora (Poinar) IB (Rhabditida: Heterorhabditidae) in the hatching of M.
enterolobii, 500 eggs and 1.000 infective juveniles of each entomopathogenic
nematode species were placed in a plastic container totaling 25 ml of suspension and
kept in an incubator chamber at 25 °C. The number of juveniles hatched in the
suspension was counted every two days totaling 10 days. For counting, one mL of
suspension was withdrawn and the nematode counted in a Peters's chamber under
light microscope. To evaluate the effect of EPNs on the mortality of M. enterolobii
infective juveniles, 500 juvenile infective of 1000 juveniles of each entomopathogenic
nematode species were placed in a plastic container totaling 25 mL of suspension.
Mortality was assessed every two days for a time of 10 days. The evaluation of M.
enterolobii mortality was performed by counting the mobile and immobile nematodes
by adding two drops of 1IN NaOH to the nematode suspension followed by counting,
considering the dead straight and immobile nematodes, and, alive, the twisted ones.
The experiments were conducted in a completely randomized experimental design, in
a subdivided plots scheme with six replications. The data were submitted to analysis
of variance, comparing the means by the Scott-Knott test to 5% probability in the R
Development Core Team program.To evaluate the effect of EPNs on M. enterolobii
infection, tomato seedlings were inoculated with 500 eggs and infective juveniles of M.
enterolobii and O (water only), 100, 500, 1,000 and 5,000 juveniles of EPNs per pot.
Sixty days after inoculation, the root system of each plant was washed in running water
and subjected to floxin B staining to obtain gall indexes (Gl) and egg mass indexes
(IMO). In addition, the root system was weighed and cut into small pieces for egg
extraction. The total number of eggs and juveniles of M. enterolobii by root system was
guantified with the aid of a light microscope and Peters' slides and then the

reproduction factor was calculated. The experiments were conducted in a completely



randomized experimental design with a double factorial scheme with six replications.
The data were submitted to analysis of variance, comparing the means by the Tukey
test at 5% probability in the R Development Core Team program. The results showed
that the use of the entomopathogenic nematodes tested S. brazilense, S. feltiae, S.
rarum, H. amazonensis and H. bacteriophora affect the hatching of M. enterolobii,
providing a smaller number of juvenile hatchlings. In general, EPNs S. brazilense and
S. rarum provided mortality on the second day after the experiment, and H.
bacteriophora affected juvenile mortality on the 4th day. In the other evaluations, there
was no statistical difference. In addition, all EPNs reduced the number of galls, egg
mass, total number of nematodes and reproduction factor at the concentration of 5.000
juveniles per pot. However, S. feltiae at low concentrations (100 juveniles per vessel)
is notable for providing reduction in the same methodological parameters evaluated.
The results demonstrate the potential of the use of EPNs in integrated management

programs of M. enterolobii.

Keywords: Hatching. Mortality. Infection. Biological control.
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INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertencente a familia Solanaceae, €
constituida por cerca de 90 géneros (CATTELAN, 2008). O género Solanum € o quinto
maior género dentre as angiospermas (Magnoliophyta), abrangendo 3.000 espécies,
podendo ser encontrado em todas as regides tropicais e subtropicais das Américas,
Africa e Australia, com menor nimero de espécies euroasiaticas (MIZ, 2006).

O tomate é classificado como uma das mais importantes hortalicas, no aspecto
produtivo, econémico e social, tendo como mercado principal dois segmentos, de
mesa e processamento (NASCIMENTO, 2011). Sua riqueza nutricional,
especialmente quanto a presenca de vitaminas, além do sabor e cor agradavel,
contribuiram para a rapida popularizacdo e consumo no mundo. O teor de vitaminas
presente no tomate depende da nutricdo, variedade e condi¢cdes de cultivo. O fruto
fresco € rico em vitamina C e seu contetdo calorico € baixo, é fonte de vitamina A e
ferro, pela escassez em massa seca e gordura (ESPINOZA, 1991).

Existem diversos patdgenos associados ao tomateiro, dentre estes, 0s
nematoides parasitas de plantas constituem um fator limitante para o cultivo bem
sucedido desta olericola (SILVA et al., 2014). Os nematoides parasitas de plantas
(NPP) séo organismos com elevada especialidade que habitam preferencialmente na
rizosfera das plantas. Possuem diversas estratégias para infectar 6érgdos da planta
hospedeira e conseguem suprimir as defesas das plantas devido a alimentacdo e
infeccdo no sistema radicular, dificultando adocdo de medidas efetivas de controle
(KERRY, 2000; JASMER et al., 2003; WUYTS et al., 2007; MACHADO et al., 2012;
HAEGEMAN et al., 2012).

Expressivas perdas econémicas causadas por nematoides fitoparasitas sao
relatadas anualmente na agricultura mundial (SINGH et al., 2013). Entre 0s grupos
mais estudados estdo os endoparasitas sedentarios, Meloidogyne spp. (LEAL-
BERTIOLI et al., 2016), Rotylenchulus reniformis (GANJI et al., 2013; ROBINSON et
al.,, 1997) e Heterodera sp. (GANJI et al., 2013) e endoparasitas migradores,
Pratylenchus spp. (VIEIRA et al., 2015; JONES; FOSU-NYARKO, 2014). O ataque de
nematoides tem sido relatado em muitas espécies de plantas cultivadas (MACHADO
et al., 2012; DIAS et al., 2010; CHIAMOLERA et al., 2012; GARDIANO et al., 2012),

sendo o nematoide-das-galhas (Meloidogyne) o género mais comum em areas
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cultivadas com tomate (Solanum lycopersicum) resultando em perdas de 30 a 80% na
producdo (CHARCHAR, 1995).

O manejo dos nematoides das galhas é dificil de ser conduzido e em areas de
cultivo de olericolas torna-se ainda mais problematico, em decorréncia da sucessao
de culturas hospedeiras (ROSA et al., 2015; KORAYEM et al., 2015). Portanto, o
controle desses nematoides é vital para a agricultura (AKHTAR; MALIK, 2000). Sendo
assim, meétodos alternativos e eficientes para controle de nematoides devem ser
estudados. O controle biologico torna-se uma opcao sustentavel, com resultados
satisfatorios no manejo de nematoides parasitas de plantas (COIMBRA; CAMPOS,
2005; ARAUJO; MARCHESI, 2009).

Relatos de aplicacfes de nematoides entomopatogénicos (NEPs) suprimindo
algumas espécies de nematoides parasitas de plantas em experimentos realizados
em casa de vegetacao (BIRD; BIRD, 1986; ISHIBASHI; KONDO, 1986; ISHIBASHI,
CHOI, 1991; GOUGE et al., 1994) e em experimentos realizados no campo (GREWAL
et al., 1997), despertaram interesse na utilizacdo de NEPs no controle de NPP. Esses
efeitos foram atribuidos devido a aglomeracao dos NEPs préximo as raizes da planta
hospedeira (BIRD; BIRD, 1986; ISHIBASHI; CHOI, 1991) e a liberacdo de metabdlitos
toxicos produzidos pelas bactérias simbiéticas dos NEPs (HU et al., 1995; GREWAL
et al., 1999).

NEPs dos géneros Steinernema e Heterorhabditis e suas respectivas bactérias
associadas, Xenorhabdus spp., e Photorhabdus spp., estdo comercialmente
disponiveis nos Estados Unidos e Europa para controlar insetos pragas do solo (GE
(GAUGLER et al., 2000). O juvenil infectante de terceiro estadio (JI) é de vida livre,
gue procura e infecta um inseto. Apos a infeccdo, a bactéria associada aos NEPs é
liberada na hemocele do hospedeiro, se multiplicando rapidamente, fornecendo
alimento e condigbes ideais para o desenvolvimento dos NEPs. Toxinas liberadas
pelas bactérias, matam o inseto hospedeiro dentro de 48 a 72h apdés a infecgéo
(BURMAN, 1982; AKHURST; BOEMARE, 1990).

Além disso, os NEPs também podem suprimir a populagdo de algumas
espécies de nematoides parasitas de plantas (BIRD; BIRD, 1986; ISHIBASHI;
KONDO, 1986; LEWIS; GRE- WAL, 2005). Efeitos supressivos dos NEPs a
nematoides parasitas de plantas (NPP) foram observados em Belonolaimus
longicaudatus, Criconemoides spp. (GREWAL et al., 1997), Globodera rostochiensis
(PERRY et al., 1998), e Meloidogyne spp. (LEWIS; GREWAL, 2005).
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Diante da importancia desse patdégeno na agricultura mundial, o objetivo dessa
pesquisa foi avaliar a eclosdo, mortalidade e supressédo da populacdo de Meloigogyne
enterolobii em tomate cv. 'Rutgers' utilizando NEPs das espécies Steinernema
brazilense PONTO2C, S. feltiae (Filipjev) IBCB47, S. rarum (Doucet) PAM25
(Rhabditida: Steinernematidae), Heterorhabditis amazonensis IBCB10 e H.
bacteriophora (Poinar) HB (Rhabditida: Heterorhabditidae).

Para isso, a dissertacdo serd apresentada em dois capitulos. O capitulo 1
“Ecloséo e mortalidade de Meloidogyne enterolobii (YANG; EISENBACK, 1983) sob a
interferéncia de nematoides entomopatogénicos in vitro” conforme normas da Revista
Journal of Nematology, em que se objetivou analisar a interferéncia dos NEPs na
eclosdo e na mortalidade de M. enterolobii. O capitulo 2, “Supressédo de Meloidogyne
enterolobii por nematoides entomopatogénicos” foi redigido de acordo com as normas
da Revista Biological Control, cujo objetivo foi de avaliar a supressao de diferentes
espécies de NEPs a M. enterolobii apresentando-se como uma alternativa de manejo

desse patdgeno.
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CAPITULO 1

Eclosdo e mortalidade de Meloidogyne enterolobii sob a interferéncia de
nematoides entomopatogénicos in vitro

(Artigo redigido conforme normas da Revista Journal of Nematology)

Resumo

Nematoides parasitas de plantas tem se tornado um dos principais problemas
no cultivo de olericolas. Dentre estes, Meloidogyne enterolobii apresenta grandes
desafios ao produdor, pois é uma espécie polifaga, de dificil controle, e apresenta alto
grau de disseminacao e multiplicacdo, alcancando altos niveis populacionais em curto
periodo de tempo. Dentre os métodos que sdo estudados para controle dos
fitonematoides, os nematoides entomopatogénicos (NEPsS) se apresentam como
potencial para controle biol6gico deste patdgeno por apresentarem capacidade de
aglomeracdo préximo as raizes das plantas e de liberar metabdlitos téxicos
produzidos pelas bactérias simbidticas dos NEPs. Sendo assim, o objetivo do estudo
foi avaliar a interferéncia dos NEPs S. brazilense, S. feltiae, S. rarum, H. amazonensis
e H. bacteriophora na eclosdo e mortalidade de M. enterolobii. 500 ovos deste
nematoide e 1.000 juvenis infectantes de cada espécie de nematoide
entomopatogénico foram colocados em recipiente de plastico totalizando 25 mL de
suspensao e mantidos em camara incubadora a 25°C. O numero de juvenis eclodido
na suspenséao foi contado a cada dois dias totalizando 10 dias. Para contagem, foi
retirado um mL de suspensdo e o nematoide contado na camara de Peters sob
microscopio de luz. No experimento de mortalidade, 500 juvenis infectantes de M.
enterolobii e 1.000 juvenis de cada espécie de nematoide entomopatogénico foram
colocados em pote plastico totalizando 25 mL de suspensdo. A mortalidade foi
avaliada a cada dois dias por um tempo de 10 dias. A avaliacdo da mortalidade dos
juvenis foi realizada pela contagem dos nematoides moveis e iméveis adicionando-se
duas gotas de NaOH 1N a suspensédo de nematoides. A contagem foi feita logo a
seguir, considerando-se mortos 0s nematoides retos e imdveis, €, vivos, 0s retorcidos.
Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente
casualizados, em esquema de parcelas subdivididas no tempo, com seis repeticoes.
Os dados foram submetidos a analise de variancia, comparando-se as médias pelo
teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. As andlises foram realizadas no programa R
Development Core Team. Verificou-se que no 10° dia todos os nematoides
entomopatogénicos proporcionaram reducao na eclosdo de M. enterolobii. Porém, no
teste de mortalidade, os NEPs S. brazilense e S. rarum proporcionaram mortalidade
no segundo dia e H. bacteriophora afetou a mortalidade dos juvenis no 4° dia. Nas
demais avaliacdes, ndo houve diferenca estatistica.
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Palavras-chaves: Nematoides fitoparasitas. Manejo. Controle Biolégico.
Entomopatoégenos.

Hatching and mortality of Meloidogyne enterolobii under the interference of
entomopathogenic nematodes in vitro
Abstract

Plant parasitic nematodes have become one of the main problems in the
cultivation of vegetable plants. Among these, Meloidogyne enterolobii presents great
challenges to the produdor, since it is a polyphagous species, difficult to control, and
presents a high degree of dissemination and multiplication, reaching high population
levels in a short period of time. Among the methods that are studied for phytonuthoid
control, entomopathogenic nematodes (EPNs) present as potential for biological
control of this pathogen because they have agglomeration capacity near the roots of
the plants and to release allelochemicals produced by the symbiotic bacteria of the
EPNs. Therefore, the objective of the study was to evaluate the interference of EPNs
S. brazilense, S. feltiae, S. rarum, H. amazonensis and H. bacteriophora on hatching
and mortality of M. enterolobii. 500 eggs of this nematode and 1.000 infective juveniles
of each entomopathogenic nematode species were placed in a plastic container
totaling 25 mL of suspension and kept in an incubator at 25 °C. The number of juveniles
hatched in the suspension was counted every two days totaling 10 days. For counting,
one ml of suspension was withdrawn and the nematode counted in the Peters's
chamber under light microscope. In the mortality experiment, 500 infective juveniles of
M. enterolobii and 1.000 juveniles of each entomopathogenic nematode species were
placed in a plastic pot totaling 25 mL of suspension. Mortality was assessed every two
days for a time of 10 days. The evaluation of juvenile mortality was performed by
counting the mobile and immotile nematodes by adding two drops of 1N NaOH to the
nematode suspension. The counting was done soon after, considering the dead
straight and immobile nematodes, and, alive, the twisted ones. The experiments were
conducted in a completely randomized experimental design, in a subdivided plots
scheme with six replications. The data were submitted to analysis of variance,
comparing the means by the Scott-Knott test at 5% probability. The analyzes were
carried out in the R Development Core Team program. It was verified that on the 10th
day all entomopathogenic nematodes gave reduction in the hatching of M. enterolobii.
However, in the mortality test, EPNs S. brazilense and S. rarum provided mortality on
the second day and H. bacteriophora affected juvenile mortality on the 4th day. In the
other evaluations, there was no statistical difference.

Key words: Phytopathogenic nematodes. Management. Biological control.
Entomopathogens.
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1.1 Introducéo

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma das olericolas mais cultivadas
no Brasil, com area total de 54.051 ha e producéo de 3.472.55 toneladas, sendo os
estados de S&o Paulo e Goias os maiores produtores (IBGE, 2016). Diante da
importancia sécioecondmica da cultura e da necessidade de condigbes ambientais
controladas para o cultivo, fizeram com que o tomateiro passasse a ser cultivado em
ambiente protegido, possibilitando o aumento da producédo. Entretanto, favoreceu o
desenvolvimento de diversos problemas fitossanitarios, dentre eles, os nematoides
fitoparasitas (Rosa et al., 2015).

Os nematoides parasitas de plantas tem se tornado um dos principais
problemas no cultivo de olericolas em geral. Dentre estes, o género Meloidogyne spp.
representa o grupo de maior importancia, pois sdo encontradas espécies gque causam
elevados danos a producéao agricola em nivel mundial (Silva et al., 2014). As espécies
deste género podem acarretar 100% de perdas na producdo e por iSso Sao
consideradas uma das mais danosas no cultivo de olericolas (Kurozawa e Pavan,
2005; Perry e Moens, 2006).

Meloidogyne enterolobiitem se mostrado um grande desafio aos
produtores (Yang e Eisenback, 1983), por ser considerada polifaga, e por apresentar
alto grau de disseminacdo e multiplicacdo (Carneiro et al., 2006). A espécie M.
enterolobii foi descrita a partir do parasitismo em raizes de Enterolobium
contortisiliquum (Vell.), na China. M. enterolobii possui ampla gama de hospedeiros,
alta taxa de reproducao, elevada agressividade e capacidade de superar fontes de
resisténcia existentes a outras espécies de Meloidogyne (Brito et al., 2007; Cantu et
al., 2009).

Diversos métodos sdo estudados para controle dos fitonematoides. Dentre
estes, 0s nematoides entomopatogénicos apresentam-se como potencial para
controle bioldgico destes parasitas por apresentarem capacidade de aglomeracao
préximo as raizes das plantas e de liberar metabdlitos téxicos produzidos pelas
bactérias simbidticas dos NEPs (Hu et al., 1995; Grewal et al., 1999).

Diante do exposto, os objetivos do presente estudo foram avaliar a ecloséo e
mortalidade de M. enterolobii na presenca de Steinernema brazilense PONTO2C, S.
feltiae (Filipjev) IBCB47, S. rarum (Doucet) PAM25 (Rhabditida: Steinernematidae),
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Heterorhabditis amazonensis IBCB10 e H. bacteriophora (Poinar) HB (Rhabditida:

Heterorhabditidae) in vitro.

1.2 Material e Métodos

Interferéncia de NEPs na eclosédo de M. enterolobii

Os experimentos foram desenvolvidos em camaras incubadoras (B.O.D) do
laboratorio de Nematologia Agricola do Departamento de Protecdo Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Botucatu-SP.

A populacédo pura de M. enterolobii utilizada nos experimentos foi obtida de
plantas de tomateiros mantidas em casa de vegetacdo como fonte de inoculo e
multiplicada em tomate 'Rutgers' em potes de 1.000 cm3 contendo substrato composto
de solo, areia e matéria organica na proporcdo de 1: 1: 1 (v: v: v), previamente
esterilizado em autoclave (120 °C por 2 h). Os ovos do nematoide foram extraidos de
raizes de tomate pelo método de Hussey e Barker (1973) e a concentracdo da
suspensao determinada com o auxilio da camara de Peters sob um microscépio de
luz.

As populagdes de NEPs foram obtidas da Colegdo de Nematoides
Entomopatogénicos do Banco do Instituto Biolégico de S&o Paulo, Sao Paulo, Brasil.
Os juvenis infectantes (JIs) de S. brazilense, S. feltiae, S. rarum, H. amazonensis e H.
bacteriophora foram multiplicados em larvas de terceiro a quinto instar de Diatraea
saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera: Crambidae). Foram utilizadas cinco larvas por placa
de Petri (9 cm de diametro) revestidas com papel de filtro umedecido com uma
suspensao de nematoides a concentracdo de 500 JIs / cm2. As larvas mortas de D.
saccharalis foram transferidas para armadilhas de White (White, 1927) e armazenadas
em camara incubadora (BOD) a 25 °C. Os JIs foram coletados em um filme de 4gua
(1 cm de profundidade) em Erlemeyers, que foram mantidos em camara de BOD a
temperatura de 18 ° C, 70% de HR e usado até 48h apds a coleta.

No experimento, 500 ovos de M. enterolobii e 1.000 JI de cada espécie de
nematoide entomopatogénico foram colocados em recipiente de plastico (50 mL)
dispersos em 25 mL de suspensao e mantidos em camara incubadora (BOD) a 25°C.
O numero de J2 eclodido na suspenséo foi contado a cada dois dias totalizando 10

dias. Para contagem, foi retirado um mL de suspensao e os nematoides contados em
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camara de Peters sob microscopio de luz. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com 6 tratamentos (T1=M. enterolobii; T2=M.
enterolobii + S.brazilense; T3=M. enterolobii + S. rarum; T4=M. enterolobii + S. feltiae;
T5=M. enterolobii + H. amazonensis; T6=M. enterolobii + H.bacteriophora) e 6
repeticoes.

Apoés os 10 dias de avaliacdes, a suspenséao restante (15 mL) contendo M.
enterolobii e NEPs, foi inoculada em mudas de tomate 'Rutgers', previamente
transplantadas em potes de 1.000 cm?3 contendo substrato composto de solo, areia e
matéria organica na proporcao de 1: 1: 1 (v: v: v), esterilizado em autoclave (120 °C
por 2 h). A suspensao foi contada em lIcontinha aproximadamente 300 ovos e
eventuais juvenis de M. enterolobii e 600 JI de cada espécie de nematoide.

Sessenta dias apoés a inoculacao, o sistema radicular de cada planta foi lavado
em agua corrente e submetido a coloragdo com Floxina B para a obtencéo dos indices
de galhas (IG) e indices de massas de ovos (IMO) de acordo com a escala de notas
proposta por Taylor e Sasser (1978), em que: nota 0 = sem galhas ou massas de ovos;
nota 1 =1 a 2 galhas ou massas de ovos; nota 2 = 3 a 10 galhas ou massas de ovos;
nota 3 = 11 a 30 galhas ou massas de ovos; nota 4 = 31 a 100 galhas ou massas de
ovos e nota 5 = mais de 100 galhas ou massas de ovos por raiz.

Para a extracao dos ovos, o sistema radicular foi cortado em pedacos pequenos
(aproximadamente 1 cm de comprimento) processados pelo método descrito por
Hussey e Barker (1973) em que o sistema radicular é triturado em liquidificador com
solugéo de hipoclorito de sodio, seguida de peneiramento. O numero total de ovos e
juvenis de M. enterolobii por sistema radicular foi quantificado com o auxilio de um
microscoépio de luz e de laminas de Peters. O fator de reproducéao foi calculado através
da formula FR = PF / PI, onde PF = populacéo final do nematoide e Pl= populagéo
inicial do nematoide (Pl= 300 ovos). Para maior confiabilidade dos dados, os

experimentos foram conduzidos duas vezes.

Interferéncia de NEPs na mortalidade de J2 de M. enterolobii

O experimento foi desenvolvido em camara incubadora (B.0O.D) do laboratério
de Nematologia Agricola do Departamento de Protecdo Vegetal da Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
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Botucatu-SP. A populacdo pura de M. enterolobii e a populacdo de NEPs para
realizacdo dos experimentos, foram obtidas como descrito no experimento anterior.

Para obtencdo dos juvenis de segundo estadio (J2) a serem utilizados nos
experimentos, a suspenséo contendo ovos de M. enterolobii foi colocada em aparatos
de Baermanns modificados para recipientes rasos conforme Southey (1986). As
coletas de J2 foram realizadas a cada 24h. Sendo assim, 500 J2 de M. enterolobii e
1.000 JI de cada espécie de nematoide entomopatogénico foram colocados em potes
de plastico totalizando 25 mL de suspenséo. A mortalidade foi avaliada a cada dois
dias por 10 dias. A avaliacdo da mortalidade de M. enterolobii foi realizada pela
contagem dos nematoides moveis e imoveis conforme metodologia descrita por Chen
e Dickson (2000), que consiste em adicionar duas gotas de NaOH 1N a suspenséo de
nematoides. A contagem foi feita logo a seguir, considerando-se mortos 0s
nematoides retos e imoveis, e, vivos, os retorcidos. Para maior confiabilidade dos
dados, os experimentos foram conduzidos duas vezes.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizados, em esquema de parcelas subdivididas no tempo, com seis
repeticdes. O fator com os tratamentos foi avaliado nas parcelas; e os dias nas
subparcelas. Os dados foram submetidos a analise de variancia, comparando-se as
médias pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. As andlises foram realizadas no

programa R Development Core Team (2009).

1.3 Resultados

Interferéncia de NEPs na eclosédo de M. enterolobii

A utilizacdo de nematoides entomopatogénicos afetou e eclosdo de M.
enterolobi. Nas primeiras avalia¢des (2° e 4° dia) ndo houve diferenca estatistica entre
os tratamentos (P>0,05). Entretanto, no 6° dia, todos os tratamentos diferiram
estatisticamente da testemunha, proporcionando reducdo na eclosdo de M.
enterolobii. No 8° dia, somente o tratamento composto por S. rarum (SR) e H.
bacteriophora (HA) proporcionaram reducao na ecloséao. Na ultima avaliacdo (10° dia),
todos os nematoides entomopatogénicos proporcionaram redugdo na ecloséo de M.
enterolobii (P<0,05) (Tabela 1). O niamero maximo de M. enterolobii eclodido na
testemunha e nos tratamentos compostos por S. rarum (SR), S. feltiae (SF) e H.
bacteriophora (HB) foi no 10° dia. Ja para os tratamentos S. brazilense (SB) e H.
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amazonensis (HA) a eclosdo maxima ocorreu no 8° dia, ndo diferindo-se

estatisticamente do 10° dia.

Tabela 1 Ecloséo de Meloidogyne enterolobii sob a interferéncia de nematoides

entomopatogénicos.

Experimento 1

Trat 2°dia 4° dia 6° dia 8°dia 10° dia
Test 54,2+188 aA 728+33,9 aA 1645+834 aB 155,2+53,0 aB 374,0+76,8 aC
SB 16,7+6,9 aA 728+30,6 aA 70,0+41,3 bA 2153+84,7 aB 204,0+56,9 cB
SR 29,2+10,2 aA 69,0£20,6 aA 1225+67,0 bB 72,8+51,6 bA 2655%51,3 bC
SF 125+59 aA 383+119 aA 595+27,9 bA 164,7+49,0 aB 289,0+88,0 bC
HA 20,8+188 aA 651+30,6aA 1225+429 bB 202,7+39,2 aC 206,8+68,3 cC
HB 8,3+49 aA 1035+40,5 aB 1365+51,0 bC 792+36,9 bB 206,3+50,9 cD

Experimento 2

Trat 2°dia 4° dia 6° dia 8° dia 10° dia
Test 458+29,2 aA 76,7645 aA 1785+57,1 aB 133,0+52,4 aB 317,3+91,7 aC
SB 20,8+14,6 aA 72,8+339 aA 70,0%+453 bA 253,3+71,1 aB 266,3+68,6 bB
SR 50,0+ 24,7 aA 72,8+33,9 aA 1105+756 bB 91,8+20,0 bA 268,3+114,6 bC
SF 16,7 +10,4 aA 92,0+43,6 aA 70,0+34,3 bA 1045+50,1 aB 223,8+66,6 bC
HA 88+49 aA 652+396 aA 111,0+254 bB 202,7+31,0 aC 240,8+99,4 bC
HB 16,7+10,4 aA 843+376 aB 805+158 bB 1165+375 bC 232,3+96,6 bC

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna néo diferem entre si pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
Test= Testemunha; SB=Steinernema brazilense; SF=S. feltiae; SR=S. rarum; HA=Heterorhabditis

amazonensis; HB= H. bacteriophora.

Apods 10 dias de avaliacdo do experimento a suspensao restante foi inoculada
em plantas de tomateiro. Foi possivel verificar que o indice de galha (IG), indice de
massa de ovos, numero de nematoides totais (NT) e o fator de reproducéo (FR) foram
reduzidos significativamente nos tratamentos com todas as espécies de nematoides
entomopatogénicos testadas (P<0,05). Verifica-se que em todos os tratamentos
houve penetracao de M. enterolobii, porém o fator de reproducao nos tratamentos com
NEPs foram reduzidos consideravelmente. A viabilidade do inoculo foi confirmada nos
dois experimentos, com FR=2,6 e 5,7 respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 indice de massas de ovos (IMO), indice de galhas (IG), nimero total
de nematoides (NT) e fator de reproducéo (FR) de Meloidogyne enterolobii em raizes

de tomate 'Rutgers’ sob a interferéncia de nematoides entomopatogénicos.

Experimento 1
Trat IMO @ IG @ NTP FR ¢

Test 45+05 a 45+05 a 782,0+137,7a 2,6+05 a
SB 28+£0,7 b 28+£0,7 b 388,2+568 b 13+0,2b
SR 15+050b 15+05 b 376,2+50,2 b 13+0,2 b
SF 18+17 b 1,7+15 b 4505+84,1 b 15+0,3b
HA 1,7+£10 b 12+11 b 1858+199d 06+01d
HB 23+£10b 20+£14 b 3047+773c 10+03c
Experimento 2
Trat IMO 2 IG @ NT® FR®
Test 42+0,7 a 42+0,7 a 16325+296,7 a 5705 a
SB 27+£05 b 27+05b 7702+413 ¢ 26+0,1c
SR 25+08 b 27+08b 6590+393 ¢ 22%+01d
SF 22+09 b 23+12b 732,0+423 ¢ 24%0/1c
HA 2,7+£08 b 28+1,1 b 641,7 £449,0 c 21+14d
HB 22+£11b 20+£11b 92650+219 b 31+01b

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna nédo diferem entre si pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Test= Testemunha; SB=Steinernema brazilense; SF=S. feltiae; SR=S. rarum; HA=Heterorhabditis
amazonensis; HB= H. bacteriophora. 2 Escala de notas: nota 0 (sem galha/massa de ovo); notal (1 a
2 galhas/massa de ovo); nota 2 (3 a 10 galhas/massa de ovo); nota 3 (11 a 30 galhas/massa de ovo);
nota 4 (31 a 100 galhas/massa de ovo); nota 5 (mais de 100 galhas/massa de ovo).? FR= Populagéo
final (Pf)/ Populac&o inicial (Pi).

Interferéncia de NEPs na mortalidade de J2 de M. enterolobii

A mortalidade de M. enterolobii na primeira avaliacdo (2° dia) foi de 76,2 no
experimento 1 e 102,7 no experimento 2 com S. brazilense (SB) e S. rarum (SR)
proporcionou mortalidade de 87,2 no experimento 1 e 87,8 no experimento 2, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. No 4° dia, H. bacteriophora (HB)
proporcionou mortalidade de 121,0 e 154,0 juvenis de M. enterolobii. No 6°, 8° e 10°
dia ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. De forma geral, verifica-se
que a presenca dos NEPs na suspensdo ocasionou mortalidade dos JI de M.

enterolobii somente nas duas primeiras avaliagdes (Tabela 3).
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Tabela 3 Mortalidade de juvenis de M. enterolobii sob a interferéncia de
nematoides entomopatogénicos.

Experimento 1

Trat 2°dia 4° dia 6° dia 8° dia 10° dia
Test 34,0+ 125 aA 26,0+3,7 aA 385+158 aA 51,7+26 aA 86,8+313 aB
SB 76,2 £ 20,2 bB 59,5+10,0 aA 445+152 aA 290+1,9 aA 62,3+23,2aB
SR 87,2+ 14,8 bA 72,0£51 aB 595+279 aA 358+14,7 aA 63,7%+13,8 aB
SF 49,2+6,6 aA 71,7+17,7 aB 39,7+16,4 aA 348+143 aA 62,3+17,5 aB
HA 30,059 aA 532+116 aB 60,7+19,2 aB 345%+17,9 aB 59,5+9,3 aB
HB 340+50 aA 121,0+11,7 bC 56,0+216 aB 43,8+15,1 aA 652+16,7 aB

Experimento 2
Trat 2°dia 4° dia 6° dia 8°dia 10° dia

Test 60,0+12,2 aA 735x376 aA 71,0+x123 aA 1148+3,9 aB 59,5+14,2 aA
SB 102,7+ 12,5 bB 555+11,1 aA 49,2+x113 aA 808+6,1 aA 723x7,2 aA
SR 87,8+10,17 bA 51,3+x11,1 aA 590+9,1 aA 103,0+8,1 aB 715+85 aA
SF 47.8+14,0 aA 555+14,1 aB 56,3+x85 aB 97,3+7,9 aB 66,7 + 13,7 aB
HA 59,0+125 aA 538x51 aA 56,2+11,2 aA 130,0+21,3 aB 78,0+x7,1 aB
HB 68,5+188 aB 1540+275 bB 790%+8,1 aA 149,8+257 aB 66,2 £ 23,2 aA
* Médias seguidas de mesma letra minUscula na linha e maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Test= Testemunha; SB=Steinernema brazilense; SF=S. feltiae; SR=S. rarum; HA=Heterorhabditis

amazonensis; HB= H. bacteriophora

1.4 Discussao

Os nematoides entomopatogénicos S. brazilense, S. rarum, S. feltiae, H.
amazonensis e H. bacteriophora reduziram a eclosédo, niumero de galhas, massa de
ovos, numero de nematoides totais e fator de reproducao de M. enterolobii. Entretanto,
somente as espécies S. brazilense e S. rarum afetaram a sobrevivéncia dos juvenis,
proporcionando maior mortalidade no 2° dia de avaliagéo e H. bacteriophora no 4° dia
de avaliacéo.

A atividade ovicida dos NEPs testados, pode ser atribuido a presenca da
bactéria simbionte. Os ovos de M. enterolobii na suspenséo, serviram de estimulo
para que os NEPs liberassem suas bactérias. Essas bactérias possivelmente
produziram substancias toxicas aos ovos do nematoide, reduzindo a eclosdo dos
juvenis (Grewal et al.,1999; Hu et al.,1999), visto que os ovos de nematoides parasitas
de plantas sdo permeaveis (Perry et al.,1992).

As moléculas proteicas produzidas pela bactéria Photorhabdus luminescens

presente nos nematoides H. amazonensis e H. bacteriphora, foram relatadas
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apresentando toxidez a Aphelenchoides rhytium (Massey), Bursaphelenchus spp.,
Caenorhabditis elegans, Bursaphelenchus xylophilus (Steiner e Buhrer, 1934) (Kohno
et al., 2007), devido a producdo do metabdlito secundario, 3,5-di-hidroxi-4-isopropil
estilbeno que possui propriedades nematicidas (Grewal et al.,1999). Os demais
nematoides, S. feltiae, S. rarum e S. brazilense possuem relacdo simbidtica com as
bactérias do género Xenorhabdus. Bode (2009), verificou que Xenorhabdus
nematophila e Xenorhabdus bovienii produzem cetonas, amidas e também compostos
mais complexos como xenocumarinas (antibioticos) que podem proporcionar efeito
toxico a diversos organismos. Monteiro et al. (2014) relatou que a torta de mamona
possui efeito nematicida a Aphelenchoides besseyi (Christie, 1942), pois dentre os
compostos da torta, o grupo cetona é predominante. Porém, somente S. feltiae possui
associacdo com a bactéria X. bovienii (Ehlers et al., 1997), os demais NEPs
estudados, possuem simbiose com outras espécies de bactérias do mesmo género.
Porém, acredita-se que de forma geral, todas as bactérias do género Steinernema
produza metabdlitos proximos ou semelhantes, pois, espécies de bactérias do género
Xenorhabdus sé&o capazes de produzir uma ampla gama de compostos bioativos,
incluindo compostos antimicrobianos, antiparasitarios, citotoxicos e inseticidas
(Fukruksa et al., 2017). Entretanto, estudos sdo necessarios, para relacionar 0s
compostos produzidos pelas bactérias presentes em S. brazilense e S. rarum.

A suspenséao contendo NEPs inoculada em mudas de tomateiro, proporcionou
reducdo do parasitismo de M. enterolobii, refletindo em reduc¢éo do nimero de galhas,
massa de ovos, nimero de nematoides totais e fator de reproducdo. Grewal et al.
(1999) e Hu et al. (1999) observaram que os metabdlitos téxicos produzidos pelas
bactérias, atuam na capacidade dos J2 de Meloidogyne de localizarem as raizes. Tais
metabolitos podem ter influenciado no parasitismo de M. enterolobii em raizes de
tomateiro, ocasionando menor niumero de nematoides no sistema radicular, reduzindo
consequentemente o numero de galhas e massas de ovos.

A presenca dos nematoides entomopatogénicos S. brazilense, S. rarum
promoveu maior mortalidade dos juvenis de M. enterolobii somente 48 horas apos o
inicio do experimento (2° dia). No 4° dia, somente H. bacteriophora promoveu maior
mortalidade. Isso ocorreu, porque o efeito toxico dos metabalitos toxicos produzidos
pelas bactérias simbiontes ndo atuam de forma constante na suspensdo. Com o
passar do tempo, ocorre declinio das bactérias no ambiente, pois estas hdo possuem

formas de sobrevivéncia e consequentemente ocorre declinio das moléculas liberadas
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(Burnell e Stock, 2000), reduzindo a toxidez aos juvenis de M. enterolobii. Entretanto,
mesmo com a mortalidade crescente apés 96 horas, ndo diferiu da testemunha, pois
povavelmente ocorreu a mortalidade natural dos juvenis que estavam expostos a 25°C
em uma suspensao com metabolismo acelerado.

Sendo assim, verifica-se que a reducdo na eclosdo de M. enterolobii e a
reducéo do indice de galhas, indices de massa de ovos, numero de nematoides totais
e fator de producéo de M. enterolobii pode estar associado a liberagéo de bactérias
simbiontes de S. brazilense, S. rarum, S. feltiae, H. amazonensis e H. bacteriophora.
Os resultados obtidos demonstram o potencial da utilizacdo de NEPs em programas

de manejo integrado de M. enterolobii.

1.5 Concluséo

Os nematoides entomopatogénicos S. brazilense, S. rarum, S. feltiae, H.
amazonensis e H. bacteriophora reduziram a eclosédo de M. enterolobii. S. brazilense
e S. rarum afetaram a sobrevivéncia de M. enterolobii 24 horas apés a instalacao do
experimento proporcionando maior mortalidade dos juvenis e H. bacteriophora
proporcionou maior mortalidade ap6s 96 horas.

A inoculacdo dos NEPs em vasos, reduziram o parasitismo de M. enterolobii
em raizes de tomateiro, resultando em menor indice de galhas, massa de ovos,

nematoides totais e fator de reproducéo.
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CAPITULO 2

Supressao de Meloidogyne enterolobii por nematoides entomopatogénicos

(Artigo redigido conforme normas da Revista Biological Control)

Resumo

Na busca de alternativas para o manejo de areas infestadas com nematoides
fitoparasitas, o controle biolégico tem demonstrado resultados satisfatorios. Dentre os
organismos que atuam no controle bioldgico de fitonematoides, os nematoides
entomopatogénicos tem apresentado resultados positivos. Desse modo, o objetivo do
trabalho foi avaliar a supressdo de Meloidogyne enterolobii pelos NEPs Steinernema
brazilense, S. feltiae, S. rarum, Heterorhabditis amazonensis e H. bacteriophora em
plantas de tomateiro ‘Rutgers’ em casa de vegetagdo. Mudas de tomateiro, foram
inoculados ao mesmo tempo 500 ovos de M. enterolobii e eventuais juvenis de
segundo estadio suspensos em 2 mL de agua e NEPs também aplicados em 2 mL de
agua, nas concentracdes 0 (somente agua), 100, 500, 1.000 e 5.000 juvenis de fase
infectante. Sessenta dias ap0s a inoculacao, o sistema radicular de cada planta foi
lavado em agua corrente e submetido a coloracdo com Floxina B para a obtencéo dos
indices de galhas (IG) e indices de massas de ovos (IMO). Além disso, o sistema
radicular foi pesado e cortado em pedacos pequenos para extracdo dos ovos e
eventuais juvenis de segundo estadio. O numero total de ovos e juvenis de M.
enterolobii por sistema radicular foi quantificado e calculado o fator de reproducéo. Os
experimentos foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente
casualizados, em esquema de fatorial duplo, com seis repeticbes. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia, comparando-se as médias pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. As anélises foram realizadas no programa R Development Core
Team. A utilizacdo de nematoides entomopatogénicos S. brazilense, S. feltiae, S.
rarum, H. amazonensis e H. bacteriophora na concentracéo de 5.000 juvenis por vaso
atuam no manejo de M. enterolobii promovendo redu¢éo do nimero de galhas, massa
de ovos, numero total de nematoides e fator de reproducdo. De forma geral, a
concentracdo de 5.000 juvenis por vaso propiciou melhores resultados. Entretanto, S.
feltiae em baixa concentracdo (100 juvenis por vaso) se destaca por proporcionar
reducdo em todos os parametros avaliados.

Palavras-chaves: Nematoide Fitoparasita. Parasitismo. Multiplicacdo. Manejo.
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Suppression of Meloidogyne enterolobii by entomopathogenic nematodes

Abstract

In the search for alternatives to the management of areas infested with
phytopathogenic nematodes, biological control has shown satisfactory results. Among
the organisms that act in the biological control of phytonematoids, the
entomopathogenic nematodes have presented positive results. Thus, the objective of
this work was to evaluate the suppression of Meloidogyne enterolobii by EPNs
Steinernema brazilense, S. feltiae, S. rarum, Heterorhabditis amazonensis and H.
bacteriophora in greenhouse 'Rutgers' tomato plants. At the same time 500 eggs of M.
enterolobii and possible juveniles of second stage suspended in 2 mL of water and
EPNs were also inoculated in 2 mL of water at concentrations 0 (water only), 100, 500,
1.000 and 5.000 infective phase juveniles. Sixty days after inoculation, the root system
of each plant was washed in running water and subjected to floxin B staining to obtain
gall indexes (GIl) and egg mass indexes (EMI). In addition, the root system was
weighed and cut into small pieces for egg extraction and occasional second stage
juveniles. The total number of eggs and juveniles of M. enterolobii per root system was
guantified and the reproduction factor was calculated. The experiments were
conducted in a completely randomized experimental design with a double factorial
scheme with six replications. The data were submitted to analysis of variance,
comparing the means by the Tukey test at 5% of probability. The analyzes were carried
out in the R Development Core Team program (2009). The use of entomopathogenic
nematodes S. brazilense, S. feltiae, S. rarum, H. amazonensis and H. bacteriophora
in the concentration of 5.000 juveniles per vessel act in the management of M.
enterolobii promoting reduction of the number of galls, egg mass, number total
nematodes and reproduction factor. In general, the concentration of 5.000 juveniles
per pot gave better results. However, S. feltiae at low concentration (100 juveniles per

pot) is notable for providing reduction in all evaluated parameters.

Key words: Phytopathogenic nematode. Parasitism. Multiplication. Management.
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1.1 Introducéao

Muitas espécies de nematoides sdo importantes na agricultura. Em areas de
cultivo de olericolas, os maiores problemas nematolégicos sdo atribuidos aos
nematoides-das-galhas, Meloidogyne spp., pela ampla distribuicdo geografica e gama
de hospedeiros e pelo alto poder destrutivo (Mukhtar et al., 2013).

O controle de nematoides parasitos de plantas (NPP) é dificil. Sendo assim,
€ necessario o0 uso de estratégias que visem a sustentabilidade da producéo por meio
da reducéo de niveis populacionais (Steyn et al., 2014; Youssef e EI-Nagdi, 2015). Na
busca por alternativas para o manejo de areas infestadas, o controle biolégico tem
apresentado resultados promissores (Coimbra e Campos, 2005; Araujo e Marchesi,
2009).

Dentre os organismos que atuam no controle biologico de fitonematoides, os
nematoides entomopatogénicos (NEPS) se apresentam como uma alternativa para o
manejo (Lewis e Grewal, 2005). Os NEPs pertencentes ao género Heterorhabditis e
Steinernema (Nematoda: Heterorhabditidae e Steinernematidae) s&o utilizados no
controle biologico de insetos-pragas. Os juvenis infectivos (Jis) penetram no inseto
através de aberturas naturais (cavidade bucal, &nus ou espiraculos) ou através da
cuticula (Poinar, 1990) e liberam bactéria simbiotica do trato digestivo matando o
hospedeiro por septicemia entre 48 a 72 horas apos a infec¢cdo (Burman, 1982;
Akhurst e Boemare, 1990).

O antagonismo entre NEPs e fitonematoides foi primeiramente documentado
por Bird e Bird (1986), entretanto, nos ultimos anos, diversos trabalhos tém relatado o
efeito supressivo desses organismos sobre NPP (Shapiro-llan et al., 2006; Molina et
al., 2007). O efeito supressivo possivelmente esta relacionado a competicdo entre os
dois grupos de nematoides (Bird e Bird, 1986; Ishibashi e Kondo,1986; Jagdale et al.,
2002) e a liberacdo de metabdlitos téxicos produzidos por NEPs e/ou por suas
bactérias simbiontes que intoxicam e repelem os nematoides parasitas de plantas,
reduzindo o parasitismo (Grewal et al.,1999; Hu et al.,1999). Porém, ha controvérsia
sobre o0 uso de NEPs e suas bactérias simbiontes no controle de fitonematoides,
sendo necessarios estudos que comprovem se existe efeito na penetracdo e
reproducao dos fitonematoides (Lewis e Grewal, 2005).

Desse modo, o0 objetivo do trabalho foi avaliar a supressao de Meloidogyne
enterolobii pelos NEPs Steinernema brazilense PONTO2C, S. feltiae (Filipjev)
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IBCB47, S. rarum (Doucet) PAM25 (Rhabditida: Steinernematidae), Heterorhabditis
amazonensis IBCB10 e H. bacteriophora (Poinar) HB (Rhabditida: Heterorhabditidae)

em plantas de tomateiro ‘Rutgers’ em casa de vegetacgao.

1.2 Material e Métodos

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo do laboratério de
Nematologia Agricola do Departamento de Protecdo Vegetal da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Botucatu-SP.

A populacéo pura de M. enterolobii utilizada nos experimentos foi obtida de
plantas de tomateiros mantidas em casa de vegetacdo como fonte de inoculo e
multiplicada em tomate 'Rutgers' em potes de 1.000 cm3 contendo substrato composto
de solo, areia e matéria organica na proporcdo de 1. 2: 1 (v: v: V), previamente
esterilizado em autoclave (120 °C por 2 h). Os ovos do nematoide foram extraidos de
raizes de tomate 'Rutgers' pelo método de Hussey e Barker (1973) e a concentracao
de suspenséao determinada com o auxilio da camara de Peters sob um microscoépio
optico.

As populagbes de NEPs foram obtidas da Colegcdo de Nematoides
Entomopatogénicos do Banco do Instituto Biolégico de S&o Paulo, Sao Paulo, Brasil.
Os juvenis infectantes (JIs) de S. brazilense, S. feltiae, S. rarum, H. amazonensis e H.
bacteriophora foram multiplicados em larvas de terceiro a quinto instar de Diatraea
saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera: Crambidae). Foram utilizadas cinco larvas por placa
de Petri (9 cm de diametro) revestidas com papel de filtro umedecido com uma
suspensao de nematoides a concentracdo de 500 JIs / cm2. As larvas mortas de D.
saccharalis foram transferidas para a armadilha de White (White, 1927) e
armazenadas em camara incubadora (BOD) a 25 °C. Os JlIs foram obtidos deste
hospedeiro e coletados em um filme de agua (1 cm de profundidade) em Erlemeyers,
mantidos em camara de BOD a temperatura de 18 ° C, 70% de HR e usado até dois
dias ap0s a coleta.

As sementes de tomate 'Rutgers' foram colocadas para a germinacdo em
bandejas de polipropileno com 128 celulas contendo substrato. Apds a germinacao,

as plantulas de tomate foram transplantadas para vasos contendo 5L (10 cm de
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didmetro) de substrato autoclavado, composto por solo, areia e matéria organica
(1:1:1) previamente esterilizado em autoclave (120 °C por 2 h).

Quatro dias apoOs o transplante das mudas, NEPs e M. enterolobii foram
inoculados ao mesmo tempo as mudas de tomate 'Rutgers'. Um total de 500 ovos de
M. enterolobii e juvenis do segundo estadio foram suspensos em 2 mL de agua e
aplicados préximo as raizes de cada planta de tomate. Os tratamentos de NEPs
(também aplicados em 2 mL de agua) O (somente agua), 100, 500, 1.000 e 5.000
juvenis de fase infectante foram aplicados na superficie do solo.

Sessenta dias apos a inoculacado, o sistema radicular de cada planta foi lavado
em agua corrente e submetido a coloragdo com Floxina B para a obtenc¢éo dos indices
de galhas (IG) e indices de massas de ovos (IMO) de acordo com a escala de notas
proposta por Taylor e Sasser (1978), em que: nota 0 = sem galhas ou massas de ovos;
nota 1 = 1 a 2 galhas ou massas de ovos; nota 2 = 3 a 10 galhas ou massas de ovos;
nota 3 = 11 a 30 galhas ou massas de ovos; nota 4 = 31 a 100 galhas ou massas de
ovos e nota 5 = mais de 100 galhas ou massas de ovos por raiz.

O sistema radicular foi pesado e cortado em pedacos pequenos
(aproximadamente 1 cm de comprimento) para extracdo dos ovos. O processamento
do sistema radicular foi realizado pelo método descrito por Hussey e Barker (1973)
em que o sistema radicular é triturado em liquidificador com solugéo de hipoclorito de
sédio, seguida de peneiramento. O namero total de ovos e juvenis de M. enterolobii
por sistema radicular foi quantificado com o auxilio de um microscopio de luz e de
laminas de Peters. O fator de reproducéo foi calculado através da formula FR = PF /
Pl, onde PF = populagédo final do nematoide e Pl= populagdo inicial do nematoide.
Para maior confiabilidade dos dados, os experimentos foram conduzidos duas vezes.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizados, em esquema de fatorial duplo, com seis repeticbes. Os
tratamentos foram avaliados como Fator 1, enquanto que as concentragdes como
Fator 2. Os dados foram submetidos a analise de variancia, comparando-se as médias
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram realizadas no programa

R Development Core Team (2009).
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1.3 Resultados

Foi observado interacdo significativa entre os tratamentos (Fator 1) e
concentracfes (Fator 2) na analise do indice de galhas (IG) no experimento 1 e no
experimento 2 (p=0.004 e 0.002 respectivamente) (Tabela 1). Todas as concentracdes
estudadas promoveram reducdo do indice de galhas para S. rarum e S. feltiae
difererindo estatisticamente das testemunhas (concentracdo 0). Para S. brazilense e
H. bacteriophora, as concentragbes 500, 1.000 e 5.000 JI por vaso foram as que
reduziram o indice de galhas em raizes de tomateiro. Em contrapartida, somente a
concentracdo de 5.000 JI por vaso promoveu reducdo do numero de galhas no

tratamento utilizando H. amazonensis.

Tabela 1 indice de galhas (IG) em raizes de tomateiro sessenta dias apos a
inoculacdo de Meloidogyne enterolobii e diferentes concentragdes de nematoides
entomopatogénicos (NEPS).

IG2 - EXPERIMENTO 1

Trat

o SB SR SF HA HB
0 43+05 aA 43+05 aA 43+05 aA  43+05 aA  43+05 aA
100 3,8+07 abA  23+05 bB 23+05bB  33+08 aAB 42+05 aA
500  3,0+0,8 bB 22+07 bB  27+06 bB  33+10 aA  27+08 bB
1000 2,8+0,7 bB 1,8+1,0 bC  20+07 bBC 3,6+07 aA  3,0+0,8 bB
5000 1,7+0,8 cA 20+12 bA 20+05bA  1,8+07 bA 22406 bA

IG® - EXPERIMENTO 1

o Jrat SB SR SF HA HB
0 35+05 aA 35+05 aA 35+05 aA  35+05 aA 35+05 aA
100 33+13 abA  22+07 bB 20+1,0 bB  30+06 aAB 33+05 aA
500 2,5+0,5 bB 22+05 bB  21+08 bB  31+10 aA 27+11 bB
1000  2,2+0,4 bB 20+06 bB  22+07 bB  2,6+08 aA  22+05 bB
5000 2,0+0,6 bA 21+04 bA 21+05bA  20+08 bA  25+05 bA

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna nédo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

SB=Steinernema brazilense; SF=S. feltiae; SR=S. rarum; HA=Heterorhabditis amazonensis; HB= H.
bacteriophora. 2Escala de notas: nota 0 (sem galha/massa de ovo); notal (1 a 2 galhas/massa de ovo);
nota 2 (3 a 10 galhas/massa de ovo); nota 3 (11 a 30 galhas/massa de ovo); nota 4 (31 a 100

galhas/massa de ovo); nota 5 (mais de 100 galhas/massa de ovo).
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N&o ocorreu interacao entre os fatores no indice de massa de ovos (IMO) no
experimento 1 (p=0.212). Sendo assim, os efeitos foram analisados separadamente
(Figura 1). Nota-se que, ndo ocorreu diferenca significativa entre os NEPs testados.
Entretanto, independente da espécie, todas as concentracdes testadas diferem-se da
testemunha. A concentracdo de 5.000 JI por vaso, se destaca pois promoveu a
reducao do indice de massa de ovos de M. enterolobii para 1,5.

23 A
a
2 T
a a a
o
= 21
da
2
1.9
SB SR SF HA HEBE
Tratamentos
45 8 B
¢ oy
3.5 1
n 3 b
% 25 bc
- 2 l:d d
1.5
1 1
0.5
0
[0] [100] [500] [1000) [5000]

Concentracdo

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 1 indice de massa de ovos (IMO) de Meloidogyne enterolobii em raizes
de tomateiro sessenta dias apO0s a inoculacdo com diferentes (A) espécies de
nematoides entomopatogénicos (NEPs) e (B) diferentes concentracdes de NEPs
(Experimento 1). SB=Steinernema brazilense; SF=S. feltiae; SR=S. rarum;
HA=Heterorhabditis amazonensis; HB= H. bacteriophora. 2Escala de notas: nota 0
(sem galha/massa de ovo); notal (1 a 2 galhas/massa de ovo); nota 2 (3 a 10
galhas/massa de ovo); nota 3 (11 a 30 galhas/massa de ovo); nota 4 (31 a 100

galhas/massa de ovo); nota 5 (mais de 100 galhas/massa de ovo).
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No experimento 2, foi observado interagéo significativa entre os tratamentos e
as concentracdes (p=0,018) (Tabela 2). A inoculacdo das espécies de S. brazilense,
S. rarum, S. feltiae, e H. bacteriophora promoveram reducédo no indice de massa de
ovos na concentracdo de 100 JI e nas demais concentragfes testadas diferindo da
concentracdo O (testemunha). Porém, para H. amazonensis, a reducdo no indice de
massa de ovos ocorreu na concentracdo de 1.000 e 5.000 JI por vaso, diferindo

estatisticamente das demais concentracdes estudadas.

Tabela 2 indice de massa de ovos (IMO) de Meloidogyne enterolobii em raizes
de tomateiro sessenta dias apds a inoculacdo com diferentes concentracdes de

nematoides entomopatogénicos (NEPs) (Experimento 2).

IMO?2 - EXPERIMENTO 2

Trat SB SR SF HA HB
Conc

0 3,2+x0,4aA 3,2+x0,4aA 3,2+0,4 aA 3,2+0,4 aA 3,2+0,4aA
100 1,3+0,8bB 1,7+0,5bB 1,8+0,8bB 2,5+0,5abA 1,7+0,5cB
500 15+0,5bB 1,8+0,8bB 2,0+0,6 bB 2,3+1,0abA 2,0+0,8 bcB
1000 1,2+0,6 bA 1,8 +0,9 bA 1,8+ 1,0bA 1,8+ 0,4 bA 1,7+0,8cA
5000 1,3+0,8 bA 1,3+ 0,5 bA 1,3+ 0,5 bA 1,5+ 0,5bA 1,6+0,6 cA
* Médias seguidas de mesma letra minUscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

SB=Steinernema brazilense; SF=S. feltiae; SR=S. rarum; HA=Heterorhabditis amazonensis; HB= H.
bacteriophora. 2Escala de notas: nota 0 (sem galha/massa de ovo); notal (1 a 2 galhas/massa de ovo);
nota 2 (3 a 10 galhas/massa de ovo); nota 3 (11 a 30 galhas/massa de ovo); nota 4 (31 a 100
galhas/massa de ovo); nota 5 (mais de 100 galhas/massa de ovo).

Na analise do numero total de nematoides (NT) foi observado interacéo
significativa entre os fatores (tratamento x concentracdo) no experimento 1 e no
experimento 2 (p= 0, 0001 e 1,108 e!? respectivamente) (Tabela 3). Todas as
concentracbes estudadas, diferiram-se estatisticamente da testemunha
(concentracdo 0) em todos os tratamentos, resultando em menor numero de
nematoides totais.

O nematoide S. feltiae na concentracéo de 100 e 500 JI por vaso se destacou
por proporcionar uma maior redugdo no numero de nematoides totais. Ja na
concentracdo de 1.000 JI por vaso, S. feltiae e S. rarum, H. amazonenis, H.
bacteriophora apresentaram os melhores resultados. Por fim, na concentracdo de

5.000 JI por vaso ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
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Sendo assim, verifica-se que na maior concentracédo (5.000 JI por vaso) ocorreu a

maior reducdo do numero de nematoides totais.

Tabela 3 Numero total (NT) de Meloidogyne enterolobii em raizes de tomateiro
sessenta dias apds a inoculacdo com diferentes concentracdes de nematoides

entomopatogénicos (NEPS).

NT - EXPERIMENTO 1

Trat

o SB SR SF HA HB
0 (iég%é) Aa (iég%ﬁ) aA (iég%ﬁ) aA (iég%) aA (iég%é) aA
100 (3805475,23 bA (2;4652,’2? bAB (1;1187?5(; bB (2972640,8 bAB (2565181,3; bAB
o FE W RS D2 T o 1992 e
1000 (283638:)?'1?; bA (1329036?21(; beB (1414040,'1(; beB (1847546,237) bB (1318206,;1(; cB
o I8 o gm0 o bms o o s
NT - EXPERIMENTO 2

Con-(l;rat SB SR SF HA HB

0 (iéggﬁ) aA (gégéﬁ) aA (iégéﬁ) aA (gégéﬁ) aA (gégéﬁ) aA
w D Y mES M EES I e 293 we
W O B as M2 e WS e 90w
1000 (23461:2) cA (1319309',06) cds (igg:g) bB (623(2)2:8) bB (gggfl) bB
5000 (1422707’?1) dA (16645,6(; dA (gig:g) cA (4214113:% cA (iﬁjg) CA

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
SB=Steinernema brazilense; SF=S. feltiae; SR=S. rarum; HA=Heterorhabditis amazonensis; HB= H.

bacteriophora.

Na analise do fator de reproducdo (FR), foi observado interacao significativa
entre os fatores (tratamento x concentragéo) no experimento 1 e no experimento 2 (p=
1,082 e% e 1,111 e'? respectivamente) (Tabela 4). Todos os NEPs testados
reduziram significativamente o fator de reproducéo de M. enterolobii. Na concentracao
de 100 JI e 500 JI por vaso, S. feltiae se apresentou como a melhor espécie por

apresentar menor fator de reproducdo. De forma geral, a concentracdo de 5.000 Ji
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para todos os nematoides, promoveu maior reducédo do fator de reproducdo de M.

enterolobii.

Tabela 4 Fator de reproducéo (FR) de Meloidogyne enterolobii em raizes de
tomateiro sessenta dias ap0s a inoculacdo com diferentes concentracbes de

nematoides entomopatogénicos (NEPS).

FR2 - EXPERIMENTO 1

Coms Trat SB SR SF HA HB
0 104+26 aA 104426 aA 104+26 aA 104426 aA 104+26 aA
100 61 +17 bA 49+19 bAB 30+14 bB 55+78 bAB 52+11 bAB
500 50+14 bAB 49+29 bA 24+92 bB 43+21 bAB 38+17 bhcAB

1000 45+37 bA 24+08 bcB 22+89 bcB 3,0+x3,7 bB 23%27 cB
5000 33+17 cA 0816 cA 21%x15 cA 0512 cA 08%0,2 dA
FR2 - EXPERIMENTO 2

Trat

Conc SB SR SF HA HB
0 105+51aA 10,5+5,1 aA 105+1,2aA 105%+5,1 aA 105%51 aA
100 5517 bcA 4008 bcAB 2,7+09 bB 35+20 bAB 44+0,7 bAB
500 4422 bcA 1309 cAB 10x03 bB 12x01 bAB 34x05 DbA

1000 13+03 cA 08+03 cdB 10+04 bB 14+05 Bb 17+11 bB
5000 08+04 dA 03+04 dA 0705 cA 09+12 cA 07+02 cA
* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna nédo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

SB=Steinernema brazilense; SF=S. feltiae; SR=S. rarum; HA=Heterorhabditis amazonensis; HB= H.
bacteriophora. 2Escala de notas: nota 0 (sem galha/massa de ovo); notal (1 a 2 galhas/massa de ovo);
nota 2 (3 a 10 galhas/massa de ovo); nota 3 (11 a 30 galhas/massa de ovo); nota 4 (31 a 100
galhas/massa de ovo); nota 5 (mais de 100 galhas/massa de ovo). 2FR= Populacéo final (Pf)/ Populagéo

inicial (Pi).

1.4 Discussao

Os nematoides entomopatogénicos S. brazilense, S. feltiae, S. rarum, H.
amazonensis e H. bacteriophora atuam no manejo de M. enterolobii promovendo
reducdo do numero de galhas, massa de ovos, numero total de nematoides e fator de
reproducao.

A concentracdo de 5.000 JI por vaso reduziu o numero de galhas em todas as

espécies de NEPs testadas, possivelmente porque os metabdlitos toxicos produzidos
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pelas bactérias simbiontes dos NEPs atuam na capacidade dos juvenis de localizarem
as raizes, reduzindo o parasitismo e o numero de galhas em raizes (Grewal et al.,
1999; Hu et al., 1999). Entretanto, uma baixa concentracdo de NEPs (100 JI) de S.
feltiae e S. rarum promoveu reducdo do numero de galhas em raizes de tomateiro.
Perez e Lewis (2004) observeram que S. feltiae foi eficiente no manejo de
Meloidogyne hapla (Chitwood) em que somente pré-aplicacdes diminuiu a penetracao
do nematoide em tomateiros (Perez e Lewis, 2004). A alta eficiéncia de S. feltiae pode
estar relacionado com a eficiéncia de sua bactéria Xenorhabdus bovienii (Ehlers et al.,
1997). Essa bactéria possui a capacidade de produzir cetonas, amidas e também
compostos mais complexos como xenocumarinas (antibioticos) que apresentam
efeitos toxicos a diversos organismos. Porém, a bactéria associada a S. rarum,
conhecida como Xenorhabdus szentirmaii foi isolada, porém ndo se conhece até o
momento os compostos especificos produzidos por ela. De forma geral, por pertencer
ao género Xenorhabdus, X. szentirmaii possui a capacidade de produzir e liberar
metabdlitos toxicos a juvenis de M. enterolobii, pois todas as espécies estudadas
deste género sdo capazes de produzir uma ampla gama de compostos bioativos,
incluindo compostos antimicrobianos, antiparasitarios, citotoxicos e inseticidas
(Fukruksa et al., 2017).

Na avaliacdo do indice de massa de ovos, verificou-se todas as espécies nas
concentracdes de 5.000 JI por vaso, reduziram o nimero de massa de ovos em raizes
de tomateiro. A reducdo da massa de ovos pode estar relacionada com a reducao do
namero de juvenis eclodidos na solucao do solo, reduzindo o parasitismo (Lewis et al.,
2001), pois que os ovos de M. enterolobii presentes na solucéo do solo podem servir
de estimulo para a liberac&o das bactérias simbiontes dos NEPs, reduzindo o nimero
de juvenis eclodidos (Ferreira et al., 2009). Além disso, a producdo de metabdlitos
toxicos pelas bactérias podem ter atuado na capacidade dos juvenis de M. enterolobii
localizarem as raizes (Grewal et al., 1999; Hu et al., 1999). Alguns autores afirmam
qgue a reducdo da producédo de ovos, pode resultar em menores taxas de reinfeccao,
reduzindo o numero de massa de ovos e de galhas radiculares em plantas
(Somasekhar et al., 2002, Lewis et al., 2001, Molina et al., 2007, Shapiro-llan et al.,
2006).

Com a reducdo do numero de juvenis parasitando o sistema radicular,
possivelmente afetou a oviposicdo pelas fémeas, gerando menor nuamero de

individuos (Ferreira et al., 2009). Sendo assim, o fator de reproducéo de M. enterolobii
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em plantas de tomateiro consequentemente foi reduzido em decorréncia do menor
numero de individuos gerados. Entretanto, dentre as espécies testadas, S. feltiae na
menor concentracao (100 JI) se destacou por apresentar maior reducdo no numero
de nematoides totais e fator de reproducao, devido aos compostos téxicos produzidos
por sua bactéria simbionte, X. bovienii. Sendo assim, verifica-se que a supressao de
M. enterolobii pelas espécies de nematoides entomopatogénicas testadas, pode estar
relacionada com a liberacdo das bactérias simbidticas do género Photorhabdus sp. e
Xenorhabdus sp., que produzem e liberam metabalitos toxicos.

Este trabalho indica que existe potencial do uso de NEPs (S. brazilense, S.
feltiae, S. rarum, H. amazonensis e H. bacteriophora) no controle biolégico de
Meloidogyne enterolobii sp. Dentre as espécies, S. feltiae se destaca por apresentar
bons resultados em uma baixa concentracédo estudada (100 JI por vaso) em todos os
parametros avaliados. Estudos adicionais precisam ser realizados para adequacéo da
metodologia necessaria para aplicacdo (métodos, dosagens, época) dos NEPs em
areas maiores. As propriedades nematicidas de aplicacbes de nematoides
entomopatogénicos pode ser uma alternativa no manejo nematoides parasitas de
plantas, especialmente considerando a falta de produtos quimicos eficientes no

mercado para manejo de M. enterolobii.

1.5 Concluséo

Os nematoides entomopatogénicos S. brazilense, S. rarum, S. feltiae, H.
amazonensis e H. bacteriophora reduzem o numero de galhas, massa de ovos,
nematoides totais e fator de reproducéo de M. enterolobii em casa de vegetacao.

S. feltiae em baixa concentracéo (100 JI por vaso) se destaca por proporcionar

reducdo em todos os parametros avaliados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados nesta dissertacdo contribuem de maneira
significativa no que se refere ao manejo integrado de M. enterolobii utilizando
nematoides entomopatogénicos.

Os nematoides entomopatogénicos S. brazilense, S. rarum, S. feltiae, H.
amazonensis e H. bacteriophora reduzem a eclosdo de M. enterolobii, porém néo
afetam a mortalidade dos juvenis. Além disso, todos o0s nematoides
entomopatogénicos testados na concentracao de 5.000 JI por vaso reduzem o niumero
de galhas, massa de ovos, nematoides totais e fator de reproducéo de M. enterolobii
em casa de vegetacdo. Porém, S. feltiae em baixa concentracéo (100 JI por vaso) se
destaca por proporcionar reducdo em todos os parametros avaliados.

Esses resultados sdo de grande relevancia e promissores no manejo de M.
enterolobii. Sendo assim, estudos adicionais devem ser realizados para adequacéo
da metodologia necessaria para aplicacdo (métodos, dosagens, época) dos NEPs em

areas maiores.
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