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RESUMO GERAL

SOUZA, Karoliny de Almeida. A¢do nematicida de Bacillus methylotrophicus sobre
Meloidogyne enterelobii e alteracoes fisiologicas induzidas pelo nematoide em
goiabeiras tratadas com o nematicida. 2023. 138p. Tese (Doutorado em Fitopatologia)
— Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

A interferéncia dos nematoides-das-galhas na fisiologia de frutiferas ainda é pouco
estudada, assim como a capacidade de rizobactérias amenizar os danos fisiologicos
causados por nematoides. A auséncia de métodos de controle alternativos ao nematoide
Meloidogyne enterolobii dificultam o manejo eficiente e sustentavel ao meio ambiente.
Os objetivos desta pesquisa foram avaliar in vitro o efeito de um bionematicida, de
ingrediente ativo Bacillus methylotrophicus (B. met) sobre os ovos e juvenis de M.
enterolobii e monitorar alteracdes na fisiologia de goiabeira inoculadas com M.
enterolobii e tratadas com B. met. Foram realizados experimentos in vitro com ovos e
juvenis de M. enterolobii e os tratamentos representados pelas concentragdes de 1%, 10%,
25%, 50% e 70% de B. met e controle negativo. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Os tratamentos com ovos foram avaliados aos 2, 4, 6, 8 e 10 dias e os
tratamentos com juvenis foram avaliados em intervalos de 24 até 96 horas. O
monitoramento da atividade fisioldgica da goiabeira foi avaliada em casa de vegetacdo e
em campo e os tratamentos representados por: 1) goiabeira cv. Pedro Sato ndo inoculada
e ndo tratada com B. met (testemunha; 2) goiabeira cv. Paluma ndo inoculada e ndo tratada
com B. met (testemunha); 3) "Pedro Sato” ndo inoculada e tratada com B. met; 4) "Paluma’
ndo inoculada e tratada com B. met; 5) 'Paluma’ inoculada e ndo tratada com B. met; 6)
"Pedro Sato” inoculada e ndo tratada com B. met; 7) "Pedro Sato” inoculada e tratada com
B. met e 8) "Paluma’ inoculada e tratada com B.met. Os tratamentos foram dispostos em
DIC e Delineamento blocos casualizados (DBC), em casa de vegetagdo e campo,
respectivamente. Foram realizadas quatro aplicagdes do bionematicida no solo ao redor
das mudas. Entre a segunda e a terceira aplicagao as plantas foram inoculadas com M.
enterolobii. Em casa de vegetagdo foram realizadas sete avaliacdes dos parametros
fisiologicos (condutancia estomatica, eficiéncia de uso da d4gua, fotossintese e
transpiragdo) e seis avaliacdes do teor de clorofila total. Aos 132 dias ap6s a inoculagdo
(DAI) foi determinado o indice de galhas, indice de massas de ovos e o fator de
reprodu¢dao. Em campo, foram realizadas 10 avaliagdes dos parametros fisioldgicos e foi

estimada a produtividade. No ensaio in vitro Bacillus methylotrophicus, independente da
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concentracdo, mostrou atividade antagonica sobre M. enterolobii através de danos na
estrutura dos ovos e na mortalidade de juvenis. Meloidogyne enterolobii ¢ B.
methylotrophicus combinados reduziram a condutincia estomatica, fotossintese e
transpiracao das goiabeiras durante a fase inicial do desenvolvimento da frutifera. O
nematoide e a bactéria isolados e combinados reduziram a eficiéncia no uso da agua aos
26 e 44 DAL A partir de 44 DAI nao houve alteracdo nos parametros fisioldgicos
avaliados. Nao houve diferenca no teor de clorofila total ¢ na massa das raizes. Os
parametros nematoldgicos nao foram influenciados pela bactéria. Em todas as avaliagdes
ndo houve padriao nas alteragdes ocasionados por M. enterolobii ¢ B. met isolados e
combinados. Em campo houve predominio de redugdo nos parametros fisioldgicos
ocasionados pelo nematoide. A aplicagdo de B. met ndo atenuou os efeitos negativos do
nematoide sobre a atividade fisiologica da goiabeira. Meloidogyne enterolobii € B. met

isolados e combinados nao alteraram a produtividade das goiabeiras.

Palavras-chave: controle bioldgico, fotossintese, nematoide das galhas, Psidium
guajava, rizobactérias.

Orientador — Juvenil Enrique Cares — Universidade de Brasilia; Co-orientador — Nadson
Carvalho Pontes — Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos.
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GENERAL ABSTRACT

SOUZA, Karoliny de Almeida. Nematicidal action of Bacillus methylotrophicus on
Meloidogyne enterelobii and physiological changes induced by the nematode in
guava plants treated with the bionematicide. 2023. 138p. Doctoral Thesis in Plant
Pathology — University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

The impact of root-knot nematodes on the physiology of fruit trees remains a relatively
unexplored area, as does the potential of rhizobacteria to mitigate the physiological
damage inflicted by these nematodes. The lack of viable alternative control methods for
the nematode Meloidogyne enterolobii poses challenges for effectively and sustainably
managing the environment. This study aimed to assess the in vitro efficacy of a
bionematicide—Bacillus methylotrophicus (B. met) on the eggs and juveniles of M.
enterolobii. Additionally, it sought to monitor changes in the physiology of guava trees
inoculated with M. enterolobii and treated with B. met. In vitro experiments involved
testing various concentrations (1%, 10%, 25%, 50%, and 70%) of B. met on eggs and
juveniles of M. enterolobii, along with a negative control, using a completely randomized
design (DIC). Evaluation of egg treatments occurred over 2, 4, 6, 8, and 10 days, while
juvenile treatments were assessed at intervals of 24 to 96 hours. Monitoring the
physiological activity of guava trees was conducted in both greenhouse and field settings.
Treatments included: guava cv. Pedro Sato and guava cv. Paluma (both not inoculated and
untreated with B. met, serving as controls); variations of guava inoculated or treated with
B. met; and combinations thereof. These treatments were arranged using DIC and
randomized block design (DBC) in the greenhouse and field, respectively. Four
applications of the bionematicide were made to the soil around the plants, with M.
enterolobii inoculation occurring between the second and third application. In the
greenhouse, seven assessments of physiological parameters and six assessments of total
chlorophyll content were conducted. At 132 days after inoculation (DAI), measures such
as the gall index, egg mass index, and reproduction factor were determined. Field
evaluations encompassed 10 assessments of physiological parameters alongside
productivity estimation. The in vitro tests revealed that Bacillus methylotrophicus,
regardless concentration, exhibited antagonistic activity against M. enterolobii, damaging
egg structures and inducing juvenile mortality. The combined presence of Meloidogyne
enterolobii and B. methylotrophicus led to reduced stomatal conductance, photosynthesis,
and transpiration during the initial fruit development phase in guava trees. However, no

alterations were observed in total chlorophyll content and root mass. Interestingly, the
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nematological parameters remained unaffected by the bacteria. Despite these findings, no
consistent patterns emerged regarding changes caused by M. enterolobii, B. met alone, or
their combination across all evaluations. In the field, the nematode predominantly
influenced the reduction in physiological parameters, with the application of B. met
failing to mitigate the nematode's negative effects on guava tree physiology. Importantly,
neither M. enterolobii nor B. met, alone or combined, affected the productivity of guava

trees."

Keywords: biological control, photosynthesis, root-knot nematode, Psidium guajava,
rhizobacteria.

Advisor — Juvenil Enrique Cares — University of Brasilia; Co-advisor — Nadson Carvalho Pontes
— Federal Institute Goiano Campus Morrinhos
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INTRODUGCAO GERAL

A india é o principal produtor de frutos que pertencem do grupo da goiaba
(magostao e manga), o Brasil ocupa a 7° posi¢do. Na safra de 2022 o Brasil produziu
cerca de 564.764 toneladas de goiaba em area colhida de 22.630 hectares. Sendo o estado
de Pernanbuco o principal produtor brasileiro (IBGE, 2023). As caracteristicas
edafoclimaticas do Brasil, assim como as caracteristicas fisicas e quimicas do solo
permitiram facil adaptacdo da frutifera as condicGes brasileiras. A modernizacdo do
cultivo e as novas tecnologias implementadas em toda a cadeia produtiva permitiu
aumento na produtividade e maior valor agregado ao fruto, uma vez que toda as partes
vegetativas da goiaba podem ser utilizada para diversos fins, sendo que os produtos
derivados da goiaba possuem boa aceitabilidade e valorizacdo no mercado interno e
externo (Souza et al., 2022).

A goiaba enfrenta desafios de origens bidticas como a suscetibilidade a fungos,
bactérias, virus e nematoides que prejudicam e podem inviabilizar o cultivo da frutifera
(Rai et al., 2010; Padilla-Ramirez et al., 2012). Dentre os nematoides-das-galhas
Meloidogyne enterolobii Yang & Eisenback, 1983 é considerado o principal problema
fitossanitario da goiabeira, sendo um grande obstaculo a produtividade assim como ao
aumento de producéo (Fisher et al., 2007; Pommer & Santos, 2013; Santos et al., 2020;
Souza et al., 2022).

Esse nematoide foi relatado pela primeira vez no Brasil em 2001 nos estados de
Pernambuco e Bahia, em pomares de goiaba no Vale do Sao Francisco (Carneiro et al.,
2001). Entre 2011 e 2014 M. enterolobii foi relatada em varias regides brasileiras, exceto
nos estados do Amapa, Amazonas, Acre, Ronddnia e Roraima onde ainda ndo existem
relatos da presenca desse patdgeno (EPPO, 2023). Os nematoides se locomovem poucos
metros por ano.

Meloidogyne enterolobii foi identificado multiplicando em outras culturas como
feijjdo, café, algodao, beringela, mamao, pimenta, batata, soja, tomate, plantas
ornamentais, medicinais e espécies de plantas daninhas (Carneiro et al., 2001; Curtis et

al., 2009; Gomes et al., 2013; Luquini et al., 2019).

As galhas formadas nas raizes dificultam a absorcéo e a translocacéo de agua pela
planta e ocasionam estresse hidrico na planta. Essa situacdo predispde a planta ao

fechamento dos estdmatos que inibe a captacdo e assimilagdo de CO, e pode inviabilizar
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0 processo fotossintético. Assim, o nematoide é capaz de induzir alterac@es fisioldgicas
na planta, que muitas vezes passam despercebidas, ja que as plantas com frequéncia ndo
demonstram momentaneamente sinais de alteracdes fisiologicas tdo especificos, contudo
os danos sdo percebidos, posteriormente pela reducdo na produtividade. Pesquisas ja
comprovaram a capacidade dos nematoides-das-galhas de reduzir a condutancia
estomatica, taxa fotossintética e a transpiragdo de espécies vegetais (Strajnar et al., 2012).

Ainda ndo é possivel o controle genético de M. enterolobii. Além do que, o
nematoide é capaz de multiplicar em plantas portadoras de genes de resisténcia, que sao
eficientes no controle de outras espécies de Meloidogyne (Brito et al., 2007; Kiewnick et
al., 2009; Cantu et al., 2009). Dessa forma, a capacidade de suplantar a resisténcia, a
caracteristica polifaga do nematoide, torna M. enterolobii uma espécie virulenta e de
dificil controle.

Uma opcdo é a busca do controle biologico por meio de fungos e principalmente,
bactérias do género Bacillus. Varios estudos ja comprovaram a eficiéncia de diferentes
espécies de Bacillus no controle de nematoides-das-galhas (Zhou et al., 2016; Cheng et
al., 2019; Ji et al., 2019; Liu et al., 2023). Bacillus spp. podem controlar de forma
indireta 0 nematoide, pela inducdo de resposta de defesa na planta dificultando a
penetracdo de J2, podem interferir na reproducdo das fémeas, e eclosdo de juvenis, na
sobrevivéncia nos estadios iniciais de desenvovimento do nematoide e provocar a morte
dos individuos adultos (Sikora, 1992; Ramamoorthy et al., 2001; Dong & Zhang, 2006;
Machado et al., 2012).

O efeito de Bacillus na mitigacdo dos efeitos de M. enterolobii no processo
fisiologico das plantas segue pouco conhecido. Dessa forma, 0s objetivos da pesquisa
foram avaliar in vitro o efeito de um bionematicida, de ingrediente ativo Bacillus
methylotrophicus (B. met) sobre 0s ovos e juvenis de M. enterolobii e monitorar alteraces

na fisiologia de goiabeira inoculadas com M. enterolobii e tratadas com B. met.

CAPITULO I: Revisdo de literatura

Cultura da goiaba

A goiaba pertence a familia Myrtaceae que contempla 80 géneros. O género
Psidium apresenta 150 espécies, sendo Psidium guajava L. a espécie mais plantada e de

maior valor econdmico. Psidium guajava é nativa da América Tropical, regido localizada
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entre 0 México e o Peru e pode ser encontrada em regides tropicais e subtropicais devido
a sua adaptacdo a diferentes condi¢des edafoclimaticas e pela propagacdo seminifera
(Risterucci et al., 2005; Pommer & Murakami, 2006; Gonzaga Neto, 2007; Oliveira et
al., 2012; Pereira et al., 2016). Os espanhois foram os responsaveis pelo inicio da
propagacdo da goiaba no mundo, levando-a do Pacifico as Filipinas e India.
Posteriormente, a goiaba foi introduzida no arquipélago Malaio, Havai, Asia e Africa. No
entanto, o primeiro local de cultivo da goiabeira data de 1526 nas Ilhas Caribenhas

(Pommer & Murakami, 2006).

No mundo, a goiaba ¢ considerada a principal fruta tropical de tamanho reduzido,
e fica a frente de frutas como Longan (Dimocarpus longan Lour.), Lichia (Litchi chinensis
Sonn.), Durido (Durio zibethinus L.), Maracuja (Passiflora edulis Sims), Rambutan
(Nephelium lappaceum L.) e Mangostao (Garcinia mangostana L.). O maior produtor de
goiaba ¢ a India com 40,4% da produgdo mundial, seguido pela China (10%), Tailandia
(7,4%), Indonésia (4,7%), México (4,7%), Paquistao (3,5%) e Brasil, com a sétima
posicao, com 3% da produgdo mundial. O México € o maior exportador de goiaba e, o
Brasil ocupa o 5° lugar (6,8%) sendo os Estados Unidos o maior importador da fruta. No
Brasil, estima-se que a cadeia produtiva da goiaba movimente 40 milhdes de ddlares ao
ano, incluindo o cultivo convencional e organico, este Ultimo realizado principalmente
por pequenos produtores, com cultivo em areas de até 5 ha (Gomes et al., 2013; Altendorf,

2018; Tridge, 2023).

A produgdo brasileira de goiaba vem crescendo tanto para o abastecimento do
mercado interno e externo. Independentemente do numero de safras no ano em cada
pomar, assim de modo geral em 2021, o Brasil produziu 552.393 toneladas de goiaba em
22.137 ha de area colhida. A regido Nordeste concentra a maior produgdo, com destaque
para a regido do Vale do Sao Francisco, com producdo de 281.364 toneladas em 2022.
Vale destacar que o cultivo irrigado favorece a produgao de goiaba durante todo o ano.
Em seguida as maiores producdes concentram nas regides Sudeste (221.015 t), Sul
(30.823 t), Centro-Oeste (12.495 t) e Norte (6.696 t) (Figura 1). O estado de Pernambuco
(PE) tem participacdo destacada na produ¢do nordestina, na safra 2021 produziu 198.754
toneladas o que equivale a mais de 60% da produ¢dao do Nordeste. Sdo Paulo, Babhia,
Parand e Ceard apresentaram evolucdo na producado brasileira de goiaba (Gonzaga Neto,

2007; Vitti et al., 2020; IBGE, 2023).
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Figura 1. Produgio Brasileira de goiaba (IBGE, 2023).

O aumento na producdo de goiaba no Brasil deve-se, principalmente ao
processamento para a producdo de suco concentrado, néctares, polpas de puré enlatado,
fruta em calda, geleias,compotas, sorvetes e molho agridoce. A grande aceitagdo da
goiaba no mercado é devido ao seu valor nutricional, com elevados teores de vitamina C,
elevada concentracdo de fibras e licopeno, além das vitaminas A, B1, B2 e B6 e a presenca
de um carotenoide de acdo antioxidante. A presenca de flavonoides na folha possibilita o
tratamento de doencas gastrointestinais (Rozane et al., 2003; Feria-Romero et al., 2009;
Oliveira et al., 2012; Vitti et al., 2020). As cultivares com maior concentragdo de
flavonoides séo identificadas com base em marcadores RAPD de 590-620 bp, 370 bp e
460-480 bp (Rozane et al., 2003; Feria-Romeroet al., 2009; Oliveira et al., 2012; Vitti et
al., 2020).

A goiaba tem sido explorada para uso medicinal. As folhas sdo utilizadas no
preparo dechd para o tratamento de diarréias e o fruto tem potencial na farmacologia, pois
é fonte de compostos quimicos de atividades antioxidantes, antidiabéticos, antipiréticos,
antifngicos, antimicrobianos, hipotensor, anti-inflamatério, analgésico e na prevencéo
de cancer (Uzzamanet al., 2018).

A goiabeira € uma frutifera perene de pequeno a médio porte, que pode atingir até
nove metros de altura. O tronco € tortuoso, apresenta casca lisa em finas laminas, de cor
castanha, quese desprendem com o tempo. Os frutos sdo do tipo baga globoso, ovoide ou
piriforme de superficie lisa ou rugosa, polpa branca ou vermelha e morfologia variavel,
de 4 a 12 cm de comprimento, sementes numerosas, reniformes ou achatadas, de cor

amarelada. As folhas opostas, renovadas a cada primavera, apresentam formato oblongo
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aeliptico, cor verde-clara, pilosas quando jovens e com nervuras bem-marcadas na pagina
inferior. As flores sdo brancas, axilares, solitarias ou em pedunculos de 2 a 3 flores e sdo
hermafroditas (Gonzaga Neto, 2007; Oliveira et al., 2012).

A frutificagdo e a formacao do sistema radicular sdo influenciadas pelo modo de
propagacao. Quando a propagagao ¢ seminifera, a floragdo ocorre no inicio do 2° ou 3°
ano apos o plantio definitivo e com a formagao de raizes pivotantes. Quando a propagagao
¢ por estaquia ou enxertia, a floragdo tem inicio precocemente ao 7°ou 8° més de idade e
o sistema radicular predominante ¢ o adventicio com auséncia de raiz principal (Gonzaga

Neto, 2007; Oliveira et al., 2012).

No Brasil, a maioria dos pomares comerciais é formada por plantas de propagacéo
vegetativa, com pomares com producdo de frutos de polpa branca, destinados
principalmente ao mercado externo por apresentar vida pos-colheita prolongada. Ja os
pomares com producdo de frutos de polpa vermelha sdo destinados especialmente ao
mercado interno. Existem mais de 400 cultivares de goiaba que surgiram devido a alta
heterogeneidade e a fecundagdo cruzada, porém poucas variedades sdo cultivadas em

escala comercial (Gonzaga Neto, 2007; Oliveira et al., 2012).

Na India, principal produtor, as cultivares predominantes sio ‘Allahabad Safeda'
e 'Sardar’. No Brasil, as cultivares predominantes sdo: Paluma (polpa vermelha), Rica
(polpa vermelha), Ogawa n°1 (polpa vermelha), Ogawa n°1 (polpa branca), Ogawa n°2
(polpa vermelha), Ogawa n°3 (polpa rosada), Pedro Sato (polpa rosada), Sassaoka (polpa
roseo claro),Século XXI (polpa vermelha), Kumagai branca (polpa branca), Kumagai
vermelha (polpa vermelha), Guanabara (polpa rosada), Nomura (polpa branca),
Pentecostes (polpa amarelada). As cultivares Paluma, Rica, Pedro Sato, Sassaoka, Ogawa
e Século XXI sdo as predominantesno Brasil (Pommer & Murakami, 2006; Hernandez-
Delgado et al., 2007; Dinesh & Vasugi, 2010).

A cultivar Paluma possui maior valor econdmico € a mais comercializada e
consumida,principalmente in natura; apresenta alta produtividade (50 t ha?) e origina
frutos vigorosos e de sabor agradavel. Por ser altamente perecivel em compara¢do com as
variedades de polpa branca, frutos desta cultivar séo geralmente destinados ao mercado
industrial e ao consumo in natura, em locais proximos as areas de cultivo. Um diferencial
dessa cultivar ¢ a elevada producéo de frutos mesmo em alta infestagdo da Astropuccinia

psidii (G. Winter) Beenken, agente etiolégico da ferrugem da goiabeira (Pommer &
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Murakami, 2006; Hernandez-Delgado et al., 2007; Dinesh & Vasugi, 2010). A cultivar
Pedro Sato, originada de sementes da ‘Ogawa n°1 vermelha’, é a cultivar de mesa com a
casca rugosa mais apreciada no estado de S&o Paulo, devido a coloracdo rosada e a
espessura da polpa, firmeza do fruto e sabor agradavel. O sabor adocicado da cultivar €
desencadeado pela alta concentracdo de acucares, com consequente elevado teor de Brix.
A propagacéo sexual ndo é eficiente devido a presenca de poucas sementes no fruto
(Pereira & Nachtigal, 2002; Pommer & Murakami, 2006).

No estado de S&o Paulo, a maioria dos produtores de goiaba possuem, nessa
frutifera, a principal fonte de renda. Esta € uma situacdo de risco, uma vez que fatores
bidticos e abidticos que se manifestarem no pomar podem inviabilizar toda a renda
econdmica do produtor (Oliveira et al.,2012; Vitti et al., 2020).

A goiaba enfrenta desafios, tais como: desenvolvimento de cultivares que
expressam caracteristicas morfolégicas e nutritivas que sejam bem aceitas pelo
consumidor, cultivares melhoradas geneticamente que atendam as exigéncias de cultivo,
tratos culturais bem empregados e a necessidade de aperfeicoar toda a logistica desde a
colheita até a mesa do consumidor. Além disso, principalmente nos primeiros meses de
implantacdo do pomar, a goiabeira é sensivel a estresse bioticos e abioticos, como a
presenca de plantas daninhas naentrelinha de cultivo e de patégenos, como fungos,
bactérias, virus e nematoides, que sdo responsaveispor prejudicar e inviabilizar o cultivo
da frutifera (Rai et al., 2010; Padilla-Ramirez et al., 2012). Astropuccinia psidii, fungo
do complexo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.& Sacc., Sphaceloma psidii
Bitancour & Jenkins, Erwinia psidii Rodrigues Neto et al., Guignardia psidii Ullasa &
Rawal e Meloidogyne spp. sdo agentes etioldgicos de doencas da goiabeira. Dentre 0s
nematoides-das-galhas Meloidogyne enterolobii Yang & Eisenback, 1983 é considerado
o principal problema fitossanitario da goiabeira (Fisher et al., 2007; Pommer & Santos,
2013; Santos et al., 2020).

Meloidogyne spp.

O Botéanico britanico Miles Joseph Berkeley (1855), foi o responsavel pelo
primeiro relato da interagdo de nematoides do género Meloidogyne com as plantas, ao
identificar esse organismo em raizes de pepino cultivado em estufa, na Inglaterra. Porém,
somente em 1879, Cornu descreveu a primeira espécie do nematoide-das-galhas em raizes

de Onobrychis sativa Lam. na Franga. No Brasil, Goldi relatou, em 1887, uma espécie
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de Meloidogyne em raizes de cafezais do Rio de Janeiro, a qual denominou M. exigua,
considerada a espécie-tipo. Porém, a publicacdo s6 ocorreu em 1982. Posteriormente,
Chitwood reescreveu varias espécies de Meloidogyne.

O género Meloidogyne pertence ao Filo Nematoda, Classe Chromadorea, Ordem
Rhabditida, Subordem Tylenchina, Infraordem Tylenchomorpha, Superfamilia
Tylenchoidea e Familia Meloidogynidae. O género inclui os nematoides de maior
importancia econémica, com cerca de 100 espécies que parasitam mais de 5.000 espécies
vegetais cultivaveis ou ndo, em todo o mundo. Os nematoides do género Meloidogyne
causam perdas mundiais de até 80 bilhdes de ddlares ao ano e Meloidogyne enterolobii
isolado foi capaz de inviabilizar a producdo em até 65% (Manzanilla-Lopez et al., 2004;
Jones et al., 2013; Philbrick et al., 2020).

Meloidogyne arenaria (Neal, 1889; Chitwood, 1949), M. incognita (Kofoid &
White, 1919; Chitwood, 1949), M. javanica (Treub, 1885; Chitwood, 1949) e M. hapla
(Chitwood, 1949) sdo as principais espécies em nivel mundial, sendo as trés primeiras
prevalentes em regides tropicais e M. hapla comum em regifes temperadas. Meloidogyne
enterolobii foi descrito por Yang e Eisenback (1983) em raizes de uma Fabaceae, na ilha
de Hainan, na China. Em 1988 Rammah e Hirschmann identificaram, em raizes de
berinjela (Solanum melongena L.), em PortoRico, uma espécie que se divergiu de M.
enterolobii em algumas caracteristicas morfoldgicas e apresentou apenas uma banda da
isoenzima malato desidrogenase, a qual denominaram M.mayaguensis. Posteriormente,
comprovou-se tratar da mesma (EPPO, 2023). Xu et al. (2004) compararam sequéncias
dos genes citocromo oxidase subunidade Il (COI Il) e da subunidade 16S do RNA
ribossomal (IrRNA) do DNA mitocondrial de M. enterolobii e M. mayaguensis e
observaram identidade nas populacdes de espécies de Meloidogyne coletados em
diferentes culturas na China. Também Karssen et al. (2012) verificaram tratar-se de
sinominia, ao compararem a morfologia e morfometria de juvenis de segundo estadio,
fémeas e machos de M. enterolobii e M. mayaguensis.

Meloidogyne enterolobii encontra-se presente nos paises da Africa, América do
Norte, América Central, América do Sul e Asia (EPPO, 2023). No Brasil, a espécie foi
relatada pela primeira vez em 2001 nos estados de Pernambuco e Bahia, em pomares de
goiaba no Vale do Séo Francisco (Carneiro et al., 2001). O ultimo relato da presenca do
nematoide no Brasil foi na cultura do algoddo (Gossypium hirsutum L.) em 2020 no
estado de Minas Gerais (Galbieri et al. 2020). Entre 2011 e 2014 M. enterolobii foi
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relatada em varias regides brasileiras, exceto nos estados do Amapa, Amazonas, Acre,
Ronddnia e Roraima que ainda ndo existem relatos da presenca da espécie (EPPO, 2023).

Os nematoides se locomovem poucos metros por ano. Portanto, a disseminacao
desses organismos é facilitada pelo homem, por meio do transporte de mudas com solo
infestado, equipamentos agricolas que transitam em &reas infestadas e posteriormente em
areas isentas do patogeno, além do manejo inadequado da agua de irrigacdo e dos tratos
culturais (Nyczepir et al., 2009; EPPO, 2023).

Além da goiaba, M. enterolobii foi identificado em raizes de outras espécies
vegetais cultivadas ou ndo. Entre as cultivadas, feijdo (Phaseolus vulgaris L.), café
(Coffea arabica L.), algodao (Gossypium hirsutum L.), beringela (Solanum melongena
L.), mamao (Carica papaya L.), pimenta (Capsicum annuum L.), batata (Solanum
tuberosum L.), soja (Glycine max (L.) Merr.), tomate (Solanum Ilycopersicum L.) sdo
citadas por diferentes autores (Carneiro et al., 2001; Curtis et al., 2009; Gomes et al.,

2013; Luquini et al., 2019).

Espécies do género Meloidogyne spp. sdo fitopatdgenos biotréficos com ciclo de
vida de 4-5 semanas em condicdo ambiental favoravel. O estilo de vida é endoparasita e
as fémeas sdo sedentéarias. O juvenil de 2° estadio (J2) é responsavel pelo inicio do ciclo
infectivo. O J2 eclode dos ovos e a liberacdo de exsudados radiculares os atrai em direcao
as raizes. A penetracdo ocorre na zona de elongacdo da raiz, com auxilio da presséo
exercida pelo estilete; este secreta substancias provenientes das glandulas esofagianas,
responsaveis pela degradacdo dos componentes da parede celular. O rompimento dos
tecidos radiculares facilita, entdo, a penetracdo do nematoide (Tapia-Vazques et al.,
2022).

Posteriormente, 0 nematoide movimenta-se até alcancar 0s tecidos
parenquimaticos vasculares onde se estabelece e, com auxilio de substancias secretadas
pelo estilete, originam células gigantes, compostas por 5 a 7 células multinucleadas cujos
nucleos se dividem sem citocinese (Huang & Maggenti, 1969). Essas funcionam como
reservatorios nutritivos para as fémeas durante o processo infectivo. Na regido que
circunda as células gigantes, ocorre a formacéo de tecido hiperplastico, que resulta nos
sintomas tipicos de galhas nas raizes. A célulagigante contém maior quantidade de
aminoacidos, proteinas e &cidos nucléicos que as células vegetais saudaveis e €
responsavel por desviar nutrientes e fotoassimilados da planta para a nutri¢cdo da fémea

durante o processo infectivo. A formacédo das células gigantes garante o estabelecimento
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da compatibilidade positiva entre nematoide-planta e a consequente suscetibilidade do
hospedeiro (Abad et al., 2009).

Os juvenis de 2° estadio (J2s) perdem a mobilidade, passando entéo pelos estadios
J3 e J4, durante os quais ndo se alimentam. Ao chegarem a fase adulta, dependendo das
condigBes ambientais e nutricionais, estes ultimos diferenciam-se em fémeas obesas ou
machos vermiformes. A fémea adulta é branco-leitosa brilhante, em forma de péra e pode
originar até 1.000 ovos depositados em uma capa protetora de matriz glicoproteica
secretada pelas glandulas retais (Jones et al., 2013; Shigueoka et al., 2019). As
alteracbes induzidas pelas células gigantes na morfologia e anatomia da raiz
influenciam os processos que ocorrem em nivel fisioldgico, na planta (Nguyén et al.,
2014).

Em algumas situacdes, 0 J2 consegue penetrar na raiz, porém sem estabelecer o
sitio de alimentacdo ou o desenvolvimento do sitio de alimentacéo é retardado. Isso pode
ocorrer em plantas com niveis de resisténcia. O extremo da resisténcia é a inducdo da
reacdo de hipersensibilidade (HR), caracterizada pela morte celular no local de
penetracdo, que restringee blogueia o acesso do nematoide a outros tecidos da raiz
(Cabasan et al., 2012; Nguyén et al.,2014). O ciclo infectivo varia de acordo com o nivel
de resisténcia da planta. Arroz resistente a M. graminicola Golden & Birchfield 1965
apresentou reducdo na penetracao de J2, assim como desenvolvimento lento do nematoide
e menor numero de ovos por grama de raiz. Fémeas de M. enterolobii foram observadas
até 24 dias apos a inoculacdo de tomate resistente,enquanto M. javanica apresenta baixa
incidéncia de J2 aos 31 dias apds a inoculacdo (Westerich et al., 2011; Castagnone-Sereno
et al., 2013; Jones et al., 2013).

Os sintomas diretos envolvem a formacdo de protuberancias nas raizes,
conhecidas como galhas, ou a formacdo de pontos necréticos e destruicdo do cortex.
Sintomas reflexos na parte aérea, como reducao no crescimento, amarelecimento, murcha
e deformacdo das estruturas vegetais podem ser observados em reboleiras no campo
(Westerich et al., 2011; EPPO, 2014).

Plantas com genes de resisténcia como o Mh em batata (Solanum tuberosum), Mirl
emsoja (Glycine max), N em pimenta (Capsicum sp.), N e Tabasco no pimentéo
(Capsicum annuum), Rk em feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) e Mi em tomate
(Solanum lycopersicum) apresentam suscetibilidade a M. enterolobii (Kiewnick et al.,

2009; Brito et al., 2007). Tomateiro portadores do gene Mi, principal gene de resisténcia
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a diferentes espécies de Meloidogyne, apresentaram alta taxa de multiplicacdo de M.
enterolobii (Cantu et al., 2009). A capacidade de suplantar a resisténcia, a caracteristica
polifaga do nematoide, a alta taxa reprodutiva em espécies suscetiveis e a formacéo de
galhas mais robustas nas raizes, torna M. enterolobii uma espécie muito agressiva.O
impacto desse nematoide é tdo relevante que em 2008 essa espécie entrou para a lista de
alerta da Organizagdo Europeia e Mediterranica de Protecdo de Plantas (EPPO) como
praga emergente. Posteriormente, o nematoide foi adicionado & lista de pragas
quarentenarias A1 em alguns paisesdas Américas, Europa e Africa, e em 2010 foi
adicionado a lista de pragas quarentenarias A2 na Europa (EPPO, 2023). Existem relatos
da ocorréncia da espécie em Portugal (2017) e Suica (2008), na Itdlia e Franca o
nematoide foi completamente erradicado (EPPO, 2023).

Meloidogyne enterolobii apresenta 701 familias de genes ortélogos que codificam
proteinas especificas secretadas pelas glandulas esofagianas que ndo foram identificadas
em M. incognita e M. hapla. Isso demostra que a espécie tem um padrdo Unico de
parasitismo e, talvez, explique o comportamento diferencial na capacidade de suplantar
genes dominantes de resisténcia, e explique também a agressividade do nematoide na
planta e a manifestacdo dos sintomas na goiabeira (Li et al., 2016).

Os nematoides indutores de sitios de alimentacdo influenciam em processos das
plantasque estdo além dos sintomas visiveis e sdo de dificil percep¢do, como processos
que ocorrem em nivel fisioldgico da planta. As galhas radiculares e os sitios de
alimentacdo interrompem o fluxo continuo de dgua, hormdnios e nutrientes da raiz para a
parte aérea, pelo estabelecimento das fémeas proximas ao cilindro vascular e, em
consequéncia, a planta apresenta um déficit dedgua em toda sua estrutura, com reflexos
em alteragcdes nos mecanismos fisioldgicos da planta (Bird, 1974; Ferraz, 2008; Dalastra
et al., 2014; Goulart et al., 2019).

Influéncia de Meloidogyne spp. em trocas gasosas de plantas

A fotossintese é o processamento da energia solar em energia quimica na forma de
ATPe fotoassimilados utilizados na respiracdo e em varios processos metabolicos
essenciais dasplantas (Rodrigues et al., 2018). O gas carbdnico (CO,) fixado da
atmosfera € utilizado ereduzido em moléculas organicas com auxilio do ATP. A agua
absorvidae disponivel naplanta € oxidada em oxigénio (O,) que € utilizado na respiragéo

de organismos vivos. Todos esses processos sdo dependentes da luz solar, O principal
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produto da fotossintese € o agicar em formade moléculas organicas que estdo envolvidos
em varios processos celulares essenciais da planta. Todo o aparato de matéria seca da
planta é originado do processo fotossintético, monitorado pela taxa de assimilagdo de
CO, (Kluge et al., 2015; Taiz et al., 2017; Rodrigues et al., 2018).

Os pigmentos presentes nos cloroplastos das folhas sdo essenciais para o eficiente
desempenho da maquinaria fotossintética e sdo responsaveis pela absorcdo da energia
da luzsolar. As clorofilas a e b sdo os pigmentos mais comuns presentes em
organismos fotossintetizantes. Pigmentos acessorios, tipo carotenoides, também sdo
encontrados em menores proporcgdes e estdo relacionados aos pigmentos proteicos das
antenas dos centros dereacdo do fotossistema | e 11 (PSI e PSII) e a transferéncia de luz
para as clorofilas (Taiz et al., 2017). O aumento da taxa fotossintética proporciona
maiores ganhos de produtividade e sdo regulados através das trocas gasosas entre a planta

e a atmosfera.

O principal mecanismo de controle de trocas gasosas em plantas superiores €
realizado pelo estdmato, e a agua é a responsavel pelo controle do fechamento e abertura
estomatica, enquanto a condutancia estomatica regula o grau de abertura e fechamento
dos estbmatos. A condutancia estomatica é a difusdo de gases do meio ambiente para o
interior das plantas atraves dos estbmatos presentes nas folhas. A abertura estomatica é
dependente das condicGes ambientais (Taiz et al., 2017). A medida que o potencial de
agua nas folhas diminui, os estdmatos tornam-se mais sensiveis ocorrendo a reducao
na condutancia estomatica, devido ao fechamento dos estdmatos. A resisténcia dos
estmatos é responsavel por controlar a perda de agua pela folha e a taxa de assimilagéo
de CO, necessaria para a fotossintese. As células-guardas dos estdbmatos sdo sensiveis a
fatores ambientais. Qualquer mudanca na intensidade e qualidade da luz, temperatura,
umidade relativa e concentragdo de CO, é capaz de controlar a resposta de abertura e
fechamento dos estdmatos (Gomes et al., 2004; Taiz et al., 2017).

A transpiragdo € outra variavel controlada pela condutancia estomatica e envolve a
aguapresente no xilema que é puxada para células do mesofilo e em seguida evapora para
o0s espacosintercelulares. Posteriormente, a agua na forma de vapor atravessa 0S poros
estomaticos contraum gradiente de concentracao, sendo liberada no ambiente externo. Em
plantas C3, a razdo detranspiracdo é o resultado da quantidade de &gua transpirada
dividida pela quantidade de CO, assimilada para a fotossintese, assim 400 moléculas de

agua sdo perdidas na transpiracéo paracada moléculade CO, fixada na fotossintese. Dessa
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forma, o valor da eficiéncia no uso da aguaé de 0,0025 (Taiz et al., 2017).

Esse mecanismo depende da resisténcia a difusdo da concentracdo de vapor de
agua entre os espacos intercelulares das folhas e da atmosfera externa. Mudancas na taxa
transpiratorias sdo impulsionadas pela temperatura e pelo potencial de dgua foliar que
indica oestado energético da folha. Em condicGes 6timas de suprimento de agua as plantas
possuem alta taxa transpiratdria; & medida que agua se torna escassa a taxa transpiratoria
é reduzida a fim de economizar a dgua disponivel. Em alta transpiracdo ocorre elevada
demanda evaporativa ecomo forma de amenizar as plantas necessitam de maior fluxo de
agua (Taiz et al., 2017).

Em condicbes de deficiéncia hidrica, o fechamento estomatico reduz a taxa
transpiratoria e esta é a principal causa de reducdo na taxa fotossintética, devido a
limitagdo na absorgdo de CO, nos sitios de carboxilagdo da planta. A redugdo na
condutancia estomatica, no potencial hidrico foliar, nas taxas transpiratérias, sdo
impulsionados pelo estresse hidrico que conduz a perda de turgescéncia da planta
(Farquhar & Sharkey, 1982; Ferraz, 2008; Osakabe et al., 2014). Em horarios mais
quentes do dia e com baixa disponibilidade de agua, a condutancia estomatica diminui
com intuito de reduzir as perdas de agua e evitar que o potencial hidrico das folhas reduz
a niveis criticos, da mesma forma a concentracao interna de CO, (Ci) também é reduzida
por causa da limitacdo da absorcdo de CO, (Lago et al., 2011; Dalastra et al., 2014). Os
patdgenos em intimo contato com hospedeiros induzem modificagbes celulares,
bioquimicas e fisiologicas nas plantas. A fotossintese € o mecanismo fisioldgico mais
importante e essencial no metabolismo das plantas e talvez por isso seja o principal

processo fisiologico alterado por patogenos direta e/ou indiretamente. Redugdo na

assimilacéo de CO; e inibicdo do fotossistema I (PSI), danos no centro de reacéo do
fotossistema Il (PSII), perda naeficiéncia de transferéncia de elétrons, aumento da
dissipagao de energia por mecanismos ndo-fotoquimicos, limitagfes estomaticas, redugdo
na concentragdo de pigmentos fotossintetizantes, danos estruturais aos cloroplastos e a
baixa expressdo de genesfotossintetizantes sdo mecanismos que, quando alterados,
refletem no desempenho das trocas gasosas e da maquinaria fotossintética da planta
(Debona et al., 2014, 2016; Rodrigues et al., 2018).

Para os patdgenos biotréficos que causam lesbes foliares, 0 aumento da severidade
da doenga é um 6timo indicativo de alteraces nas trocas gasosas e na taxa fotossintética.

Toxinas e enzimas liticas produzidas pelos patdgenos podem reduzir a concentracéo total
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de clorofilas (a+b) abundantes em plantas verdes e aumentar a razdo Chl a/b. Porém,
patdgenos radicularesndo induzem sintomas diretos nas folhas, mesmo assim mudancas
nas trocas gasosas e na taxafotossintética, principalmente em hospedeiros suscetiveis séo
observadas. A liberacdo de toxinas ndo-seletivas e enzimas liticas produzidas por
patdgenos que ndo possuem folhas comoo principal 6rgéo de parasitismo séo propagadas
sistemicamente pela planta e podem ser responsaveis por induzir alteragbes nas trocas
gasosas e na taxa fotossintética (Resende et al.,2012; Debona et al., 2014, 2016;
Bermudez-Cardona et al., 2015).

AlteracGes bioquimicas causadas por patdgenos, como a reducdo na atividade da
rubisco, alteracdo nos niveis da invertase, enzima associada a hidrolise da sacarose,
podem colaborar para tal efeito. Patogenos induzem a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em plantas, que em altas concentra¢fes causam alteracdes em diferentes
mecanismos da espécie botanica, como a destruicdo dos pigmentos fotossintetizantes,
clorofila e carotenoides. Conforme aumenta a concentragéo de EROs nas plantas, enzimas
antioxidantes sao requeridas para suprimir os danos causados e, nesse caso plantas mais
resistentes tendem aaumentar as concentracoes de enzimas antioxidantes e, possivelmente
aatuacao dessas enzimasantioxidantes seja uma das explicacdes pelas quais plantas mais
resistentes sofrem reduzida alteracéo na troca gasosa e na taxa fotossintética (Resende et
al., 2012; Debona et al., 2014, 2016; Bermudez-Cardona et al., 2015).

As vias de alteracbes das condicdes Otimas de trocas gasosas e da taxa
fotossintética dependem de fatores relacionados a interagdo patdégeno-hospedeiro. No
patossistema trigo- Pyricularia oryzae Sacc., alteragcbes nas trocas gasosas e na taxa
fotossintética foram explicadas por mecanismos bioquimicos, devido a reducdo da
atividade da rubisco, enquanto mecanismos associados a fatores diretos de trocas gasosas
como, limitacGes estomaticas ndo tiveram efeito significativo (Debona et al., 2014).
AlteracGes na taxa fotossintética do milho colonizado por Stenocarpella macrospora
(Earle; B. Sutton) séo causadas por alteracdo no mecanismo bioquimico do hospedeiro e
modificagbes no aparato fisioldgico como, a limitagiona difuséo de CO, (Bermudez-
Cardona et al., 2015).

Em cafeeiro inoculado com M. exigua e M. paranaensis (Carneiro, Carneiro,
Abrantes, Santos & Almeida, 1996) houve reducéo nas trocas gasosas desencadeadas por
fatores relacionados a difusdo estomatica (Goulart et al., 2019). Deficiéncia na difuséo de
CO; nos cloroplastos e fatores bioquimicos do Ciclo de Calvin foram responsaveis pela

reducdo na taxafotossintética de algodoeiro inoculado com M. incognita (Lu et al., 2014).
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As células gigantes induzidas por nematoides nas raizes sdo responsaveis pela
nutricdoda fémea durante o ciclo de vida por desviar fotoassimilados da planta para essas
células nutridoras. Isso reflete em custo energético para a planta e resulta em prejuizos ao
mecanismofotossintético da hospedeira (Melakeberhan & Webster, 1993). De acordo
com Ahmed et al. (2009) as galhas induzidas nas raizes prejudicam a absorcdo e
translocacéo de nutrientes do solo para a parte aérea e esse cenario pode ser considerado
o efeito primario da alteragdo na taxa fotossintética causada por nematoides. Deficiéncia
na absorcdo de nitrogénio e potassio provocada pela interrupgéo das raizes pelas células
gigantes inviabilizam o funcionamento da maquinaria fotossintética da planta. O
nitrogénio é essencial a molécula de clorofila e o potassio é encarregado de potencializar
0 processo fotossintético (Melakeberhan & Webster, 1993).

As galhas também dificultam a translocacdo de horménios essenciais ao
funcionamento de todo sistema fisiologico da planta, por inviabilizar o transporte
xilematico da planta (Strajnar et al., 2012). A ineficiéncia da absorcéo e translocagéo de
nutrientes e o déficit hidrico na planta causados pelo estabelecimento dos juvenis
préximos ao cilindro vascular intensificados pela fémea obesa e sedentaria podem
acarretar perda na assimilacéo de luz devido a reducdo nos pigmentos fotossintetizantes
e inviabilizar o transporte de elétrons pelo fotossistema Il. Essas alteragdes sdo refletidas
em sintomas na parte aérea da planta, como clorose foliar, murcha e reducdo do
crescimento da planta (Magsood et al., 2020).

As galhas formadas nas raizes tornam ineficiente a translocacdo de agua e
ocasionam reducdo na condutividade hidrica e estresse hidrico na planta. Essa situacao
predispbe a planta ao fechamento dos estdmatos que inibe a captacdo e assimilacdo de
CO, e inviabiliza o processo fotossintético. A baixa concentracdo de CO, resulta em
menor atividadefotossintética e estimula a abertura dos estdbmatos permitindo a entrada
de CO, (Strajnar et al., 2012).

Plantas com niveis de resisténcia genética desencadeiam a ativacdo de varios
mecanismos de resisténcia e 0 gasto energético dessa planta sera maior. A planta

resistente assimila maior quantidade de CO, e isso aumenta a eficiéncia de carboxilacdo

pela rubisco e requer aumento nos teores de clorofila. Esses fatores causam o incremento
da taxa fotossintética responsavel por suprir a alta demanda energética da planta. Por

outro lado, plantas suscetiveis podem assimilar quantidades maiores de CO,, aumentar 0s

niveis de clorofila e da taxa fotossintética devido ao aumento na demanda de
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fotoassimilados para supriras fémeas durante o parasitismo através das células gigantes
(Abréo & Mazzafera, 2001; Strajnar et al., 2012; Figueiredo et al., 2018, 2020).

Controle de Meloidogyne spp.

O controle quimico foi por muito tempo o principal método empregado no
controle denematoides principalmente, atraves da utilizacdo de produtos fumigantes. O
brometo de metila,é um gas extremamente toxico a salide humana e ao meio ambiente; foi
o principal fumiganteutilizado no controle de insetos e fitopatdgenos, difundido até o
inicio da década 20. Porém, em 1987, no Canadé, ocorreu o inicio da tomada de deciséo
para a retirada do g&s fumigante do mercado, através do Protocolo de Montreal, cujo
objetivo principal tratou da eliminacdo de substancias que contribuiam para a destruicdo
da camada de ozonio. O Brasil assinou o acordo e estabeleceu até 2015 a eliminacgéo
completa do brometo de metila nos diferentes segmentos da agricultura, através da
instrugdo normativa n°1, de 10 de setembro de2002 (IBAMA, 2023).

Aldicarb, conhecido como “chumbinho”, pertencente a classe dos carbamatos, foi
utilizado no controle de nematoides, acaros e insetos por vérias décadas. E considerado o
pesticida de maior toxicidade do grupo e as restricbes impostas a comercializacdo para
outrosfins impulsionaram o comeércio ilegal. Em 2006 o projeto de lei n.° 7.586-a
acrescentou o paragrafo § 6° no art.3° da Lei n°® 7.802, de 1989, que tratou da proibicdo
da comercializacdo do Aldicarb para o Unico fim, para o qual ainda era permitido. Outros
exemplos sdo os ingredientes ativos Dibromocloropropano (DBCP) e Dibromoetano
(EDB), que por décadas foram utilizados no controle de nematoides, porém devido aos
danos irreversiveis a satide humana ficou proibida a comercializagdo (Oka et al., 2000;
Oka, 2020).

Os nematicidas tornaram-se os principais viles da agricultura econémica
moderna, porisso, medidas de controle que visam substituir os nematicidas e sejam té&o
eficientes quanto as moléculas quimicas vém sendo abordadas. Como forma de reduzir a
dependéncia do controle quimico, vem sendo recomendado o emprego de outras medidas
de manejo associadas ou ndo com moléculas quimicas,conhecido como manejo integrado.
A rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras do nematoide, ou com espécies que
ndo permitem a sua reproducdo de forma eficiente e 0 uso de variedades resistentes sao

medidas que, em conjunto, mostram-se eficientes na reducéo da densidade populacional
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do nematoide (Dong & Zhang, 2006).

Cultivares de hortalicas como cebolinha, salsa, cenoura, couve e brocolis
apresentaram resisténcia a Meloidogyne sp. E séo consideradas boas opgdes para rotagdo
de culturas, porém, pelo menos trés ciclos de cultivo sdo necessarios para se obter controle
satisfatorio (Rosaet al., 2015). A rotacdo de culturas requer um bom planejamento e
conhecimento, uma vez que a maioria dos nematoides-das-galhas possuem ampla gama
de hospedeiros. Assim, 0 numero de espécies utilizadas restringe sua ado¢éo (Dong &
Zhang, 2006). Na fruticultura, a rotacéo de cultura é inviavel, uma vez que, ao contrario
das hortalicas e culturas anuais, espécies frutiferas permanecem na &rea por varios anos.
Portanto, existe maior limitacdo de medidas de controle dos nematoides em frutiferas
comparado com culturas de ciclofenolégico curto (Saucet et al., 2016).

Porta-enxerto resistente € uma opcdo promissora no controle das principais
espécies deMeloidogyne em frutiferas. O porta-enxerto hibrido BRS Guaracé resultante
do cruzamento dagoiaba e aragd-do-campo (Psidium guajava L. X P. guineense Sw.)
mostrou-se eficiente no controle de M. enterolobii. Genotipos de porta-enxerto de péssego
séo fontes de resisténcia nocontrole de M. incognita (Paula et al., 2011; Santos, 2020).
Segundo Kamunya et al. (2008) ocontrole de Meloidogyne spp. por meio de cultivares
resistentes € o método de melhor custo-beneficio e maior viabilidade, entretanto grande
parte das espécies vegetais cultivadas ndo possuem genes de resisténcia, sendo necessaria
a insercdo de genes através de técnicas de biotecnologia.lsso demanda procedimentos de
maior custo e longo periodo até a cultivar melhorada ser comercializada. O plantio de
cultivares resistente demanda acGes a fim de aumentar ou manter a durabilidade da
resisténcia e evitar que populacbes do nematoide sejam capazes de sobrepor 0s
mecanismos de resisténcia implantados (Molinari, 2011).

Em espécies de frutiferas do género Prunus foram mapeados genes de resisténcia
(R) para o controle de Meloidogyne spp., que futuramente poderdo ser incorporados em
porta-enxertos de frutiferas (Saucet et al., 2016). Segundo os autores, 0 gene Ma presente
no locus LG7 foi mapeado e clonado e, através da transformacdo de células por
Agrobacterium tumefaciens, foi inserido em espécies de Prunus. O gene € capaz de
controlar as principais espécies de nematoides-das-galhas, além de M. floridensis
Handoo, Nyczepir, Esmenjaud, vander Beek, Castagnone-Sereno, Carta, Skantar &
Higgins, 2004 e M. enterolobii.

O gene Mi-1 identificado no cromossomo 6 em tomateiro selvagem (Solanum
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peruvianum L.) é a principal fonte de resisténcia disponivel para o tomateiro domesticado
no controle de M. incognita. M. javanica e M. arenaria, porém existem relatos de isolados
mais virulentos capazes de superar a resisténcia do gene em diferentes condicdes de
temperatura dosolo. Além disso, 0 gene ndo é eficiente para algumas espécies de
nematoides como M. enterolobii e M. hapla. Tais espécies possuem mecanismos de
parasitismo capazes de superar aresisténcia genética (Brito et al., 2007).

Os genes R, Mi-2, Mi-3, Mi-4, Mi-5, Mi-6, Mi- 7, Mi-8, Mi-9 e Mi- HT sdo outras
fontesde resisténcia encontradas em tomateiro selvagem, porém para alguns destes genes
sdonecessarios mais estudos com o intuito de identificar a posicdo nos cromossomos, a
eficiénciagenética em diferentes condic¢Oes climaticas e os eficientes mecanismos de
transferéncia dos genes para espécies domesticadas (El-Sappah et al., 2019; Philbrick et
al., 2020).

Pesquisas envolvendo a utilizacdo de manipueira, composto extraido da
mandioca, metabdlitos vegetais, extrato foliar, extrato de sementes de espécies vegetais,
adicdo decompostos organicos, solarizacdo e tratamento térmico mostraram se eficientes
no controle deMeloidogyne spp. (Rufino et al., 2009; Lanza et al., 2010; Baldin et al.,
2012), porém sdo medidas que muitas vezes ndo alcancam aplicabilidade prética,
necessitando estudos de maiorabrangéncia que envolvam as condicGes reais encontradas
pelo produtor. Agua tratada com gasozonio (Oz) também possui potencial para controlar
Meloidogyne spp. pela inducdo de genes que codificam para o acido salicilico, e
consequentemente induz mecanismos de defesa na planta, além de interferir diretamente
na producdo de ovos e na sobrevivéncia de J2s (Prigigallo et al., 2019; Saeedizadeh et al.,
2019).

Bacillus spp. integram o complexo de espécies de rizobactérias que atuam,
principalmente na regido de maior concentracdo das raizes, contra e sobre uma imensa
gama de fitopatdgenos. A principal importancia das rizobactérias no controle de doencas
é a capacidadede despertar na planta, mecanismos de defesa contra fitopatdgenos de
origem bacteriana, fungica e nematoldgica. Este mecanismo é conhecido como resisténcia
sistémica induzida (RSI). A RSl altera mecanismos estruturais, bioquimicos e fisiologicos
das plantas uma vez que as rizobactérias produzem antibiéticos, enzimas e toxinas que
sdo assimiladas pelas plantas. Atuam tanto de forma indireta, dificultando a penetragéo
de J2, como direta, na reproducdo das fémeas, postura e eclosdo de juvenis,
sobrevivéncia nos estadios iniciais de desenvolvimento e provocando, também, a morte
dos individuos adultos (Sikora, 1992; Ramamoorthy et al., 2001; Dong & Zhang, 2006;
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Machado et al., 2012).

A presenca de genes cry em Bacillus spp. permite a producdo de proteinas Cry,
distribuidas em 68 familias, com diferentes graus de toxicidade a insetos e fitopatdgenos.
Um exemplo classico é o milho Bt que foi geneticamente modificado pela introducao de
um gene da familia cry (Jouzani et al., 2008). O milho modificado, quando ingerido por
insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Hymenoptera, codificam proteinas
cristalinas téxicas no intestino médiodo inseto, que sdo clivadas em pequenos fragmentos
capazes de se ligarem a receptores de reconhecimento do intestino do inseto e causar
deformacgbes nas células intestinais dos insetos(Jouzani et al., 2008; Machado et al.,
2012).

Cinco genes cry de B. thuringiensis cry5, cry12, cryl3, cryl4 e cry21 codificam
proteinas com potencial nematicida. Jouzani et al. (2008) identificaram trés genes, cryb5,
crylde cry2, além de cry6 que foi 0 mais abundante em 70 isolados de B. thuringiensis
avaliados. Possivelmente, o mecanismo de acdo das proteinas cristalinas codificadas por
genes cry sobreos nematoides é similar ao mecanismo de deformacdo das células
epiteliais do intestino dos insetos. O gene crybb expressa proteinas que reduzem o nimero
de ovos da progénie (Li et al., 2008). Outras espécies de Bacillus produzem antibi6ticos,
toxinas e endotoxinas que vao interferir negativamente, na oviposicdo e na eclosao dos
juvenis (Machado et al., 2012).

Bacillus methylotrophicus também apresenta grande potencial no controle de
fitonematoides (Liu et al., 2023; Zhou et al., 2016). E importante destacar que, a espécie
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum ¢ sinonimo heterotipico de B. methylotrophicus
(Dunlap et al, 2015). Entre os diferentes modos de acdo de Bacillus spp., B.
methylotrophicus € capaz de sintetizar nanoparticulas de prata que podem ser utilizadas no
controle de nematoides (Wanget al., 2016) e lipopeptideos, com atividade comprovada no
controle de doencas fungicas (Cheng et al., 2019). O isolado de B. methylotrophicus P11-
2 sintetizou enzimas, como amilases que possuem caracteristicas quimicas diferentes de

amilases secretadas por outras espécies de Bacillus (Xie et al., 2014).

Viérios isolados de B. methylotrophicus possuem atividade comprovada contra
bactérias fitopatogénicas, como DR-08 (Im et al., 2020) e fungos, como o isolado de B.
methylotrophicus BC79, eficiente no controle da Brusone do arroz gracas a sintese de
acido fenaminometilacético (Shan et al., 2013). Além disso, B. methylotrophicus promove

o crescimento de plantas através da sintese de hormonios, como observado por

31



Radhakrishnan et al. (2016) em alface. Bacillus methylotrophicus pode ser utilizada em
associacdo com a plantas de cobertura e reduzir a populacdo de nematoides na cultura
principal, semeada posteriormente (Araujo et al., 2023). Mais estudos sdo necessarios
para comprovar se os mecanismos de agdo no controle de bactérias e fungos

fitopatogénicos podem ser ampliados para o controle de fitonematoides.

O primeiro estudo de B. methylotrophicus no controle de nematoides-das-galhas
foi avaliado in vitro e no campo no controle M. incognita em tomateiro (Zhou et al.,
2016). Posteriormente, observou-se que o isolado TA-1 de B. methylotrophicus no mesmo
patossistema mostrou-se eficiente no controle desse nematoide (Cheng et al., 2019; Ji et
al., 2019; Liu et al., 2023).

Assim como Bacillus spp., € comum no solo a presenca de fungos micorrizicos,
endofiticos e nematdfagos, além de actinomicetos, bactérias e nematoides
entomopatogénicos que possuem agdo nematicida. Ha registros de 62 nematicidas
microbiol6gicos no Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT). Sendo que a
maioria dos produtos possuem espécies de Bacillus como o ingrediente ativo (AGROFIT,
2023). Todavia, mais pesquisas sdo necessériasa fim de identificar o mecanismo de
atuacdo desses microrganismos e descobrir qual substancia/proteina é responsavel por tal
capacidade (Sikora, 1992; Dong & Zhang, 2006; Machado et al., 2012). Pesquisas que
abordam microrganismos naturais do solo sdo abundantes, porém é preciso identificar
uma forma de aplicabilidade ao produtor, seja atravésda transformacdo genética de
plantas, producdo de nematicidas a base de microrganismos ou possivel isolamento de
substancias nematicidas para tratamento de plantas ou sementes.

Pesquisas que envolvam ferramentas moleculares e transformacgdo genética de
plantano controle de nematoides estdo em fase inicial no Brasil. No futuro, talvez o
método decontrole com plantas geneticamente modificadas que expressem genes de
resisténcia de outrosorganismos possa contribuir para o controle do nematoides-das-
galhas. Um planejamentoadequado e o conhecimento das medidas de controle desses
nematoides é importante, visto tratar-se de patdgenos altamente polifagos, de dificil
visualizagdo ao olho nu, além dos sintomas serem tardiamente perceptiveis. Por isso, um
monitoramento perspicaz da lavoura torna-se necessario.O objetivo geral desta tese foi:
avaliar in vitro o efeito de um bionematicida de ingrediente ativo Bacillus
methylotrophicus sobre os ovos e juvenis de Meloidogyne enterolobii e monitorar, ao
longo do tempo, alteracdes na fisiologia de goiabeira inoculadas com M. enterolobii e
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tratadas com o hionematicida.
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CAPITULO II: Potencial nematicida de Bacillus methylotrophicus sobre ovos e

juvenis de Meloidogyne enterolobii

RESUMO

A caréncia de produtos biologicos e a auséncia de métodos de controle alternativos para
uso contra Meloidogyne enterolobii dificultam o manejo eficiente e sustentavel. O
objetivo desta pesquisa foi avaliar a eficiéncia in vitro de diferentes concentragdes do
bionematicida (Onix®) de ingrediente ativo Bacillus methylotrophicus sobre ovos e
juvenis (J2) de M. enterolobii. Os tratamentos foram representados pelas concentracdes
de 1%, 10%, 25%, 50% e 70% do bionematicida e por agua como controle negativo. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado com seis repeti¢des e duas repeticdes
no tempo. Os tratamentos com ovos foram avaliados aos 2, 4, 6, 8 e 10 dias apds a
incubagao, através da contagem do niimero de ovos danificados. Os tratamentos com J2
foram avaliados em intervalos de 24 até 96 horas pela contagem do numero de juvenis
mortos. Os danos aos ovos foram crescentes para todos os tratamentos ao longo dos 10
dias de exposicdo, ndo havendo diferenca estatistica entre as dosagens apos seis dias de
exposicao. A mortalidade de J2 aumentou até as 48 horas nas dosagens mais baixas (1%,
10% e 25%), tendo permanecido proxima dos 100% nas dosagens mais altas (50% e
70%), ndo havendo diferenca estatistica entre as dosagens apds 48 horas de exposi¢ao.
Dosagens maiores diferiram das demais com relagao a percentagem de ovos danificados
aos 2 dias (25, 50 e 70%) e aos 4 dias (70%) e a mortalidade de J2 em 24 horas (25%,
50% e 70%).

Palavras-chave: Bactéria, controle alternativo, controle biol6gico, nematoide-das-galhas
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Nematicidal potential of Bacillus methylotrophicus on eggs and juveniles of

Meloidogyne enterolobii

ABSTRACT

The lack of biological products and the absence of alternative control methods for the
nematode Meloidogyne enterolobii make difficult efficient and sustainable management
difficult. The objective of this study was to evaluate the in vitro efficiency of different
concentrations of the bionematicide Onix® with Bacillus methylotrophicus as the active
ingredient on eggs and juveniles (J2) of M. enterolobii. The treatments were represented
by the concentrations of 1%, 10%, 25%, 50% and 70% of the bionematicide and water as
the negative control. A completely randomized design with six replications and two
replications in time was used. Egg treatments were evaluated at 2, 4, 6, 8 and 10 days
after incubation by counting the number of damaged eggs. J2 treatments were evaluated
at intervals of 24 to 96 hours by counting the number of dead juveniles. Egg damage
increased for all treatments over the 10 days of exposure, with no statistical difference
between dosages after six days of exposure. J2 mortality increased up to 48 hours at the
lowest dosages (1%, 10% and 25%), remaining close to 100% at the highest dosages (50%
and 70%), with no statistical difference between the dosages after 48 hours of exposure.
Higher dosages differed from the others in terms of percentage of egg mortality at 2 days
(25, 50 and 70%) and at 4 days (70%) and J2 mortality at 24 hours (25%, 50% and 70%).

Keywords: Bacterium, alternative control, biological control, root-knot nematode
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1 INTRODUCAO

O controle de nematoides no solo foi por muito tempo realizado com aplicagdes
de brometo de metila. Esse fumigante quimico libera compostos que reagem com a
camada de 0zdnio; ¢ altamente toxico, contaminando lengdes freaticos, rios e lagos; causa
danos diretos a saude pela indugdo de células cancerigenas e ¢ apontado como causador
da perda de fertilidade. Além disso, a auséncia de especificidade do fumigante interfere
negativamente na microfauna benéfica do solo, ja que pertence as quatro classes de
pesticidas. Teoricamente, restrigdes impostas pelo Protocolo de Montreal em 2002,
pregavam que a utilizagdo do brometo de metila era para ser reduzida em 100% em paises
desenvolvidos até 2005 e, em paises em desenvolvimento, até 2015 (MMA, 2023).
Porém, constam relatados da utilizacdo do fumigante posterior a esses periodos (Zasada

et al., 2010; Msayleb et al., 2013).

Existem 31 nematicidas quimicos registrados contra 69 bionematicidas, fato que
demonstra que grandes empresas detentoras da producao de pesticidas estdo em busca de
alternativas ao controle quimico. Do total de bionematicidas registrados, cerca de 75%
sdo produtos a base de Bacillus, considerado o género de bactérias mais eficiente no
controle de fitonematoides. Entretanto, Onix® e OnixOG® sdo os tnicos bionematicidas
a base de B. methylotrophicus com registro e recomendacdo para controle das espécies
M. javanica e Pratylenchus brachyurus. Ambos os produtos possuem aproximadamente
1,5% de enddsporos (estrutura de resisténcia) de bactérias e 98,5% de outros ingredientes
inertes. E recomendada a aplicagdo de 3 mL/kg no tratamento de sementes ou 6L/ha em
aplicacdes foliares, no controle das duas espécies de nematoides. Nao existem

bionematicidas registrados para o controle de M. enterolobii (AGROFIT, 2023).

Viérios estudos indicaram que certas espécies de Bacillus possuem a capacidade
de controlar in vitro e in vivo espécies de Meloidogyne spp. e outros patdogenos. Segundo
Shan et al. (2013), o 4cido fenaminometilacético sintetizado por Bacillus
methylotrophicus é a substancia com maior potencial no controle de patogenos fungicos.
Testes in vitro, em casa de vegetacdo e em condi¢des de campo com o isolado da bactéria
BC79 mostrou eficiéncia no controle da Brusone do arroz causada por Magnaporte
oryzae. Além disso, o isolado CKAM produziu quitinases, proteases, pectinases,
surfactina, iturina e fengicinas que contribuiram para o controle de patégenos fingicos

(Mehta et al., 2014).
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Espécies de Bacillus aumentam a tolerancia das plantas parasitadas por
nematoides, por contribuirem direta ou indiretamente para o desenvolvimento vegetal,
através de diferentes mecanismos. Desse modo, essas bactérias promovem o escape as
doencas no inicio do ciclo da cultura e sdo capazes de intensificar a producao vegetal
(Khan et al., 2022). Em vista da auséncia de genes de resisténcia a M. enterolobii ¢ de
produtos quimicos e/ou biologicos registrados para o controle de M. enterolobii, o manejo
integrado desse nematoide apresenta-se como medida altamente desejavel para reducdo
da densidade populacional de M. enterolobii (Sikora et al., 2022). De outra parte, a
crescente inquietacao da sociedade na busca de um ambiente sustentavel, livre de residuos
toxicos tende a reduzir o interesse pelo mercado dos nematicidas quimicos. Esse fato
reforca a necessidade de se desenvolver métodos alternativos que possam ser integrados
ao manejo dos nematoides e, entre esses, os bionematicidas tem lugar de destaque.
Geralmente, os bionematicidas sdo capazes de controlar nematoides sem afetar de forma
significativa a microbiota do solo e causar danos a sociedade (Khan et al., 2022). Diante
disso, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a eficiéncia do bionematicida comercial

(Onix®) sobre ovos e juvenis de M. enterolobii.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Localizacao do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Fitopatologia do Instituto Federal
Goiano, Campus Morrinhos, localizado nas coordenadas geograficas 17°49°10.83” de

latitude Sul e 49°12°13.46”° de longitude Oeste, a altitude de 901 metros.

2.2 Multiplica¢do de Meloidogyne enterolobii

Uma populagéo de M. enterolobii oriunda de um pomar de goiabeira da variedade
Cortibel RM com 7 anos de cultivo localizado em uma propriedade rural no municipio de
Jaragua — GO foi mantida e multiplicada em tomateiro (Solanum lycopersicum) cv. Santa
Clara e posteriormente em piment&o cv. Yolo Wonder. Esta cultivar de pimentdo possui
gene que confere resisténcia as principais espécies de Meloidogyne, mas ndo confere

resisténcia ao M. enterolobii.
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Sementes de pimentdo foram semeadas em sacos de polietileno de 2 L contendo
mistura de solo e areia na proporc¢do de 1:2, previamente esterilizada a 120 °C/60 min.
Apo6s 20-30 dias as mudas foram inoculadas com cerca de 8000 ovos e J2 de M.
enterolobii. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com regas diarias e

temperatura entre 20° + 27°C.

O ino6culo foi renovado a cada trés meses, mediante extragdo de ovos ¢ J2 das
raizes de pimentao pela técnica de Hussey & Baker (1973) modificada por Bonetti &
Ferraz (1981). Para isso, as raizes foram trituradas em liquidificador com solugdo de
hipoclorito de s6dio (NaOCl) a 0,5%. A suspensdo foi transferida para peneiras de 100
(0,149 mm) e 500 mesh (0,025 mm), sendo ovos e J2 recolhidos da peneira de 500 mesh

e inoculados em pimentao.

2.3 Identificacio e confirmacao de Meloidogyne enterolobii

Meloidogyne enterolobii foi identificado pela técnica de -eletroforese de
isoenzimas com base no fendtipo das esterases e por PCR, mediante o uso de primers

especificos (Tigano et al., 2010).

2.3.1 Eletroforese de Isoenzimas

Fémeas leitosas foram extraidas das raizes de tomateiro sob microscopio
estereoscopico com auxilio de pinca e estilete. Em seguida, foram colocadas em
microtubos de 0,5 ml com a solucao tampao de extragao (20% sacarose, 2% de Triton X-
100, 0,01% de azul de bromofenol e 78% de agua destilada). Os microtubos foram

mantidos em isopor com gelo durante todo o processo.

Cerca de 10 pl de cada amostra foram colocados, com auxilio de micropipeta, em
cavidades do gel de poliacrilamida 8%. A amostra padrdo consistiu em fémeas de M.
javanica com perfil J3, conforme descrito por Alonso & Alfenas (1998). A corrida de
eletroforese vertical foi conduzida em aparelho Mini-PROTEAN da Bio-Rad, a 200 volts,
sendo a cuba mantida sob refrigeracdo a 4 °C por 1 hora. Apds a corrida, o gel foi imerso
em solucdo reveladora para esterase (100 mL de solucdo tampdo fosfato de potéssio

0,05M pH 6,0, 100 mg de Fast Blue RR Salt e 4,5 mL de [-naftilacetato 1%), mantido em
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estufa a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, o gel foi lavado em agua destilada e transferido
para uma solugdo fixadora (45% de metanol, 9% de 4cido acético e 45% de agua

destilada), onde permaneceu por 20 minutos em estufa a 37 °C.

O perfil de esterase revelou o fenétipo (M2) com duas bandas mais fortes e duas
bandas secunddrias mais fracas, como descrito por Carneiro et al. (2001) para M.

enterolobii. Para M. javanica observaram-se trés bandas fortes (J3).

2.3.2PCR

Marcadores SCAR espécie-especificos desenvolvidos por Tigano et al. (2010)
foram usados para confirmagdo da populacao de Meloidogyne enterolobii utilizada nesse
estudo. O DNA genomico foi extraido de fémeas leitosas, de formas J2 ou de ovos. Foi
utilizado DNA gendmico de M. javanica e de M. enterolobii como controle positivo. Os
primers especificos ,sequéncia MK7-F (5’-GATCAGAGGCGGGCGCATTGCGA-3’) e
MKT7-R (5’-CGAACTCGCTCGAACTCGAC-3’) para identificagdo de M. enterolobii e
FJIAV (5’-GGTGCGCGATTGAACTGAGC-3’) e RIJAV (5°-
CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC-3’) para M. javanica (Zijlstra et al., 2000). Para
cada uma das duas espécies foram misturados em quantidades equimolares e utilizados
em reacdo Duplex-PCR. As reagdes foram realizadas em volume final de 25 pl
contendo:10X MgCl2; 4 pl (1,25mM) de cada um dos dNTPs (Pharmacia Biotec), 1 pl
de cada primer SCAR (10 uM) e 14,25 ul de agua Milli-Q. As amplificacdes foram
realizadas em termociclador (Biocycler) usando o seguinte programa: desnaturagdao
inicial do DNA por 5 min a 94 °C; 35 ciclos de 30s a 94 °C, 45s a 64 °C e 1 min a 70 °C
e periodo final de extensdo de 8 min a 70 °C. Os produtos de amplificagdo foram
separados em gel de agarose (1,4%) e visualizados sob luz ultravioleta, ap6s coloracao
com brometo de etidio a 0,3 pg/ml. Os fragmentos amplificados foram de 520 pb e 670

pb para M. enterolobii e M. javanica, respectivamente.

2.4 Efeito in vitro de diferentes concentragdes de 6nix® sobre ovos de Meloidogyne
enterolobii

2.4.1 Extracéo de ovos de Meloidogyne enterolobii
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Os ovos foram extraidos de raizes de pimentdo, de acordo com a metodologia
Hussey & Baker (1973), modificada por Bonetti & Ferraz (1981), mediante trituragdo de
raizes em liquidificador, em solugdo de hipoclorito de soédio a 0,5%. As suspensdes
obtidas foram vertidas em peneira de 60 mesh (0,250 mm) acoplada sobre peneiras de
100 (0,149 mm) e 500 mesh (0,025 mm). Em tubos de centrifuga contendo a suspensao
de material coletado, foram adicionados 2 mL de caulim, a suspensdo foi homogeneizada
com bastao de vidro e, os tubos, balanceados com dgua. Os nematoides foram separados
dos residuos radiculares pela técnica modificada de Jenkins (1964), com centrifugacao de
1800 rpm por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se solug¢ao de sacarose
a concentragdo de 0,454 Kg/L ao precipitado. Ap6s a homogeneizagdo com o bastdo de
vidro e balanceamento com a solu¢do de sacarose, levou-se novamente a centrifuga de
1800 rpm por 1 minuto. As suspensoes obtidas foram vertidas em peneira de 500 mesh e
lavadas cuidadosamente com 4gua corrente, para retirar o excesso de sacarose. Em
seguida as amostras foram recolhidas em tubos Falcon de 50 mL, para posterior contagem
e calibracdo em lamina de Peters, sob microscopio dptico. Foram utilizados 100 ovos por

tratamento.

2.4.2 Tratamentos e delineamento experimental

O bionematicida utilizado foi cedido por um colaborador da empresa titular do
registro do produto. Os tratamentos foram representados por diferentes concentragdes de
Onix® a 1x10° ufe/mL, sendo: 1%, 10%, 25%, 50% e 70%, além do tratamento controle
(4gua), ao volume final de 2 mL. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
com seis repeticoes e duas repetigdes no tempo. Cada repeticao foi constituida por um

tubo Falcon de 15 mL. Os tubos foram mantidos em incubadora a 25° + 1°C, no escuro.

2.4.3 Avaliacoes

Em intervalos de 48 horas (2, 4, 6, 8 e 10 dias), as suspensdes de ovos foram
vertidas em peneira de 500 mesh e os ovos recolhidos. Com auxilio da ldmina de Peter
foi estimado o nimero total de ovos e o nlimero de ovos danificados. Foram considerados

ovos danificados, aqueles com ruptura da membrana da casca do ovo, conforme
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representado na figura 2. Foi calculada a percentagem de ovos danificados por tratamento

através da formula: n® de ovos danificados/n® total de ovos*100.

Figura 2 — Representac@o de ovos considerados danificados
nas avalia¢des

2.5 Efeito in vitro de diferentes concentracdes de 6nix® sobre a mortalidade de
juvenis de Meloidogyne enterolobii

2.5.1 Extracdo de ovos e juvenis de Meloidogyne enterolobii e montagem da
camara de ecloséo

Os ovos foram extraidos de raizes de pimentdo de acordo com a metodologia
descrita em 2.4.1. Ap0s a centrifugacao as suspensoes foram recolhidas em tubos Falcon
de 50 mL, para posterior contagem de Juvenis. Em seguida foram montadas camaras de
eclosdo mantidas por no maximo cinco dias em incubadora da LimaTec, a temperatura de
25°C. Ap6s 6 horas da montagem das camaras de eclosdo, foram descartados os juvenis
em estagio de desenvolvimento avancado. Os juvenis foram coletados a intervalos de 24
horas, contados e acondicionados em incubadoras, a temperatura de 10°C° + 3°C. Ao final
das coletas, as suspensdes com juvenis foram reunidas e calibradas. Foi realizada a

calibracao para 100 juvenis por tratamento.

2.5.2 Tratamentos e delineamento experimental

Utilizaram-se os tratamentos e o delineamento experimental conforme descrito

em2.4.2.

51



2.5.3 Avaliacoes

Em intervalos de 24 horas, até 96 horas, as suspensdes foram vertidas em peneira
de 500 mesh e os J2 recolhidos. Foi adicionado uma aliquota (50 a 100 pl) de hidréxido
de sodio (NaOH) 1N a suspensdo com J2 antes da avaliagdo quanto a mortalidade (Chen
& Dickson, 2000). Em seguida, foi estimado o nimero de juvenis mortos, pela reagdo a
solucao salina, sendo considerados mortos aqueles com corpo totalmente distendido e
imodveis, e vivos aqueles com corpo retorcido. Ao final foi calculada a percentagem de
juvenis mortos, através da formula: nimero de juvenis mortos/nimero total de

juvenis*100.

2.6 Analise estatistica

Os dados de ovos foram transformados por vx e, em seguida, os dados
transformados de ovos e os dados brutos de juvenis foram submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA), ao nivel de significancia de 0,05 (teste F). Em seguida foi aplicado
o teste de SCOTT- KNOTT a 5% de probabilidade com auxilio do programa RStudio.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliacio do efeito in vitro de diferentes concentracdes de onix® sobre ovos de
Meloidogyne enterolobii

Aos dois dias de incubacdo, nas concentracdes de 1 e 10% houve menor
percentagem de ovos danificados, diferenciando das concentragdes de 25, 50 e 70%. Aos
quatro dias de incubac¢do, a concentracdo de 70% diferenciou-se das outras concentragdes
e apresentou maior percentagem de ovos danificados (50%). A partir do sexto dia de
incubag¢do nao houve diferenga entre os tratamentos, e a percentagem de ovos danificados
foi superior a 30%, com exce¢do do controle negativo que ndo apresentou oOvos

danificados, como esperado (Figura 3).
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Figura 3 — Percentagem de ovos danificados de Meloidogyne enterolobii sob diferentes concentragdes de
Onix® avaliados por 10 dias. Tratamentos com a mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott, a 5%. * Nao houve diferenga entre os tratamentos. Dados do controle negativo nio

apresentados.

3.2 Avaliacio do efeito in vitro de diferentes concentracoes de onix® sobre juvenis
de Meloidogyne enterolobii

As concentragdes 1% (26% de mortalidade) e 10% (70%) foram menos eficientes
em causar a morte dos juvenis, e diferenciaram das concentragdes de 25% (80%), 50%
(100%) e 70% (100%) em 24 horas de incubagdo. A partir de 48 horas ndo houve diferenca
entre os tratamentos e a mortalidade média foi superior a 70% (Figura 4). No controle

negativo nao houve juvenis mortos, como esperado.
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Figura 4 — Percentagem de mortalidade de juvenis de Meloidogyne enterolobii em func¢do de diferentes
concentracdes de Onix® avaliados aos 24, 48, 72 e 96 horas. Tratamentos com a mesma letra nio diferiram
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%. a* ndo houve diferenga estatistica entre os

tratamentos. Dados do controle negativo ndo apresentados.

4 DISCUSSAO

Nesse estudo, observou-se que diferentes concentragdes do bionematicida onix®©,
cujo ingrediente ativo ¢ B. methylotrophicus, ¢ eficiente no controle de M. enterolobii,
através de danos na morfologia dos ovos e na mortalidade de juvenis. Vinte e trés isolados
de Bacillus testados in vitro na presenga de 1x10° UFC/mL foram eficientes no controle
de M. enterolobii (Vieira de Carvalho Junior ef al., 2022). Bacillus amyloliquefaciens, na
concentracdo de 100%, produziu composto nematicida eficiente no controle de M.

enterolobii (Ganeshan et al., 2019).

Neste estudo em 24 horas de exposicao, B. methylotrophicus na formulagdo do
produto a 10% causou aproximadamente 73% de mortalidade de juvenis. A mesma
concentracao de B. pumilis causou mais de 80% de mortalidade de juvenis de M. arenaria
em um dia de exposi¢do. Apds trés dias de exposi¢ao a mortalidade em ambos os ensaios
foi proximo a 100% (Lee & Kim, 2016). A concentragdo de 10% de B. amyloliquefaciens

causou aproximadamente, 20% de mortalidade de juvenis de M. incognita e
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concentragdes maiores que 30% causaram a mortalidade de quase 100% dos juvenis trés

dias apos a exposi¢ao (Jamal et al., 2017).

A partir da concentragdo de 25%, com apenas dois dias de contato com a
suspensdo foi suficiente para ocasionar mais de 30% de ovos danificados. As menores
concentragdes (1 e 10%) a partir dos quatro dias de contato ndo apresentaram diferenca
das concentracdes de 25 e 50% e a percentagem de ovos danificados foi superior a 35%.
Concentragdes e periodos de exposicdo crescente aumentaram os danos aos ovos €
reduziram a taxa de sobrevivéncia dos juvenis, da mesma forma que B. pumilus aumentou

a taxa de mortalidade de M. arenaria (Lee & Kim, 2016).

Assim, existem bactérias extremamente eficientes em controlar nematoides, visto
que periodo curto de exposi¢do do nematoide ¢ suficiente para causar a morte de quase
100% de juvenis, situagdo observado na interagdo de B. cereus ¢ M. incognita. O isolado
de Bacillus (BC27) ajustado a concentragio de 10® esporos por mL causou a morte de
100% dos juvenis de M. javanica apenas com 3 horas de exposi¢do. Por outro lado, B.
subtilis em 24 horas de exposi¢do nao foi tdo eficiente em causar a morte de juvenis de

M. incognita (Chinheya et al., 2017; Zhao et al., 2018).

A destrui¢do das cascas dos ovos dos nematoides ocasiona desorganiza¢do do
conteudo celular e vazamento citoplasmatico. Com o aumento do tempo de incubagdo, as
rizobactérias conseguem formar biofilmes e aderir a casca do ovo em processo de
destrui¢cdo, e colonizar o embrido. Lee & Kim (2016) observaram que a producdo de
enzimas liticas por B. pumilis foi responsavel por degradar os ovos de M. arenaria, sendo

que os danos aos ovos foram maiores aos cinco dias de exposigao.

Compostos antibacterianos podem apresentar potencial nematicida, por isso o
modo de agdo desses metabolitos com foco no controle de nematoides precisa ser melhor
esclarecido (Castaneda Alvarez & Aballay, 2016; Engelbrecht et al., 2018; Liang et al.,
2020). Estudo recente comprovou in vitro que B. methylotrophicus ¢ eficiente sobre ovos
e J2 de M. incognita, mas o mecanismo de acdo permanece desconhecido (Liu et al.,
2023). Podemos inferir que danos causados em ovos e em juvenis de M. enterolobii seja
atribuida a genes que codificam proteinas de diferentes classes. Sfp, ltuD, SrfC, Fen e
Bam(C sao genes identificados em B. methylotrophicus ligados a produgao de substancias
antimicrobianas atuantes em diferentes patdogenos. No entanto, ¢ necessario realizar mais

estudos (Ji et al., 2019).
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Bacillus firmus e B. methylotrophicus produziram uma substancia com capacidade
nematicida sobre a eclosdo e juvenis de M. incognita (Mendoza et al., 2008; Zhou et al.,
2016). Os enddsporos e os metabolitos secundarios de Bacillus paralicheniformis
(TB197) causaram a morte de M. incognita e M. enterolobii in vitro (Chavarria-Quicafio
etal., 2023). Bacillus pumilis produziu quitinases e proteases que suprimiram M. arenaria
(Lee & Kim, 2016), do mesmo modo que B. megaterium no controle de Meloidogyne sp.
(Tran et al., 2019). Surfactina e Iturin sdo lipopetideos produzidos por B. subtilis que

tem a¢do nematicida sobre os ovos e juvenis (Jang et al., 2016; Chavarria-Quicaio et al.,

2023).

Bacillus aryabhattai possui potencial nematicida no controle de M. incognita
devido os multiplos mecanismos de a¢ao expressos, incluindo a produgdo do composto
volatil tioacetato de metila (Chen et al., 2022). Os compostos volateis acetona e 2-decanol
produzidos por B. polymyxa atrairam e mataram M. incognita (Niu et al., 2010; Cheng et
al., 2017). Benzeno acetaldeido, 2-nonanona, decanal, 2-undecanone e dissulfeto de
dimetila, 2,3-butanodiona, acido acético, 2-isopropoxietilamina, acido 3-metilbutirico,
acido 2-metilbutirico e acido octandico sao compostos volateis com potencial nematicida,
liberados por microrganismos, que podem atuar sobre a integridade do intestino e a

faringe do nematoide (Huang ef al., 2010; Cheng et al., 2017).

Isolados de bactérias apresentam diferengas quanto ao potencial nematicida e
modos de agdo. Por isso, o controle de nematoides ¢ mais eficiente quando ocorre a
combinacao de isolados (Seenivasan et al., 2012; Moghaddam et al., 2013). Espécies de
Bacillus podem ser utilizadas em conjunto e responder com mais eficiéncia na motilidade
de juvenis de Meloidogyne, ja que a combinacdo dos modos de a¢do das bactérias pode

potencializar o controle (Engelbrecht et al., 2022).

Embora, o bionematicida de ingrediente ativo B. met ndo seja registrado para o
controle de M. enterolobii, pode tornar-se um aliado como medida complementar ao
manejo do nematoide, através da aplicagdo diretamente nas sementes ou aplicagdo no
solo, como sugere a bula. Entretanto, microrganismos com eficiéncia comprovada em
testes in vitro, quando aplicados em campo, podem comportar-se de maneira diferente,
uma vez que podem ser influenciados fatores quimicos, fisicos e bioldgicos do solo e por

fatores relacionados ao modo de aplicagdo (Geng et al., 2016).
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Estudos adicionais sdao necessarios para identificar: (1) a natureza do mecanismo
de acdo envolvido no controle de M. enterolobii in vitro, (2) efeito de concentracdes
menores que 1% no controle de M. enterolobii in vitro e no campo e (3) eficiéncia de B.

met comparada aos nematicidas quimicos.

5 CONCLUSOES

Bacillus methylotrophicus, independente da concentracdo, mostrou atividade
antagdnica sobre M. enterolobii através de danos na estrutura dos ovos e na mortalidade
de juvenis. Maiores concentragio de Onix® 25, 50 e 70% diferiram dos demais

tratamentos quanto a mortalidade de juvenis e ovos danificados nas avaliagdes iniciais.
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CAPITULO Il1: Estresse bidtico causado por Meloidogyne enterolobii na fisiologia

de goiabeiras tratadas com Bacillus methylotrophicus em casa de vegetacéo

RESUMO

A fotossintese, a condutancia estomatica e a transpiragao sdo atividades fisioldgicas das
plantas que influenciam no potencial produtivo das culturas. A interferéncia dos
nematoides na fisiologia da planta ainda € pouco estudada, assim como a capacidade das
rizobactérias de amenizar os danos fisioldgicos na planta causados por nematoides. Os
objetivos desta pesquisa foram monitorar alteragdes fisiologicas em goiabeiras
parasitadas pelo nematoide Meloidogyne enterolobii e tratadas com o bionematicida
Onix®, ingrediente ativo Bacillus methylotrophicus (B.met) e avaliar a eficiéncia do
bionematicida no controle do nematoide. O experimento foi instalado em casa de
vegetagdo e os tratamentos representados por: 1) goiabeira cv. Pedro Sato ndo inoculada
e ndo tratada com B. met (testemunha); 2) goiabeira cv. Paluma ndo inoculada e nao
tratada com B. met (testemunha); 3) "Pedro Sato” ndo inoculada e tratada com B. met; 4)
‘Paluma’ ndo inoculada e tratada com B. met; 5) "Paluma’ inoculada e ndo tratada com B.
met; 6) "Pedro Sato” inoculada e ndo tratada com B. met; 7) "Pedro Sato” inoculada e
tratada com B. met e 8) "Paluma’ inoculada e tratada com B.met. Foram realizadas quatro
aplicagdes do bionematicida na dosagem de 3 mL/L de 4gua por planta. Entre a segunda
e a terceira aplicacdo as plantas foram inoculadas com 5000 ovos e eventuais juvenis de
M. enterolobii. Foram realizadas sete avaliagdes dos parametros fisioldgicos das
goiabeiras (condutancia estomatica, eficiéncia no uso da 4gua, fotossintese e transpiracao)
e seis avaliagdes do teor de clorofila total ao longo do ciclo de desenvolvimento da
goiabeira. Aos 132 dias apos a inoculacao (DAI) as raizes foram pesadas e determinado
o indice de galhas, indice de massas de ovos e o fator de reproducdo. As alteracdes nos
parametros fisioldgicos concentraram-se nos primeiros 44 DAI. Meloidogyne enterolobii
e B. met combinados reduziram a condutancia estomatica e a transpiragdo aos 26 e 44
DAI, respectivamente. A fotossintese foi menor aos 26 DAI nos tratamentos que
receberam o nematoide e a bactéria em combinacdo. Meloidogyne enterolobii € B. met
isolados e combinados apresentaram reducdo na eficiéncia no uso da adgua aos 26 e 44
DALI. Para a massa de raizes ndo houve diferenga entre os tratamentos. Indice de galhas,
indice de massas de ovos e fator de reprodu¢do foram maiores nos tratamentos que

receberam nematoides independente da aplicagdo da bactéria. Nas condigdes do ensaio,
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M. enterolobii ndo alterou as varidveis fisioldgicas das goiabeiras, no entanto em
combinagdo com B. met a goiabeira mostrou-se mais sensivel as alteracdes fisiologicas.
Bacillus methylotrophicus aplicado em solo cultivado com goiabeiras ndo mostrou

eficiéncia no controle de M. enterolobii.

Palavras-chave: controle alternativo, controle bioldgico, fotossintese, nematoide das

galhas, rizobactéria
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Biotic stress caused by Meloidogyne enterolobii on the physiology of guava trees

treated with Bacillus methylotrophicus under greenhouse

ABSTRACT

Photosynthesis, stomatal conductance, and transpiration are pivotal physiological
processes in plants, significantly influencing crop productivity. Despite their importance,
the impact of nematode interference on plant physiology remains an understudied area.
Equally underexplored is the potential of rhizobacteria, particularly the efficacy of
Bacillus methylotrophicus (B.met), in mitigating physiological harm caused by
nematodes. This study aimed to monitor the physiological changes in guava plants
parasitized by the nematode Meloidogyne enterolobii and subsequently treated with the
bionematicide Onix©, containing B. methylotrophicus. The objectives extended to
assessing the bionematicide's effectiveness in nematode control. The experiment was
conducted within a greenhouse, involving eight treatments: 1) non-inoculated and
untreated guava cv. Pedro Sato (control); 2) non-inoculated and untreated guava plant cv.
Paluma (control); 3) ‘Pedro Sato’ non-inoculated and treated with B. met; 4) ‘Paluma’
non-inoculated and treated with B. met; 5) ‘Paluma’ inoculated and non-treated with B.
met; 6) ‘Pedro Sato’ inoculated and not treated with B. met; 7) ‘Pedro Sato’ inoculated
and treated with B. met; and 8) ‘Paluma’ inoculated and treated with B.met. The
bionematicide was applied four times at a dosage of 3 mL/L of water per plant. Between
the second and third application, 5000 eggs and juveniles of M. enterolobii were
inoculated in the soil around the plants. Seven evaluations of physiological parameters
were conducted in the guava plants (stomatal conductance, water use efficiency,
photosynthesis, and transpiration), along with six assessments of total chlorophyll content
throughout the development cycle. At 132 days after inoculation (DAI), root weight, gall
index, egg mass index, and reproduction factor were determined. Significant changes in
physiological parameters were observed primarily within the initial 44 DAI The
combined presence of Meloidogyne enterolobii and B. met led to reduced stomatal
conductance and transpiration at 26 and 44 DAI, respectively. Additionally, treatments
receiving both the nematode and bacteria exhibited lower photosynthesis at 26 DAL
Moreover, isolated and combined applications of Meloidogyne enterolobii and B. met
resulted in decreased water use efficiency at 26 and 44 DAI However, there were no
notable differences in root mass between treatments. Gall index, egg mass index, and

reproduction factor were notably higher in treatments exposed to nematodes, regardless
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of bacterial application. Surprisingly, under the experimental conditions, Meloidogyne
enterolobii did not induce significant changes in the guava plant' physiological variables.
However, in conjunction with B. met, the plants displayed increased sensitivity to
physiological alterations. The application of Bacillus methylotrophicus to guava plants

did not demonstrate efficiency in controlling Meloidogyne enterolobii.

Key words: Alternative control, biological control, photosynthesis, root-knot nematode,

rhizobacteria
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1 INTRODUCAO

No parasitismo dos nematoides-das-galhas a planta pode enfrentar estresse hidrico
e para suprir essa deficiéncia os estdmatos sao parcialmente fechados e a absor¢ao de CO»
e a fixagdo de CO; pela rubisco nas folhas ¢ reduzida com consequente reducao na
fotossintese, transpiracao e condutancia estomatica (Bird, 1974). Os pigmentos presentes
nos cloroplastos sdo responsaveis pela absorcao da energia da luz solar e por isso sdo
essenciais para o eficiente desempenho da maquinaria fotossintética (Taiz et al., 2017). A
fotossintese ¢ uma variavel que influencia no rendimento das culturas, uma vez que a
produtividade ¢ o resultado da concentragdo interna de CO; e da energia solar
interceptada. O aumento da fotossintese estimula maiores ganhos de produtividade e pode
ser monitorada através das trocas gasosas entre a planta e 0 meio ambiente (Hussey &

Williamson, 1998).

A condutancia estomatica regula o grau de abertura e fechamento dos estomatos e
é regulada pelo fluxo de CO2 em diregdo aos cloroplastos. A medida que o potencial de
agua nas folhas diminui os estobmatos tornam-se mais sensiveis e reduzem a condutancia
estomatica pelo fechamento dos estomatos (Gomes et al., 2004; Mioranza et al., 2018).
A transpiragdo € outra variavel controlada pela condutancia estomatica e envolve a agua
presente no xilema que ¢ puxada para células do mesoéfilo e evapora para os espacos
intercelulares e na forma de vapor atravessa os poros estomaticos, sendo liberada no
ambiente (Taiz et al., 2017). A eficiéncia no uso da agua ¢ outra varidvel fisioldgica
relacionada com a biomassa produzida pela planta. E definida como quantidade de CO;

que a planta consegue fixar enquanto transpira (Hatfield & Dold, 2019).

Com o intuito de buscar novos meios de controle de nematoides, produtos a base
de fungos e bactérias que possuem propriedades nematicidas e que além disso, podem
induzir na planta mecanismos de resisténcia, vem crescendo em importancia e utilizagao
no mundo (Mioranza et al., 2018). Bacillus spp. integram o complexo de espécies de
rizobactérias que atuam, principalmente na regido de maior concentragdo das raizes e
possuem efeitos negativos contra organismos fitopatogénicos. Bacillus methylotrophicus
pode atuar contra os nematoides através de danos corporais e/ou pela sintese e liberagao

de compostos antagonistas.

Zhang et al. (2013) observaram que o isolado CSY-F1 dessa bactéria aumentou a

concentragdo de enzimas presentes no solo, como a catalase e superoxido dismutase, as
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quais podem auxiliar no crescimento vegetal, esse isolado também foi capaz de degradar
o0 acido feralico, um inibidor de plantas presente no solo. Segundo Ge ef al. (2016), existe
a possibilidade de B. methylotrophicus ser utilizado como biofertilizante, uma vez que
aumentou o rendimento do tomateiro e inibiu o fungo causador da podriddo cinzenta
(Botrytis cinerea). Salienta-se que a maioria das formulagdes bionematicidas existentes

no mercado sdo a base bactérias do género Bacillus (AGROFIT, 2023).

As rizobactérias podem amenizar alteracdes na fotossintese, condutancia
estomatica e transpiracdo induzidas por nematoides-das-galhas, porque podem contribuir
com o aumento do teor de pigmentos fotossintetizantes pela protecao dos mecanismos
bioquimicos envolvidos na sintese do processo fotossintético e melhorar a absor¢do e

translocagdo de nutrientes pela planta (Abd-El-Khair et al., 2019; Khanna ef al., 2019).

O conhecimento da capacidade de M. enterolobii influenciar na taxa
fotossintética, condutancia estomatica e transpiracdo ¢ importante uma vez que grande
parte do contetido de matéria seca e da produtividade sdo determinadas pela maquinaria
fotossintética (Dalastra et al., 2014). Ainda nao existem pesquisas que buscam entender
a capacidade do nematoide para interferir nesses processos fisioldgicos, nem como o
tratamento com Bacillus pode contrapor os efeitos negativos do nematoide em goiabeira.
Os objetivos desta pesquisa foram monitorar alteragcdes fisioldgicas em goiabeiras
parasitadas pelo nematoide Meloidogyne enterolobii e tratadas com o bionematicida
Onix®, produto a base de B.met, através do acompanhamento da condutincia estomatica,
eficiéncia no uso da agua, fotossintese, transpiracao e teor de clorofila total, além de

avaliar a eficiéncia do bionematicida no controle do nematoide.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Localiza¢ao do experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacao do Instituto Federal Goiano,
Campus Morrinhos, localizado nas coordenadas geograficas 17°49°10.83”" de latitude Sul,

49°12°13.46” de longitude Oeste, a 901 metros de altitude.
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2.1 Multiplicacdo de Meloidogyne enterolobii

Uma populacdo de M. enterolobii oriunda de um pomar de goiabeira variedade
Cortibel RM com 7 anos de cultivo localizado em uma propriedade rural no municipio de
Jaragué — GO foi mantida e multiplicada em tomateiro (Solanum lycopersicum) cv. Santa
Clara e posteriormente em pimentdo cv. Yolo Wonder, caracterizada por conferir
resisténcia as principais espécies de Meloidogyne, com 20-30 dias de cultivo, em casa de

vegetacao.

Sementes de pimentdo foram semeadas em sacos de polietileno de 2 L contendo
mistura de solo e areia na proporcao de 1:2, previamente esterilizada a 120 °C/60 min.
Apdbs 20-30 dias as mudas foram inoculadas com cerca de 8000 ovos e J2 de M.
enterolobii. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com regas diarias e
temperatura entre 20-27°C.

O ino6culo foi renovado a cada trés meses, mediante extragdo de ovos e J2 das
raizes de pimentdo pela técnica de Hussey & Baker (1973) modificada por Bonetti &
Ferraz (1981). Para isso, as raizes foram trituradas em liquidificador com solucdo de
hipoclorito de s6dio (NaOCl) a 0,5%. A suspensdo foi transferida para peneiras de 100
(0,149 mm) e 500 mesh (0,025 mm), sendo ovos e J2 recolhidos da peneira de 500 mesh

e inoculados em pimentao.

2.3 Identificag¢do e confirmacio de Meloidogyne enterolobii

Meloidogyne enterolobii foi identificado pela técnica de eletroforese de
isoenzimas com base no fenotipo das esterases e por PCR, mediante o uso de primers

especificos (Tigano et al., 2010). .

2.3.1 Eletroforese de Isoenzimas
Fémeas leitosas foram extraidas das raizes de tomateiro sob microscopio

estereoscopico com auxilio de pinca e estilete. Em seguida, foram colocadas em

microtubos de 0,5 ml com a solucao tampao de extragao (20% sacarose, 2% de Triton X-
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100, 0,01% de azul de bromofenol e 78% de agua destilada). Os microtubos foram

mantidos em isopor com gelo durante todo o processo.

Cerca de 10 pl de cada amostra foram colocados, com auxilio de micropipeta, em
cavidades do gel de poliacrilamida 8%. A amostra padrdo consistiu em fémeas de M.
javanica com perfil J3, conforme descrito por Alonso & Alfenas (1998). A corrida de
eletroforese vertical foi conduzida em aparelho Mini-PROTEAN da Bio-Rad, a 200 volts,
sendo a cuba mantida sob refrigeracdo a 4 °C por 1 hora. Apds a corrida, o gel foi imerso
em solucdo reveladora para esterase (100 mL de solu¢do tampao fosfato de potéssio
0,05M pH 6,0, 100 mg de Fast Blue RR Salt e 4,5 mL de [-naftilacetato 1%), mantido em
estufaa 37 °C por 30 minutos. Em seguida, o gel foi lavado em agua destilada e transferido
para uma solug¢ao fixativa (45% de metanol, 9% de acido acético e 45% de 4gua destilada)

onde permaneceu por 20 minutos em estufa a 37 °C.

O perfil de esterase revelou o fenétipo (M2) com duas bandas mais fortes e duas
bandas secunddrias mais fracas, como descrito por Carneiro et al. (2001) para M.

enterolobii. Para M. javanica observaram-se trés bandas fortes (J3).

2.3.2PCR

Marcadores SCAR espécie-especificos desenvolvidos por Tigano et al. (2010)
foram usados para confirmacdo da populagao de Meloidogyne enterolobii utilizada nesse
estudo. O DNA gendmico foi extraido de fémeas leitosas, de formas J2 ou de ovos. Foi
utilizado DNA genomico de M. javanica e de M. enterolobii como controle positivo. Os
primers especificos , sequéncia MK7-F (5’-GATCAGAGGCGGGCGCATTGCGA-3") e
MKT7-R (5’-CGAACTCGCTCGAACTCGAC-3’) para identificacdo de M. enterolobii e
FIAV (5’-GGTGCGCGATTGAACTGAGC-3’) e RIJAV (5°-
CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC-3’) para M. javanica (Zijlstra et al., 2000). Para
cada uma das duas espécies foram misturados em quantidades equimolares e utilizados
em reagdo Duplex-PCR. As reagdes foram realizadas em volume final de 25 pl
contendo: 10X MgCl2; 4 ul (1,25mM) de cada um dos dNTPs (Pharmacia Biotec), 1 pl
de cada primer SCAR (10 uM) e 14,25 ul de agua Milli-Q. As amplificagdes foram
realizadas em termociclador (Biocycler) usando o seguinte programa: desnaturagdo
inicial do DNA por 5 min a 94 °C; 35 ciclos de 30s a 94 °C,45s a 64 °C e 1 mina 70 °C

e periodo final de extensdo de 8 min a 70 °C. Os produtos de amplificagdo foram
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separados em gel de agarose (1,4%) e visualizados sob luz ultravioleta, apos coloracao
com brometo de etidio a 0,3 pg/ml. Os fragmentos amplificados foram de 520 pb e 670

pb para M. enterolobii e M. javanica, respectivamente.

2.4 Tratamentos e delineamento experimental

Foram avaliadas as cultivares de goiaba ‘Paluma’ e ‘Pedro Sato’, distribuidas em

8 tratamentos conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1 — Cultivares de goiaba ‘Paluma’ e ‘Pedro Sato’ distribuidas em oito tratamentos

avaliados no experimento

Tratamentos

1  "Pedro Sato” ndo inoculada com Meloidogyne enterolobii e ndo tratada com
Bacillus methylotrophicus (B. met) (testemunha)

"Paluma” ndo inoculada e ndo tratada com B. met (testemunha)
"Pedro Sato” ndo inoculada e tratada com B. met

“Paluma” ndo inoculada e tratada com B. met

“Paluma” inoculada e nédo tratada com B. met

"Pedro Sato” inoculada e ndo tratada com B. met

“Pedro Sato” inoculada e tratada com B. met

o N o o B~ W DN

“Paluma’” inoculada e tratada com B.met

As mudas utilizadas foram produzidas por estaquia e adquiridas de um viveiro
situado no municipio de Morrinhos, GO cadastrado no Ministério de Agricultura Pecuaria
e Abastecimento, que garantiram a sanidade das mudas. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo, durante os meses de janeiro a julho de 2021, com temperatura
aproximada de 25°C e umidade proxima de 60% da capacidade de campo. Foi instalado
duas repeti¢des no tempo, porém em uma repeticao algumas mudas foram contaminadas,
por isso o ensaio foi descartado. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado,
com cinco repeti¢cdes sendo a unidade experimental representada por uma planta por vaso.

O transplantio foi realizado com mudas de aproximadamente 30 cm de altura. Foi
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utilizado sacos de polietileno de 35 x 40cm, preenchido com solo autoclavado na

proporgao 2:1 (areia:solo).

2.5 Aplicacoes da bactéria, inoculacido do nematoide e avaliacoes

Sete dias ap0s o transplantio (DAT) foi aplicada sobre o solo e ao redor das mudas
de goiabeiras a bactéria na quantidade minima de 1x10° UFC/mL. O bionematicida
utilizado foi cedido por um colaborador da empresa titular do registro do produto e
acondicionado lacrado em refrigerador até o momento da utilizagdo. A dosagem utilizada
no ensaio foi proposta por um profissional da mesma empresa com experiéncia no manejo
de nematoides em frutiferas. Foram realizadas quatro aplicagdes na dosagem de 3 mL do
produto comercial por litro de suspensdo, por planta, com auxilio de um regador. As
aplicagdes foram realizadas a intervalo de 15 dias. A inoculagdo e as aplicagdes da
bactéria foram realizadas no periodo das 08:30 as 11:00 horas. Apds todas as aplicagdes,
o bionematicida foi fechado e acondicionado em refrigerador em temperatura aproximada

de 5°C e a irrigacao foi suspensa por 24 horas.

Entre a segunda (21 DAT) e a terceira (35 DAT) aplicagdo, foi realizada a
inoculacdo com 5000 ovos e eventuais J2 de M. enterolobii, a intervalos de uma semana
apos e antes as aplicagdes da bactéria, respectivamente. Os ovos e J2 foram extraidos das
raizes de acordo com o método de Hussey & Baker (1973), modificado por Bonetti &
Ferraz (1981). A inoculagdo foi efetuada vertendo-se 1 mL da suspensdo em quatro
orificios equidistantes, proximos ao colo das plantas. Apos a inoculagdo a irrigagdo foi

suspensa por 24 horas.

Cinco dias ap6s a ultima aplicacao do produto com a bactéria e 26 DAI (dias apds
a inoculacdo), iniciaram-se avaliagcdes quinzenais, com analisador de gas infravermelho
portatil (Infrared Gas Analyser — IRGA — modelo: LI-6800), quanto as varidveis: A =
fotossintese liquida (umol m™ s™'); E = transpiracdo (mol m2 s™'), gs = condutancia
estomatica (mol m 2 s™') e EUA = Eficiéncia no uso da dgua (A/E-umol m2 s™'. mol m™2
s!), em uma folha totalmente expandida localizada no terco superior da planta e
posicionadas entre o 3° e o 5° par de folhas a partir do apice. Todas as avalia¢cdes foram
realizadas entre as 7h30 e 10h30 da manha até aos 118 DAI (146 DAT). Foi quantificado
o teor de clorofila total (ng/cm?), com medidor de clorofila, Minolta SPAD-502 (Konica
Minolta, Ramsey, NJ), aos 26, 57, 69, 82, 104 e 118 DAI (54, 85, 97, 110, 132 e 146
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DAT). Em cada avaliagdo, 10 medidas aleatdrias por planta foram efetuadas e, ao final, a

média foi registrada.

A irrigagdo foi realizada através de aspersores instalados e acionados de trés a

quatro vezes ao dia, nos seguintes horarios: 07:00, 11:00, 14:30 e 17:00 horas. As

condi¢cdes climaticas durante os dias de avaliagdo e a precipitagao pluvial mensal estdo

inseridas nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Temperatura média e médias da temperatura maxima ¢ minima, umidade

relativa do ar e evapotranspiracao, registrado na estagdo meteorologica Agrosystem do

Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos — Goias, nos dias de avaliagdes das variaveis

fisiologicas.
Tenrlp.eratura Tefnperatura Tefn.peratura UR (%) Evapotranspiragﬁo
média (°C) maxima (°C) minima (°C) (mm/dia)
26 DAI 20 21 20 84 0
44 DAI 20 20 19 80 0
56 DAI 20 20 20 &3 0
68 DAI 24 24 23 81 0
92 DAI 22 22 21 68 0
104 DAI 22 22 21 57 0
118 DAI 19 19 18 82 0

Tabela 3 — Precipitagdo pluviométrica mensal de 2021, registrado na estagdo

meteorologica Agrosystem do Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos — Goids, nos

dias de avaliacdes das varidveis fisiologicas.

Avaliagdo Precipitacio pluvial
Ano (DAI) Més mensal (mm)
2021 - Jan 265
44 Fev 371
56 ¢ 68 Mar 94
92 e 104 Abr 71
118 Mai 2.8
Total 803,8
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Aos 132 DALI as raizes foram lavadas em agua corrente, pesadas e submetidas a
coloracdo com Floxina B (Taylor & Sasser, 1978). Foi realizada a contagem das galhas e
das massas de ovos, de acordo com a escala de notas estabelecida por Taylor & Sasser
(1978) — 1= 1-2 galhas ou massas de ovos; 2=3-10 galhas ou massas de ovos; 3= 11-30
galhas ou massas de ovos; 4= 31-100 galhas ou massas de ovos; e 5= acima de 100 galhas
ou massas de ovos por sistema radicular. Apos a contagem, os nematoides foram extraidos
das raizes seguindo o método de Hussey & Barker (1973), modificado por Bonetti &
Ferraz (1981). O fator de reprodugdo (FR) foi obtido pela relagdo entre as densidades
populacionais finais e iniciais (FR=P{/P1) segundo Oostenbrink (1966).

2.6 Analise estatistica

Os dados foram transformados por vx + 1 e submetidos a analise de variancia.
Foi aplicado o teste de Scott- Knott (1974) a 5% de probabilidade para o agrupamento

das médias, utilizando o programa estatistico RStudio.

3 RESULTADOS
3.1 Variaveis fisiologicas

Na transpirac¢do aos 26 e 44 DAI os tratamentos que receberam M. enterolobii e
B. met combinados apresentaram os menores valores, diferenciando-se dos outros

tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4 —Taxa transpiratoria de goiabeiras inoculadas com Meloidogyne enterolobii e

tratadas com Bacillus methylotrophicus, isolados e associados.

Transpira¢do (mol m?2s™)

26 DAI 44 DAI 56 DAI 68 DAI 92 DAI 104 DAI 118 DAI
T1 12,0 a 11,1a 8,9a 73 a 48 a 7,6 a 49 a
T2 12,6 a 11,6 a 10,6 a 9,1a 4,6 a 8,0a 43a
T3 11,6 a 10,2 a 10,1 a 10, a 6,1a 9,7a 8,4a
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T4 11,4 a 11,0 a 8,8a 74 a 5,1la 9,0 a 55a

T5 11,9 a 11,2 a 10,4 a 8,6a 52a 69a 45 a

T6 14,1 a 11,0 a 11,0 a 10,3 a 6,2a 8,5a 51la

T7 9,10b 6,6 b 7,5a 8,8a 48 a 6,8 a 6,2a

T8 10,1 b 89b 8,1a 8,7a 5,8a 8,7a 6,8 a

CV% 0,11 0,11 0,11 0,13 0,07 0,12 0,13
T1: "Pedro Sato” ndo inoculada e nao tratada; T2: ‘Paluma’ ndo inoculada e ndo tratada; T3: 'Pedro Sato’
nao inoculada e tratada; T4: "Paluma’ ndo inoculada e tratada; T5: "Paluma’ inoculada e ndo tratada; T6:
‘Pedro Sato” inoculada e ndo tratada; T7: "Pedro Sato” inoculada e tratada e T8: "Paluma’ inoculada e
tratada; DAI: dias apds inoculagdo. DAT dias apds o transplantio. Letras maiusculas iguais na linha nio
apresentam diferenga estatistica. Letras mintsculas iguais na coluna ndo apresentam diferenga estatistica
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. (54, 85, 97, 110, 132 ¢ 146 DAT).

A unica diferenga observada na fotossintese foi aos 26 DAI, no qual os
tratamentos que receberam o nematoide e a bactéria combinados apresentaram as
menores taxas de fotossintese (Tabela 5).

Tabela 5 — Taxa fotossintética de goiabeiras inoculadas com Meloidogyne enterolobii e

tratadas com Bacillus methylotrophicus, isolados e associados.

Fotossintese (umol m=2 s™)
26 DAI 44 DAI 56 DAI 68 DAI 92 DAI 104 DAI 118 DAI

T1 16,56 a 1391 a 13,62 a 12,43 a 10,09 a 9,89 a 9,50 a
T2 14,72 a 12,88 a 12,90 a 14,21 a 8,55a 9,43 a 6,50 a
T3 13,43 a 10,13 a 13,24 a 13,40 a 11,03 a 11,24 a 10,98 a
T4 14,18 a 11,49 a 13,16 a 13,19 a 10,08 a 9,96 a 8,39 a
TS5 15,08 a 13,45 a 13,78 a 12,39 a 8,57 a 8,85a 7,03 a
T6 16,10 a 13,08 a 13,83 a 14,87 a 11,54 a 10,22 a 9,04 a
T7 12,35b 11,28 a 12,52 a 12,71 a 10,05 a 9,41 a 9,19 a
T8 1291b 11,80 a 12,90 a 13,00 a 10,54 a 9,83 a 9,37 a
CV% 9,32 8,27 8,19 12,00 11,55 12,00 14,48
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T1: "Pedro Sato” ndo inoculada e ndo tratada; T2: 'Paluma’ ndo inoculada e néo tratada; T3: *Pedro Sato’
ndo inoculada e tratada; T4: "Paluma’ ndo inoculada e tratada; T5: 'Paluma’ inoculada e nédo tratada; T6:
‘Pedro Sato” inoculada e ndo tratada; T7: "Pedro Sato” inoculada e tratada e T8: ‘Paluma’ inoculada e
tratada; DAI: dias apos inoculag@o. Letras maifisculas iguais na linha ndo apresentam diferenca estatistica.
Letras mintisculas iguais na coluna ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. (54, 85, 97, 110, 132 e 146 DAT).

Para a condutancia estomatica os tratamentos que receberam M. enterolobii e B.

met, combinados apresentaram os menores valores aos 26 DAI e 44 DAI (Tabela 6).

Tabela 6 — Condutancia estomatica de goiabeiras inoculadas com Meloidogyne

enterolobii e tratadas com Bacillus methylotrophicus, isolados e associados.

Condutincia estomatica (mol m2s™)

26 DAI 44 DAI 56 DAI 68 DAI 92 DAI 104 DAI 118 DAI
T1 0,6210 a 0,5328 a 0,4688 a 0,4780 a 0,2336 a 0,3839a  0,2458 a
T2 0,7242 a 0,6276 a 0,5735 a 0,5322 a 0,2217 a 0,4091a 0,2014a
T3 0,6382 a 0,5380 a 0,5493 a 0,5646 a 0,3380 a 0,5156a  0,4724 a
T4 0,6272 a 0,5171 a 0,4526 a 0,3766 a 0,2572 a 0,4588a  0,2821 a
TS 0,6451 a 0,5704 a 0,5709 a 0,5058 a 0,2967 a 0,3580a  0,2019a
T6 0,8205 a 0,6045 a 0,6090 a 0,6041 a 0,3739 a 0,4195a  0,2536a
T7 0,4533 b 0,3156 b 0,3603 a 0,4780 a 0,2337 a 0,3202a  0,3001 a
T8 0,5377b 0,4283 b 0,4526 a 0,4780 a 0,3272 a 0,4588a 03794 a
CV% 4,61 4,81 4,79 6,20 5,00 6,00 6,68

T1: ‘Pedro Sato” ndo inoculada e ndo tratada; T2: ‘Paluma’ ndo inoculada e ndo tratada; T3: "Pedro Sato’
ndo inoculada e tratada; T4: 'Paluma’ ndo inoculada e tratada; T5: "Paluma’ inoculada e ndo tratada; T6:
‘Pedro Sato” inoculada e ndo tratada; T7: "Pedro Sato” inoculada e tratada e T8: "Paluma’ inoculada e
tratada; DAI: dias apos inoculag@o. Letras maitisculas iguais na linha ndo apresentam diferenca estatistica.
Letras mintisculas iguais na coluna néo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. (54, 85, 97, 110, 132 ¢ 146 DAT).

Os tratamentos que receberam M. enterolobii e B. met isolados e combinados

apresentaram reducdo na eficiéncia de uso da dgua aos 26 DAI e 44 DAI (Tabela 7).
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Tabela 7 — Eficiéncia na utilizagdo da agua em goiabeiras inoculadas com Meloidogyne

enterolobii e tratadas com Bacillus methylotrophicus, isolados e associados.

Eficiéncia no uso da 4gua (umol m2s'. mol m2s™)

26 DAI 44 DAI 56 DAI 68 DAI 92 DAI 104 DAI 118 DAI

T1 1850 a 1737 a 1604 a 1712 a 2139a 1316 a 2272 a
T2 1676 a 1423 a 1213 a 1587 a 1930 a 1186 a 1571 a
T3 1072 b 1019 b 1359 a 1392 a 1841 a 1192 a 1407 a
T4 1177 b 1224 b 1561 a 1843 a 1967 a 1134 a 1644 a
T5 1117b 1114 b 1344 a 1476 a 1687 a 1309 a 1644 a
T6 1152b 1256 b 1315a 1475 a 1880 a 1199 a 1854 a
T7 1385b 1365 b 1691 a 1503 a 2108 a 1627 a 1639 a
T8 1332 b 1238 b 1612 a 1501 a 1963 a 1166 a 1830 a
CV% 12.94 12.43 10.39 8.86 8.50 11.02 17.58

T1: "Pedro Sato” ndo inoculada e nao tratada; T2: "Paluma’ ndo inoculada e nio tratada; T3: "Pedro Sato’
ndo inoculada e tratada; T4: "Paluma’ ndo inoculada e tratada; T5: "Paluma’ inoculada e nio tratada; T6:
‘Pedro Sato” inoculada e ndo tratada; T7: ‘Pedro Sato” inoculada e tratada e T8: "Paluma’ inoculada e
tratada; DAI: dias apos inoculag@o. Letras maitisculas iguais na linha ndo apresentam diferenga estatistica.

Letras mintisculas iguais na coluna ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. (54, 85, 97, 110, 132 € 146 DAT).

Para o teor de clorofila total ndo houve diferenca entre os tratamentos nos periodos

avaliados (dados ndo apresentados).

3.2 Variaveis nematolégicas

Nao houve diferenca entre os tratamentos no peso fresco da raiz (dados ndo
apresentados). Indice de galhas, indice de massas de ovos e fator de reproducio foram
significativamente maiores nos tratamentos que receberam os nematoides, como
esperado. Assim, a bactéria ndo contribuiu para reduzir as varidveis nematologicas

quando aplicada nos tratamentos que receberam o nematoide (Tabela 8).
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Tabela 8 —Variaveis nematologicas em goiabeiras cv. Paluma e cv. Pedro Sato tratadas e
ndo tratadas com Bacillus methylotrophicus aos 132 dias apo6s a inoculagdo com 5000

ovos e eventuais juvenis de Meloidogyne enterolobii

I1G IMO FR

T1 O0b 0b 0b

T2 O0b 0b 0b

T3 0b 0b 0b

T4 Ob 0b 0b

TS 3a 5a 3a

Té 4a 5a 2a

T7 4a 5a 2a

T8 Sa 5a 3a

T1: "Pedro Sato” ndo inoculada e nao tratada; T2: ‘Paluma’ ndo inoculada e ndo tratada; T3: ‘Pedro Sato”
ndo inoculada e tratada; T4: "Paluma’” ndo inoculada e tratada; T5: "Paluma’ inoculada e nio tratada; T6:
‘Pedro Sato” inoculada e ndo tratada; T7: ‘Pedro Sato” inoculada e tratada e T8: 'Paluma’ inoculada e
tratada; IG: indice de galhas; IMO: indice de massa de ovos; FR: fator de reproducdo. Letras mintisculas

iguais na coluna ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Scott- Knott a 5% de probabilidade.

4 DISCUSSAO

Meloidogyne enterolobii e B.met isolados ndo influenciaram na condutancia
estomatica e transpiragdo das goiabeiras. Resultados semelhantes foram encontrados por
Melakeberhan et al. (1990) na interagdo M. incognita e duas cultivares de uva, embora a
infec¢do por M. incognita tenha reduzido a condutancia estomatica e a transpiragdo em
tomateiro (Khanna et al., 2019). Meloidogyne exigua Goldi, 1887 e M. paranaensis
Carneiro, Carneiro, Abrantes, Santos & Almeida, 1996 reduziram a condutincia € a
transpiragdo de mudas de café. Meloidogyne enterolobii nao influenciou na fotossintese
das goiabeiras, 0 mesmo comportamento foi observado em mudas de café com M. exigua.
Resultados diferentes foram encontrados no cafeeiro inoculado com M. paranaensis

(Goulart et al., 2019).
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Plantas infectadas com nematoides apresentam sistema radicular deficiente,
influenciando negativamente na absor¢do de dgua e nutrientes essenciais ao processo
fisiologico da planta (Goulart et al., 2019). No presente estudo, M. enterolobii nao
influenciou na absor¢do de agua pelas raizes e no transporte de agua e nutrientes. A
auséncia de alteragdes na condutancia estomatica, fotossintese e transpiragdo ocasionada
pelo nematoide pode ser devido a baixa densidade populacional, influenciada pelo
reduzido nimero de geracdes do nematoide durante o ciclo da cultura. Cerca de 6000
ovos de M. incognita nao foi suficiente para observar alteracdes na fisiologia do
algodoeiro, e ndo reduziu o teor de clorofila (Lu et al., 2014). Meloidogyne ethiopica
Whitehead, 1968 causou danos significativos as raizes do tomateiro, somente apos 102
dias da inoculagdo, consequentemente esses danos refletiram em alteragdes fisiologicas

na planta (Strajnar ef al., 2012).

Estudos indicam que rizobactérias melhoram a taxa fotossintética indiretamente
pois estimulam na planta a producdo do hormoénio citocinina que estd associado a
diferentes mecanismos da complexa cadeia fotossintética (Ahluwalia et al., 2021). A
auséncia de alteracdes na condutancia estomatica, fotossintese e transpiracdo nos
tratamentos que receberam somente a bactéria pode ser resultado da forma de aplicagao
no solo. Entre as opgdes de aplicagdo do produto para culturas anuais estd o tratamento
de sementes e aplica¢do pos-emergéncia. Para culturas perenes, o produto ndo possui
registro e talvez uma forma de investigar a eficiéncia do produto seria o tratamento das
mudas, através da imersao ou pulverizagdo com o bionematicida. Além disso, a
concentragdo da bactéria, ou mesmo a umidade do solo, pode ter contribuido para
auséncia de resposta positiva da bactéria, uma vez que a rizobactéria necessita de
capacidade de campo minima de 50% de inoculagdo para incrementar respostas positivas

na fisiologia de plantas (Castro ef al., 2019).

O esquema de combinag¢ao das aplicacdes da bactéria e a inoculacao do nematoide
¢ condi¢do importante para a manifestacdo de respostas positivas da planta frente
aplicacdo de rizobactérias. Nesse ensaio foi realizado quatro aplicagdes com a bactéria,
sendo que entre a segunda e a terceira aplicagdo da bactéria (B) o nematoide (N) foi
inoculado (B+B+N+B+B), e assim, esse fator também pode ter contribuido para os
resultados observados. Pseudomonas fluorescens desencadeou respostas positivas no
crescimento no tomateiro e na expressao de enzimas antioxidantes quando inoculado 15

dias antes da inoculagdo com M. incognita (Noureldeen et al., 2021). Em tomateiro
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inoculado com Paecilomyces lilacinus também foi observado maior expressdao nas
variaveis de crescimento quando o fungo foi aplicado uma semana antes da inoculagao

com o nematoide (Esfahani & Pour, 2006).

Tratamentos que receberam M. enterolobii € B.met combinados reduziram a
condutancia estomatica, eficiéncia no uso da dagua, fotossintese e transpiragdo.
Piriformospora indica Verma et al., 1998 e M. incognita combinados reduziram a
fotossintese em plantas de pepino (Atia et al, 2020). Meloidogyne incognita e
Streptomyces spp. combinados reduziram a condutincia estomatica e a transpiragdo de
mudas de tomateiro (Ma et al., 2017). A reducao na condutancia estomatica causada por
M. enterolobii em combinacao com B.met nos periodos iniciais de avaliagdo pode ter
contribuido para a redu¢o na fotossintese pois com estomatos fechados houve limitagao
na absor¢do de COa». A liberacao de agua pelos estomatos para a atmosfera também foi
reduzida com o fechamento dos estomatos, diminuindo a transpira¢cdo nos tratamentos

com B. met e M. enterolobii, combinados.

A energia para as rizobactérias suprirem suas necessidades vem dos
fotoassimilados das plantas e podemos dizer que os fotoassimilados da goiabeira podem
ndo ter sido suficientes para liberar energia para as rizobactérias, ja que a goiabeira estava
sob estresse induzido pela presenca do nematoide. Isso pode ter refletido na incapacidade
da bactéria de influenciar positivamente, na resposta fisiologica da planta uma vez que
sob condigdes de estresse, as bactérias apresentaram baixo desempenho (Rampazzo et al.,

2018).

Meloidogyne enterolobii e B.met isolados e associados reduziram a eficiéncia de
utilizacdo da dgua mostrando ser a variavel fisiologica mais sensivel ao parasitismo de
M. enterolobii. A reducdo na eficiéncia da utilizacdo da dgua induzida pelo nematoide,
ndo pode ser explicada por alteracdes na condutincia estomatica, fotossintese e taxa
transpiratoria, ja& que ndo houve variagdes nesses parametros, quando os tratamentos
receberam somente o nematoide, e assim a alteragdo na eficiéncia de utilizagao da dgua ¢
explicada por fatores nao-estomaticos, como a atividade da Rubisco, velocidade maxima
de carboxilagdo de Rubisco, capacidade de regenera¢do da Ribulose mediada pela taxa
maxima de transporte de elétrons e taxa de utilizacdo de triose fosfato (Lu ef al., 2014;
Jiao et al., 2017). Resultados semelhantes foram encontrados por Atia et al. (2020) em

que M. incognita isolado € em combinacao com Piriformospora indica reduziram a
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eficiéncia no uso da agua em pepino. A quantidade de dgua disponivel as plantas, a
pressdo de vapor, temperatura foliar e do ambiente, nitrogénio disponivel as plantas sdo
fatores que acima ou abaixo dos limites exigidos podem ter contribuido para a reducgao
na utilizacao do uso da dgua e foram potencializados pelo nematoide e a bactéria isolados

e em combinagao (Hatfield & Dold, 2019; Atia et al., 2020).

Nenhuma tendéncia foi observada no comportamento das variaveis fisiologicas
em fung¢do das temperaturas diarias. O incremento de chuva concomitante ao aumento da
umidade relativa do ar durante os meses de janeiro (265mm) e fevereiro (371mm) pode
ter contribuido para a redugao dos parametros fisioldgicos nos tratamentos que receberem
o nematoide e a bactéria combinados, mesmo em condic¢des de casa de vegetacao, ja que
caracteristicas do material estrutural da casa de vegetacdo podem sofrer influéncia do
ambiente externo e assim induzir alteragdes no interior da casa de vegetacao (Guiselini et
al., 2004). A temperatura externa ¢ considerada uma varidvel que exerce bastante
influéncia na temperatura interna na casa de vegetagao (Atarassi, 2000). O aumento da
precipitagdo pluviométrica contribuiu para o aumento da taxa fotossintética de uma
graminea segundo Hui et al. (2018). Neste estudo devemos levar em consideragdo o
comportamento da resposta fisiolégica frente ao patossistema ambiente versus

rizobactérias/nematoides versus cultura hospedeira.

Meloidogyne enterolobii e B.met isolados e combinados ndo influenciaram no teor
de clorofila, o que era esperado, j& que o nematoide isoladamente ndo interferiu na taxa
fotossintética, entretanto, tratamentos que receberam o nematoide e a bactéria
combinados, outros fatores podem ter influenciado para que a alteragcdo na fotossintese
aos 26 DAI nao tenha refletido em altera¢des no teor de clorofila. A densidade de in6culo
utilizada pode ndo ter sido suficiente para causar estresse significativo na goiabeira que
também ndo refletiu em alteracdo no teor de clorofila total (Sharma & Sharma, 2016). M.
incognita reduziu o teor de clorofila total em tomateiros e os teores de clorofila A e B em
feijdo-caupi (Abd-El-Khair et al., 2019). A inoculacdo de Pseudomonas fluorescens
(Fliigge) Migula 15 dias apds a inoculagdo com M. incognita nao foi tdo eficiente na
manuten¢do do teor de clorofila comparado com a inoculacao de P. fluorescens 15 dias

antes da inocula¢do com o nematoide.

Aplicacdo da bactéria apds inoculagdo com o nematoide foi ineficiente em manter

os niveis de clorofila, uma vez que o nematoide multiplicou e manteve sua reserva
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energética. Assim, ¢ dificil para a bactéria concorrer com o nematoide ja estabelecido no
ambiente (Noureldeen et al., 2021). No presente estudo, o método de inoculagdo e
aplicacdo da bactéria ndo influenciaram no teor de clorofila das goiabeiras. Em tomateiro,
o efeito do nematoide na clorofila total foi reduzido com a aplicagdo de P. aeruginosa
(Schroter) Migula e Burkholderia gladioli (Zopf)Yabuuchi et al. 1993. Além disso,
mesmo com o nematoide, B. gladioli estimulou a produ¢do do pigmento fotossintético
(Khanna et al., 2019). Em feijdo-caupi na presenca do nematoide, B. subtilis Cohn, B.
pumilus Meyer & Gottheil e P. fluorescens (Fliigge) Migula aumentaram os teores de

clorofilas A e B (Abd-El-Khair et al., 2019).

Nenhuma variavel fisioldgica avaliada sofreu alteracdo a partir dos 56 DAI (84
DAT). A goiabeira ¢ uma planta rustica que se adapta a diferentes condi¢des ambientais
(Silva et al., 2010), e a planta em estagio avangado de desenvolvimento pode nao sofrer
tanto com a infec¢do de nematoides devido ao maior suporte energético para tolerar o
ataque sem que reflita negativamente em seu desempenho fisiolégico (Melakeberhan et
al., 1990). Além disso, nos estadios de desenvolvimento mais avancgados, a frutifera pode
sofrer menos com o ataque do nematoide, por possivel mecanismo de tolerancia que

impossibilita alteragdes na condutancia estomatica, fotossintese e transpiragao.

Pode-se afirmar que nas condi¢des do experimento, B. met ndo desencadeou
mecanismos antagonicos sobre M. enterolobii, ja que diferengas estatisticas observadas
nas variaveis nematoldgicas foram entre os tratamentos inoculados e ndo inoculados. Nao
houve diferenca entre os pesos frescos de raizes. O indice de galhas, indice de massas de
ovos e fator de reproducdo foram maiores nos tratamentos que receberam nematoides,

independente da aplicacdo da bactéria.

A bactéria ndo contribuiu para reduzir o nimero de galhas e as massas de ovos.
Da mesma forma, formulagdes com Paecilomyces lilacinus e Arthrobotrys, combinados
e com trés isolados de rizobactérias também ndo reduziram o niimero de galhas nas raizes
e as massas de ovos de M. enterolobii em goiabeiras (Almeida et al., 2011). Pseudomonas
aeruginosa € Burkholderia gladioli isoladas e associadas com M. incognita também nao
influenciaram a massa de raizes de tomateiros, porém reduziram o niimero de galhas
(Khanna et al., 2019). De 27 cepas de bactérias promotoras de crescimento em plantas,
cinco cepas Bacillus firmus T11, Bacillus aryabhattai A0S, Paenibacillus barcinonensis

A10, Paenibacillus alvei T30 e Bacillus cereus N10w diminuiram o numero de galhas de
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M. incognita (Viljoen et al., 2019). Bacillus subtilis e B. pumilus reduziram os parametros

nematologicos de M. incognita em feijao-caupi (Abd-El-Khair et al., 2019).

Zhou et al. (2016) observaram pela primeira vez a capacidade nematicida de B.
met sobre M. incognita, contudo a cepa utilizada no presente ensaio nao mostrou atividade
nematicida no controle de M. enterolobii. Meloidogyne incognita e P. fluorescens em
inoculagdes simultaneas nao reduziram com eficiéncia o nimero de massas de ovos em
raiz de tomate, entretanto, a redugdo foi maior quando o esquema de inoculagdes foi P
fluorescens e ap6ds 15 dias inoculado M. incognita (Noureldeen et al., 2021). O fator de
reproducdo foi maior em plantas de tomate inoculadas com M. javanica (Treub, 1885)
Chitwood, 1949 seguida de inoculagdo com Paecilomyces lilacinus Thom. com intervalo
de 10 dias comparada as inoculag¢des simultaneas dos organismos e a inoculagdo de P.

lilacinus 10 dias antes da inoculagcdo com M. javanica (Ganaie & Khan, 2010).

O modo e esquema das aplicagcdes no tempo, a concentracdo e gendtipos do
nematoide e bactéria podem ter contribuido para a ineficiéncia da bactéria no controle de
M. enterolobii (Zhou et al., 2016). Estudos adicionais sdo necessarios para identificar:
(1) a influéncia de diferentes densidades populacionais do nematoide nos parametros
fisiologicos e (2) influéncia de diferentes esquemas de aplicacdes do produto na eficiéncia

da bactéria em mitigar os danos ocasionados pelo nematoide na fisiologia da planta.

5 CONCLUSOES

Meloidogyne enterolobii e Bacillus methylotrophicus combinados reduziram a
condutancia estomatica, fotossintese e transpiracdo das goiabeiras durante a fase inicial
do desenvolvimento da frutifera. Meloidogyne enterolobii e B. met isolados e combinados
reduziram a eficiéncia no uso da agua aos 26 e 44 DAI. A partir de 44 DAI nao houve
alteracdo nos parametros fisiologicos avaliados. Nao houve diferenca no teor de clorofila
total e na massa fresca das raizes. Os parametros nematologicos ndo foram influenciados

pela bactéria.
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CAPITULO IV: Estresse bidtico causado por Meloidogyne enterolobii na fisiologia
de goaibeiras tratadas com Bacillus methylotrophicus em campo
RESUMO

Os nematoides-das-galhas podem influenciar na fisiologia de plantas. Rizobactérias
podem atuar sobre diferentes estadios do ciclo de vida do nematoide. Identificar espécies
de rizobactérias com capacidade de neutralizar os efeitos prejudiciais dos nematoides
sobre a fisiologia de plantas pode contribuir para o manejo mais eficiente do nematoide.
O objetivo desta pesquisa foi monitorar alteragdes fisiologicas em goiabeiras cultivadas
a campo e parasitadas por Meloidogyne enterolobii e tratadas com o bionematicida Onix®,
ingrediente ativo Bacillus methylotrophicus (B.met) através do acompanhamento da
condutincia estomatica, eficiéncia no uso da agua, eficiéncia de carboxilagdo,
fotossintese e transpiracdo. O experimento foi instalado em campo e os tratamentos
representados por: 1) goiabeira cv. Pedro Sato ndo inoculada e ndo tratada com B. met
(testemunha); 2) goiabeira cv. Paluma ndo inoculada e ndo tratada com B. met
(testemunha); 3) "Pedro Sato’” ndo inoculada e tratada com B. met; 4) 'Paluma’ ndo
inoculada e tratada com B. met; 5) "Paluma’ inoculada e ndo tratada com B. met; 6) "Pedro
Sato” inoculada e ndo tratada com B. met; 7) "Pedro Sato” inoculada e tratada com B. met
e 8) 'Paluma’ inoculada e tratada com B.met. Foram realizadas quatro aplicagdes do
bionematicida na dosagem de 1 mL/L de agua por planta. Entre a segunda e a terceira
aplicacdo as plantas foram inoculadas com 6000 ovos e eventuais juvenis (J2) de M.
enterolobii. Foram realizadas 10 avaliagdes dos parametros fisiologicos das goiabeiras
(23, 184, 224, 275, 318, 369, 421, 465, 527 e 574 DAI) e foi estimada a produtividade.
Para todos os tratamentos ndo houve diferenga ao longo do tempo para as variaveis
fisiologicas analisadas. Nao houve padrdo nas alteragdes ocasionados por M. enterolobii
e B.met isolados e combinados. Meloidogyne enterolobii reduziu a condutincia
estomatica em oito avaliacdes, a fotossintese e eficiéncia no uso da agua em trés
avaliagdes e a transpiracdo em sete avaliagdes. O unico aumento foi observado na
eficiéncia no uso da agua aos 369 DAI. Bacillus methylotrophicus reduziu a fotossintese
aos 421 DAI, contudo aos 527 DAI houve aumento, aos 318 e 360 DAI observou-se
aumento na eficiéncia no uso da adgua. Meloidogyne enterolobii e B. met combinados
reduziram a condutancia estomatica em 8§ avaliacdes e a transpiracdo em 4 avaliagdes. Os
dois isolados combinados reduziram a fotossintese e a eficiéncia no uso da 4gua aos 421

DAI. Meloidogyne enterolobii e B. met combinados aumentaram a eficiéncia no uso da
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agua aos 369 DAI e a eficiéncia de carboxilagdo aos 224 e 465 DAI. A aplicagdo de B.
met ndo atenuou os efeitos negativos do nematoide sobre a atividade fisiologica da
goiabeira. Meloidogyne enterolobii ¢ B. met isolados e combinados ndo alteraram a

produtividade das goiabeiras.

Palavras-chave: controle bioldgico, fotossintese, nematoide das galhas, Psidium

guajava, rizobactérias.
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Biotic stress caused by Meloidogyne enterolobii on the physiology of guava trees

treated with Bacillus methylotrophicus in field conditions.

ABSTRACT

Root-knot nematodes can influence plant physiology. Rhizobacteria can act at different
stages of the nematode life cycle. Identifying species of rhizobacteria capable of
neutralizing the harmful effects of nematodes on plant physiology can contribute to more
efficient nematode management. The objective of this study was to monitor physiological
changes in guava trees parasitized by Meloidogyne enterolobii and treated with the
bionematicide Onix®, whose active ingredient is Bacillus methylotrophicus (B.met). This
monitoring was done by assessing stomatal conductance, water use efficiency,
carboxylation efficiency, photosynthesis, and transpiration. The experiment was
conducted in the field, and the treatments consisted of the following: 1) guava cv. Pedro
Sato non-inoculated and not treated with B. met (control), 2) guava cv. Paluma non-
inoculated and not treated with B. met (control), 3)'Pedro Sato' non-inoculated and treated
with B. met, 4) 'Paluma’ non-inoculated and treated with B. met, 5) 'Paluma’ inoculated
and not treated with B. met, 6) 'Pedro Sato' inoculated and not treated with B. met, 7)'Pedro
Sato' inoculated and treated with B. met and 8) 'Paluma’ inoculated and treated with B.met.
Four applications of the bionematicide were made at a dosage of 1 mL/L of water per
plant. Between the second and third application, the plants were inoculated with 6000
eggs and eventual juveniles (J2) of M. enterolobii. Ten evaluations of the physiological
parameters of the guava trees were conducted, and productivity was estimated. For all
treatments, there were no significant differences over time for the analyzed physiological
variables. There was no consistent pattern in the changes caused by M. enterolobii and
B.met, whether isolated or combined. Meloidogyne enterolobii reduced stomatal
conductance in eight evaluations, photosynthesis, and water use efficiency in three
evaluations, and transpiration in seven evaluations. The only increase conditioned by the
nematode was observed in water use efficiency at 369 days after inoculation (DAI).
Bacillus methylotrophicus reduced photosynthesis at 421 DAI, but an increase was
observed at 527 DAL Increases in water use efficiency were observed at 318 and 360
DAL When M. enterolobii and B. met were combined, they reduced stomatal conductance
in 8 evaluations and transpiration in 4 evaluations. The two combined isolates reduced

photosynthesis and water use efficiency at 421 DAI. However, when combined, M.

90



enterolobii and B. met increased water use efficiency at 369 DAI and carboxylation
efficiency at 224 and 465 DAL The application of B. met did not attenuate the negative
effects of the nematode on the physiological activity of the guava trees. Neither M.
enterolobii nor B. met, whether isolated or combined, altered the productivity of the guava

trees.

Keywords: biological control, photosynthesis, root-knot nematode, Psidium guajava,

rhizobacteria.
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1 INTRODUCAO

Em determinadas condi¢des climaticas e sob alta densidade populacional de
Meloidogyne spp., as plantas podem enfrentar estresse hidrico e, para compensar a
deficiéncia hidrica, os estdmatos sdao parcialmente fechados. A absor¢do ¢ a fixacao de
CO> ¢ reduzida, resultando em alteracdo no processo fotossintético (Bird, 1974). O
processo fotossintético € uma variavel que influencia no rendimento das culturas uma vez
que a produtividade ¢ resultado da concentragdao interna de CO> e da energia solar
interceptada. O aumento da taxa fotossintética proporciona maiores ganhos de

produtividade, e é regulada através das trocas gasosas (Hussey & Williamson, 1998).

A condutancia estomatica ¢ outra variavel fisiologica que pode sofrer
desequilibrio pelo parasitismo de nematoides. E regulada pela abertura e fechamento dos
estdmatos e é monitorada pelo fluxo de CO» em diregiio aos cloroplastos. A medida que
o potencial de dgua nas folhas diminui, os estdbmatos tornam-se mais sensiveis ¢ a
condutancia estomatica ¢ reduzida pelo fechamento dos estdmatos (Gomes et al., 2004;

Mioranza et al., 2018).

A transpiragdo € outra variavel que € controlada pela condutancia estomatica e
envolve a agua presente no xilema que ¢ puxada para células do mesofilo e evapora para
os espacos intercelulares, sob a forma de vapor € liberada no ambiente (Taiz et al., 2017).
Em condigdes 6timas de suprimento de dgua as plantas possuem alta taxa transpiratoria,
amedida que a 4gua se torna escassa, a taxa transpiratoria € reduzida a fim de economizar
a agua disponivel na planta. Alta taxa de transpiracdo na planta demanda aumento
evaporativo e para compensar a baixa taxa de transpiracgao as plantas necessitam de maior
fluxo de 4gua (Beardsell & Cohen, 1975; Karimi et al., 1995; Popova et al., 1996;
Domiciano et al., 2009).

Eficiéncia no uso da agua ¢ uma variavel fisiologica de plantas e ¢ resultado da
relacdo da fotossintese e transpiracdo de plantas. Meloidogyne spp., pode desencadear
estresse hidrico em plantas e muitas vezes, a eficiéncia no uso da agua € considerada a
variavel fisiologica determinante nessas condigcoes (Blum, 2009). A relacdo da
fotossintese ¢ a concentrag¢do interna de CO; determina o coeficiente de eficiéncia de
carboxilagdo da enzima rubisco, considerada a principal enzima requerida nos processos

fotossintéticos (Ikejiri et al., 2007).
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A fotossintese, a transpiragdo e a condutidncia estomatica sao parametros
fisioldgicos que podem ser monitorados durante as trocas gasosas. A eficiéncia no uso da
dgua e a eficiéncia de carboxilagdo podem ser calculadas a partir dos pardmetros
fisiologicos. Alteragdes na fisiologia de plantas infectadas por Meloidogyne spp.
dependem das caracteristicas interativas do patossistema e pesquisas nessa area sao
escassas, principalmente pesquisas que abordem frutiferas. O entendimento da
interferéncia do nematoide na fisiologia de plantas pode contribuir para otimizar as

praticas de manejo.

Existem 64 nematicidas bioldgicos registrados pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Entretanto, nenhum dos nematicidas bioldgicos
possuem registro para o controle de M. enterolobii. Cerca de 90% dos bionematicidas
registrados possuem Bacillus spp. como ingrediente ativo (AGROFIT, 2023). Essa
bactéria integra o complexo de espécies denominadas rizobactérias que atuam,
principalmente na regido de maior concentracdo de raizes e podem ser nocivas a
organismos fitopatogénicos. A principal importincia das rizobactérias estd no controle de
doencas, atribuida a sua capacidade de despertar na planta mecanismos de defesa
(Ramamoorthy et al., 2001; Khanna et al., 2019). As rizobactérias sdo capazes de mitigar
alteragdes na fisiologia de plantas induzidas por nematoides, uma vez que podem
estimular a planta a aumentar o teor de pigmentos fotossintetizantes e a melhorar a

absorc¢ao e translocacao de nutrientes (Abd-El-Khair et al., 2019; Khanna et al., 2019).

O conhecimento da capacidade de M. enterolobii afetar a taxa fotossintética e
outros parametros fisiologicos ¢ importante, uma vez que grande parte do conteudo de
matéria seca e da produtividade sdo determinadas pela atividade fotossintética (Dalastra
et al., 2014). Ha uma escassez de pesquisas visando entender a capacidade do nematoide
de interferir na fisiologia de frutiferas e, do mesmo modo, o efeito de bionematicidas nas
plantas desafiadas por nematoides. O objetivo desta pesquisa foi monitorar alteragdes
fisioldgicas em goiabeiras cultivadas a campo e parasitadas pelo nematoide M. enterolobii
e tratadas com o bionematicida Onix®, ingrediente ativo Bacillus methylotrophicus
Madhaiyan et al., 2010 (B.met) através do acompanhamento da condutancia estomatica,

eficiéncia no uso da dgua, eficiéncia de carboxilagdo, fotossintese e transpiracao.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 Localiza¢ao do experimento

O experimento foi instalado em éarea experimental do Instituto Federal Goiano,
Campus Morrinhos (Figura 5), cujas coordenadas geograficas sdo 17°49°10.83” de
latitude Sul, 49°12°13.46” de longitude oeste, a altitude de 901 metros, no periodo de
dezembro de 2020 a agosto de 2022. O solo da area experimental foi classificado como
latossolo vermelho. Anteriormente, a area foi cultivada com pastagem para pastejo de
bovinos e nao possui historico de infestacdo de M. enterolobii. Foi instalado um sistema

de irrigagdo por gotejamento.

O clima da regido, segundo a classificagio de KOPPEN, trata-se de Aw,

equatorial/tropical com inverno seco (Kottek ef al., 2006).

Instituto

Federal g}

Goiano - 4 e
Campus...

5 " Fis

‘Auditério - IEGoiano IFGoiano - TRABALHO
Te u

Temporariamente:
-

Area experimentall='pomar de goiaba

®

Figura 5. Superior - Localizagdo da area experimental situado no Instituto Federal Goiano —
Campus - Morrinhos onde foi instalado o ensaio com mudas de goiabeiras. Inferior — Pomar com plantas
de goiabeiras com 383 dias apds o transplantio (DAT).
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2.2 Multiplicacao de Meloidogyne enterolobii

Uma populagéo de M. enterolobii oriunda de um pomar de goiabeira, variedade
Cortibel RM com 7 anos de cultivo localizado em uma propriedade rural no municipio de
Jaragua — GO foi mantida e multiplicada em tomateiro (Solanum lycopersicum) cv. Santa

Clara com 20-30 dias de cultivo, em casa de vegetacao.

Sementes de tomate foram semeadas em sacos de polietileno de 2 L contendo
mistura de solo e areia na proporcao de 1:2, previamente esterilizada a 120 °C/60 min.
Apo6s 20-30 dias as mudas foram inoculadas com cerca de 8000 ovos e J2 de M.
enterolobii. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com regas diarias e

temperatura entre 20° e 27°C.

O in6culo foi renovado a cada trés meses, mediante extracdo de ovos e J2 das
raizes de pimentdo pela técnica de Hussey & Baker (1973) modificada por Bonetti &
Ferraz (1981). Para isso, as raizes foram trituradas em liquidificador com solucdo de
hipoclorito de sddio (NaOCIl) a 0,5%. A suspensdo foi transferida para peneiras de 100
(0,149 mm) e 500 mesh (0,025 mm), sendo ovos e J2 recolhidos da peneira de 500 mesh

e inoculados no tomateiro.

2.3 Identificacio e confirmacio da espécie Meloidogyne enterolobii

O nematoide Meloidogyne enterolobii foi identificado pela técnica de eletroforese
de isoenzimas com base no fenotipo das esterases e por PCR, mediante o uso de primers

especificos (Tigano et al., 2010).

2.3.1 Eletroforese de Isoenzimas

Fémeas leitosas foram extraidas das raizes de tomateiro sob microscopio
estereoscopico com auxilio de pinga e estilete. Em seguida, foram colocadas em
microtubos de 0,5 ml com a solucao tampao de extracao (20% sacarose, 2% de Triton X-
100, 0,01% de azul de bromofenol e 78% de agua destilada). Os microtubos foram

mantidos em isopor com gelo durante todo o processo.

Cerca de 10 pl de cada amostra foram colocados, com auxilio de micropipeta, em

cavidades do gel de poliacrilamida 8%. A amostra padrao consistiu em fémeas de M.
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javanica com perfil J3, conforme descrito por Alonso & Alfenas (1998). A corrida de
eletroforese vertical foi conduzida em aparelho Mini-PROTEAN da Bio-Rad, a 200 volts,
sendo a cuba mantida sob refrigeracdo a 4 °C por 1 hora. Apds a corrida, o gel foi imerso
em solugdo reveladora para esterase (100 mL de solugdo tampao fosfato de potéssio
0,05M pH 6,0, 100 mg de Fast Blue RR Salt e 4,5 mL de [-naftilacetato 1%), mantido em
estufa a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, o gel foi lavado em dgua destilada e transferido
para uma solugao fixativa (45% de metanol, 9% de acido acético e 45% de dgua destilada)

onde permaneceu por 20 minutos em estufa a 37 °C.

O perfil de esterase revelou o fenotipo (M2) com duas bandas mais fortes e duas
bandas secunddrias mais fracas, como descrito por Carneiro et al. (2001) para M.

enterolobii. Para M. javanica observaram-se trés bandas fortes (J3).

2.3.2PCR

Marcadores SCAR espécie-especificos desenvolvidos por Tigano et al. (2010)
foram usados para confirmagao da populacao de Meloidogyne enterolobii utilizada nesse
estudo. O DNA gendmico foi extraido de fémeas leitosas, de formas J2 ou de ovos. Foi
utilizado DNA gendmico de M. javanica e de M. enterolobii como controle positivo. Os
primers especificos , sequéncia MK7-F (5’-GATCAGAGGCGGGCGCATTGCGA-3") e
MKT7-R (5’-CGAACTCGCTCGAACTCGAC-3’) para identificacdo de M. enterolobii e
FIAV (5’-GGTGCGCGATTGAACTGAGC-3’) e RIJAV (5°-
CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC-3") para M. javanica (Zijlstra et al., 2000). Para
cada uma das duas espécies foram misturados em quantidades equimolares e utilizados
em reacdo Duplex-PCR. As reagdes foram realizadas em volume final de 25 pl
contendo: 10X MgCl2; 4 ul (1,25mM) de cada um dos dNTPs (Pharmacia Biotec), 1 pl
de cada primer SCAR (10 uM) e 14,25 ul de agua Milli-Q. As amplificacdes foram
realizadas em termociclador (Biocycler) usando o seguinte programa: desnaturagdo
inicial do DNA por 5 min a 94 °C; 35 ciclos de 30s a 94 °C, 45s a 64 °C e 1 min a 70 °C
e periodo final de extensdao de 8 min a 70 °C. Os produtos de amplificagdo foram
separados em gel de agarose (1,4%) e visualizados sob luz ultravioleta, ap6s coloracao
com brometo de etidio a 0,3 pg/ml. Os fragmentos amplificados foram de 520 pb e 670

pb para M. enterolobii e M. javanica, respectivamente.
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2.4 Tratamentos e delineamento experimental

Foram avaliadas as cultivares de goiaba Paluma e Pedro Sato, distribuidas em 8

tratamentos (Tabela 9).

Tabela 9 — Cultivares de goiaba Paluma’ e ‘Pedro Sato’ distribuidas em oito tratamentos

avaliados em condigdes de campo.

Tratamentos

1  "Pedro Sato” ndo inoculada com Meloidogyne enterolobii e ndo tratada com
Bacillus methylotrophicus (B. met) (testemunha)

"Paluma” ndo inoculada e ndo tratada com B. met (testemunha)
“Pedro Sato” ndo inoculada e tratada com B. met

“Paluma” ndo inoculada e tratada com B. met

“Paluma” inoculada e ndo tratada com B. met

"Pedro Sato” inoculada e ndo tratada com B. met

“Pedro Sato” inoculada e tratada com B. met

o N o o A W DN

“Paluma’” inoculada e tratada com B.met

As mudas utilizadas foram produzidas por estaquia e adquiridas de um viveiro
situado no municipio de Morrinhos, GO cadastrado no Ministério de Agricultura Pecuaria

e Abastecimento, que garantiu a sanidade das mudas.

Foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso, com quatro repeti¢des. Cada
unidade experimental (tratamento) foi composta por trés plantas de goiaba, totalizando
96 plantas de goiaba. Foi realizado o transplantio manual das mudas em covas de
aproximadamente 60 x 60 x 60 cm, espacadas 5 x 5 m entre plantas e entre linhas.

Totalizando 1925 m? de area experimental (Figura 6).
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T5 T7 T5 T6 17 5 15

T8 T4 T2 13 T1 T8 18
| | | \ | \ \
\ | | | | | \
| | | | | | |
Té T1 17 T1 T4 T6 14
| | | | | | |
| \ \ \ | | |
\ | | | | | |
T3 T2 T4 T8 T3 T2 Te

Figura 6. Representagdo da area experimental de goiabas com oito tratamentos e quatro blocos. Cada bloco

estd delimitado pelo quadrado vermelho.

2.5 Aplicacoes da bactéria e inoculacio do nematoide

O bionematicida utilizado foi cedido por um colaborador da empresa titular do
registro do produto e acondicionado lacrado em refrigerador até o momento da utilizagao.
A dosagem utilizada foi proposta por um profissional da mesma empresa com experiéncia

no manejo de nematoides em frutiferas.

Cerca de 15 dias ap6s o transplantio (DAT) foi realizada uma aplicacdo ao solo de
B. met na quantidade minima de 1x10° UFC/g. Ao todo foram realizadas quatro
aplicagdes, a intervalos de 15-20 dias, na dosagem de 1 mL/L de dgua, com auxilio de um
regador (Figura 7). Cada planta recebeu 2 L de 4gua. As aplicacdes foram realizadas entre
08:00 e 11:00 horas. Apos as aplicagdes a irrigagdo foi suspensa por 24 horas e o
bionematicida foi fechado e acondicionado em refrigerador em temperatura de

aproximadamente 5°C.
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Figura 7. Direita: Dosagem do bionematicida utilizado no ensaio. Esquerda: Aplicagdo do produto no

solo ao redor das plantas de goiabeiras.

Foi realizada a inoculagdo de M. enterolobii, com intervalos de 10 dias apos a
segunda aplicacdo (30 DAT) e 10 dias antes da terceira aplica¢do (50 DAT) do produto.
Para as inoculagoes, foram extraidos os ovos e J2 de M. enterolobii de raizes de tomateiro
de acordo com a metodologia proposta por Hussey & Baker (1973), modificada por
Bonetti & Ferraz (1981). As raizes foram trituradas em liquidificador, com uma solu¢do
de hipoclorito de sodio (0,5%). As suspensdes obtidas foram vertidas em peneira de 60
mesh (0,250 mm) acoplada sobre uma peneira de 500 mesh (0,025 mm). Em tubos de
centrifuga contendo a suspensdo de material coletado, foram adicionados 2 mL de caulim.

A suspensdo foi homogeneizada com bastdo de vidro e, os tubos, balanceados com agua.

Os nematoides foram separados dos residuos radiculares pela técnica proposta por
Jenkins (1964), com centrifugagdo de 1800 rpm por 5 minutos. Descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se solugcdo de sacarose na concentragdo de 0,454 Kg/L ao
precipitado. Apos a homogeneizagdo com o bastdo de vidro e balanceamento com a
solucdo de sacarose, levou-se novamente a centrifuga de 1800 rpm por 1 minuto. As
suspensoes obtidas foram vertidas em peneira de 500 mesh, lavadas cuidadosamente com
agua corrente, para retirar o excesso de sacarose. Em seguida, as amostras foram

recolhidas em recipientes plasticos de 50 mL, para posterior contagem e calibragdo em
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Lamina de Peter, sob microscopio optico. Procedeu-se, entdo, a inoculacdo das plantas
com suspensdes 6000 ovos e juvenis de M. enterolobii. As inoculagdes foram realizadas
vertendo-se 1 mL da suspensdo em quatro orificios, de aproximadamente 8 cm abaixo da

superficie do solo, equidistantes e proximos ao colo das plantas.

Foram instalados gotejadores ao longo das linhas de plantio e a irrigacao seguiu
conforme as condigdes climaticas, em épocas seca e de baixa umidade relativa do ar os
gotejadores foram acionados quatro vezes ao dia nos seguintes horarios: 08:00, 10:00,
14:00 e 17:00 horas, em épocas de temperaturas mais amenas € com maior umidade
relativa do ar os gotejadores foram acionados trés vezes ao dia nos seguintes horarios:

08:00, 12:00 € 17:00 horas.

Aproximadamente 30 dias apos a inoculacao foram realizada coleta de solo em
todos os tratamentos, em 30-40 cm de profundidade, ao redor das goiabeiras e em
diferentes intervalos de tempo, para a posterior a extragdo e contagem dos nematoides
com objetivo de atestar se o indculo entrou em contato com as raizes das goiabeiras e

acompanhar a multiplicagdo do nematoide.

Foi realizada uma poda de formacdo nas goiabeiras com 120-130 DAT. Foram
realizadas aplicacdes com inseticidas a base dos principios ativos Piriproxifem,
Tiametoxam e Lambda-Cialotrina para controle do besouro amarelo da goiaba
(Costalimaita ferruginea vulgata Lefevre, 1885) e do psilideo (Triozoida limbata
Enderlein, 1918). As aplicagdes foram realizadas de acordo com observacdes apods
inspecdes periddicas na area de injurias nas folhas ocasionadas pelos insetos e a
constatacao da presenca deles. Para o controle de plantas daninhas proximas as goiabeiras
foram feitas aplicacdes de herbicidas, e para o controle de daninhas entre as linhas

utilizou-se rogadeira manual e acoplada a um trator.

2.6 Avaliacoes

Foi realizada uma avaliagdo aos 23 dias da inoculagao (DAI), equivalentes aos 63
dias do transplante (63 DAT), um dia antes da ultima aplicacdo da bactéria.. As aplicagdes
subsequentes foram aos 5 meses apos a primeira avaliacdo, totalizando 10 avaliagdes, a
intervalos de 40-45 dias. As avaliagdes foram realizadas com analisador de gés
infravermelho portatil (Infrared Gas Analyser — IRGA — modelo: LI-6800) e as varidveis
analisadas foram: A= fotossintese liquida (umol m™2 s™!); E = transpiracdo (mol m2s™),
gs = condutancia estoméatica (mol m s™'), EUA = eficiéncia instantdnea no uso da agua

100



(A/E) [(umol m2 s™) (mol m2 s™")] e Eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) [(pmol m? s)
(umol mol!)!] em trés diferentes folhas totalmente expandidas, localizadas no tergo
superior da planta e posicionadas entre 0 3° € o 5° par de folhas a partir do apice. No final,

foram calculadas as médias. Todas as avalia¢des foram realizadas entre as 7h30 ¢ 10h30

da manha, até aos 574 DAI (614 DAT).

Nas tabelas 10 e 11 seguem as médias das condi¢des climaticas das 07:30 as 11:00

horas durantes os dias de avaliagdo e a precipitagdo pluvial mensal de 2021 e 2022.

Tabela 10 — Varidveis climaticas, registrados na estacdo meteoroldgica Agrosystem do

Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos — Goias, nos dias de avaliagdes das variaveis

fisiologicas.
Temperatura Temperatura Temperatura UR (%) Evapotranspiracgéo
média (°C) maxima (°C)  minima (°C)
23 DAI 22 23 22 82 0.067
184 DAI 20 20 19 51 0.126
224 DAI 23 23 22 43 0.178
275 DAI 24 24 23 76 0.196
318 DAI 25 25 24 71 0.118
369 DAI 26 26 25 61 0.195
421 DAI 24 24 23 76 0.123
465 DAI 24 24 23 59 0.143
527 DAI 19 19. 18 71 0.108
574 DAI 23 23 22 50 0.146

Tabela 11 — Precipitacdo pluviométrica mensal de 2021 e 2022, registrados na estagado
meteorologica Agrosystem do Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos — Goids, nos

dias de avaliagdes das variaveis fisiologicas.

Avaliago Precipitacio
Ano (DAI) Més pluvial (mm)
2021 - Jan 265
23 Fev 371
- Mar 94
- Abr 71
- Mai 2.8
- Jun 4.4
184 Jul 0.0
224 Ago 0.0
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- Set 20
275 Out 260
318 Nov 276
- Dez 251
Total 1620
Avaliacao Precipitacio
Ano (DAI) Més pluvial (mm)
2022 369 Jan 260
- Fev 241
421 Mar 157
465 Abr 43
- Mai 48
527 Jun 1
- Jul 0
574 Ago 2
- Set 66
Total 818

Para avaliacao da produtividade, foram realizadas colheitas dos frutos durante a
primeira frutificacdo das goiabeiras que se concentraram entre os meses de maio e
agosto/2022 (514 DAT e 636 DAT). Foram coletados todos os frutos no estadio maduro,
caracterizado pela coloragdo amarela sem perda de firmeza. Posteriormente os frutos

foram pesados e calculadas as médias.

2.7 Analise estatistica

Os dados fisiologicos foram submetidos a analise de variancia, e confirmadas as
pressuposicoes, foi aplicado o teste de Scott & Knott (1974) a 5% de probabilidade para

o agrupamento das médias, utilizando o programa estatistico RStudio.

Os dados de produtividade foram transformados por vx + 1 e submetidos e a
analise de variancia. Foi aplicado o teste de Scott- Knott (1974) a 5% de probabilidade

para o agrupamento das médias, utilizando o programa estatistico RStudio.
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3 RESULTADOS

3.1 Variaveis fisiologicas

A tabela 12 abaixo mostra o niumero de juvenis por cm?® encontrados no solo
circunvizinho a cada tratamento, em diferentes intervalos de tempo. Assim, pode-se

deduzir que o inoculo infestou as raizes das goiabeiras.

Tabela 12 — Média de juvenis (J2) de Meloidogyne enterolobii por cm® de solo da
rizosfera de goiabeiras tratadas e ndo tratadas com Bacillus methilotrophicus em

diferentes periodos (DAI — dias apos a inoculagao).

105 DAI 211 DAI 261 DAI 497 DAI 532 DAI 584 DAI 623 DAI

T1 0 0 0 0 0 0 0
T2 0 0 0 0 0 0 0
T3 0 0 0 0 0 0 0
T4 0 0 0 0 0 0 0
TS 1 6 18 27 63 23 27
T6 7 6 12 24 37 14 21
T7 10 13 24 42 47 10 12
T8 12 12 20 26 58 21 48

T1: ‘Pedro Sato” ndo inoculada e ndo tratada; T2: "Paluma’ ndo inoculada e nio tratada; T3: ‘Pedro Sato”
ndo inoculada e tratada; T4: ‘Paluma’ ndo inoculada e tratada; T5: "Paluma’ inoculada e ndo tratada; T6:
‘Pedro Sato’ inoculada e ndo tratada; T7: ‘Pedro Sato” inoculada e tratada e T8: ‘Paluma’ inoculada e
tratada. Aos 145, 251, 301, 537, 572, 624, 663 DAT (dias apos o transplantio), respectivamente.

Para todos os tratamentos ndo houve diferenca ao longo do tempo para
condutancia estomatica, eficiéncia de carboxilacdao, eficiéncia no uso da dagua,
fotossintese e transpiracao (dados ndo apresentados), ou seja, cada variavel fisioldgica
em cada tratamento nao se diferenciou ao longo do tempo e foram estatisticamente iguais

em todos os periodos de avaliacao.

Para a condutancia estomatica aos 184, 224, 275, 318, 369, 421, 465 ¢ 527 DAI

os tratamentos que receberam o nematoide, isolado e em combinacdo com a bactéria
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apresentaram redu¢do na condutancia estomatica ¢ ndo houve diferenca entre os

tratamentos aos 23 ¢ 574 DAI (Tabela 13).

Tabela 13 — Condutincia estomdtica de goiabeiras inoculadas com Meloidogyne

enterolobii e tratadas com Bacillus methylotrophicus, isolados e associados.

Condutincia estomatica (mol m2s™")

23 DAI 184 DAI 224 DAI 275 DAI 318 DAI 369 DAI 421 DAI 465 DAI 527 DAI 574 DAI
T1 0,86 a 0,33 a 0,35a 0,47 a 0,52 a 0,63 a 0,46 a 0,45a 0,29 a 0,19a
T2 0,69 a 0,32 a 0,31 a 0,50 a 0,55a 0,53 a 0,51 a 0,42 a 0,31 a 0,21 a
T3 0,81 a 0,37 a 0,39 a 0,48 a 0,51 a 0,56 a 0,48 a 0,42 a 0,31 a 0,19 a
T4 0,71 a 0,39 a 0,36 a 0,46 a 0,50 a 0,56 a 0,53 a 0,41 a 0,28 a 0,22 a
TS 0,71 a 0,27 b 0,26 b 0,41Db 0,49b 0,46 b 0,440 0,30b 0,20 b 0,17 a
T6 0,74 a 0,24 b 0,23 b 0,43 b 0,46 b 0,441 0,441 0,35b 0,24 b 0,16 a
T7 0,82 a 0,24 b 0,22 b 0,45b 0,44 b 0,40b 0,37b 0,33b 0,24 b 0,21 a
T8 0,71 a 0,27b 0,34 b 0,41b 0,42b 0,441 0,420 0,34 b 0,22 b 0,15a
CV(%) 19,63 26,50 26,84 22,29 27,96 31 19,10 22,48 19,10 17,25
T1: "Pedro Sato” ndo inoculada e nao tratada; T2: ‘Paluma’ ndo inoculada e ndo tratada; T3: "Pedro Sato’
ndo inoculada e tratada; T4: "Paluma’ ndo inoculada e tratada; T5: "Paluma’ inoculada e nio tratada; T6:
‘Pedro Sato” inoculada e ndo tratada; T7: ‘Pedro Sato” inoculada e tratada e T8: 'Paluma’ inoculada e
tratada; DAI: dias ap6s inoculagdo. Letras mindsculas iguais na coluna ndo apresentam diferenca estatistica
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Dias apds a inoculagdo (DAI) equivalentes a dias apds o
transplatio (DAT): 63, 224, 264, 315, 358, 409, 461, 505, 567 e 614.
Na eficiéncia de carboxilagdo houve diferenca nos tratamentos aos 224 ¢ 465 DAI
onde os tratamentos que receberam o nematoide e a bactéria combinados apresentaram
aumento na eficiéncia de carboxilacao (Tabela 14).
Tabela 14 — Eficiéncia de carboxilacdo de goiabeiras inoculadas com Meloidogyne
enterolobii e tratadas com Bacillus methylotrophicus, isolados e associados.
Eficiéncia de carboxilacio
23 DAI 184 DAI 224 DAI 275 DAI 318 DAI 369 DAI 421 DAI 465 DAI 527 DAI 574 DAI
T1 0,075a 0,053a  0,058b 0,076 a 0,083 a 0,089 a 0,067 a 0,060 b 0,054a 0,040 a
T2 0,080a 0,050a 0,061 b 0,082 a 0,084 a 0,072 a 0,067 a 0,060 b 0,053a 0,049a
T3 0,086a 0,062a  0,065b 0,079 a 0,089 a 0,080 a 0,073 a 0,067 b 0,055a 0,042a
T4 0,084 a 0,058a  0,059b 0,071 a 0,084 a 0,084 a 0,067 a 0,063 b 0,062a 0,053 a
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T5 0,077a 0,057a 0,057b 0,067a  0,090a 0,081a 0,075a 0,06lb 0,052a 0,043 a
T6 0,084a 0,055a 0,064b 0,073a  0,089a 0,082a 0,074a 0,065b 0,059a 0,044 a
T7 0,080a 0,056a 0,068a 0,077a  0,082a 0,075a 0,082a 0,079a 0,056a 0,044 a
T8 0,089a 0,053a 0,072a 0,072a 0,084a 0,083a 0,078a 0,074a 0,050a 0,034a
(6%
(%) 16,51 27,83 13,02 14,77 14,97 20,46 11,07 12,00 18,80 16,69
T1: *Pedro Sato” ndo inoculada e nao tratada; T2: ‘Paluma’ ndo inoculada e ndo tratada; T3: "Pedro Sato’
nao inoculada e tratada; T4: "Paluma’ ndo inoculada e tratada; TS5: "Paluma’ inoculada e ndo tratada; T6:
‘Pedro Sato” inoculada e ndo tratada; T7: "Pedro Sato’ inoculada e tratada e T8: ‘Paluma’ inoculada e
tratada; DALI: dias apds inoculagdo. Letras mintsculas iguais na coluna néo apresentam diferenca estatistica
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Dias apds a inoculagdo (DAI) equivalentes a dias apds o
transplantio (DAT): 63, 224, 264, 315, 358, 409, 461, 505, 567 ¢ 614.
Na eficiéncia no uso da agua os tratamentos que receberam o nematoide isolado
apresentaram redugdo na eficiéncia de uso da agua aos 224 ¢ 275 DAL Aos 318 DAl a
bactéria isolada aumentou a eficiéncia no uso da dgua. Com excecdo dos tratamentos
controle, o nematoide e a bactéria, isolados e combinados apresentaram aumento na
eficiéncia de uso da agua aos 369 DAI. Aos 421 DAI, o nematoide, isolado € combinado
com a bactéria reduziram a eficiéncia de uso da dgua das goiabeiras. Nao houve diferenca
entre os tratamentos aos 23, 184, 465, 527 e 574 DAI (Tabela 15).
Tabela 15 — Eficiéncia no uso da 4gua de goiabeiras inoculadas com Meloidogyne
enterolobii e tratadas com Bacillus methylotrophicus, isolados e associados
Eficiéncia no uso da agua (umol m2s'. molm2s™)
23 DAI 184 DAI 224 DAI 275 DAI 318 DAI 369 DAI 421 DAI 465 DAI 527 DAI 574 DAI
T1 1,64a 3,04a 287a 287a 242b 1,98b 2,12a 236a 3,58a 3,10a
T2 190a 3,02a 257a 292a 241b 2,13b 221la 232a 346a 329a
T3 1,86a 3,05a 293a 3,04a 265a 233a 2,17a 2,68a 2,76a 328a
T4 198a 299a 2,78a 2,79a 2,52a 23la 2,09a 231la 330a 35la
T5 188a 2,87a 2,11b 259b 238b 224a 2,07b 2,54a 3,51a 354a
Té6 195a 3,06a 2,12b 241b 240b 244a 2,06b 230a 322a 366a
T7 1,80a 3,10a 3,15a 3,02a 234b 228a 2,05b 2,65a 332a 3]15a
T8 2,10a 2,80a 2,72a 298a 24b 2,17 a 1,99b 238a 3,03a 3,06a
CV(%) 14,65 12,95 15,72 17,74 11,67 16,28 16,70 18,04 15,98 11,03
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T1: "Pedro Sato” ndo inoculada e ndo tratada; T2: 'Paluma’ ndo inoculada e néo tratada; T3: *Pedro Sato’
ndo inoculada e tratada; T4: "Paluma’ ndo inoculada e tratada; T5: ‘Paluma’ inoculada e ndo tratada; T6:
‘Pedro Sato” inoculada e ndo tratada; T7: "Pedro Sato” inoculada e tratada e T8: ‘Paluma’ inoculada e
tratada; DALI: dias ap6s inoculagdo. Letras minusculas iguais na coluna ndo apresentam diferenga estatistica
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Dias apds a inoculagdo (DAI) equivalentes a dias apds o

transplantio (DAT): 63, 224, 264, 315, 358, 409, 461, 505, 567 ¢ 614.

Para a fotossintese aos 184 e 465 DAI os tratamentos que receberam o nematoide
isolado apresentaram redugdo na fotossintese. Aos 224 DAI os tratamentos que receberam
a bactéria e o nematoide, isolados e combinados apresentaram aumento na fotossintese,
entretanto aos 421 DAI a bactéria e o nematoide, isolados e combinados reduziram a
fotossintese. Aos 527 DAI os tratamentos que receberam a bactéria isolada apresentaram
aumento na fotossintese. Nao houve diferenga entre os tratamentos aos 23, 275, 318, 369

e 574 DAI (Tabela 16).

Tabela 16 — Taxa fotossintética de goiabeiras inoculadas com Meloidogyne enterolobii e

tratadas com Bacillus methylotrophicus, isolados e associados

Fotossintese (umol m2s™)

23 DAI 184 DAI 224 DAI 275 DAI 318 DAI 369 DAI 421 DAI 465 DAI 527 DAI 574 DAI

T1 23,60a 15,84a 15,58b 22,03 a 23,86 a 25,71 a 21,36 a 18,38 a 13,56b 11,39a
T2 24,00 a 15,59a 17,13b 23,40 a 24,14 a 20,44 a 21,04 a 20,41 a 13,59b 13,30 a
T3 26,26 a 16,33a 19,31 a 22,64 a 2492 a 2238 a 18,53 b 18,64 a 1585a 11,63a
T4 25,09a 15,77a 1991 a 20,53 a 2390 a 2327 a 17,66 b 20,38 a 16,85a 14,26 a
TS 23,53a 14,72b 15,63 a 19,42 a 25,87 a 22,63 a 17,00 b 17,32 b 13,58b 11,64 a
T6 25,40a 1495b 18,46a 2133 a 2524 a 2232 a 19,77 b 16,99 b 1493b 11,61a
T7 24,68a 15,09a 18,05a 21,72 a 23,66 a 20,65a 18,96 b 19,18 a 15,00b 1232a
T8 26,33 a 1596a 19,53 a 20,23 a 2392 a 23,79 a 19,74 b 17,98 a 13,52b 9,68 a
Ccv

(%) 15,15 24,15 12,98 15,27 13,74 20,35 8,67 11,03 16,35 17,66

T1: "Pedro Sato” ndo inoculada e ndo tratada; T2: ‘Paluma’ ndo inoculada e ndo tratada; T3: *Pedro Sato’
ndo inoculada e tratada; T4: "Paluma’ ndo inoculada e tratada; T5: 'Paluma’ inoculada e ndo tratada; T6:
‘Pedro Sato” inoculada e ndo tratada; T7: "Pedro Sato” inoculada e tratada e T8: "Paluma’ inoculada e
tratada; DAI: dias apds inoculag@o. Letras minusculas iguais na coluna nao apresentam diferenca estatistica
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade entre os tratamentos. Dias apds a inoculagdo (DAI)

equivalentes a dias apds o transplantio (DAT): 63, 224, 264, 315, 358, 409, 461, 505, 567 ¢ 614.
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Aos 184, 224 ¢ 275 DAI os tratamentos que receberam o nematoide, isolado e em
combinagdo com a bactéria apresentaram reducdo na transpiragdo. O nematoide isolado
reduziu a transpiracdo aos 318, 369, 421 e 465 DAI Entretanto, os 421 DAI, os
tratamentos que receberam o nematoide e a bactéria combinados, a reducdo na

transpiracao foi acentuada. Nao houve diferenca entre os tratamentos aos 23, 527 ¢ 574

DAI (Tabela 17).

Tabela 17 — Transpiragdo de goiabeiras inoculadas com Meloidogyne enterolobii e

tratadas com Bacillus methylotrophicus, isolados e associados

Transpiragio (mol m?s)

23 DAI 184 DAI 224 DAI 275 DAI 318 DAI 369 DAI 421 DAI 465 DAI 527 DAI 574DAI

T1 1441a 5,77 a 5,48 a 7,94 a 9,80 a 1298a 10,07a 7,82a 390 a 3,74 a
T2 12,74a 5,58a 6,67 a 88la 10,12a  9,80a 9,58 a 9,03a 4,18 a 4,05 a
T3 14,11a 5,58 a 6,60 a 7,93 a 9,45 a 9,91 a 9,83 a 8,02 a 5,79 a 3,58 a
T4 12,63a 585a 575a 8,00 a 9,45 a 10,11a 11,32a 8,86a 530a 4,07 a
TS 12,83a 445D 5,10b 7,16 b 8,86 b 9,11b 9,14b 7,01'b 4,07 a 3,38a
Té6 13,20a  4,00b 5,26 b 7,58 b 8,63b 9,65b 9,33b 7,61b 4,78 a 3,20a
T7 13,77a  4,89b 5,08b 7,86 b 10,22a  999a 8,93 ¢ 7,44 a 4,69 a 393a
T8 12,52a 4,390 431b 7,09 b 9,62 a 11,7la 9,06 ¢ 7,59 a 4,59 a 3,12a

CV(%) 15,62 20,86 20,57 19,54 23,48 25,13 16,86 17,82 18,29 15,23

T1: "Pedro Sato” ndo inoculada e nao tratada; T2: "Paluma’ nao inoculada e nio tratada; T3: ‘Pedro Sato’
nao inoculada e tratada; T4: "Paluma’ ndo inoculada e tratada; T5: "Paluma’ inoculada e ndo tratada; T6:
‘Pedro Sato” inoculada e ndo tratada; T7: ‘Pedro Sato” inoculada e tratada e T8: 'Paluma’ inoculada e
tratada; DALI: dias apds inoculagdo. Letras mintsculas iguais na coluna ndo apresentam diferencga estatistica
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Dias apds a inoculagdo (DAI) equivalentes a dias apos o

transplantio (DAT): 63, 224, 264, 315, 358, 409, 461, 505, 567 e 614 DAT.

3.2 Produtividade

Nao houve diferenga entre os tratamentos para a produtividade. O nematoide e a
bactéria, isolados e combinados ndo alteraram a produtividade das goiabeiras. A producao
média das goiabeiras foi de 1,98 Kg para o tratamento Pedro Sato inoculada e ndo tratada
e 3,45 kg para o tratamento Pedro Sato ndo inoculada e tratada. O formato, o tamanho e

a coloragdo dos frutos conservaram-se o padrdo comercial em todos os tratamentos.
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4 DISCUSSAO

Os tratamentos ndo tiveram um padrdo de alteracao das varidveis analisadas. Em
determinados periodos M. enterolobii e B. met, isolados e combinados aumentaram ou
reduziram as variaveis fisiologicas analisadas. Possivelmente, essa auséncia de padrdes
foi em detrimento da influéncia de fatores ambientais, densidade de indculos, modo de

aplicag¢do da bactéria e combinacdes das aplicagdes do nematoide e bactéria no tempo

Houve reducdo na fotossintese induzidas por M. enterolobii aos 184, 421 e 465
DALI na condutancia estomatica a redu¢ao foi aos 184, 224, 275, 318, 369, 421, 465 ¢
527 DAI e na transpirag¢do a reducao foi observada aos 184, 224, 275, 318, 369, 421 ¢
465 DAT. Dos trés periodos de redugao na fotossintese, dois periodos (184 ¢ 465 DAT)
coincidiram com o periodo de menor precipitagdo pluviométrica (0 e 43mm,
respectivamente). Mais estudos precisam ser realizados com o objetivo de confirmar se a
redugdo na fotossintese foi devido ao nematoide ou a baixa precipitacdo pluviométrica
que induziu a baixa umidade relativa do ar € ao mesmo tempo e conduziu a planta a um
estresse que contribuiu para a reducdo fotossintética. Ou, talvez a redugdo na fotossintese
foi resultado da associagdo do nematoide e de baixa precipitagdo pluviométrica/baixa

umidade relativa do ar.

Goulart et al. (2019), também observaram reducao na fotossintese, condutancia e
a transpiragdo aos 150 DAI de mudas de cafeeiro inoculadas com Meloidogyne
paranaensis Carneiro, Carneiro, Abrantes, Santos & Almeida, 1996. Meloidogyne spp.
parasita a raiz e dificulta a absor¢do de 4dgua e a assimilagdo de nutrientes, como o
manganés, importante micronutriente da molécula de clorofila. Também prejudica a
absor¢do e o transporte de agua pela planta, em virtude disto, podem ser observadas
alteracdes na fotossintese (Strajnar ef al., 2012; Lu et al., 2014; Ma et al., 2017; Goulart
etal.,2019).

Meloidogyne enterolobii aumentou a fotossintese das goiabeiras aos 224 DAIL. A
quantidade de indculo do nematoide pode ter contribuido no comportamento das
alteragdes na resposta fisiologica da goiabeira. Aos 3,5 e 7 DAI 1000 J2s de M. incognita
inoculados em plantas de trigo aumentaram a taxa fotossintética e aos 5 DAI 300 J2 foram

capazes de induzir aumento na fotossintese (Shi et al., 2022). Diferentes concentracdes
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de M. javanica proporcionaram diferentes padrdes de alteracdes nas varidveis fisiologicas
de tomateiro avaliado aos 45 DAI. Na menor concentracdo de inoculo (5815 ovos) foi
observado reducdo menos significativa na condutincia estomadtica, eficiéncia de
carboxilagdo e fotossintese por outro lado, inoculacdo de 21755 ovos proporcionou
reducao acentuada e foi observado menor valor na condutancia estomatica, eficiéncia de
carboxilagdo e fotossintese. Em concentragdes maiores que 21755 ovos foi observado um
aumento padrdo nas variaveis fisioldgicas (Figueiredo et al., 2020). Além disso, quanto
mais precoce a planta ¢ inoculada as alteragdes na resposta fisioldgica sdo mais

expressivas (Asmus & Ferraz, 2001).

Segundo Shi et al. (2022) o aumento na fotossintese decorrente do parasitismo do
nematoide pode ser em decorréncia mecanismos de tolerancia que a planta conseguiu
induzir, além disso, em determinadas condi¢des as plantas conseguem reservar energia
para tolerar condigdes estressantes. Volume adequado de agua disponivel para a planta e
alta intensidade luminosa podem induzir maior condutincia estomatica, refletindo em
mais abertura estomatica e consequentemente maior assimilagdo de CO> para a
fotossintese e maior perda de 4gua pela transpiragdo e maiores valores de fotossintese e

transpiragcdo podem ser observados (Castro et al., 2019).

Aos 150 DAI M. exigua Goldi, 1887 nao alterou a fotossintese do cafeeiro
(Goulart et al., 2019), da mesma forma que M. enterolobii ndo alterou a fotossintese das
goiabeiras aos 23,275,318, 369 e 574 DAI. Também ndo houve altera¢do na condutancia
estomatica aos 23 e aos 574 DAI e na transpiragdo aos 23, 527 e 574 DAI. Meloidogyne
paranaensis também nao alterou as trocas gasosas de cultivares de café em diferentes

intervalos de tempo (Pasqualotto et al., 2020).

Em cada periodo avaliado a goiabeira sofreu influéncia de fatores externos, como
temperatura, excesso ou falta de dgua, presenga de sais soluveis no solo, incidéncia de
radiacao solar e ataque de insetos e micro-organismos (Chaves et al., 2009; Schock et al.,
2014). Os J2s de M. enterolobii apresentam maior eficiéncia no processo de penetragao
nas raizes em temperatura ambiente de 30°C (Velloso, et al., 2022). Essa temperatura
também contribui para reduzir o ciclo de vida do nematoide, e assim, o numero de
geracdes do nematoide ¢ maior (Velloso, et al, 2022). Neste ensaio a média da
temperatura nos dias de avaliacdo foi menor que 26°C. Talvez essa condi¢dao climatica
seja um dos fatores que contribuiu para auséncia de alteragdes nas varidveis fisiologicas

desencadeadas pelo nematoide, uma vez que o numero de J2 que penetraram na raiz foi
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reduzido e assim ndo provocou alteragdes significativas nos parametros fisiologicos

analisados.

A menor temperatura média observada (19°C) foi aos 527 DAT e a temperatura
maxima (26°C) foi observada aos 369 DAT. A maior e menor umidade relativa do ar (%)
foi aos 23 e 224 DAT, respectivamente, e consequentemente foram nos meses de maior
(fevereiro) e menor (julho/agosto) precipitacao pluviométrica. Nao podemos considerar
que os resultados sofreram influéncia significantes das condi¢des climaticas porque nao
se observou um padrao de alteragdes ou uma relacao direta nas variaveis fisiologicas em
funcdo das condigdes climaticas vigentes. Além das condigdes climaticas, caracteristicas
quimicas e fisicas do solo podem influenciar na densidade populacional de Meloidogyne

spp. (Noronha et al., 2020).

Aos 421 DAI B. met isolado reduziu a fotossintese da goiabeira. Possivelmente,
essa reducdo pontual foi ocasionada por algum estresse, uma vez que em condicdes de
estresse hidrico rizobactérias nao mostram efeitos positivos na condutancia estomatica. E
em condicdes em que as plantas estejam com limitagdo hidrica a rizobactéria nao
consegue sobressair para manter os niveis fotossintéticos e de condutancia estomatica

adequados (Liu et al., 2019; Rampazzo et al., 2018).

Bacillus methylotrophicus isolado aumentou a fotossintese das goiabeiras aos 224
e 527 DAL Bacillus methylotrophicus também estimulou a fotossintese e a transpiragao
de plantas de tabaco (Begum et al., 2022). A transpiracdo e a condutancia estomatica de
goiabeiras nao sofreram influéncia da bactéria isolada nos tempos avaliados. Bacillus
methylotrophicus isolado nao alterou a fotossintese aos 23, 184, 275, 318, 369, 465 ¢ 574
DAL Bacillus subtilis na capacidade de campo de 25% nao influenciou positivamente na
fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo de mudas de agai. Porém, quando a
saturacdo do solo com bactérias aumentou para 75% de capacidade houve incrementos
na fotossintese, condutancia estomatica e transpiracao (Castro et al., 2019). Presume-se
que a concentracdo de rizobactérias seja fator determinante sobre alteracdes na
fotossintese, condutincia estomadtica e transpiracdo e a quantidade de B. met aplicada nas
goiabeiras pode nao ter sido suficiente para a bactéria expressar todo seu potencial sobre
o desempenho fisiologico da frutifera (Castro et al., 2019). Além disso, a qualidade do
in6culo e a capacidade de competi¢ao das rizobactérias podem exercer influéncia sobre o

comportamento e atividade sobre as plantas (Zarei et al., 2022).
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Meloidogyne enterolobii combinado com B. met reduziram a fotossintese aos 421
DAL, a transpiracao aos 184, 224, 275 e 421 DAI e reducdo na condutancia foi observada
em todos os tempos, exceto aos 23 e 574 DAI, no qual ndo houve diferenca com os
tratamentos controle. Da mesma forma, M. incognita combinado com Pseudomonas
aeruginosa reduziram a fotossintese e a transpiragdo do tomateiro aos 45 DAI (Khanna

et al., 2019).

O tnico aumento observado nos tratamentos que receberam o M. enterolobii e B.
met combinados foi na fotossintese aos 224 DAI. Em tomateiro inoculado com M.
incognita e Burkolderia gladioli (Zopf) Yabuuchi et al., 1993 houve aumento na
fotossintese e condutancia estomatica aos 45 DAI (Khanna et al., 2019). Bactérias podem
estimular o crescimento do sistema radicular e assim neutralizar os efeitos do nematoide
sobre a fotossintese , uma vez que plantas com sistema radicular bem desenvolvido
podem compensar os danos dos nematoides na fisiologia de plantas (Strajnar et al., 2012;

Luetal,2014; Ma et al., 2017; Goulart et al., 2019; Pasqualotto et al., 2020).

O método de combinacdo das inoculagdes do nematoide e do agente de controle
biologico podem exercer influéncia sobre a eficiéncia de controle. Pseudomonas
fluorescens e M. incognita inoculados simultaneamente reduziram o teor de clorofila do
tomateiro aos 60 DAI. Quando a bactéria foi inoculada 15 dias antes da inoculagdo do
nematoide houve reducdo na clorofila, porém menos significativa. Quando o nematoide
foi inoculado 15 dias antes da bactéria a redu¢ao na clorofila foi mais acentuada

(Noureldeen ef al., 2021).

O modo de aplicagdo também € outro fator importante que determina os efeitos
do nematoide sobre as varidveis fisiologicas. Foi o que encontraram Gozel & Gokbayrak
(2022) ao investigarem a varia¢do no teor de clorofila em tomateiro através das aplicagdes
em imersao, irrigacdo e pulverizagdo de um hormonio vegetal seguida pela inoculagdo de
M. incognita. Os autores observaram-se que o método de aplicacdo influencia na
concentracdo do hormoénio vegetal. Isto sugere que a combinagdo das aplicagdes da
bactéria e a inoculagdo com M. enterolobii, assim como o modo de aplicagdo da bactéria

podem ter influenciado nos resultados.

Meloidogyne enterolobii isolado reduziu a eficiéncia no uso da agua aos 224, 275
e 421 DAI, do mesmo modo M. incognita aos 35 DAI reduziu a eficiéncia no uso da 4gua

de plantas de pepino (Atia ef al., 2020). Houve aumento na eficiéncia no uso da dgua aos

111



369 DAI nos tratamentos que receberam o nematoide isolado. Bacillus methylotrophicus

isolado aumentou a eficiéncia no uso da dgua aos 318 e 369 DAL

Aos 421 DAI M. enterolobii em combinacao com B. met reduziram a eficiéncia
no uso da dgua e aumentaram aos 369 DAI do mesmo modo que plantas de tomate
inoculadas com M. javanica e tratadas com vermicomposto de Trichoderma asperellum
e T virens aumentaram a eficiéncia no uso da dgua aos 50 DAI (Pereira et al., 2021).
Meloidogyne incognita em combina¢do com Piriformospora indica reduziram a

eficiéncia no uso da dgua em plantas de pepino avaliados aos 35 DAI (Atia ef al., 2020).

Meloidogyne enterolobii combinado com B. met aumentaram a eficiéncia de
carboxilagdo aos 224 e 465 DAI, esse periodo coincidiu com o menor indice
pluviométrico para o més em questdo (Omm e 43mm). O aumento na eficiéncia de
carboxilagdo ¢ motivado pelo aumento na concentracdo interna de CO2 e na taxa de
assimila¢do de CO; (Ferraz et al., 2012). Tomateiro e pimentdo inoculados com M.
Jjavanica e tratados com vermicomposto enriquecido com Trichoderma asperellum e T.
virens também apresentaram aumento na eficiéncia de carboxilacdo aos 50 DAI (Pereira

etal.,2021).

Independente do periodo avaliado M. enterolobii ¢ B. met isolados nao
influenciaram na eficiéncia de carboxilagdo. Bulegon et al. (2016) ndo observaram
variacao na eficiéncia de carboxilacdo nos estagios fenologicas iniciais (V2, V4 e V6) da
cultura da soja que foi submetida ao tratamento de sementes com inoculagdo e co-
inoculagdo Bradyrhizobium e Azospirillum. A temperatura ¢ uma condi¢do climatica que
influencia na maxima eficiéncia de carboxilacdo e os maiores valores sao encontrados
nos horarios em que a temperatura atinge a faixa de 20°C a 30°C (Ferraz ef al., 2012;
Schock et al., 2014). Nao houve diferenca na eficiéncia de carboxilagao em trés cultivares
de feijoeiro avaliados por Ferraz ef al. (2012), entretanto houve variagdo na eficiéncia de
carboxilagcdo durante o dia e incremento na eficiéncia de carboxilacao foi observado no

intervalo de 10 as 11 horas.

Com relagdo a produtividade, M. enterolobii e B. met isolados e combinados nao
alteraram a produtividade das goiabeiras. Formulacdes com Paecilomyces lilacinus ¢
Arthrobotrys, combinados e com espécies de rizobactérias associadas e trés isolados
também ndo reduziram os danos causados por M. enterolobii em goiabeiras e ndo

influenciaram na produtividade (Almeida et al., 2011).
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5 CONCLUSOES

Em todas as avaliagdes ndao houve padrao nas alteragdes ocasionados por M.
enterolobii e B. met isolados e combinados. Meloidogyne enterolobii isolado reduziu a
condutancia estomatica a partir dos 184 DAI até aos 527 DAI, na fotossintese houve
reducdo aos 184, 421, 465 DAI e na transpiragdo a redugdo foi de 184 até 465 DAL A
redugdo na eficiéncia de uso da agua foi observada as 224, 275 e 421 DAI. O nematoide

isolado aumentou a eficiéncia no uso da agua aos 369 DAI.

Bacillus methylotrophicus isolado reduziu a fotossintese aos 421 DAI, houve
aumento na fotossintese aos 527 DAI Aos 318 e 369 DAI B. met aumentou a eficiéncia
no uso da agua. Meloidogyne enterolobii e B. met combinados reduziram a condutancia
estomatica dos 184 aos 527 DAI e a fotossintese foi reduzida aos 421 DAI. Na
transpiragdo houve reducdo dos 184 at¢ 275 e 421 DAI. Na eficiéncia de uso da agua foi
observada aumento aos 369 DAI e redugdo aos 421 DAIL. Meloidogyne enterolobii e B.
met combinados aumentaram a eficiéncia de carboxilagdo aos 224 e 465 DAL
Meloidogyne enterolobii ¢ B. met isolados e combinados ndo alteraram a produtividade

das goiabeiras.
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ABSTRACT: The interference of nematodes in the physiology of plants is little
studied, as well as the ability of rhizobacteria to mitigate the physiological damage
caused by nematodes. The objectives of this studies were to monitor
physiological changes in guava plants parasitized by Meloidogyne enterolobii and
treated with bionematicide, active ingredient. Bacillus methylotrophicus (B.met)
and to evaluate the efficiency of the bionematicide in controlling the nematode.
The experiment was installed in a greenhouse and the treatments represented
by: 1) 'Pedro Sato” guava non-inoculated and not treated with B. met (control); 2)
'‘Paluma’ guava non-inoculated and not treated with B. met (control); 3) "Pedro
Sato” non-inoculated and treated with B. met; 4) "Paluma” not inoculated and
treated with B. met; 5) "Paluma’ inoculated and not treated with B. met; 6) "Pedro
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Sato” inoculated and not treated with B. met; 7) "Pedro Sato” inoculated and
treated with B. met and 8) "Paluma” inoculated and treated with B. met. Four
applications of bionematicide were performed at a dosage of 3 mL/L of water per
plant. Between the second and third application, the plants were inoculated with
5000 eggs and juveniles of M. enterolobii. Seven assessments of the
physiological parameters were performed. At 132 days after inoculation (DAI) the
roots were weighed and the gall index, egg mass index and the reproduction
factor were determined. Meloidogyne enterolobii and B. met combined reduced
the stomatal conductance and transpiration at 26 and 44 DAI, respectively.
Photosynthesis was lower at 26 DAI in treatments that received the nematode
and bacteria combined. Meloidogyne enterolobii and B. met isolated and
combined reduced water use efficiency at 26 and 44 DAI. In root mass there was
no difference between treatments. Gall index, egg mass index and reproduction
factor were higher in treatments that received nematodes, regardless of the
application with the bacteria.

KEY WORDS: alternative control, biological control, photosynthesis, root-knot
nematode, rhizobacteria

1.INTRODUCTION

The guava plant (Psidium guajava) belongs to the Myrtaceae family and is
native to tropical America and, among the 150 species of the genus, it is
considered the species of greatest economic importance. Guava is among the
most nutritious fruits, being rich in vitamin C and a source of vitamins A, B1, B2
and B3 (Pereira & Nachtigal, 2002; Oliveira et al., 2012).

A species of root-knot nematode, identified as Meloidogyne mayaguensis,
which later became synonymous with M. enterolobii, is currently the main
phytosanitary problem for guava in Brazil (EPPO, 2023). Meloidogyne enterolobii
causes significant losses in production and frequently, the grower is obliged to
eradicate the orchard, once present in the area, the nematode control is not
efficient (Pereira et al., 2009). Meloidogyne enterolobii, in addition to being a
polyphagous nematode, it is an aggressive species and differs from other
Meloidogyne species for being able to overcome the resistance of dominant
genes used to control Meloidogyne spp., such as the Mh gene in potatoes, the
Mirl gene in soybeans, the N gene in pepper, the Mi gene in tomato (Abrdo &
Mazzafera, 2001; Kiewnick et al., 2009).

The main direct symptom in plants infected by Meloidogyne spp. is the
formation of galls on the roots (Collett et al., 2021). The galls influence the uptake

and flow of water from the roots to the shoot, reduce water conductivity, induce
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morphological changes in the xylem and phloem cells, and make the functioning
of conductive vessels unfeasible and, as a consequence, the plant suffers water
stress. In addition, the presence of the nematode can trigger physiological and
biochemical changes in plants. All these modifications are able to induce changes
in the optimal conditions of photosynthetic rate, stomatal conductivity and
transpiration rate (Abréo & Mazzafera, 2001; Domiciano et al., 2009; Azam et al.,
2011; Strajnar et al., 2012).

In order to seek new means of controlling nematodes, products based on
fungi and bacteria with nematicidal properties and which, in addition, induce
resistance mechanisms in the plant, have been growing in importance and use
worldwide (Mioranza et al., 2018). Bacillus spp. are part of the complex of
rhizobacteria species that act mainly in the region with the highest root
concentration and have negative effects against phytopathogenic organisms.
Rhizobacteria can mitigate changes in photosynthesis, stomatal conductance
and transpiration induced by root-knot nematodes, since they can contribute to
an increase in the amount of photosynthetic pigments by protecting the
biochemical mechanisms involved in the synthesis of the photosynthetic process
and improving the absorption and translocation of nutrients by the plant (Abd-El-
Khair et al., 2019; Khanna et al., 2019).

Knowing the ability of M. enterolobii to influence the photosynthetic rate,
stomatal conductance and transpiration is important since a large part of the dry
matter content and productivity are determined by the photosynthetic machinery
(Dalastra et al., 2014). There are still no studies that seek to understand the
capacity of the nematode to interfere in these physiological processes, as well as
the treatment with Bacillus can counteract the negative effects of the nematode
on guava. The objectives of this study were to monitor physiological changes in
guava plants parasitized by the nematode Meloidogyne enterolobii and treated
with the bionematicide Onix©, active ingredient Bacillus methylotrophicus (B.
met) by monitoring stomatal conductance, efficiency in water use, photosynthesis
and transpiration and evaluating the efficiency of the bionematicide in controlling

the nematode.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Multiplication of Meloidogyne enterolobii

A population of M. enterolobii from the Department of Phytopathology of
““Universidade de Brasilia”™ maintained in tomato (Solanum lycopersicum) cv.
Santa Clara was used in this study. Before inoculation, this population was
multiplied in tomato for three months under greenhouse conditions. The
nematode was identified by the esterase phenotype technique (Carneiro &
Almeida, 2001) and through specific primers MK7-F and MK7-R (Tigano et al.,
2010).

2.2 Treatments and experimental design

The guava cultivars Paluma and Pedro Sato were evaluated, distributed in
8 treatments represented by: 1) "Pedro Sato” non-inoculated and not treated with
B. met (control); 2) "Paluma” non-inoculated and not treated with B. met (control);
3) 'Pedro Sato” non-inoculated and treated with B. met; 4) "‘Paluma” non-
inoculated and treated with B. met; 5) "Paluma” inoculated and not treated with
B. met; 6) "Pedro Sato” inoculated and not treated with B. met; 7) "Pedro Sato”
inoculated and treated with B. met and 8) "Paluma’” inoculated and treated with
B. met. Clonal seedlings were obtained from a nursery located in the municipality

of Morrinhos, GO registered with the Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply.

The experiment was installed in a greenhouse and conducted from
January 2021 to July 2021. A completely randomized design was used, with five
replications, with the experimental unit represented by one plant per pot. The
seedlings were transplanted into polyethylene bags measuring 35 x 40cm, with

an approximate volume of 11L, filled with autoclaved soil in a 2:1 ratio (sand: soil).

2.3 Bacterial applications, nematode inoculation and evaluations

Seven days after transplanting (DAT) the bacterium was applied to the soil
in the minimum amount of 1x10° UFC/mL. Four applications were performed at a

dosage of 3 mL of the commercial product per liter of suspension per plant with
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the aid of a watering can. Subsequent applications were performed at intervals
of 15 days.

Between the second (21 DAT) and the third (35 DAT) application,
inoculation was performed with 5000 eggs and eventual juveniles (J2) of M.
enterolobii in an interval of one week after and before the applications of the
bacteria, respectively. The eggs and J2 were extracted from the roots according
to the method of Hussey & Baker (1973) modified by Bonetti & Ferraz (1981).
Inoculation was performed by pouring 1 mL of the suspension into four

equidistant orifices, close to the plant.

From five days after the last application of the product with the bacteria
and 26 DAI (days after inoculation), fortnightly evaluations were carried out with
a portable infrared gas analyzer (Infrared Gas Analyzer — IRGA — model: LI-6800)
of the variables: A = liquid photosynthesis (umol m~2 s™); E = transpiration (mol
m~2s71), gs = stomatal conductance (mol m™2s™) and USA = Water use efficiency
(A/E-pmol m™2 s71. mol m™2 s71) in a fully expanded leaf located in the upper third
of the plant and positioned between the 3rd and 5th pair of leaves from apex. All
assessments were carried out between 7:30 am and 10:30 am until 118 DAI (146
DAT).

At 132 DAI the roots were washed in running water, weighed and stained
with Phloxin B (Taylor & Sasser, 1978). The counting of galls and egg mass was
carried out, according to the scale of notes established by Taylor & Sasser
(1978). For calculation of gall index (Gl) and egg mass index (IMO) (1: 1-2 galls
or egg mass; 2: 3-10 galls or egg mass; 3: 11-30 galls or egg masses; 4: 31-100
galls or egg masses; and 5: over 100 galls or egg masses per root system). After
counting, the nematodes were extracted from the roots following the method of
Hussey & Barker (1973), modified by Bonetti & Ferraz (1981). The reproduction
factor (FR) was obtained by the relation between final and initial population
densities (FR=Pf/Pi) according to Oostenbrink (1966).

2.4 Statistical analysis
The data were transformed by +x + 1 and submitted to analysis of
variance. The Scott-Knott test (1974) was applied at 5% probability for grouping

the means, using the statistical program RStudio.
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3.RESULTS

3.1 Physiological variables

For transpiration at 26 and 44 DAI, the treatments that received the
nematode and the bacteria, combined, showed a lower transpiration rate,
differing from the other treatments (Table 1).

Table 1 — Transpiration rate of guava trees inoculated with Meloidogyne enterolobii and treated

with Bacillus methylotrophicus, separately and associated.

Transpiration (mol m2 s1)

26 DAI 44 DAI 56 DAI 68 DAI 92 DAI 104 DAI 118 DAI
T1 120a 111a 89a 7.3a 48a 7.6 a 49 a
T2 126 a 116a 10.6 a 9.1a 46 a 8.0a 43 a
T3 116a 10.2 a 10.1a 10. a 6.1a 9.7a 8.4a
T4 114 a 110a 8.8a 7.4 a 51a 9.0a 55a
T5 119a 112 a 104 a 8.6a 52a 6.9a 4.5a
T6 141a 110a 110a 10.3a 6.2a 85a 51a
T7 9.10 b 6.6 b 75a 8.8a 48a 6.8 a 6.2a
T8 10.1 b 89b 8.1a 8.7a 58a 8.7a 6.8 a
CV% 0.11 0.11 0.11 0.13 0.07 0.12 0.13

T1: "Pedro Sato” uninoculated and untreated; T2: Uninoculated and untreated "Paluma’; T3:
"Pedro Sato” not inoculated and treated; T4: "Paluma’ not inoculated and treated; T5: 'Paluma’
inoculated and untreated; T6: "Pedro Sato” inoculated and not treated; T7: "Pedro Sato’
inoculated and treated and T8: "Paluma’ inoculated and treated; DAI: days after inoculation. DAT
days after transplantation. Equal capital letters on the line do not show statistical difference. Equal
lowercase letters in the column do not show statistical difference by the Scott-Knott test at 5%
probability. (54, 85, 97, 110, 132 and 146 DAT).

Regarding photosynthesis, the only difference observed was at 26 DAI,
treatments "Pedro Sato” and "Paluma” inoculated and treated with B. met showed

the lowest photosynthetic rates (Table 2).

Table 2 - Photosynthetic rate of guava trees inoculated with Meloidogyne enterolobii and treated

with Bacillus methylotrophicus, separately and associated.

Photosynthesis (umol m=2 s™1)

26 DAI 44 DAI 56 DAI 68 DAI 92 DAI 104 DAI 118 DAI
T1 16.56 a 1391 a 13.62 a 12.43 a 10.09 a 9.89 a 9.50 a
T2 14.72 a 12.88 a 12.90 a 1421 a 8.55 a 9.43 a 6.50 a
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T3 13.43 a 10.13 a 13.24 a 13.40 a 11.03 a 11.24 a 10.98 a
T4 14.18 a 1149 a 13.16 a 13.19 a 10.08 a 9.96 a 8.39 a
T5 15.08 a 13.45a 13.78 a 12.39 a 8.57 a 8.85a 7.03 a
T6 16.10 a 13.08 a 13.83 a 14.87 a 1154 a 10.22 a 9.04 a
T7 12.35b 11.28 a 12,52 a 12.71 a 10.05 a 94l a 9.19 a
T8 1291 b 11.80 a 12.90 a 13.00 a 10.54 a 9.83 a 9.37 a
CV% 9.32 8.27 8.19 12.00 11.55 12.00 14.48

T1: "Pedro Sato” uninoculated and untreated; T2: Uninoculated and untreated “Paluma’; T3:
"Pedro Sato” not inoculated and treated; T4: "Paluma’” not inoculated and treated; T5: 'Paluma’
inoculated and untreated; T6: 'Pedro Sato” inoculated and not treated; T7: "Pedro Sato’
inoculated and treated and T8: "Paluma’ inoculated and treated; DAI: days after inoculation. Equal
capital letters on the line do not show statistical difference. Equal lowercase letters in the column
do not show statistical difference by the Scott-Knott test at 5% probability. (54, 85, 97, 110, 132
and 146 DAT).

For stomatal conductance, treatments with "Pedro Sato” and "Paluma’
inoculated and treated, showed lower conductance at 26 DAI and 44 DAI (Table
3).

Table 3 — Stomatal conductance of guava trees inoculated with Meloidogyne enterolobii and

treated with Bacillus methylotrophicus, separately and associated.

Stomatal conductance (mol m=2 s™)

26 DAI 44 DAI 56 DAI 68 DAI 92 DAI 104 DAI 118 DAI
T1 0.6210 a 0.5328 a 0.4688 a 0.4780 a 0.2336 a 0.3839a 0.2458 a
T2 0.7242 a 0.6276 a 0.5735a 0.5322 a 0.2217 a 0.4091a 0.2014a
T3 0.6382 a 0.5380 a 0.5493 a 0.5646 a 0.3380 a 0.5156a 0.4724a
T4 0.6272 a 0.5171 a 0.4526 a 0.3766 a 0.2572 a 0.4588a 0.2821a
TS5 0.6451 a 0.5704 a 0.5709 a 0.5058 a 0.2967 a 0.3580a 0.2019a
T6 0.8205 a 0.6045 a 0.6090 a 0.6041 a 0.3739 a 0.4195a 0.2536a
T7 0.4533 b 0.3156 b 0.3603 a 0.4780 a 0.2337 a 0.3202a 0.3001 a
T8 0.5377Db 0.4283 b 0.4526 a 0.4780 a 0.3272 a 0.4588a 0.3794a
CV% 4.61 4.81 4.79 6.20 5.00 6.00 6.68

T1: 'Pedro Sato” uninoculated and untreated; T2: Uninoculated and untreated “Paluma’; T3:
"Pedro Sato” not inoculated and treated; T4: "Paluma’” not inoculated and treated; T5: 'Paluma’
inoculated and untreated; T6: "Pedro Sato” inoculated and not treated; T7: "Pedro Sato’
inoculated and treated and T8: "Paluma’” inoculated and treated; DAI: days after inoculation. Equal
capital letters on the line do not show statistical difference. Equal lowercase letters in the column
do not show statistical difference by the Scott-Knott test at 5% probability. (54, 85, 97, 110, 132
and 146 DAT).
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The treatments that received the isolated and combined nematode and
bacteria showed a reduction in water use efficiency values at 26 and 44 DAI
(Table 4).

Table 4 - Efficiency in the use of water in guava trees inoculated with Meloidogyne enterolobii and

treated with Bacillus methylotrophicus, separately and associated

Efficiency in the use of water (umol m™2 s™, mol m2s1)

26 DAI 44 DAI 56 DAI 68 DAI 92 DAI 104 DAI 118 DAI
T1 1850 a 1737 a 1604 a 1712 a 2139 a 1316 a 2272 a
T2 1676 a 1423 a 1213 a 1587 a 1930 a 1186 a 1571 a
T3 1072 b 1019 b 1359 a 1392 a 1841 a 1192 a 1407 a
T4 1177 b 1224 b 1561 a 1843 a 1967 a 1134 a 1644 a
T5 1117 b 1114 b 1344 a 1476 a 1687 a 1309 a 1644 a
T6 1152 b 1256 b 1315 a 1475 a 1880 a 1199 a 1854 a
T7 1385 b 1365 Db 1691 a 1503 a 2108 a 1627 a 1639 a
T8 1332 Db 1238 b 1612 a 1501 a 1963 a 1166 a 1830 a
CV% 12.94 12.43 10.39 8.86 8.50 11.02 17.58

T1: " Pedro Sato” non-inoculated and untreated; T2: Uninoculated and untreated "Paluma’; T3:
"Pedro Sato” not inoculated and treated; T4: "Paluma’ not inoculated and treated; T5: 'Paluma’
inoculated and untreated; T6: "Pedro Sato” inoculated and not treated; T7: "Pedro Sato’
inoculated and treated and T8: "Paluma’” inoculated and treated; DAI: days after inoculation. Equal
capital letters on the line do not show statistical difference. Equal lowercase letters in the column
do not show statistical difference by the Scott-Knott test at 5% probability. (54, 85, 97, 110, 132
and 146 DAT).

3.2 Nematological variables

There was no difference between treatments in root mass. Gall index, egg
mass index and reproduction factor were higher in treatments that received

nematodes regardless of the bacteria application (Table 5).

Table 5 — Nematological variables in guava cv. Paluma and cv. Pedro Sato in soil treated or not
treated with Bacillus methylotrophicus at 132 days after inoculation with 5000 eggs and eventual

juveniles of Meloidogyne enterolobii.

IG IMO FR
TL O0b 1b Ob
T2 0b 0b Ob
T3 1b 1b Ob
T4 1b 2b Ob
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T5 3a 5a 3a

T6 4 a 5a 2a
T7 4 a 5a 2a
T8 5a 5a 3a

T1: "Pedro Sato” uninoculated and untreated; T2: Uninoculated and untreated "Paluma’; T3:
"Pedro Sato” not inoculated and treated; T4: "Paluma’ not inoculated and treated; T5: 'Paluma’
inoculated and untreated; T6: "Pedro Sato” inoculated and not treated; T7: "Pedro Sato’
inoculated and treated and T8: "Paluma’” inoculated and treated; Gl: gall index; IMO: egg mass
index; FR: reproduction factor. Equal lowercase letters in the column do not show statistical
difference by the Scott-Knott test at 5% probability.

4. DISCUSSION

Meloidogyne enterolobii and B. met isolates did not influence the stomatal
conductance and transpiration of guava trees. Similar results were found by
Melakeberhan et al. (1990) in the interaction: M. incognita and two grape
cultivars, however M. incognita reduced stomatal conductance and transpiration
of tomato (Khanna et al., 2019). Meloidogyne exigua and M. paranaensis reduced
conductance and transpiration of coffee seedlings. Meloidogyne enterolobii did
not influence the photosynthesis of guava trees, the same behavior was observed
in coffee seedlings with M. exigua, However, different results were found in coffee
plants inoculated with M. paranaensis (Goulart et al., 2019).

Plants infected with nematodes have a deficient root system, negatively
influencing the absorption of water and nutrients essential to the plant
physiological processes (Goulart et al., 2019). In the present study, M. enterolobii
isolated did not influence water absorption by the roots and water and nutrient
transport by the conducting vessels, due to the absence of changes in stomatal
conductance, photosynthesis and transpiration, possibly as a result of the low
population density of the nematode. About 6000 eggs of M. incognita were not
enough to change the physiology of the cotton plant and did not reduce the
chlorophyll content (Lu et al., 2014). Meloidogyne ethiopica caused significant
damage to tomato roots 102 days after inoculation, consequently this damage
reflected in physiological changes in the plant (Strajnar et al., 2012).

Studies indicate that rhizobacteria improve the photosynthetic rate
indirectly, as they stimulate the production of the plant hormone cytokinin, which

is associated with different mechanisms of the complex photosynthetic chain
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(Ahluwalia et al., 2021). The absence of alterations in stomatal conductance,
photosynthesis and transpiration in the treatments that received only the bacteria
may be a result of the form of application in the soil, and/or the concentration of
the bacteria, or even the humidity of the soil, since it requires a minimum field
capacity of 50% after inoculation with rhizobacteria to increase positive
responses in plant physiology (Castro et al., 2019).

Treatments that received M. enterolobii and B.met combined reduced
stomatal conductance, water use efficiency, photosynthesis and transpiration.
Piriformospora indica and M. incognita combined reduced photosynthesis in
cucumber plants (Atia et al., 2020a). Meloidogyne incognita e Streptomyces spp.
combined reduced stomatal conductance and transpiration of tomato seedlings
(Maetal., 2017). The reduction in stomatal conductance caused by M. enterolobii
in combination with B.met may have contributed to the reduction in
photosynthesis, since with closed stomata there is limitation in the absorption of
COs2. The release of water by the stomata to the atmosphere was also reduced
with the closure of the stomata, decreasing transpiration in the treatments with B.
met and M. enterolobii, combined.

The energy for the rhizobacteria to supply their needs comes from the

plant photoassimilates. We can say that the guava tree photoassimilates may not
have been sufficient to release energy for the rhizobacteria, since the guava tree
was under stress induced by the presence of the nematode. This may have
reflected in the bacteria's inability to positively influence the plant's physiological
response, since under stress conditions, the bacteria performed poorly
(Rampazzo et al., 2018).
Meloidogyne enterolobii and B.met isolated and associated, reduced the
efficiency of water use, proving to be the most sensitive physiological variable to
the attack of M. enterolobii. The reduction in water use efficiency induced by the
nematode cannot be explained by changes in stomatal conductance,
photosynthesis and transpiration rate, since there were no variations in these
parameters when treatments received only the nematode, and thus the change
in water efficiency and water utilization may be explained by non-stomatal factors
such as Rubisco activity, maximum Rubisco carboxylation rate, Ribulose
regeneration capacity mediated by maximum electron transport rate, and the rate
of triose phosphate utilization (Lu et al., 2014, Jiao et al., 2017).
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Similar results were found by Atia et al. (2020) in which M. incognita alone
and in combination with Piriformospora indica reduced water use efficiency in
cucumber. The amount of water available to the plants, vapor pressure, leaf and
ambient temperature, nitrogen available to the plants are factors that above or
below the required limits may have contributed to the reduction in the use of water
and were potentiated by the nematode and the bacteria alone and in combination
(Hatfield & Dold, 2019; Atia et al., 2020).

No physiological variable evaluated has changed after 56 DAI (84 DAT).
The guava tree is a rustic plant that adapts to different environmental conditions
(Silva et al., 2010), and the plant in an advanced stage of development may not
suffer so much from nematode infection due to the greater energy supply to
tolerate the attack without reflecting negatively on their physiological performance
(Melakeberhan et al., 1990). Furthermore, in subsequent stages of development
the fruit tree may be able to develop tolerance mechanisms that preclude
changes in stomatal conductance, photosynthesis and transpiration.

It can be stated that under the conditions of the experiment, B. met did not
trigger antagonistic mechanisms on M. enterolobii, since statistical differences
observed in nematological variables were only between inoculated and non-
inoculated treatments. There was no difference between root masses. The gall
index, egg mass index and reproduction factor were higher in treatments that
received nematodes, regardless of the application of the bacteria. In some guava
roots that did not receive nematodes, small galls were noticed, but eggs were not
recovered.

The bacteria did not contribute to reducing the number of galls and egg
masses. Pseudomonas aeruginosa and Burkholderia gladioli separately and
associated with M. incognita also did not influence tomato root mass, but reduced
the number of galls (Khanna et al.,, 2019). Of 27 isolates of plant growth-
promoting bacteria, five led to an increase in the number of plant galls induced
by M. incognita (Viljoen & Labuschagne, 2019). Bacillus subtilis e B. pumilus
reduced M. incognita in cowpea (Abd-El-Khair et al., 2019). Zhou et al. (2016)
observed for the first time, the nematicidal capacity of B. met against M. incognita,
however, the strain used in the present assay did not show nematicidal activity in
the control of M. enterolobii. Pseudomonas fluorescens in simultaneous

inoculations with M. incognita did not reduce efficiently the number of egg mass
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in tomato root, however, the reduction was greater when the inoculation scheme
was P. fluorescens and after 15 days inoculated M. incognita (Noureldeen et al.,
2021). The reproduction factor was higher in tomato plants inoculated with M.
javanica followed by inoculation with Paecilomyces lilacinus with an interval of 10
days compared to the simultaneous inoculations of the organisms and the
inoculation of P. lilacinus 10 days before inoculation with M. javanica (Ganaie &
Khan, 2010).

The mode and scheme of the applications of the bacteria in time, the
concentration and genotypes of the nematode and bacteria may have contributed

to the inefficiency of the bacteria in controlling M. enterolobii.

5. CONCLUSIONS

Meloidogyne enterolobii and Bacillus methylotrophicus combined reduced
stomatal conductance, photosynthesis and transpiration of guava trees during the
initial phase of the plant development. Meloidogyne enterolobii and B. met
isolated and combined reduced water use efficiency from 26 to 44 DAI. After 44
DAI, there was no change in the evaluated physiological parameters. There was
no difference in root mass. The nematological parameters were not influenced by

the bacteria.
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