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RESUMO

7

Rotylenchulus reniformis € um dos maiores problemas fitossanitarios da
cultura do coentro e do feijoeiro caupi. Esse fitonematoide parasita mais 300
espécies de plantas, ocasionando expressiva reducdo na produtividade de varias
culturas. Existem diversos métodos de controle de fitonematoides, mas, no caso do
coentro e de outras culturas de ciclo curto, a op¢do mais favoravel € o controle
bioldgico. O biocontrole, quando possivel, € uma técnica agronomicamente rentavel,
que favorece a conservacdo do equilibrio do meio ambiente e ndo induz o
surgimento de espécies resistentes do patdgeno. Entre os agentes utilizados no
biocontrole, os fungos sao 0s que apresentam maior potencial. Neste trabalho, foi
avaliado o efeito de filtrados de 17 fungos na mortalidade e eclosédo de R. reniformis
por meio de teste in vitro e em plantas de coentro e de feijoeiro caupi. Os filtrados
que apresentaram 0s mais altos efeitos nematicidas, tanto in vitro quanto in vivo,
tiveram seus compostos ativos semipurificados e o0s grupos metabdlicos
identificados por cromatografia em camada delgada. O grupo dos compostos
fendlicos, os quais estdo incluidos os flavonéides e derivados cinamicos, foi 0 mais
abundante nesses extratos fungicos e apresentaram efeitos antagbnicos ao
nematoide em estudo. Também, foi realizada a caracterizacdo morfologica,
molecular e de raga de 11 populacdes de R. reniformis. Todas foram identificadas
como sendo R. reniformis raca A, com ampla diversidade morfoldgica. Nos testes de
biocontrole in vitro, os isolados identificados como Fusarium inflexum, Penicillium
A25, Penicillum TA14, Penicillium citrinum, Thielavia terricola, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma brevicompactum e Trichoderma harzianum induziram
mortalidade da ordem de 88,5 a 100% dos juvenis de R. reniformis, em 48 h de
exposicao aos filtrados e permitiram apenas 4,6 a 19,5% de eclosdo. Em teste com
plantas de coentro e feijoeiro caupi, esses filtrados reduziram significativamente o
namero de massas de ovos e o fator de reproducéo do patégeno, apresentando-se

como alternativa viavel de controle do nematoide reniforme.

Palavras chave: Biocontrole. Coentro. Feijoeiro caupi. Fungos antagbnicos a

fitonematoides. Rotylenchulus reniformis



ABSTRACT

Rotylenchulus reniformis, also known as the reniform nematode, is one of
the most important phytosanitary problems in cilantro and cowpea crops. This
nematode parasite more than 300 plant species, almost always causing significant
yield reduction on important cash crops. Several controlling methods are used to
reduce the reniform nematode damages, but, in the case of cilantro and other short
cycle crops, the biocontrol seems to be the more appropriate. The biocontrol, when
available, are economically and ecologically recommended, which favors the
conservation of the environment and does not induce resistant species. Among the
biological agents, fungi are considered to have the greatest potential. In this present
research, the effect of filtrates of 17 fungi on mortality and hatching of R. reniformis
juveniles was evaluated by in vitro test and in cilantro and cowpea plants. The
filtrates that presented the best nematicidal effects, both in vitro and in vivo tests, had
their chemical compounds semipurified and the metabolic groups characterized by
thin layer chromatography. It was observed that the phenolic compounds were the
more abundant group in those fungal extracts, and presented antagonistic effects on
the studied nematode. Morphological, molecular and race characterization of 11 R.
reniformis species was also performed. All were identified as R. reniformis race type
A, with wide morphological diversity. In the in vitro biocontrol tests, the filtrates of
Fusarium inflexum, Penicillium A25, Penicillium TA14, P. citrinum, Thielavia terricola,
Trichoderma longibrachiatum, T. brevicompactum and T. harzianum induced the
mortality rate of 88,5 to 100%, after 48 hours of exposure, and allowed only 4,6 to
19,5% of hatching. When tested with cilantro and cowpea plants, these filtrates
reduced the number of egg masses and the reproduction factors, thus constituting an

alternative, with high economic potential, for biocontrol of the reniform nematode.

Keywords: Biocontrol. Cilantro. Cowpea. Fungi antagonistic to phytonematodes.

Rotylenchulus reniformis
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Sociedade Brasileira de Nematologia, por ano, 0s
fitonematoides causam prejuizos da ordem de 35 bilhdes de reais ao agronegdécio
nacional; apenas na producédo da soja sédo estimadas perdas de R$ 16,2 bilhdes.
(NASCIMENTO, 2018). Entre as culturas de destaque no pais afetadas pelos
fitonematoides estdo o feijoeiro caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] e o coentro
(Coriandrum sativum L.), ambas amplamente cultivados, especialmente no Nordeste,
onde sdo muito apreciados na culinéria regional. Apesar da importancia comercial,
os cultivos dessas duas hortalicas ainda enfrentam problemas sem controle
satisfatorio, entre os quais o parasitismo de Rotylenchulus reniformis Linford e
Oliveira, conhecido popularmente por nematoide reniforme. Esse fitonematoide
parasita um total de mais de 300 espécies de plantas nativas e cultivadas
(ROBINSON et al.,, 1997). Do ponto de vista fitopatolégico, causa doencas de
expressiva severidade, ocasionando reducdo na produtividade agricola, o que tem
levado pesquisadores a buscarem formas de controle alternativo as técnicas
utilizadas convencionalmente.

Diversos métodos de controle vém sendo utilizados contra 0os nematoides
fitopatogénicos, dentre os quais o0 controle quimico, feito por meio da aplicacao de
nematicidas sistémicos, a rotacdo de culturas utilizando-se plantas nao suscetiveis,
uso de variedades resistentes e o controle biolégico. Para este método, existem,
aproximadamente, 200 inimigos naturais de fitonematoides no solo (PIMENTEL et
al., 2009); e, dentre esses, os fungos sdo considerados 0s que possuem maior
potencial de uso pratico (ASKARY, 2015).

Nos ultimos anos, tém-se intensificado estudos visando identificar compostos
antagonicos a fitonematoides, obtidos a partir de filtrados de culturas fangicas. Em
mais de 200 compostos extraidos de fungos foi constatada a presenca de
metabdlitos toxicos com propriedades nematicidas, conforme lista divulgada por Li e
Zhang (2014). Esses metabdlitos podem exercer efeito sobre a ecloséo, mobilidade,
reproducdo e/ou afetar a capacidade de penetracdo dos fitonematoides na planta
hospedeira, ou, ainda, alterar a fisiologia da planta, tornando-a menos atrativa a
esses fitopatégenos (KHAN et al., 1984). Entre os trabalhos mais recentes, foi
investigado o efeito antagdnico dos filtrados obtidos do fungo Myrothecium roridum

sobre juvenis de Meloidogyne incognita (PARK et al., 2016).
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O controle biolégico representa um dos principais meios de combate das
doencas e pragas da agricultura moderna e apresenta muitas vantagens em relagéao
ao controle quimico, pois ndo desequilibra 0 meio ambiente, ndo deixa residuos em
alimentos, é de facil aplicagdo, além de ndo favorecer o surgimento de espécies
resistentes ao produto nematicida (SOARES, 2006; NUNES, 2008).

Alguns bionematicidas foram formulados a partir de Paecilomyces lilacinus e
Trichoderma harzianum. Esses produtos afetam diretamente a capacidade
reprodutiva do nematoide, entre outros efeitos (ASKARY, 2015). Contudo, o
conhecimento de filtrados fungicos com propriedades nematicidas ainda € limitado e
informacdes basicas sdo necessarias para o desenvolvimento de novas estratégias
de biocontrole, dentre as quais destacam-se a dentre as quais destacam-se a
identificagdo correta dos fitonematoides por meio morfométrico e/ou molecular, sua
distribuicdo no solo, sua biologia, e interacédo parasita-hospedeiro.

Rotylenchulus reniformis foi assinalado em coentro, pela primeira vez, por
Moura et al. (1997). Essa doenca, transformou-se em problema epidémico,
espalhando-se pelas regides produtoras do estado de Pernambuco e ainda ndo ha
um controle efetivo. No entanto, o diagndstico da espécie do nematoide foi realizado
considerando-se apenas 0Ss aspectos micrométricos e morfolégicos, sendo
importante a complementacédo dos dados com estudos moleculares. Nesse contexto,
esta tese apresenta de inicio, a fundamentacéo tedrica do tema e, a seguir, quatro
artigos. O 1° referente a revisdo bibliografica, que aborda a biologia, a identificacéo,
a patogenicidade e o manejo de R. reniformis. O 2° versa sobre filtrados fungicos no
biocontrole do nematoide reniforme, em plantas de coentro e de feijoeiro caupi. O 3°
apresenta os compostos quimicos fungicos obtidos, com propriedades nematicidas a
R. reniformis. O 4° é abordado a identificacdo morfométrica, molecular e a raca
predominante do nematoide reniforme em coentro no Estado de Pernambuco, Brasil.

Ao final, sdo apresentadas consideragdes gerais sobre o conjunto de resultados.



19

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Identificar populacdes de campo do nematoide reniforme e estudar possiveis efeitos
nematicidas de filtrados obtidos de fungos isolados de solo em R. reniformis. em

testes in vitro e in vivo.

1.1.2 Objetivos especificos

* Isolar e selecionar fungos do solo com potencial para producdo de exsudatos
toxicos a nematoides;

» Coletar e descrever por analise morfolégica e molecular e de raga, populagbes do
nematoide causador do nanismo do coentro, e realizar andlise filogenética.

* Realizar testes de biocontrole in vitro e in vivo para avaliacdo do potencial
antag6nico dos exsudatos a R. reniformis;

 Identificar as classes metabdlicas aos quais pertencem 0s metabdlitos com
propriedades nematicidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.10S NEMATOIDES

Nematoides s&o animais vermiformes, de corpo filiforme, ndo segmentado, e
revestido por cuticula semipermeavel e flexivel, pertencentes ao filo Nematoda. Sao
0S metazoarios mais abundantes na terra, e estima-se que constituem em torno de
90% de todos os organismos multicelulares (KUBO, MACHADO; OLIVEIRA, 2013).
Estudos tém mostrado que um Unico hectare de solo aravel pode conter em torno de
3.000.000 de nematoides (DECRAEMER; HUNT, 2013). Existem aproximadamente
25.000 espécies descritas (BRUSCA; BRUSCA, 2007), distribuidas em todos os
biomas aquaticos e terrestres, desde que haja umidade suficiente para sobreviver,
pois sdo extremamente sensiveis a estresse hidrico e altas temperaturas. No
entanto, algumas espécies tém a habilidade de diminuir o metabolismo corporal
guando as condicbes do ambiente ndo sdo oportunas, retomando -o quando as
condicBes voltam ao normal (FERRAZ; BROWN, 2016).

De acordo com os habitos alimentares, os nematoides séo classificados em
nematoides de vida livre, incluindo os bacteri6fagos, micéfagos, algivoros e
predadores; zooparasitas e fitonematoides (FERRAZ; BROWN, 2016). O tamanho
do corpo pode variar de 0,2 um a um metro ou mais de comprimento e a variacdo da
forma ocorre principalmente nos fitonematoides, que sdo incolores e apresentam
sistema digestério completo. O sistema excretor € composto por uma ou duas
células renetes ou um sistema de tubos coletores e auséncia de sistemas
circulatorio e respiratério. O sistema nervoso central € ganglionar, com presenca de
um anel nervoso envolvendo o esbéfago (BRUSCA; BRUSCA, 2007). Os 6rgaos
sensoriais sdo considerados anexos do sistema nervoso, contribuindo para a
captacdo de estimulos quimicos e mecanicos do ambiente, entre esses, destacam-
se os anfidios, localizados na regidao cefalica e os fasmideos, presentes na regiao
caudal. S&o dioicos, em sua maioria (Figura 1), e se reproduzem por anfimixia
(reproducéo cruzada), sendo os machos menores que as fémeas. Algumas espécies
de nematoides reproduzem-se por partenogénese. Essa forma de reproducéo ocorre
a partir de um unico individuo, sem a presenca da cépula, resultando em ovos néo

fertilizados. Sao raros os casos de hermafroditismo.
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Figura 1: Microfotografia de macho e fémea de Rotylenchulus reniformis. Presenca

de espicula no macho (seta) e vulva na fémea (seta).

Fonte: Lira, 2018.

Os nematoides apresentam grande importancia ambiental, pois além de
estarem relacionados com as condicbes ecoldgicas do solo (GOULART, 2010),
também s&o eficientes bioindicadores (HAEGERBAEUMER et al.,, 2018). No
entanto, os fitonematoides, que compdem 15 % das aproximadamente 4.100
espécies conhecidas (DECRAEMER; HUNT, 2013), sdo os mais estudados, devido
a importancia econémica e aos imensos prejuizos que causam na producdo
agricola.

Os fitonematoides vivem normalmente no solo e apresentam ag¢do nociva
sobre as raizes, rizomas e tubérculos, dos quais se alimentam, dificultando a
absorcédo e o transporte de agua e nutrientes (Figura 2). Esses organismos podem
tornar as culturas mais suscetiveis a acdo de organismos oportunistas,
principalmente fungos e bactérias, ocasionando crescimento deficiente da planta,
podendo ocorrer perda total da produgdo (FERRAZ; BROWN, 2016).
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Figura 2: Presenca de galhas “tumores” nas raizes causadas por nematoides do

género Meloidogyne.

Foto: V. L. Lira

Jones et al. (2013) fizeram um levantamento dos 10 nematoides de maior
importancia cientifica e econdémica (tabela 1) segundo 225 nematologistas, indicando
gue a lista ndo é definitiva, podendo variar dependendo da regido do mundo onde a

pesquisa esta sendo realizada.

Tabela 1. Fitonematoides de maior importancia cientifica e econébmica em nivel

mundial
Ordem de colocacao Espécies

1° Meloidogyne spp.
2° Heterodera spp. e Globodera spp.
3° Pratylenchulus spp.
4° Radopholus similis
5° Ditylenchus dipsaci
6° Bursaphelenchus xylophilus
7° Rotylenchulus reniformis
8° Xiphinema index
9° Nacobbusa berrans
10° Aphelenchoides besseyi

Fonte: Jones et al. (2013)
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2.20 GENERO ROTYLENCHULUS LINFORD & OLIVEIRA, 1940

O género Rotylenchulus compreende 11 espécies (VAN DEN BERG et al.,
2016), com ampla distribuicdo em regifes tropicais e subtropicais e extensa gama
de hospedeiros botéanicos, cultivados e nao cultivados (ROBINSON et al., 1997).
Entre as espécies desse género, R. reniformis é a mais importante economicamente,
sendo objeto de centenas de estudos (MOURA; SILVA; LIRA, 2018; KHANAL et al.,
2018).

Rotylenchulus reniformis, conhecido popularmente como nematoide
reniforme, foi descrito pela primeira vez por Linford e Oliveira, em 1940, em plantas
de feijdo-caupi, no Hawaii, EUA, e apresenta a seguinte classificacdo taxénomica de
acordo com Siddiqi (2000):

Filo: Nematoda

Classe: Secernentea
Subclasse: Tylenchia
Ordem: Tylenchida
Subordem: Tylenchina
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Rotylenchulidae
Subfamilia: Rotylenchulinae
Género: Rotylenchulus

Espécie: Rotylenchulus reniformis Linford e Oliveira, 1940.

O nematoide reniforme € uma espécie semiendoparasita. O ciclo de vida se
inicia quando as fémeas maduras depositam 0s ovos em uma matriz gelatinosa,
conservando e protegendo-os de inimigos naturais e das condigcbes ambientais
adversas (FERRAZ; e BROWN, 2016). As massas de ovos produzidas pela fémea
contém, em média, 50 a 120 ovos. Apoés, aproximadamente, uma a duas semanas,
juvenis de segundo estadio (J2) eclodem do ovo; no solo, sem se alimentar, passam
para os estadios seguintes (J3 e J4), retendo a cuticula dos estadios anteriores apos
a muda. Apos essa fase sdo originados machos (ndo parasitas) ou fémeas, ainda
imaturos sexualmente; esta € a forma infectante da espécie. Na presenca da raiz da

planta hospedeira, a fémea vermiforme penetra no cortex radicular, estabelecendo
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um sitio de alimentacdo permanente, local em que a forma do corpo se altera e
passa a reniforme (em forma de rim), ficando exposto e bem visivel fora da raiz
(Figura 3). Adquirindo comportamento sedentario, 0 nematoide torna os sistemas
radiculares pouco eficientes na absorcdo e transporte de &gua e nutrientes, e
promove o desenvolvimento irregular da cultura, o que muitas vezes pode ser
confundido com problemas de compactacéo de solo, encharcamento, ou mesmo de
caréncia nutricional. As raizes, embora subdesenvolvidas, ndo mostram sintomas
claros do parasitismo (ASMUS; ISHIMI, 2009). O ciclo de vida pode durar menos de
trés semanas ou mais de dois anos se o0 hospedeiro ndo estiver presente ou 0 solo
estiver seco (ROBINSON et al., 1997).

Figura 3. Ciclo de vida Rotylenchulus reniformis

CICLO DE VIDA DE )
Rotylenchulus [

reniformis .
Fémea adulta

imatura

Fémea com
massa de ovos

Fémea madura
sexualmente

Foto/crédito: V.L Lira
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De acordo com Robinson et al. (1997), o numero de hospedeiros para o
nematoide reniforme chega a 314 espécies, de 77 familias botanicas. Nos Estados
Unidos, essa espécie foi considerada a maior praga do algoddo (KOENNING et al.,
2004), com capacidade para diminuir a producdo em até 60 %, causando perdas
que podem exceder milhdes de dblares (LAWRENCE et al., 2007). No Brasil, entre
as culturas mais prejudicadas estdo o algodao (Gossypium hirsutum L.) e a soja
(Glycine max L.) (DIAS et al., 2010), além de outras de importancia econémica como
o feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] (GARDIANO; KRZYZANOWSKI; SAAB,
2012), o coentro (Coriandrum sativum), o meldo (Cucumis melo L.) e a graviola
(Annona muricata L.) (MOURA et al., 1997, 2002, 2005).

2.3 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E GENETICA DE ROTYLENCHULUS
RENIFORMIS

O Filo Nematoda é um dos mais diversificados em termos de téxons,
habitando uma ampla gama de ambientes. Embora mais de 25.000 espécies ja
tenham sido descritas (ZHANG, 2013), estimava-se que o numero total de
nematoides seria de um milhdo (LAMBSHEAD, 1993), com esses organismos
compreendendo cerca de 90% de todos os organismos multicelulares existentes na
biosfera (OLIVEIRA et al., 2011).

Os nematoides fitoparasitas sdo considerados os mais dificeis de serem
identificados, devido ao tamanho diminuto, similaridade morfol6gica e ao pequeno
namero de caracteristicas chave que podem ser utilizadas para o diagnéstico
taxondbmico da espécie (OLIVEIRA, 2010). Dessa forma, torna-se necessario
consideravel conhecimento em taxonomia para um diagnostico seguro. O nimero de
taxonomistas que se dedicam ao estudo de nematoides € restrito, mas novas
tecnologias tém sido desenvolvidas, de forma a facilitar a sistematica de nematoides,
tornando mais prético e confiavel o processo de identificacdo (LUCA et al., 2004).

Técnicas baseadas no uso de DNA apresentam grande potencial e trazem
facilidades nas identificacoes rotineiras de nematoides (AL-BANNA et al., 2004), pois
sdo altamente sensiveis, especificas, podem ser realizadas por profissionais ndo
especializados na taxonomia morfolégica, além de proporcionar um diagnostico

rapido e preciso. O diagndstico molecular a partir do DNA de fitonematoides permite
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a andlise simultanea de varios genes, cuja identificacdo é estavel, ja que ndo séo
influenciados pelo ambiente, pelo fenotipo ou fase do desenvolvimento do nematoide
(CORDEIRO et al., 2008).

As técnicas bioquimicas e moleculares utlizadas para estudos de
fitonematoides sdo: isoenzimaticas, sorologicas e moleculares. As moleculares sao
analise de sequéncias de genes de rDNA (DNA ribossomal), mtDNA (DNA
Mitocondrial), SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions), marcadores
moleculares RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA), RFLPs (Restriction
Fragment Length Polymorphisms), e ainda gPCR (Real-time PCR) satDNAs
(Satellite DNA) e microarranjo (BLOK; POWERS, 2009).

Outra técnica bastante segura, mas que ainda ndo se encontra em uso
rotineiro em laboratérios para diagnose de nematoides é o Cadigo de Barras do DNA
(DNA barcoding) proposto nos Estados Unidos, em 2003, para identificacdo de
organismos (POWERS, 2004). O principio dessa técnica é de que cada organismo
apresenta em seu genoma um pequeno trecho, especifico para a espécie, e que
nessa regido, geralmente do DNA mitocondrial (mtDNA) ou DNA ribossdmico
(DNAr), existiia uma variacdo suficiente para separar todas as espécies que
habitam o planeta atualmente, inclusive os fitonematoides (POWERS, 2004). Isso
facilita a discriminacdo e a descoberta de espécies de forma rapida e precisa,
utilizando regibes de genes curtos e padronizados. No entanto, as analises dos
caracteres morfoldégicos por meio de microscopia de luz, de varredura ou de
transmissao, ainda sdo 0s primeiros passos para o diagndstico de fitonematoides.

No filo Nematoda, a regido génica mais estudada estd no DNA ribossémico
(DNAr) (ROBERTS et al., 2016), pois a forma repetitiva da organizagcdo dos genes
na molécula faz desse tipo de DNA alvo adequado para amplificacdo do DNA por
meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), visando a identificagcdo de
espécies, além de apresentar dominios que evoluem em ritmos diferentes. Dessa
forma, torna-se possivel a analise da evolucéo, tanto intraespecifica, por meio das
regides mais variaveis (ITS1 e ITS2), como o estudo de taxons mais distantes, a
partir de observacdes dos segmentos mais conservados (18S, 5.8S, 28S) (Figura 4)
(ROBERTS et al., 2016).
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Figura 4. Representacdo esquematica da regido do DNA ribossdmico para o0s
eucariotos, evidenciando os trés genes ribossémicos, 18S, 5.8S, 28S, regides D2/D3

do gene 28S e as regides espacadoras ITS-1 e ITS-2.

ITs1 ITS 2
18S 5.85 28S

/N

Fonte: Lira, 2018.

A regido D2/D3 do gene 28S do DNAr tem sido amplamente utilizada para
inferir relacdes evolutivas e como marcadora de diagndstico para discriminacédo de
espécies de nematoides. A presenca de regides altamente conservadas e
segmentos variaveis faz do gene 28S uma regido apropriada para andlise de
relacbes entre espécies, porque sequéncias varidveis fornecem caracteres
filogeneticamente informativos, enquanto as estruturas conservadas facilitam a
identificagcdo de posigcbes homologas (GILLESPIE et al.,, 2004; BAE; ROBBINS;
SZALANSKI, 2010).

Nessa Ultima década, estudos de filogenia molecular com o género
Rotylenchulus, baseados na regido D2/D3 do gene 28S do DNAr, foram realizados
por diversos autores. Cantalapiedra-Navarrete et al. (2013) conseguiram distinguir
por meio da expansdo D2/D3 do gene 28S do DNAr uma nova espécie denominada
Rotylenchulus paravitis. Esse organismo deve ser considerado um exemplo de
especiacdo dentro do género. Esses autores ainda afirmam que a diversidade
desses nematoides ndo esta totalmente compreendida, necessitando de estudos
adicionais.

A partir das sequéncias do fragmento da regido D2/D3 da expansédo 28S do
DNAr, Van Den Berg et al. (2016) também descreveram uma nova espécie, isolada
do solo e raizes de cana-de-agucar, a qual foi denominada R. macrosomoides. Os
autores desenvolveram primers especificos com base nas sequéncias das regides
D2/D3 do gene 28S do DNAr, para diferenciar R. reniformis das demais espécies do
género; a técnica é simples, rapida e eficiente para o diagndéstico de espécies deste

género. Ao final, analisaram as relacdes filogenéticas entre a nova espécie e outras
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seis das 10 conhecidas no género: R. clavicaudatus, R. leptus, R. macrodoratus, R.
macrosoma, R. reniformise R. sacchari. O estudo revelou que R. reniformis e R.
macrosoma sao mais estreitamente relacionados, mas as relacdes entre as outras
espécies de Rotylenchulus permanecem néo resolvidas.

Adam et al. (2018) utilizaram a regido D2/D3 do gene 28S do DNAr para
estudos de diagndstico das espécies e relacdo filogenética de populacdes de R.
reniformis coletadas do Egito e outros paises; os isolados apresentaram uma
relacdo homogénea, embora ocorram frequentes variagcBes genéticas dentro da
espécie.

Estudos de diagndstico taxondmico para o0 género Rotylenchulus séao
fundamentados no uso de varios caracteres morfolégicos de fémeas vermiformes,
por apresentarem mais caracteristicas diagnosticas que os machos. Entre esses
caracteres estdo comprimento do estilete, tamanho e formato dos bulbos do estilete,
comprimento da cauda, da faringe e do corpo, distancia da regido cefélica a vulva,
expresso em porcentagem em relacdo ao comprimento do corpo (valor V),
comprimento e formato da cauda. Relacbes métricas corporais também séo
utilizadas para identificacéo: valor “a” = comprimento do corpo dividido pela maior
largura do corpo; “b” = comprimento do corpo dividido pelo comprimento do es6fago;
“c” = comprimento do corpo dividido pelo comprimento da cauda (Figura 5) (LOPES;
PIMENTEL; CARES, 2016).
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Figura 5. Caracteres morfométricos utilizados para a identificacdo de Rotylenchulus
spp.

Fonte: Lira, 2018.

Em 1968, Dasgupta et al. (1968) haviam sugerido a separacdo de espécies
do género com base na forma da regido labial e comprimento da porcéo hialina da
cauda, separando-os em cinco grupos. O grupo | é representado por espécies que
apresentam regido labial baixa, arredondada & hemisférica e h < 8 ym, nas quais se
enquadram R. anamictus, R. parvus e R. brevitubulus. No grupo Il, sdo incluidas as
espécies que tém a regido labial alta, conoide, sem anelagéo visivel e h < 13 um,
abrangendo R. leptus e R. sacchari. O grupo lll é representado apenas por R.
reniformis, que apresenta regido labial alta, conoide, arredondada com anéis e h <
13 um. No grupo IV, estdo as espécies que tém regido labial alta, conoide, com ou
sem anelacdo e h= 8 a 24 uym, entre elas: R. borealis, R. macrosoma e R.
clavicaudatus. O grupo V englobando apenas R. macrodoratus, caracterizada por

apresentar a regido labial alta e agudamente conoide com anelacdo e h < 13.
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Robinson et al. (1997) propuseram uma chave para identificacdo,
considerando apenas 0s seguintes caracteres: comprimento do estilete, presenca ou
auséncia de macho, valor V e formato da cauda. Em diversos estudos de
identificagdo taxdbnomica de R. reniformis foram utlizados a chave dicotémica
sugerida por Robinson et al. (1997) e afirmaram que esses caracteres s&o
suficientes para diagnose das espécies do género Rotylenchulus (Soares et al.,
2003, 2004)

2.4 IMPORTANCIA ECONOMICA DA CULTURA DO FEIJAO-CAUPI

O feijao-caupi é uma leguminosa de alto valor proteico e energético. Cultura
de grande importancia socioecon6mica, constitui um dos principais componentes da
dieta alimentar nas regides Norte e Nordeste do Brasil, além de gerar emprego e
renda (SILVA; ROCHA; MENEZES JUNIOR, 2016).

De acordo com dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations - FAOSTAT, 2018), o continente africano € responsavel pela maior
producdo mundial de feijao-caupi, correspondendo a 96 %. Os trés maiores paises
produtores séo: Nigéria (3.027.596 milhGes de toneladas), Niger (1.987.100 milhdo
de toneladas) e Burkina Faso (603.635 mil toneladas). O Brasil é o quarto maior
produtor, com producdo média anual de 558,3 mil toneladas em 1.027,1 mil hectares
(CONAB, 2018).

No Brasil, a producéo de feijdo caupi ocorre predominantemente nas Regides
Norte, Nordeste e Centro-Oeste, principalmente devido as condi¢cbes edafoclimaticas
favoraveis. Entre os estados, Mato Grosso por utilizar tecnologias mais adequadas,
apresenta a maior produ¢cdo, mesmo sem ocupar a maior area com o cultivo desse
feijao (SILVA; ROCHA; MENEZES JUNIOR, 2016). De acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento — CONAB (2018), o Distrito Federal, na safra de 2017/18
apresentou a maior produtividade em grédos, com 1.261 Kg/ha', enquanto a Paraiba,
a menor, com 234 Kg/ha?. Pernambuco apresenta-se como 7° estado com maior
producédo de feijao-caupi no pais, no entanto o indice de produtividade ainda é baixo,
devido ao baixo uso de tecnologia mais avancadas (SILVA; ROCHA; MENEZES
JUNIOR, 2016) e ao ataque por fitopatdgenos, entre esses, 0s nematoides, dos
quais o feijao-caupi € considerado bom hospedeiro de R. reniformis (INSERRA;
DUNN; VOVLAS, 1994; GARDIANO; KRZYZANOWSKI; SAAB, 2012).
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O feijdo-caupi também apresenta alto potencial para adubacéo verde, pois
contribui para fixagéo bioldgica do N2 por meio de simbiose com bactérias do género
Rhizobium/Bradyrhyzobium nas raizes. Além disso promove aumento da matéria
organica, proporcionando melhoria das propriedades quimicas, fisicas e biologicas
do solo, contribuindo para a recuperacao da fertilidade e protegendo contra a erosao
(RUMJANEK et al., 2005).

2.5 IMPORTANCIA ECONOMICA DA CULTURA DO COENTRO

O coentro (Coriandrum sativum L.) pertence a familia Apiaceae, e € originario
da Europa Mediterranea e Asia Ocidental. Essa hortalica, de grande valor e
importancia comercial, € utilizada em varias regides, principalmente no Norte e
Nordeste, sendo um dos condimentos mais apreciados na culinaria brasileira devido
ao intenso aroma (MELO et al., 2009).

Apesar de ndo ser o principal mercado consumidor, parte da producao de
sementes ocorre no Rio Grande do Sul; a producdo e o consumo in natura de 80 %
das folhas de coentro ocorrem em todos estados do Norte e Nordeste (JULIAO et
al., 2015), onde encontram-se condi¢des climéticas apropriadas para o cultivo. De
acordo com a Associacao Brasileira de Comércio e Sementes, em 2009, a producéo
de coentro no Brasil ocupou uma éarea de 36,6 mil hectares, enquanto a
comercializacdo de sementes ultrapassou 0os nove milhdes de reais e desde entéo a
sua producdo vem aumentando, devido a crescente demanda. No entanto, ha
escassez de dados estatisticos referentes a producdo e comercializacdo dessa
olericola no pais, e isso se deve ao fato do cultivo ainda ocorrer de forma manual e
em pequenas propriedades (REIS; LOPES, 2016).

Em Pernambuco, o coentro é cultivado principalmente por pequenos
produtores rurais. Entre as cultivares disponiveis para comercializacdo, Verdao é a
mais utilizada pelos agricultores por apresentar precocidade (30 a 40 dias),
excelente rusticidade e boa resisténcia as doencas de folhagens (HORTIVALE,
2018), garantindo rapido retorno do investimento, e tornando-se uma fonte
alternativa de renda. Porém, € muito suscetivel a fitonematoides, principalmente
Meloidogyne spp. e R. reniformis ocasionando o nanismo do coentro (HORTIVALE,
2018; MOURA et al., 1997).
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2.6 CONTROLE POPULACIONAL DE ROTYLENCHULUS SPP.

Diversos métodos de controle vém sendo utilizados contra 0os nematoides
fitopatogénicos, como controle quimico, rotacdo de culturas, uso de cultivares
resistentes, entre outros (FERRAZ et al., 2010). Para o controle quimico, utilizando-
se nematicidas sistémicos, sdo necessarios equipamentos motorizados de alto custo
e se recomenda, antes da aplicacdo, uma analise da relacdo custo-beneficio
(MOURA, 2010). Além disso, a aplicacdo dos nematicidas requer trabalhadores de
campo bem treinados, pois, por serem altamente toxicos, acarretam inimeros
problemas a saude, tanto dos aplicadores, quanto dos consumidores de alimentos,
além de fortes impactos ambientais. No solo, o0s nematicidas interferem
negativamente na microbiota, destruindo organismos benéficos (RITZINGER,;
FANCELLI, 2006).

A rotacdo de culturas também é recomendada para 0 manejo de
fitonematoides. E realizada utilizando-se plantas ndo hospedeiras, restringindo,
dessa forma, a multiplicacdo dos nematoides, e contribuindo para a reducédo
populacional. O cultivo de gramineas como sorgo, milheto e braquiaria, permite o
controle de R. reniformis em éareas infestadas (ASMUS, 2008a). Entretanto, esse
método muitas vezes é dificultado por fatores econémicos, devido a tendéncia a
monocultura, e pelo fato das plantas utilizadas na rotacdo ndo serem tao rentaveis
guanto a cultura principal, embora muitas possam ser usadas como adubo verde,
pois melhoram as caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do solo (FERRAZ;
SANTOS, 1995).

A resisténcia genética de plantas aos nematoides é outra pratica utilizada
para evitar perdas ocasionadas por esses patdgenos, por aliar eficiéncia, praticidade
e seguranca ambiental. Porém, para R. reniformis a maioria das cultivares existentes
nao apresenta resisténcia suficiente para o controle (ASMUS; LAMAS 2007).

O controle biolégico € um método alternativo, representa um dos principais
meios de combate as doencas e pragas da agricultura moderna que conta com
técnicas biotecnoldgicas e apresenta uma série de vantagens em relacdo ao
quimico, ndo causa desequilibrio ambiental, ndo deixa residuos téxicos em
alimentos e ndo favorece o surgimento de espécies resistentes (SOARES, 2006;
NUNES, 2008).
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Diversos organismos sao considerados inimigos naturais dos fitonematoides,
entre eles: virus, artropodes, acaros, tardigrados, bactérias e fungos (STIRLING,
1991). Apenas no solo, h& aproximadamente 200 inimigos naturais dos
fitonematoides (PIMENTEL et al., 2009), mas, nem todos podem ser utilizados para
0 biocontrole.

De acordo com Ferraz et al. (2010), para um micro-organismo ser
considerado bom biocontrolador, deve possuir varias caracteristicas como ndo ser
patogénico a plantas e animais em geral, entre eles, a espécie humana; ser eficiente
em reduzir a populacdo de nematoides, principalmente quando estiver em alta
densidade; conseguir sobreviver a condi¢cdes extremas do solo na auséncia do
hospedeiro; parasitar diversas espécies de nematoides; ser capaz de se dispersar
assim que aplicado no solo; permanecer infectivo apés longo tempo de
armazenamento; ser compativel com fertilizantes, defensivos agricolas, entre outras
praticas culturais. Embora seja dificil reunir todas essas caracteristicas em um
organismo, os fungos tém sido considerados os de maior potencial por
apresentarem maior quantidade de atributos (FERRAZ; SANTOS, 1995; CHEN;
DICKSON, 2004).

Resultados promissores (AL-HAZMI; TARIQJAVEED, 2016; SILVA et al.,
2017) mostram que os fungos atuam no biocontrole adotando diferentes estratégias
de acdo, o que permitiu a classificacdo em quatro categorias: fungos predadores,
endoparasitas, oportunistas (parasitos de ovos, de cistos e de fémeas sedentérias) e
produtores de metabdlitos toxicos (CHEN; DICKSON, 2004; FERRAZ et al., 2010).

Os fungos predadores capturam nematoides moveis no solo a partir da
formacao de estruturas de captura ou armadilhas especializadas formadas ao longo
do crescimento vegetativo das hifas. Essas armadilhas apresentam caracteristicas
singulares, conforme a espécie fungica, podendo ser em forma de anéis constritores
ou ndo constritores, nédulos e hifas adesivas (FERRAZ et al., 2010). Os fungos
endoparasitas possuem 0 maior niumero de espécies atacando nematoides e
normalmente tém mais especificidade que os predadores; ndo formam armadilhas,
porém usam conidios que emitem estruturas para infectar os nematoides; as hifas
consomem o conteudo do corpo dos nematoides e esporulam interna ou
externamente (JANSSON et al.,1997). Fungos oportunistas colonizam fémeas e
ovos de fitonematoides, principalmente Meloidogyne spp., Heterodera spp. e

Globodera spp. (FERRAZ et al., 2010). As hifas fungicas penetram a casca e se
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desenvolvem no interior do ovo do nematoide, colonizando o contetdo ou ainda o
embrido em desenvolvimento, destruindo-o (GIROTTO et al., 2008). Os metabdlitos
toxicos produzidos por fungos podem exercer efeito sobre a eclosédo, a mobilidade e
a capacidade de penetracdo dos nematoides no hospedeiro, ou ainda alterar a
fisiologia da planta, tornando-a menos atrativa aos nematoides (KHAN et al., 1984).

De acordo com as caracteristicas estruturais e propriedades quimicas, 0s
metabdlitos podem ser classificados em trés grandes grupos: terpenos, substancias
fendlicas e substancias nitrogenadas. Os terpenos representam o maior e mais
diverso grupo de metabdlitos, com mais de 35 mil substancias identificadas
(REZENDE et al., 2016); sdo basicamente estruturados em unidades de isoprenos,
constituidos pela unido de cinco atomos de carbono podendo ser produzidos por
plantas, fungos, bactérias e animais (DVORA; KOFFAS, 2013).

Os compostos fendlicos sdo uma classe de substancias quimicas formadas
pela substituicdo de um ou mais atomos de hidrogénio por um grupo hidroxila ligado
diretamente a um hidrocarboneto aromatico (REZENDE et al., 2016), entre os
principais fendlicos estdo as cumarinas, os flavonoides, os taninos, os acidos
fendlicos e as ligninas. Entre os diversos efeitos bioldgicos dessas substancias,
destacam-se: atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria e anti-tumoral,
0 que representa um campo promissor para a inddstria cosmética, alimenticia e
farmacéutica (CUNHA et al., 2016).

Os compostos nitrogenados sédo substancias que apresentam o heteroatomo
nitrogénio em sua constituicdo e entre as principais classes estédo os alcaloides, as
betalainas, os glicosideos cianogénicos e o0s glucosinolatos; esses compostos atuam
principalmente como sistema de defesa em plantas (REZENDE et al., 2016).

Nos ultimos anos tém sido intensificados estudos com o objetivo de identificar
compostos antagbnicos a fitonematoides obtidos a partir de filtrados de culturas
fungicas. Esses compostos, na grande maioria, apresentam alta producdo de
metabdlitos com propriedades nematicidas (LI; ZHANG, 2014). Li e Zhang (2014)
listaram mais de 200 compostos, extraidos de fungos, que apresentam atividades
toxicas aos nematoides.

O conhecimento de exsudatos com propriedades nematicidas para a espécie

R. renifomis é limitado (Tabela 3), necessitando de estudos mais atuais.



Tabela 2. Fungos produtores de metabdlitos toxicos a Rotylenchulus reniformis.
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Espécies

Referéncias

Alternaria tenuis
Aspergillus flavus

A. fumigatus

A. niger

A. ochraceus
Curvularia lunata
Fusarium solani
Helminthosporium sp.
Paecilomyces lilacinus
Penicillium isolandicum
Trichoderma koningii
T. hamatum

T. harzianum

Khan e Husain, 1989
Ali, 1990
Ali, 1990
Alcantara e Azevedo, 1980
Ali, 1990
Khan e Husain, 1989
Khan e Husain, 1989
Alcantara e Azevedo, 1980
Khan e Husain, 1989
Ali, 1990
Bokhari, 2009
Bokhari, 2009
Bokhari, 2009

Diante da importancia de compreender o mecanismo de acdo dos metabolitos

fungicos sobre o biocontrole dos fitonematoides, diversos pesquisadores realizaram
isolamento e identificagdo dessas moléculas. Degenkolb e Vilcinskas (2016 a,b)
reuniram 101 metabdlitos secundarios, sintetizados por basidiomicetos nematofagos
e por ascomicetos e basidiomicetos nao-nematéfagos, além de outros 83
metabolitos primarios e secundarios, produzidos por ascomicetos nematofagos;
Alguns desse metabdlitos ndo possuem atividades nematotdxica, mas apresentam
substancias quimioatrativas, por exemplo, blumenol A e Paganin A, isolados de
Arthrobotrys entomophaga. Liu e colaboradores (2017) isolaram e identificaram um
novo metabdlito indoloditerpeno denominado acetato de gymnoascole, produzido
pelo fungo Gymnoascus reessii. O composto foi testado em ovos e juvenis de

Meloidogyne incognita e mostrou-se eficiente como medida de controle.
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Resumo: O género Rotylenchulus apresenta onze espécies, das quais R.
reniformis € a mais importante economicamente. Trata-se de um fitonematoide,
conhecido popularmente por nematoide reniforme, de ampla distribuicdo
geografica, sendo encontrado em regides tropicais e subtropicais. Parasita mais de
300 espécies de plantas, cultivadas e ndo cultivadas. Do ponto de vista
fitopatologico, pode ocasionar expressiva reducdo da produtividade de diversas
culturas, muitas de alta importancia econémica, a exemplo da soja, do algodoeiro e
do meloeiro, além de diversas hortalicas. Essa diversidade parasitologica tem
motivado muitos pesquisadores a desenvolverem novas técnicas alternativas de
controle, de modo a minimizar o uso do método quimico. Entre as pesquisas mais

frequentes se encontram a rotacdo de culturas, o desenvolvimento de cultivares
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resistentes, e o controle biolégico. Para a maioria das situacdes de campo
envolvendo o nematoide reniforme, a identificacdo especifica da populacédo se faz
necesséria. A presente revisdo tematica tem por objetivo basico prover informacdes
sobre biologia, ciclo de vida, identificacdo morfolégica e molecular de R. reniformis.
Além disso visa orientar os novos fitonematologistas em seus primeiros passos no
estudo desse fitopatdégeno.

Termos para indexacéo: controle alternativo; morfometria; nematoide reniforme.

Rotylenchulus reniformis (NEMATODA: TYLENCHIDA): BIOLOGY,
IDENTIFICATION, PATHOGENICITY AND MANAGEMENT

Abstract: The genus Rotylenchulus presents 11 species and R. reniformis is the
most economically important. This genus has a large geographic distribution and
occurs in most tropical and subtropical regions of the world. This plant pathogen
species has more than 300 host plants and is worldwide recognized as important
yield losses reducer, affecting several cash crops commodities such as soybean,
cotton, melon and many vegetables. This host diversity has led researchers to seek
for new techniques as alternative to the chemical control. Among the main methods
used there are: crop rotation, resistant cultivars and biological control. For most field
situations, the specific identification of the nematode population is needed. This
review was aimed to provide information on biology, life cycle, and morphological
and molecular identification. It is spected that the presented information may help
young nematologists in their first steps to get acquainted with this important plant
pathogen.

Indexs terms: alternative control; morphometry; reniform nematode.

INTRODUCAO

O género Rotylenchulus Linford & Oliveira 1940 compreende 11 espécies
(VAN DEN BERG et al., 2016), algumas de ampla distribuicdo geografica. Trata-se
de um fitonematoide que possui extensa lista de plantas hospedeiras (ROBINSON
et al.,, 1997). Rotylenchulus reniforme Linford & Oliveira 1940 € a espécie mais

importante economicamente; quando comparado a outros fitonematoides, € o sétimo
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mais relevante, de acordo com levantamento feito por 225 nematologistas (JONES
et al., 2013). Rotylenchulus reniformis, também conhecido por nematoide reniforme,
€ uma espécie de habito semiendoparasitico, ou seja, no parasitismo, ndo penetra
totalmente o seu corpo na raiz, apenas a regiao anterior; mais ou menos um terco do
comprimento do corpo. Apds o inicio da alimentacdo, a regido que fica exposta
aumenta de volume e assume a forma de um rim, de onde advém a denominacéo
popular de nematoide reniforme. Essa espécie foi descrita pela primeira vez por
Linford e Oliveira, em 1940, parasitando plantas de feijoeiro- caupi, no Hawaii, EUA.

Durante 21 anos, R. reniformis permaneceu como espécie Unica do género.

CICLO DE VIDA

O ciclo de vida do nematoide reniforme tem inicio quando as fémeas adultas
maduras depositam, aproximadamente, 50 a 120 ovos, dentro de uma matriz
gelatinosa que envolve totalmente o corpo do nematoide em sua parte reniforme,
exposta no solo. Esses ovos possuem, individualmente, um juvenil do segundo
estadio, referido por J2. Em condi¢cdes favoraveis, os J2 eclodem no solo. Em
seguida se desenvolvem, processando-se duas ecdises, que levam aos estadios
seguintes J3 e J4, sem se alimentarem. Em condi¢cdes ambientais desfavoraveis,
assumem um tipo de vida latente, denominado criptobiose, sobrevivendo muito
tempo. Os machos nao fitoparasitas permanecem no solo, copulam e morrem. As
fémeas completam o seu desenvolvimento organico e funcional no solo e sao
denominadas fémeas adultas imaturas. Em condicdes ambientais favoraveis
ocorrem as copulas; portanto, R. reniformis se reproduz por anfimixia. Esta é a
forma infectante da espécie, ou seja, a que infecta a planta. Na presenca da raiz da
planta hospedeira, a fémea vermiforme penetra, conforme mencionado, apenas a
regido anterior do corpo no cortex radicular, estabelecendo um sitio de alimentacao
permanente, passando a ter comportamento sedentario. No local definitivo de
alimentacdo, formam-se células diferenciadas a frente da regido frontal da fémea,
das quais o nematoide retira os seus alimentos. Com a evolucdo do parasitismo
(interagdo planta-nematoide), a fémea aumenta seu volume corporal, passando a
forma reniforme (forma de rim) e, em seguida, expele pela vulva uma massa
gelatinosa que encobre toda a por¢cdao do corpo projetada para fora da raiz,
iniciando, logo em seguida, a postura dos ovos. Diante de mdltiplas infecgbes, surge
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elevado numero de necroses radiculares e diminuicdo ou desaparecimento de pelos
absorventes; esses sdo o0s sintomas primarios da doenca, que é conhecida
popularmente por rotilenculose. Como consequéncia, o sistema radicular se torna
ineficiente, dificultando a absor¢cdo e o transporte de &gua e nutrientes; na
sequéncia, surgem o0s sintomas secundarios, ou reflexos, caracterizados por
nanismo, clorose e amarelecimento foliar (ASMUS; ISHIMI, 2009). O ciclo de vida de
R. reniformis dura um periodo de duas e meia semanas, podendo se prolongar por
até mais de dois anos, dependendo da temperatura e da presenca de planta
hospedeira (ROBINSON et al., 1997).

Figura 1- Ciclo de vida de Rotylenchulus reniformis.
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IDENTIFICACAO DE Rotylenchulus spp

Para identificacdo de espécies do género Rotylenchulus séo utilizados,
principalmente, caracteres morfologicos de fémeas adultas imaturas, entre 0s quais:
presenca ou auséncia de machos na populacdo, regido labial, comprimento do
estilete e, também tamanho e forma dos nodulos do estilete. Distancia dos nédulos
do estilete a abertura da glandula dorsal (DGO). Comprimento do corpo, da cauda e
do esbdfago. Maior largura do corpo. Distancia da regido cefalica a vulva, expressa
em porcentagem do comprimento do corpo (valor V), formato da cauda e a presenca
de uma regido hialina na extremidade. Consideram-se, também, as seguintes
relacbes corporais: valor a = comprimento do corpo dividido pela maior largura do
corpo; b = comprimento do corpo dividido pelo comprimento do eséfago; c=
comprimento do corpo dividido pelo comprimento da cauda (Figura 2) (LOPES;
PIMENTEL; CARES, 2016).

20pm

Foto: V. L. Lira
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Figura 2- Microfotografia apresentando alguns caracteres morfolégicos usados na
identificacdo de espécies do género Rotylenchulus. A) setas: regido labial alta,
distancia dos nodulos do estilete a abertura da glandula dorsal (DGO), formato dos
nédulos do estilete e poro excretor; B) setas: reto (poro anal) e por¢éo hialina; C)
Visao geral do corpo de uma fémea adulta imatura de R. reniformis, vendo-se a

vulva, indicada pela seta.

De modo geral, os fitonematoides séo considerados organismos dificeis de
serem identificados, devido as similaridades morfoldgicas, tamanho diminuto e
pequena quantidade de caracteres morfoldégicos taxondmicos que podem ser
utilizados nos diagnésticos de espécies (OLIVEIRA, 2010).

Diversos pesquisadores propuseram chaves de identificacdo para o género
Rotylenchulus. Dasgupta, Raski e Sher (1968) sugeriram a separagéo das espécies
com base na forma da regido labial e comprimento da porcao hialina da cauda. No
entanto, Germani (1978) afirmou que os caracteres usados por esses autores sao
muito variaveis e nao permitem uma clara distin¢do dentro do género. Dessa forma,
Germani prop6s uma nova chave para separacao das espécies a partir de fémeas
adultas imaturas, considerando como principais caracteres diferenciadores o
comprimento do estilete, a posicdo da vulva, a forma da regido cefélica e a
presenca ou auséncia de machos na populacdo. Lehman e Inserra (1990), ao
estudarem variacdes morfométricas de populacdes de R. reniformis e R. parvus, de
varias regides geograficas dos Estados Unidos, observaram que essas duas
espécies podem ser separadas apenas pelo comprimento do corpo de fémeas
adultas imaturas, do comprimento do estilete e o da cauda. Robinson et al. (1997)
também propuseram uma chave dicotbmica para identificacdo de espécies do
género Rotylenchulus, considerando entre os principais caracteres suficientes para
diagnose, o comprimento do estilete e o valor V; desde entdo, esta & a chave de
classificagdo mais em uso.

A quantidade de pesquisadores que se dedicam a taxonomia dos
fitonematoides ainda € considerada reduzida. No entanto, novas tecnologias tém
sido desenvolvidas de modo a facilitar, uniformizar e dar mais seguranca aos
protocolos de diagndstico (LUCA et al., 2004). Nesse processo evolutivo-tecnolégico

de identificacdo de espécies, o diagnostico molecular, a partir da analise do DNA de
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fitonematoides, representou grande avanco potencial e trouxe facilidades na
identificacdo taxondmica rotineira, por ser rapido e preciso. Permite, por exemplo, a
andlise simultdnea de varios genes, cuja identificacdo é considerada estavel,
podendo ser realizado em qualquer fase do desenvolvimento do nematoide, além de
nao ser influenciado pelo ambiente (AL-BANNA et al.,, 2004; CORDEIRO et al.,
2008).

As técnicas moleculares mais utilizadas nos estudos de fitonematoides séo
as isoenziméticas, as sorolégicas, rDNA (DNA ribosomal), e as fundamentadas em
mtDNA (DNA mitochondrial), SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions),
RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA), qPCR (Real-time PCR) RFLPs
(Restriction Fragment Length Polymorphisms), satDNAs (Satellite DNA) e
microarranjo (BLOK; POWERS, 2009). A técnica do Cddigo de Barras do DNA
(DNA barcoding) também vem se tornando rotineira e o seu principio se
fundamenta no fato de que, cada organismo, independentemente do filo, apresenta
no genoma um pequeno trecho, especifico, suficiente para separar todos os
organismos que habitam o planeta (POWERS, 2004). A regido D2/D3 do gene 28S
do DNA ribossémico (DNAr) é a mais utilizada para se inferir relacfes evolutivas
entre espécies de fitonematoides e de taxons mais distantes, por ser um dos
segmentos mais conservados (ROBERTS et al., 2016).

Nos ultimos anos, diversos estudos de identificacdo e diversidade de
espécies de Rotylenchulus foram realizados, utilizando-se as regides D2/D3 do
DNAr. Dentre esses, os de Zhang et al. (2011) utilizaram as sequéncias da regiao
D2/D3 do gene 28S do DNAr para identificacdo de populagbes de R. reniformis
parasitando frutiferas e hortalicas na China. Também foi a partir das sequéncias do
fragmento da regido D2/D3 da expansdo 28S do DNAr que Van Den Berg et al.
(2016) descreveram uma nova espécie, isolada do solo e raizes de cana-de-agucar
na Africa do Sul, a qual foi denominada R. macrosomoides. O estudo também
mostrou que R. reniformis apresenta uma relagcéo irma com R. macrossoma, porém
a relacdo entre as outras espécies de Rotylenchulus permanece ndo determinada.
Palomares- Rius et al. (2017) utilizaram as sequéncias da regido D2/D3 do gene
28S do DNAr para identificacdo e primeiro assinalamento de R. macrossoma na
Grécia e o primeiro registro de R. macrossoma parasitando avela no Norte da

Espanha.
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IMPORTANCIA ECONOMICA DE Rotylenchulus reniformis

Conforme mencionado, R. reniformis parasita mais de 300 espécies de
plantas de 77 familias (ROBINSON et al., 1997). Nos Estados Unidos, esse
nematoide foi considerado o mais importante problema fitossanitario da cultura do
algodao, com capacidade de diminuir a producédo em até 60% (KOENNING et al.,
2004). Essas
perdas podem resultar em prejuizos econémicos que podem exceder a ordem de
milhdes de dodlares (LAWRENCE et al.,, 2007). No Brasil, entre as culturas mais
afetadas por esse nematoide estéo: o algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) (ASMUS;
ISEMBERG, 2003), a soja (Glycine max L.) (DIAS et al., 2010), o feijoeiro-caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) (GARDIANO; KRZYZANOWSKI; SAAB, 2012), o
meloeiro (Cucumis melo L.) (MOURA; PEDROSA; GUIMARAES, 2002) e o coentro
(Coriandrum sativum) (MOURA et al.,, 1997) o que ocasiona altas perdas
econdbmicas de campo. Contudo, o nimero de espécies de vegetais parasitadas tem
aumentado, como mostram novos assinalamentos realizados apés a publicacdo da
dltima revisdo bibliografica sobre o nematoide reniforme (MOURA et al., 1997;
2005).

De acordo com a literatura, algumas plantas permanecem com o0 status
indefinido em relacdo a hospedabilidade a R. reniformis, caso da cana-de-acucar,
cebola, espinafre, arroz, inhame entre outras (ROBINSON et al, 1997). Alguns
trabalhos tém relatado a presenca de R. reniformis em areas de cana-de-agucar; no
entanto, pesquisas subsequentes mostraram que a ocorréncia do nematoide era
devido a presenca de plantas invasoras hospedeiras associadas a cultura comercial
(BRATHWAITE, 1976; MOURA; SILVA; LIRA, 2016/2017). Diversas plantas
invasoras ja foram referidas como boas hospedeiras de R. reniformis, contribuindo
para a disseminagéo e sobrevivéncia deste nematoide, principalmente nos periodos
das entressafras (INSERRA et al., 1989).

Estudos outros mostram que a reproducdo e a patogenicidade de R.
reniformis podem variar de acordo com a cultura (MCGAWLEY; PONTIF;
OVERSTREET, 2010), o que tem levado a conclusdo de que o nematoide
reniforme possui racas parasitarias (VADHERA; SHUKLA, 1999; RAO; GANGULY,
1996; SINGH; AZAM, 2012). Dasgupta e Seshadri (1971a) foram os primeiros a
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designar raca A e B para R. reniformis ao avaliar o nivel de reproducdo desse
nematoide em plantas de feijao-caupi, algoddo e mamona. Foram classificados na
raca A populagdes que se reproduziam nos trés hospedeiros e raga na B apenas as
populacbes que se multiplicaram no feijdo-caupi. Esta classificagdo ainda é a mais
utilizada. E importante a identificacdo das espécies em nivel de raca,
principalmente em estudos de melhoramento genético visando a obtencdo de

cultivares resistentes.

MEDIDAS DE CONTROLE DE Rotylenchulus reniformis

Diversos métodos de controle tém sido utilizados contra os nematoides
fitopatogénicos, entre os quais: controle quimico, rotacdo de culturas, uso de
cultivares resistentes, controle biolégico e algumas praticas culturais (FERRAZ et
al., 2010). Para o controle quimico, séo utilizados nematicidas sistémicos, mas para
aplicacdo sd@o necessarios equipamentos motorizados de alto custo e trabalhadores
de campo bem treinados. Por serem altamente toxicos esses nematicidas acarretam
inimeros problemas a saude publica, além de fortes impactos ambientais. Por
serem aplicados no solo, os nematicidas interferem negativamente na microbiota,
destruindo organismos benéficos, podendo, também, contaminar &guas
subterraneas (lencois freaticos e aquiferos) (RITZINGER; FANCELLI, 2006) e por
requerer mais de 90 dias de periodo de caréncia, sdo impedidos de serem aplicados
em certas culturas de ciclo curto, tal como o coentro (30 dias no campo) e o
meloeiro (60 dias).

A rotacdo de culturas € uma técnica de controle muito recomendada para o
manejo de fitonematoides. E executada utilizando plantas ndo hospedeiras, o que
restringe a multiplicacdo dos nematoides, e contribui para a reducao populacional. O
cultivo de gramineas a exemplo do sorgo, do milheto e da braquiaria, permite o
controle de R. reniformis em areas infestadas com eficiéncia e lucratividade
(ASMUS, 2008). Entretanto, alguns fatores dificultam o sucesso do sistema de
rotagc&o, entre os quais, o tempo de sobrevivéncia do nematoide no solo, mesmo na
auséncia de planta hospedeira. E o caso de R. reniformis que pode sobreviver por
até dois anos, devido ao mecanismo da anidrobiose (ASMUS et al., 2015). Dessa

forma, para obtencdo de resultados satisfatorios, é necessario um periodo maior de
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rotacdo (LIRA; MOURA, 2013). De um modo geral, as plantas utilizadas na rotacéo
nao sao tao rentaveis quanto a cultura principal, ndo permitindo renda financeira ao
agricultor durante a rotacdo (FERRAZ; SANTOS, 1995).

A resisténcia genética de plantas € outra pratica utilizada para controle de
fitonematoides. As cultivares resistentes sdo desenvolvidas por meio do
melhoramento genético, geralmente dispendioso economicamente, e desenvolvido
através de longos anos. Quando disponiveis, alinham eficiéncia de controle,
praticidade e seguranca ambiental. Porém, a maioria das cultivares existentes nas
diferentes culturas suscetiveis ndo apresenta resisténcia suficiente para o controle
de R. reniformis (ASMUS; LAMAS 2007). No entanto, estudos sobre a resisténcia
de genotipos de soja ao nematoide reniforme tém mostrado resultados promissores
e que futuramente poderéo ser utilizados em programas de melhoramento (MELO;
SANTOS; ASMUS, 2013).

Finalmente, tem-se o controle biolégico; é um método alternativo, de grande
potencial préatico, econdmico e de seguranca ambiental. Além de apresentar uma
série de vantagens em relacdo ao método quimico, ndo deixa residuos toxicos em
alimentos, é de facil aplicacdo, favorece a conservacao do ambiente e ndo induz o
surgimento de espécies resistentes (SOARES, 2006; NUNES, 2008). Diversos
organismos sao considerados antagdnicos a fitonematoides e no solo, ha,
aproximadamente, 200 inimigos naturais (PIMENTEL et al., 2009). Entretanto, nem
todos podem ser utilizados para biocontrole de fitonematoides, pois, para ser
considerado bom biocontrolador, o micro-organismo ndo deve ser patogénico as
plantas nem a animais em geral. Deve ser eficiente em reduzir a populacdo do
fitonematoide, principalmente quando em alta densidade. O biocontrolador deve:
conseguir sobreviver a condi¢cdes adversas do solo na auséncia do hospedeiro;
parasitar diversas espécies de nematoides; ser capaz de se dispersar rapidamente
quando aplicado no solo; permanecer infectivo apos longo tempo de
armazenamento e ser compativel com fertilizantes, defensivos agricolas, entre
outras praticas culturais (FERRAZ et al., 2010). Embora seja dificil reunir todas
essas caracteristicas em um Unico organismo, os fungos tém sido considerados 0s
de maior potencial, por apresentarem maior quantidade desses atributos (FERRAZ;
SANTOS, 1995; CHEN; DICKSON, 2004).

O controle biolégico se apresenta como excelente alternativa de controle

principalmente para as culturas de ciclo curto, caso do coentro, altamente suscetivel
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a doenga “nanismo”, causada por R. reniformis. Nesse caso especifico, ndo ha
variedades resistentes e o curto ciclo da planta no campo, que € de 90 dias,
inviabiliza o uso de nematicidas, pois o periodo residual desses agrotéxicos € de 90
dias. Essa impossibilidade de utilizacdo se justifica também por questdes ecoldgicas
locais, devido a alta probabilidade de contaminacdo de mananciais hidricos, sempre
préximos aos plantios de coentro. O conhecimento sobre fungos nematofagos ainda
é limitado e informagbBes bésicas sdo essenciais para o desenvolvimento de
estratégias efetivas de controle, entre elas, a ecologia microbiana do solo,
capacidade saprofitica de biocontroladores, competitividade biotica, producéo
massal de micro-organismos para aplicagdo no campo, identificacdo correta dos
fitonematoides, sua distribuicdo e sobrevivéncia no solo, e a biologia da interacao
fungo-nematoide-planta. Alguns bionematicidas j& foram formulados a partir de
alguns desses fungos, entre os quais: Paecilomyces lilacinus, Trichoderma

harzianum e Pochonia chlamydosporia (ASKARY, 2015).
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4 ARTIGO Il - artigo submetido a revista Nematology

Identificacéo especifica, caracterizacdo e raca predominante do nematoide

reniforme em coentro no Estado de Pernambuco, Brasil

Resumo

Este estudo teve como principais objetivos identificar, a nivel de espécie e raca
fisiologica, 11 populacdes de campo do nematoide reniforme, encontrado associado
a plantas de coentro afetadas pela doenca nanismo do coentro, em diferentes
regibes produtoras do Estado de Pernambuco, Brasil. Foram utilizadas técnicas
morfométricas e moleculares pela amplificacdo e sequenciamento da expanséo
D2/D3 do gene 28S rDNA. Para o estudo de racas, foi utilizado o grupo padréo de
plantas formado pelo algodoeiro, feijdo-caupi e mamona. Todas as populacbes
foram identificadas como R. reniformis, com ampla diversidade morfolégica. As
sequéncias das 11 populagbes de R. reniformis apresentaram 99 % de homologia
guando comparadas com outras sequéncias depositadas no GenBank. A andlise
filogenética mostrou que R. reniformis, R. macrossoma e R. borealis tém uma
relacdo de parentesco muito proxima. No teste de racas, todas as populacdes foram
caracterizadas como raca A; o menor indice de reproducdo de R. reniformis ocorreu
em plantas de algoddo. De acordo com a literatura, as variacbes morfoldgicas e
reprodutivas da espécie sdo consequéncias do efeito da temperatura, do estresse

ambiental, da influéncia geogréafica ou mesmo do genotipo da planta hospedeira.

Palavras-chave: algoddo, coédigo de barras, feijdo-caupi, identificagcdo, mamona,
regidao D2/D3.

1. Introducéo
O género Rotylenchulus Linford & Oliveira (Tylenchina:Hoplolaimidae),
conhecido popularmente por nematoide reniforme, compreende 11 espécies
amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais (Van Den Berg et al.,
2016). Entre essas especies, Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira € a mais

relevante, ndo apenas por ser um dos principais problemas fitossanitarios de
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diversas culturas de importancia econémica, mas também pela elevada capacidade
de sobrevivéncia no solo na auséncia de planta hospedeira (Asmus et al., 2015).

O controle de fitonematoides € bastante complexo devido a alta capacidade
reprodutiva desses organismos, eficientes mecanismos de sobrevivéncia em
condicbes ambientais adversas, ampla gama de hospedeiras, além da existéncia de
racas parasitarias dentro da espécie, como é o caso de R. reniformis, cujo potencial
reprodutivo e viruléncia podem variar de acordo com a cultura (McGawley et al.,
2010). Dasgupta & Seshadri (1971a) foram os primeiros a determinar raca A e B
para R. reniformis de acordo com a capacidade de reproducdo em planta de feijao-
caupi (Vigna unguiculata L.), mamona (Ricinus communis L.) e algod&o (Gossypium
hirsutum L.). Embora outros estudos apontem a existéncia de outras racas (Vadhera
& Shukla, 1999; Rao & Ganguly, 1996; Singh & Azam, 2012), esta classificacédo
ainda é a mais utilizada. E importante ressaltar que a identificacdo correta das
espécies e racas associadas a problemas fitossanitarios € fator primordial para o
manejo adequado e efetivo, principalmente em estudos de melhoramento genético
visando a obtencéo de cultivares resistentes a esses fitopatdgenos.

Os fitonematoides sdo considerados organismos dificeis de serem
identificados, devido ao pequeno tamanho, similaridade interespecifica e nimero
limitado de caracteristicas taxonémicas para o diagnostico da espécie (Oliveira,
2010). No entanto, técnicas baseadas no uso de DNA representam grande potencial
e tém a finalidade de facilitar a discriminacdo e descoberta de espécies de forma
rapida e precisa (Oliveira et al., 2011), além de poderem ser realizadas por
profissionais ndo especializados na taxonomia morfolégica. Para os fitonematoides,
a regido D2/D3 do gene 28S do DNAr tem sido amplamente utilizada como
marcadora de diagndstico para identificacdo de espécies e para inferir relacdes
evolutivas entre elas, por ser um dos segmentos genéticos mais conservados
(Roberts et al., 2016). Contudo, a identificacdo morfologica ainda é a base para a
taxonomia e classificacdo dos nematoides.

Nesta ultima década, estudos de filogenia molecular com o género
Rotylenchulus, baseados na regido D2/D3 do gene 28S do DNAr, foram realizados
por diversos autores. A partir das sequéncias dessa regido, Palomares-Rius et al.
(2017) realizaram o primeiro registro de R. macrossoma Dasgupta, Raski & Sher
na Grécia e o primeiro assinalamento de R. macrossoma parasitando avela

(Corylus avellana L.) no Norte da Espanha. Adam et al. (2018) utilizaram o
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sequenciamento da expansao D2/D3 do gene 28S do DNAr 28S do DNAr para
estudos de diagnostico das espécies e para inferir relacdes evolutivas de
populac6es de R. reniformis coletadas no Egito com as de outros paises, com 0s
isolados apresentando uma relacdo homogénea, mas frequentes variacoes
genéticas ocorrem dentro da espécie. Embora o género Rotylenchulus apresente
11 espécies descritas, no Brasil apenas R. reniformis foi relatada (Lopes et al.,
2016) sendo assinalada pela primeira vez em coentro, por Moura et al. (1997).
Porém na ocasido o diagnéstico foi realizado considerando-se apenas 0s aspectos
micrométricos e morfolégicos, sendo importante a complementacéo dos dados com
estudos moleculares.

Considerando a existéncia de racas, a variedade morfométrica dentro da
espécie e a necessidade de ampliar os estudos sobre R. reniformis, o objetivo deste
estudo foi caracterizar por técnicas morfologicas, moleculares e testes de
parasitismo, sob condi¢cdes de casa de vegetacado, 11 populacdes de Rotylenchulus
sp., isolados de plantas de coentro (Coriandrum sativum L.), em municipios do
Estado de Pernambuco, Brasil.

2. Material e métodos

2.1 Obtencéao de isolados de Rotylenchulus sp.

Onze amostras de solo e raizes de coentro da variedade Verdado, portadoras
de sintomas da doenca nanismo do coentro, foram coletadas para obtencédo das
populacdes do nematoide renifome. Os locais de coleta foram os municipios de
Arcoverde (uma amostra), Cha-Grande (duas amostras), Gléria do Goita (uma
amostra), Passira (trés amostras) e Vitoria de Santo Antdo (quatro amostras), todos
no estado de Pernambuco, Brasil. As amostras foram coletadas em pontos
aleatérios em propriedades particulares, individualmente acondicionadas em sacos
plasticos, com etiqueta de identificacdo. Para obtencdo de populacdes puras, uma
Gnica massa de ovos foi extraida de cada populacdo, utilizando-se solugdo de
hipoclorito de soédio a 0,5 % conforme metodologia de Hussey & Baker (1973) e
inoculada em plantas de coentro variedade Verdao, as quais foram cultivadas em
vasos com capacidade de 1kg de solo/areia (2:1) esterilizados em autoclave. Apds
as inoculacdes, as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo do Instituto

Agronémico de Pernambuco — IPA, Recife, Pernambuco, Brasil.
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2.2 ldentificacdo morfologica

Foram analisados 20 espécimes por amostra de solo/drea. Fémeas jovens
foram utilizadas na preparacdo de laminas temporarias para fotomicrografias e
mensuracdes em um sistema de aquisicdo de imagens digitais constituido por uma
camera digital LEICA, modelo ICC50 HD, montada em microscopio LEICA, modelo
DM 500, e acoplada a um microcomputador utilizando o programa LAS EZ (Leica
Aplication Suite). Para identificacdo da espécie, foi utilizada a chave de identificacao
de Dasgupta et al. (1968). As variaveis morfoldgicas analisadas foram: comprimento
do corpo, maior largura do corpo, comprimento do estilete, distancia entre a abertura
da glandula dorsal esofagiana e a base dos nédulos basais do estilete (DGO)
comprimento do esbéfago, comprimento da cauda, comprimento da porc¢éo hialina da
cauda (h) e as seguintes relacdes corporais: valor “a” (comprimento do corpo
dividido pela maior largura), “b” (comprimento do corpo dividido pelo comprimento do
es6fago), “c” (comprimento do corpo dividido pelo comprimento da cauda), e “V%”
(distancia da regido cefélica a vulva, expressa em porcentagem do comprimento do
corpo). A amplitude, a média e o desvio-padrdo foram determinados para cada

populacao estudada.

2.3 ldentificagcdo molecular

Para a identificacdo molecular da espécie foi utilizado o sequenciamento da
expansdo D2/D3 da regido 28 S do DNA ribossémico (DNAr), seguindo o método da
Proteinase-K (HLB: Holterman Lysis Buffer) (Holterman et al.,, 2006). O DNA
gendmico foi extraido de um uUnico espécime de cada populacdo de Rotylenchulus
spp. Cada nematoide foi seccionado ao meio com auxilio de uma agulha em uma
gota de 25 pL HLB (proteinase K 800 ug/mL, B-mercaptoetanol 1 % (v/v), NaCl 0,2M
e Tris HCI 0,2M pH 8) + 25 pyL agua Mili-Q e transferidos para microtubos e
incubados em termociclador a 65° C por 2 horas e a 99° C por 5 min. Apos a
extracdo do DNA as amostras foram mantidas a -20°C (Consoli et al., 2012).

Para as reagdes de PCR foi utilizado o kit Go Tag® Hot Start Green Master
Mix, fabricante Promega Corporation — S&o Paulo/ SP. As reacfes foram realizadas
em um volume final de 25 pL utilizando 12,5 pL do Go Tag®, 1,5 uL do primer D2
(5- ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3'), 1,5 yL do primer D3 (5-
TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’), 3 uL de DNA gendmico e 6,5 pyL de agua Mili-Q.
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As condicbes de amplificacdo utilizadas para a expansdo D2 / D3 encontram-se em
Tanha Maafi et al. (2003). Os produtos da amplificacdo foram corados com 0,5ug/mL
de GelGreen™ e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1 % em tampéo 1X
TAE (Sambrook et al., 1989) e posteriormente visualizado em um transiluminador de
luz UV e fotografado. Os produtos de PCR foram purificados por digestdo enzimatica
usando o kit lllustra™ ExoPro Star™ 1-Step (GE Healthcare Life Sciences) de
acordo com o protocolo do fabricante e encaminhados para a Plataforma
Tecnolbgica de Genbmica e Expressao Génica do Centro de Biociéncias (CB) da

UFPE para sequenciamento.

2.4 Alinhamento das sequéncias e andlise filogenética

Os eletroferogramas foram editados utilizando Sequencher 4.7 (Gene Codes,
Ann Arbor, Michigan). As sequéncias obtidas foram comparadas as sequéncias de
outras espécies de nematoides depositadas no GenBank, usando o Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias de
Rotylenchulus spp. foram alinhadas utilizando o software ClustalX v.2 (Larkin et al.,
2007).

O Software Topali 2.5 (Milne et al., 2004) foi utilizado em busca do melhor
modelo de substituicdo de nucleotideos, assim o modelo utilizado foi HKY+G. As
relacdes filogenéticas foram analisadas por inferéncia Bayesiana (1.000.000 de
geracoOes) utilizando o MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) e analisadas
com Software Topali 2.5. As espécies Hoplolaimus seinhorsti e Rotylenchus vitis
foram inseridas como outgroup. As arvores resultantes foram visualizadas e editadas
no software FigTree 1.4.3 (Rambaut, 2016).

2.5 Reproducéo de R. reniformis em algodao, mamona e feijdo-caupi

Onze populacg@es puras de R. reniformis, devidamente identificadas a nivel de
espéecie, oriundas de plantas de coentro e mantidas em casa de vegetacdo foram
utilizadas para deteccao de racas segundo a classificacdo de Dasgupta & Seshadri
(1971). Amostras de solo de cada vaso com os isolados foram coletadas e
nematoides extraidos segundo a técnica de Jenkins (1964); as raizes foram
processadas pelo método do liquidificador e centrifuga (Coolen & D’Herde, 1972).
Os nematoides de cada populacédo, contido nas suspensdes, foram contados com

auxilio de caixas de acrilico transparentes e microscopio de luz.



57

Para os testes de suscetibilidade foram utilizadas plantas de feijdo-caupi
cultivar BR-IPA 206, mamona cultivar BRS Energia e algodao cultivar BRS Aroeira,
as quais foram cultivadas em sacos plasticos com 1kg de capacidade contendo solo
esterilizado, utilizando-se apenas uma planta por recipiente. Duas semanas apés a
germinacao as plantas foram inoculas proximo a raiz com suspensao contendo 1000
espécimes/ovos de R. reniformis. Para cada tratamento, foram utilizadas quatro
repeticdes, em delineamento inteiramente casualizado. Apos 60 dias da inoculagéo,
as plantas foram cuidadosamente removidas do substrato e os solos e raizes
processados para contagem dos nematoides e determinacdo do fator de reproducéo
(FR=Populacéo final/Populacéo inicial). Os resultados foram transformados para
J(x+1) e submetidos & analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de

Tukey a 5 % de significancia.

3. Resultados

3.1 Identificacado e caracterizacao das populagdes de Rotylenchulus spp.

3.1.1 Analise morfométrica

ApOs a analise das 11 populacdes de Rotylenchulus spp. oriundas das
rizosferas de coentro, todas foram identificadas como R. reniformis. Os nematoides
apresentavam regido labial alta e conoide; os ndOdulos do estilete eram
arredondados, o bulbo mediano oval com valvula proeminente e a DGO (distancia
entre a abertura da glandula dorsal esofagiana e a base do estilete) foi
aproximadamente o comprimento do estilete (Figura 1 B). As glandulas esofagianas
apresentavam sobreposicao lateral e principalmente ventral ao intestino, ovarios
didélficos (dois ovarios) anfidélficos (ovarios opostos, um de cada lado da vulva) e
vulva néo saliente (Figura 1 A), cauda afilada com terminal arredondado e presenca

de porcéo hialina (Figura 1 C).
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Figura 1. Rotylenchulus reniformis: A) Caracteres morfologicos usados para a
identificacdo taxdénomica; B) Regido labial, nddulos do estilete arredondados e
valvula do bulbo mediano proeminente (setas); C) Cauda afilada com término

arredondado e a presenca de porcéao hialina (seta);

Os dados relativos as mensuracfes das 11 variaveis taxonémicas sao
apresentados na Tabela 1. Considerando todas as 11 populacdes, a amplitude do
comprimento do corpo foi de 310,0 a 540,0 ym. A maior largura do corpo
apresentou amplitude de 15,0 a 30,0 ym. O valor minimo e maximo para o
comprimento do estilete foi de 15,0 e 25,0 ym, respectivamente. Quanto ao DGO,
verificou-se variacdo entre 10,0 a 17,5 ym. Para o es6fago, a amplitude ficou entre
100,0 a 150,0 ym. O comprimento da cauda variou entre 10,0 e 30,0 um. A
amplitude para o valor “h” foi de 5,0 a 12,5 ym. Os valores referentes as relagdes
corporais foram: “a” 12,0 a 27,5 ym; “b™ 2,5 a 4,4 ym; “c”: 13,0 a 38,0 ym e “V”:
62,1 a 83,7 um.

3.1.2 Analise molecular das populagdes de Rotylenchulus spp.

A partir da amplificagdo da regido D2/D3 do gene 28S DNAr, foram obtidas 11
sequéncias de R. reniformis, as quais foram depositadas no GenBank com cddigos
de acesso de numeros MN860056 a MN860066. Todas as sequéncias obtidas das
populacdes de R. reniformis apresentaram 99% de similaridade com o gene 28S
DNAr de outros acessos desta espécie depositados no GenBank. A partir do
alinhamento das sequencias da regido D2/D3 foi apresentada a relacao filogética de
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R. reniformis por analise Bayesiana (Fig. 2). No total, foram incluidas 30 sequéncias
(incluindo Rotylenchus vitis e Hoplolaimus seinhorsti como grupos externos) da
regido D2/D3 do gene 28S DNAr, sendo observado que todas populagdes do
nematoide reniforme provenientes do coentro se agruparam no mesmo clado de
outras sequéncias da mesma espécie. A analise filogenética também mostrou que
R. reniformis, R. macrossoma e R. borealis ttm uma relacdo de parentesco muito

proxima.

3.2 Testes de reproducao

Os dados apresentados na figura 3 mostram que as 11 populacdes de R.
reniformis se reproduziram em plantas de feijdo-caupi, mamona e algodao, o que
caracteriza todas as populacbes estudadas como raca A. No entanto, as
populacdes de ARC, CG2, GG, VSA3, VSA4, PS1 e PS3 apresentaram menor taxa
de reproducdo em plantas de algoddo, com abundante presenca de machos, quando
comparadas as registradas em feijoeiro caupi e mamona. Nas populacées VSAL e
VS2, o feijdo-caupi foi a melhor hospedeira em relacdo as outras culturas, resultando
em melhores indices de reproducdo no solo, na raiz, e consequentemente no fator
de reproducédo. Para as populacdes CG1 e PS2 ndo houve diferenca significativa na

reproducao entre as plantas de feijao-caupi, algoddo e mamona.
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Figura 2. Relacao filogenética de populacdo de Rotylenchulus reniformis oriunda de
cultivo de coentro no Estado de Pernambuco, Brasil. Arvore filogenética por anélise
Bayesiana gerada a partir do conjunto de dados da regidao D2/D3 do gene 28S DNAr
com o modelo HKY+G.
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Tabela 1. Medidas em um e variaveis derivadas de fémeas de populacdes de Rotylenchulus reniformis coletadas de solos com plantio de coentro
(Coriandrum sativum), em Municipios do estado de Pernambuco. Estatistica incluindo média (n=20), desvio padrdo e amplitude. Medidas em um.

Populagdes  Comprimento  Maior largura Comprimento DGO Comprimento  Comprimento hw ax bY c? VoK
R. reniformis do corpo do corpo do estilete do esdfago da cauda

AR 384,3,0£29,5 20,5+2,2 19,0£1,8 12,716 119,0+6,4 25,6+2,2 9,3£2,1 18,8+1,4 3,240,2 15,0£1,4 69,3+2,3
340,0-460,0 20,0-30,0 17,5-22,5 10,0-15,0 110,0-130,0 20,0-30,0 7,5-12,5 15,3-21,5 2,8-35 13,0-184 64,2-73,5

CG1 377,5+16,1 20,2+1,1 19,311 14,515 125,7+6,7 19,8+5,8 8,6+1,9 18,6+0,9 3,0£0,1 21,0£7,4 73,6%£7,1
340,0-400,0 20,0-25,0 17,5-20,0 12,5-17,5 120,0-140,0 10,0-25,0 7,5-12,5 16,0-20,0 2,6-32 14,4-38,0 62,1-83,7

CG2 399,7+18,3 20,5+2,2 19,1412 15,7+2,0 113,549,8 24,6+1,6 10,2+1,8 19,6+1,5 3,0£0,2 16,315 71,5+24
350,0-430,0 20,0-30,0 17,5-20,0 12,5-17,5 120,0-150,0 22,5-27,5 7,5-12,5 14,3-21,5 2,5-3,56 14,0-21,5 64,2-75,0

GG 380,0+19,7 20,7£2,4 18,5%1,2 14,5+1,7 126,5+7,4 24,6+0,9 7,6+0,9 18,5%£2,0 3,0+0,2 15,4+0,9 72,9+2,3
350,0-420,0 20,0-25,0 17,5-20,0 12,5-17,5 110,0-140,0 22,5-25,0 5,0-10,0 12,0-21,0 2,6-35 14,0-16,8 67,5-75,6

VSAl 395,7+34,3 21,0£3,0 19,3+£1,6 14,614 124,5+8,2 23,5+2,2 7,6x£1,5 19,1+2,4 3,1+0,3 16,9+£1,6 72,8+2,3
340,0-470,0 20,0-30,0 15,0-22,5 12,5-17,5 120,0-140,0 17,5-25,0 5,0-10,0 12,6-23,5 2,6-36 13,6-20,0 68,2-78,3

VSA2 367,5+27,8 19,2+1,8 18,7+£1,5 14,1+1 .4 122,5+£11,6 24,6+0,9 8,2+1,1 19,1+2,8 3,0+0,2 14,9+0,9 72,6+2,2
310,0-420,0 15,0-20,0 17,5-22,5 12,5-17,5 100,0-140,0 22,5-25,0 7,5-10,0 15,5-26,6 2,5-3,5 13,6-16,8 69,2-78,3

VSA3 420,1+26,3 22,5+4,4 21,8+1,6 14,7+1.,8 131,7£12,2 22,5+2,2 9,3%2,5 19,1+2,4 3,2+0,3 18,711 71,6+1,9
390,0-460,0 20,0-30,0 20,0-25,0 12,0-17,0 110,0-150,0 20,-25,0 5,0-10,0 15,0-22,5 2,6-4,1 16,0-21,0 68,2-74,4

VSA4 361,0+25,3 19,2+1,8 18,7+£1,5 13,8+1,2 125,0£13,1 23,5+1,8 7,6£1,5 18,9+2,5 2,940,2 15,4+1,4 72,5%£2,4
310,0-390,0 15,0-20,0 17,5-22,5 12,5-15,0 110,0-150,0 20,0-25,0 5,0-10,0 16,0-26,0 2,5-35 13,7-19,5 66,7-75,6

PS1 410,5+39,7,0 20,5+2,2 20,0+1,7 13,1+1,7 119,8+11,8 22,3+3,5 9,2+1,8 20,1+2,1 3,4+0,4 18,9+4,5 71,5+3,6
350,0-480,0 20,0-30,0 17,5-25,0 10,0-17,5 100,0-140,0 12,5-25,0 7,5-12,5 17,5-24,0 2,5-44 158-28,6 62,8-77,9

PS2 455,7+40,0 22,0+4,1 20,3£1,4 13,3+1,6 124,7+9,9 21,2+2,6 9,7£2,5 21,2+3,4 3,6£0,3 21,6%2,6 70,4%2,2
380,0-540,0 20,0-30,0 17,5-25,0 12,5-17,5 110,0-140,0 17,0-25,0 7,5-12,5 15,0-27,5 3,2-4,3 15,2-28,0 67,3-75,0

PS3 418,5+38,4 21,0+£3,0 19,5+#1,0 13,1+1,7 124,0+8,7 22,6+2,8 9,7+£3,2 20,5+1,8 3,3+0,3 18,834 70,9+1,8
380,0+500,0 20,0-30,0 17,5-20,0 10,0-17,5 110,0-140,0 17,5-25,0 7,5-12,5 17,5-23,5 2,7-40 14,0-23,5 68,5-74,4

h% = comprimento da porc¢éo hialina da cauda;

ax = comprimento do corpo dividido pela maior largura;
bY= comprimento do corpo dividido pelo comprimento do eséfago;
c?= Comprimento do corpo dividido pelo comprimento da cauda;
Vk= comprimento da regido cefalica a vulva em relagdo ao comprimento do corpo expresso em porcentagem;
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Figura 3. Reproducao de populacdes Rotylenchulus reniformis em plantas de algodao, feijao-caupi e mamona. Letras iguais nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05). Cada valor € uma média de quatro repeticoes.
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4. Discussao

A confirmagéo da etiologia do nanismo do coentro, agora fundamentada no
estudo de 11 populacbes de campo, com dados obtidos nas principais areas
produtoras de coentro do estado de Pernambuco, traz novas possibilidades de
planejamentos para programas de Manejo Integrado de Doengas (MID) dirigidos ao
patossistema coentro/nematoide reniforme, originalmente feita por Moura et al.
(1997), fundamentando-se em estudos morfologicos de espécimes de uma
populacao local. Na presente pesquisa, embora todas as 11 popula¢des tenham sido
identificadas como R. reniformis, mais de 50 % apresentaram diferencas quanto ao
comprimento e largura do corpo, 70 % em relagdo ao comprimento do estilete e
todas as populacdes apresentaram espécimes com valores ligeiramente maiores ou
menores do que o descrito por Dasgupta (1968) para os demais caracteres
morfologicos, confirmando a instabilidade morfométrica dentro da espécie. O
comprimento do estilete e o valor “V” sdo as duas caracteristicas taxonémicas
consideradas mais importantes na identificacdo de Rotylenchulus spp. No entanto,
os valores médios das populacdes estudadas se enquadraram nos parametros
morfométricos mais usados para R. reniformis.

De acordo com Soares (2004) as populacbes brasileiras desta espécie
apresentam variaveis morfométricas com valores maiores do que em qualquer outra
regido do mundo. Essas variacdes podem ser consideradas normais da espécie ou
ocorrer devido ao isolamento geogréafico, influéncia da temperatura do solo na
biologia do nematoide ou interacdo com plantas hospedeiras (Doucet et al. 1996;
2001).

A técnica do cddigo de barras com base na regido D2/D3, do gene 28S
(rDNA), tem facilitado as identificacfes taxonémicas e pesquisas de biodiversidade,
além de proporcionar um diagnoéstico rapido e preciso da espécie em estudo
(Kiewnick et al., 2016). Van Den Berg et al. (2016) descreveram uma nova espeécie,
isolada do solo e raizes de cana-de-acucar, a qual foi denominada R.
macrosomoides a partir das sequéncias do fragmento amplificado da regido D2/D3
da expansdo 28S do DNAr. Esses autores também desenvolveram primers
especificos com base nas mesmas sequéncias para diferenciar R. reniformis das

demais espécies do género. Lopez-Nicora et al. (2018) também utilizaram as
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sequéncias da regido D2/D3 do gene 28S do DNAr para identificacdo e primeiro
assinalamento de R. reniformis parasitando soja no Paraguai.

Neste estudo, essa técnica mostrou-se como ferramenta rapida e eficaz para
a identificacdo das populagcdes de R. reniformis, estando todas intimamente
relacionadas com outras populacdes desta espécie presentes no GenBank além de
mostrar o relaciomento filogenético muito proximo entre R. reniformis, R.
macrossoma e R. borealis, porém a relacdo entre as outras espécies de
Rotylenchulus permanece nao determinada como ja relatado por Van Den Berg et
al., (2016) e Palomares-Rius et al., (2017).

Ha relatos da existéncia de diferentes racas parasitarias para R. reniformis
com base na capacidade reprodutiva em algumas plantas hospedeiras (Dasgupta &
Seshadrl, 1971; Vadhera & Shukla, 1999; McGawley et al., 2010; Singh & Azam,
2012). No entanto, a reproducéo e o nivel de patogenicidade na cultura podem ser
influenciados pela proporcdo de machos na populacdo e também devido as
variacbes morfométricas da espécie, como por exemplo, presenca de valores
instaveis para a largura corporal e o comprimento esofagico (Nakasono, 2004,
Ganguly & Ramesh, 1997). Embora todas as 11 populacbes tenham sido
caracterizadas como pertencendo a raca A, comprovando ser esta a raca mais
disseminada da espécie, elas apresentaram variacfes reprodutivas nas plantas de
algodao, feijao-caupi e mamoma. O fato da cultura do algodoeiro apresentar-se
menos suscetivel ao nematoide quando comparada as outras culturas também foi
relatado por Dasgupta & Seshadri (1971) e Adam et al. (2018). Dasgupta & Seshadri
(1971) observaram um aumento na porcentagem de machos em plantas de algodao,
fato também observado nesse estudo. Esse aumento pode ocorrer devido a varios
fatores como temperatura e estresse ambiental, gerando diminuicdo na quantidade
de nutrientes disponiveis para o desenvolvimento do nematoide, o que faz com que
esse desequilibrio na proporcdo sexual entre os espéciemes torne a cultura menos

parasitada (Triantaphyllou, 1973).
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5 ARTIGO IlI - artigo aceito na revista Nematropica

Potencialidade de filtrados fungicos no biocontrole do nematoide reniforme

(Rotylenchulus reniformis) em plantas de coentro e de feijao-caupi

Resumo

Neste estudo avaliaram-se os efeitos de filtrados de culturas flngicas sobre o fitonematoide
Rotylenchulus reniformis por meio de testes in vitro e em plantas de feijdo-caupi e de
coentro, em casa de vegetacdo. Foram utilizados 17 isolados fungicos dos géneros
Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium, Talaromyces, Thielavia e Trichoderma,
obtidos a partir de rizosfera de coentro. Testes de biocontrole de R. reniformis in vitro foram
realizados em placas de Elisa; a mortalidade foi avaliada apos 24h e 48 h de exposicao aos
filtrados e os testes de eclos@o 12 dias ap0s a exposi¢cao. Para o0s testes in vivo, mudas de
feijdo-caupi e de coentro foram inoculadas com 1.000 juvenis/ovos por vaso e o efeito dos
filtrados sobre a reproducdo de R. reniformis foi avaliado apds 45 dias. Os isolados
identificados como Fusarium inflexum, Thielavia terricola, Trichoderma longibrachiatum, T.
brevicompactum, T. harzianum, Penicillium citrinum e duas potenciais novas espécies desse
género mostraram-se promissores na acdo nematicida e na reducdo da ecloséo,
promovendo a mortalidade de 58 a 100% dos nematoides e permitiram que apenas 4,6 a
19,5% dos juvenis eclodissem nos testes in vitro. Em teste in vivo com feijao-caupi e
coentro, filtrados desses isolados reduziram significativamente o nimero de massas de ovos
(>83,6 % e >95 %) e o fator de reproducdo (>95 % e >95 %) de R. reniformis,
respectivamente, apresentando alto potencial e eficiéncia no biocontrole do nematoide

reniforme.

Palavras-chave: Controle alternativo; controle bioldgico; fitoparasitas; metabdlicos

toxicos

1. Introducéo

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] e o coentro (Coriandrum sativum
L.) sdo amplamente cultivados no Brasil, especialmente no Nordeste, onde sao
muito apreciados na culinaria regional. Apesar da grande importancia comercial, 0s

cultivos dessas hortalicas enfrentam sérios problemas fitossanitarios de dificil
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controle, dentre os quais o fitonematoide Rotylenchulus reniformis Linford e Oliveira.
Entre as espécies do género, esta é a mais importante do ponto de vista econémico;
quando comparado a outros fitonematoides, é 0 sétimo mais relevante (Jones et al.,
2013). Rotylenchulus reniformis é polifago, com mais de 300 espécies de plantas
hospedeiras, e ocasiona expressiva reducdo na produtividade dessas culturas,
resultando em prejuizos econdmicos que podem atingir a ordem de milhdes de
dolares (Lawrence et al., 2007; Robinson et al.,1997). No Nordeste, as culturas do
coentro, meldo e graviola apresentam as mais significativas perdas com o
parasitismo do nematoide reniforme (Moura et al., 1997, 2002, 2005).

Entre os métodos de controle utilizados estdo o uso de nematicidas, rotacéo
de culturas e cultivares resistentes. Os nematicidas quimicos, embora ainda sejam
amplamente utilizados, apresentam alto custo e acarretam inUmeros problemas a
salide publica, além de fortes impactos ambientais (Lira et al., 2018). E importante
ressaltar que para culturas de ciclo curto (menos de trés meses) o uso dos
nematicidas € proibido em qualquer circunstancia de campo, pois os efeitos
residuais sistémicos persistem por mais de 90 dias na planta. O coentro e o meloeiro
tém ciclo comercial (permanéncia no campo) de 30 e 60 dias, respectivamente.
Assim, o controle bioldgico de doencas de plantas € um método alternativo e
promissor, de grande potencial pratico, econbmico, que permite a reducdo
populacional de diversas pragas agricolas, além de apresentar uma série de
vantagens em relacdo ao método quimico, pois ndo deixa residuos toxicos em
alimentos, é de facil aplicacdo, favorece a conservagdo do ambiente e ndo induz o
surgimento de espécies resistentes (Nunes et al, 2010). No solo héa
aproximadamente 200 inimigos naturais dos fitonematoides (Pimentel et al., 2009) e
os fungos tém sido considerados os de maior potencial biocontrolador. Entre os
principais mecanismos para 0 biocontrole de fitonematoides incluem-se a
competicdo por espaco e nutrientes, inducdo de resisténcia na planta, predacéo,
parasitismo e antibiose (Stirling, 2014).

Estudos tém destacado a presenca de metabdlitos bioativos em filtrados de
culturas fungicas com acdo nematostatica e nematicida, reduzindo significativamente
a populagéo do nematoide alvo. Li e Zhang (2014) reuniram mais de 200 compostos
extraidos de fungos que apresentam atividades toxicas aos nematoides. No entanto,
o conhecimento de metabdlitos com propriedades nematicidas para R. renifomis é

limitado, necessitando de mais estudos.
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Para testar a hipétese de que fungos isolados da rizosfera de coentro tém
potencial para uso no biocontrole do nematoide reniforme, objetivou-se nesse estudo
determinar o efeito de filtrados desses fungos na mortalidade e eclosdo de R.
reniformis. Para isso foram realizados testes in vitro e em casa de vegetacao,
utilizando plantas de feijdo-caupi e de coentro, reconhecida como hospedeiras do

parasita.

2. Material e Métodos
2.1 Obtencdao de isolados de R. reniformis

Amostras de solo e raizes de coentro da variedade Verdao foram coletadas
em areas comerciais de producao de coentro no Distrito de Natuba, no municipio de
Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco, Brasil, para obtencdo das populacdes de
nematoides. As amostras foram coletadas em pontos aleatérios, acondicionadas em
sacos plasticos com etiqueta de identificacdo e processadas pelo método de Jenkins
(1964) e as raizes foram processadas em liquidificador e centrifugadas (Coolen e
D’Herde, 1972). As populagdes de nematoides foram identificadas por meio da
chave de classificacdo de Jatala (1991) e mantidas em casa de vegetacdo do
Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA, Recife, PE, em plantas de coentro,

fornecendo agua e adubacado necessaria.

2.2 Isolamento e obtencéo de culturas puras dos fungos

As amostras de solo coletadas para obtencdo dos nematoides também foram
utiizadas para isolamento de fungos. Aliquotas dessas amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos, com etiqueta de identificacdo e armazenadas a
5 °C, até o processamento.

Para esse objetivo, as amostras de solo foram processadas seguindo as
recomendacdes de Clark (1965). Resumidamente, 25g de cada amostra de solo
foram transferidas para frascos de Erlenmeyer contendo 225 mL de agua destilada
esterilizada, onde foram homogeneizadas manualmente por cinco minutos. Em
seguida, procedeu-se com diluicdes em série até o fator 10, das quais aliquotas de
1mL foram transferidas para placas de Petri contendo 0 meio batata-dextrose-agar
(BDA), acrescido de cloranfenicol (10 mg L™?). Esse procedimento foi realizado em

camara asseptica. As placas permaneceram em BOD (Biochemical Oxygen
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Demand), com temperatura de 28 °C £ 1 °C e o crescimento das coldnias, observado
por sete dias.

Para a purificacdo das culturas fangicas, fragmentos das colbnias foram
transferidos para meio BDA + Cloranfenicol (10 mg L) contido em placas de Petri, e
0 crescimento acompanhado por sete dias. Apos a purificacdo, as amostras foram
transferidas para tubos de ensaio (18 x 180 mm), contendo BDA, para manutencao

e identificagdo das espécies.

2.3 ldentificacdo dos fungos

Os isolados foram identificados com auxilio de microscopios estereoscopico e
Optico, observando-se as caracteristicas macroscopicas (coloracdo, aspecto e
didmetro das colbnias) e microscopicas (microestruturas), com base na literatura
especializada. Para anéalise molecular, o DNA genémico de culturas crescidas por
cinco dias também foi extraido utilizando o Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante. Em seguida, rea¢des de PCR
foram conduzidas para amplificar fragmentos de sequéncias como dos espacgos
internos transcritos (ITS), utilizando os primers ITS1 and ITS4 (White et al., 1990),
fator de elongacdo 1-a (EF-la) usando os primers EF1a e EF2 (O’'Donnell et al.,
1998), e B-tubulina (BenA) usando os primers Bt2a e Bt2b. As recomendacfes para
as reacdoes de PCR estdo descritas em Samson et al. (2010). Os produtos
amplificados foram purificados com PureLink — PCR Purification Kit — Invitrogen e
sequenciados na Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento e Expressao Génica —
UFPE. As sequéncias obtidas foram comparadas utilizando a ferramenta BLASTn
com outras contidas em banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov),
para a identificacédo de similaridade.

2.4 Obtencdo de filtrados fungicos e testes de biocontrole

Dezessete isolados fungicos foram selecionados e inoculados em placa de
Petri contendo o meio BDA. Apo0s sete dias de incubacéo a 28 °C + 1 °C, trés discos
de 5 mm de didmetro de cada cultura foram transferidos para frascos de Erlenmeyer
de 250 ml, contendo 100 ml de meio liquido Czapek- Dox, previamente esterilizado a
120 °C por 20 min. Apos 15 dias a 27 °C em agitacdo orbital a 160 rpm, o contetdo
dos frascos de Erlenmeyer foi filtrado duas vezes em papel Whatman n° 1 e, logo

apos, filtrado em membrana de acetato de celulose com 0,22 um de porosidade,
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para eliminacdo de quaisquer residuos e conidios dos fungos, obtendo-se a fase

liquida, denominada filtrado fangico, que foi utilizado para o ensaio in vitro.

2.5 Teste in vitro com R. reniformis em placa de Elisa

Massa de ovos foram extraidas das raizes de coentro, utilizando-se solucao
de hipoclorito de sodio a 0,5 % conforme metodologia de Hussey e Baker (1973), a
partir de uma populagdo pura do nematoide reniforme. Os ovos foram colocados em
camara de eclosédo a 27 °C. Os juvenis eclodidos foram coletados até obtencéo de
namero suficiente para montagem do experimento.

Para o teste de mortalidade, um bioensaio foi instalado em placas de Elisa
com 96 células, seguindo-se a metodologia adaptada por Costa et al. (2001), sendo
adicionados em cada célula 100 pL do filtrado de cada fungo e 20 uL da suspenséao
contendo 50 juvenis de R. reniformis. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, e cada tratamento foi constituido por um filtrado fungico; as
testemunhas foram meio Czapek-Dox e agua destilada, sendo quatro repeticbes por
tratamento. As placas foram vedadas com filme plastico e colocadas em camara de
crescimento tipo BOD a 27 °C, em auséncia de luz. O numero de nematoides
imobilizados foi contado com auxilio de um microscépio estereoscopico apds 24 e
48h da instalacédo do ensaio, utilizando hidroxido de sodio (NaOH) 1 M a 1 % (Chen
e Dickson, 2000). Foram considerados mortos os nematoides que mantiveram 0s
corpos paralisados apés a adicdo de NaOH.

Para teste de ecloséo, foi utilizada a mesma metodologia descrita para o teste
de mortalidade de juvenis, colocando-se 50 ovos por cavidade da placa de Elisa. A
avaliacdo foi realizada no 12° dia da aplicacdo dos filtrados. Os dados foram
transformados para arcsen Vx/100 e submetidos a analise de variancia (ANOVA)
com auxilio do software SASM - Agri (Canteri et al., 2001). Apés a andlise, as

médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

2.6 Teste in vivo em plantas de feijao-caupi e de coentro

Os filtrados dos fungos que apresentaram os melhores resultados no controle
de R. reniformis in vitro (mortalidade de juvenis acima de 60 % e taxa de eclosé&o
menor que 50 %) foram testados em casa de vegetacdo em culturas de feijdo-caupi
variedade BR-IPA 206 e coentro variedade Verddo, em casa de vegetacdo. As

plantas foram cultivadas em sacos plasticos com 500 g de solo autoclavado,
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utilizando-se apenas uma planta por recipiente. Quinze dias apdés o plantio, as
plantas foram inoculadas com uma suspensdo contendo 1.000 juvenis/ovos,
colocando-se 10 mL na base de cada planta. Trés dias apés as inoculacdes, 50 mL
de cada filtrado fungico foram adicionados em torno da planta (Ali, 1990). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 20 tratamentos que
consistiram em oito filtrados, duas plantas (coentro e feijdo-caupi) e duas
testemunhas (inoculada com R. reniformis e n&o inoculada) para cada tipo de planta.
Para cada tratamento, foram utilizadas quatro repeti¢oes.

ApoOs 45 dias das inoculacdes, as plantas foram cuidadosamente removidas
do substrato e o0s solos e raizes processados. Para cada planta foram avaliados
comprimento da parte aérea e da raiz, biomassa seca da parte aérea e fresca da
raiz, nimero de massa de ovos e fator de reproducdo. Logo apds, foi realizada a
contagem dos nematoides presentes nas suspensodes, sendo obtidas as populacées
totais no solo (PS) e nas raizes (PR) e determinada a populacdo final (Pf),
calculando-se o fator de reproducédo (FR) por meio da relagdo FR=Pf/Pi. Os
resultados foram transformados em (x+1) e submetidos & analise de variancia,

seguido pelo teste de Tukey a 5 % de significancia.

3. Resultados
3.1 Identificagdo dos fungos

De acordo com as analises morfolégicas e moleculares os 17 isolados em
estudo foram identificados como: Aspergillus fumigatus Fresen, A. parasiticus
Speare, A. terreus Thom, Curvularia lunata (Wakker) Boedijn, Fusarium inflexum
Schneid, F. solani (Mart.) Sacc., Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson, Penicillium
A25, Penicillium TA14, Penicillium 20.2, Penicillium 19.3, Penicillium citrinum Thom,
Talaromyces TM 4, Thielavia terricola (J.C. Gilman & E.V. Abbott) C.W. Emmons,
Trichoderma brevicompactum G.F. Kraus, C.P. Kubicek & W. Gams, Trichoderma
harzianum Rifai e T. longibrachiatum Rifai. Os isolados de Penicillium A25,
Penicilium TA14, Penicilium 20.2, Penicilium 19.3 e Talaromyces TM4

provavelmente constituem novas espécies e serdo descritas posteriormente.

3.2 Efeito dos filtrados fungicos na mortalidade e eclosdo de juvenis de R.

reniformis em testes in vitro.



75

Os filtrados fungicos dos 17 isolados apresentaram atividade nematicida em
varios niveis sobre os juvenis de R. reniformis, sendo os resultados proporcionais ao
tempo de exposi¢ao aos filtrados (Tabela 1). Penicillium A25, Penicillum TA14,
Penicillium citrinum, Thielavia terricola, Trichoderma harzianum e Fusarium inflexum
induziram 100% de mortalidade dos juvenis apos 48h de imersdo. Os isolados de
Trichoderma longibrachiatum e T. brevicompactum ocasionaram a morte de 97,0 e
88,5% de juvenis, respectivamente. O filtrado produzido por Aspergillus fumigatus
também se mostrou eficiente, causando a morte de 55,2% dos nematoides.

Os metabdlitos produzidos por Penicillium 20.2, Penicillium 19.3, Talaromyces
TM4, Curvularia lunata, Fusarium solani, Aspergillus terreus e A. parasiticus
apresentaram baixo efeito téxico a R. renifomis, promovendo a mortalidade apenas
de 9,5 a 48,5 % dos juvenis, mas ainda assim diferiram estatisticamente das
testemunhas. O filtrado de P. lilacinus nédo apresentou atividade nematicida a R.
reniformis. Nao houve qualquer relacédo entre o pH dos filtrados fungicos e a morte
dos nematoides (Tabela 1).

Todos os filtrados que apresentaram efeito nematicida significativo sobre o
nematoide reniforme também provocaram reducdo percentual significativa da
eclosdo. Aspergillus fumigatus, A. terreus, C. lunata, Penicillium A25, Penicillium
TA14, P. citrinum, Penicillium 19.3, T. terricola, T. brevicompactum, T. harzianum, T.
longibrachiatum, F. inflexum e Paecilomyces lilacinus permitiram a ecloséo de 4,6-
41,0 % dos juvenis. Esses indices de juvenis ndo eclodidos foram mais significativos
do que os registrados para os tratamentos com filtrados de A. parasiticus, F. solani,
Penicillium 20.2 e Talaromyces TM4, (53,6- 69,7 %) cujos filtrados apresentaram

baixo efeito ovicida a R. renifomis.

Tabela 1. Efeito de filtrados de culturas flngicas na mortalidade e eclosdo de juvenis de

Rotylenchulus reniformis.

Mortalidade de juvenis (%) Ecloséo (%)
Filtrados flngicos
pH 24 h 48 h
Aspergillus fumigatus 52 20,6 def 55,2 b 29,0 abcde
Aspergillus parasiticus 7,9 4,3 fg 95e 62,1 fgh
Aspergillus terreus 9,4 22,8 de 34,9 cd 41,0 def
Curvularia lunata 8,7 6,4 efg 17,4 de 32,4 bcde

Fusarium solani. 6,4 8,5 efg 18,2 de 67,9 gh




Penicillium A25

Penicillium TA14

Penicillium 20.2

Penicillium citrinum
Thielavia terricola
Trichoderma brevicompactum
Trichoderma harzianum
Trichoderma longibrachiatum
Penicillium 19.3

Fusarium inflexum
Talaromyces TM 4
Paecilomyces lilacinus
Controle A (Meio Czapek)
Controle B (Agua destilada)

7,2
54
8,1
3,7
8,0
7,9
8,0
8,6
4,1
8,0
5,6
8,8
7,2
7,0

100,0 a
100,0 a
4,2 fg
60,9 b
100,0 a
60,7 b
100,0 a
58,9 b
32,1 cd
100,0 a
27,5cd
1,49
0,59
0,2g

100,0 a
100,0 a
12,0e
100,0 a
100,0 a
88,5a
100,0 a
97,0 a
42,1 bc
100,0 a
48,5 bc
28e
28e
0,7e

11,0 abc
14,2 abc
53,6 efg
4.6 a
49 a
8,3 abc
8,7 abc
6,6 ab
41,0 def
19,5 abcd
69,7 gh
34,1 cde
86,6 hi
99,01

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Valores transformados em arcsen Vx/100.

76

3.3 Efeito dos filtrados fungicos no biocontrole de R. reniformis em feijoeiro-

caupi.

Todos os filtrados fungicos promoveram significativa reducdo no namero de

massa de ovos (>83,6 %) e do Fator de Reproducéo (FR) (>95 %) da populacéo de

R. reniformis nas plantas de feijao-caupi (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito de filtrados flingicos na reproducdo de Rotylenchulus reniformis em Vigna

unguiculata, apés 45 dias das inoculacdes .

Tratamentos Massa de ovos (unid.) Fator de reproducéao (PF/PI)
Testemunha 45,70 a 18,62 a
Penicillium A25 525 b 0,23 b
Penicillium TA14 350 b 0,10 b
Penicillium citrinum 325 b 0,27 b
Thielavia terricola 250 b 0,26 b
Trichoderm aharzianum 450 b 0,37 b
Trichoderma brevicompactum 1,75 b 0,38 b
Trichoderma longibrachiatum 1,00 b 0,28 b
Fusarium inflexum 750 b 093 b
CV (%) 39,29 20,54

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Valores transformados para \(x+1). *PF/PI: populacao final/populacéo inicial
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Os filtrados das culturas fungicas nao afetaram negativamente o
desenvolvimento das plantas. Os tratamentos com Penicillium A25, P. citrinum, T.
brevicompactum e F. inflexum apresentaram maior biomassa seca da parte aérea,
diferindo significativamente da testemunha inoculada apenas com o nematoide
reniforme. O filtrado de F. inflexum se destacou por proporcionar um aumento de
20% no crescimento das plantas em relacdo ao controle. Entretanto, nos tratamentos
com os filtrados de Penicillium TA14, P. citrinum e T. longibrachiatum, as plantas
apresentaram menor desenvolvimento da parte aérea, quando comparadas ao dos
demais tratamentos, sem diferir dos controles. Os demais tratamentos também néo
diferiram das testemunhas (Tabela 3).

A biomassa fresca das raizes e os sistemas radiculares ndo foram afetados

pelos filtrados fangicos (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito de filtrados de culturas fungicas no desenvolvimento de Vigna unguiculata, infestado
por Rotylenchulus reniformis apés 45 dias das inoculagdes.

Tratamentos Comprimento  Biomassa seca Biomassa Comprimento

da planta da parte aérea fresca da raiz

(cm) (9) daraiz (9) (cm)
Testemunha néo inoculada 125,50 ab 152a 3,00 a 12,50 a
Testemunha com nematoide 79,50 ¢ 0,64 b 1,00 b 13,50 a
Penicillium A25 123,70 abc 1,45a 2,00 ab 20,50 a
Penicillium TA14 86,70 bc 1,00 ab 125 b 19,00 a
Penicillium citrinum 94,50 bc 1,47 a 2,00 ab 13,50 a
Thielavia terricola 116,50 abc 1,26 ab 1,50 ab 14,00 a
Trichoderma harzianum 115,50 abc 1,31 ab 1,75ab 19,50 a
Tricoderma brevicompactum 114,00 abc 1,43 a 2,50 ab 17,20 a
T. longibrachiatum 83,20 bc 1,26 ab 2,25ab 16,50 a
Fusarium inflexum 140,00 a 1,46 a 1,75 ab 15,00 a

CV (%) 13,53 8,94 6,80 12,80

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Valores transformados para V(x+1).
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3.4 Efeito dos filtrados fungicos no biocontrole de R. reniformis em coentro.

Os filtrados fungicos exerceram influéncia positiva de controle da reproducéo
do nematoide reniforme quando comparados as testemunhas, havendo reducdo do
namero de massa de ovos (>95 %) e do Fator de Reproducao (>95 %) (Tabela 4).

As plantas apresentaram crescimento significativo nos tratamentos com P.
citrinum e T. brevicompactum (Tabela 5) diferindo das testemunhas com o
nematoide. Para os demais tratamentos ndo houve diferenca significativa. As plantas
que receberam filtrados de Penicillium citrinum também apresentaram maior
biomassa seca da parte aérea quando comparadas as dos demais tratamentos. As
plantas com o filtrado de T. longibrachiatum apresentaram menor biomassa seca,
resultado similar ao da testemunha inoculada com R. reniformis. Os resultados néo
diferiram significativamente dos demais tratamentos com filtrados e com as
testemunhas. (Tabela 5).

A biomassa fresca das raizes e o comprimento do sistema radicular ndo foram

afetados pela presenca dos filtrados (Tabela 5).

Tabela 4. Efeito de filtrados flngicos na reproducdo de Rotylenchulus reniformis em plantas de

Coriandrum sativum, apés 45 dias das inoculagdes.

Tratamentos Massa de ovos Fator de reproducéo (PF/PI*)
(unid.)
Testemunha com R. reniformis 28,75 a 14,07 a
Penicillium A25 125 b 0,18 b
Penicillium TA14 0,25 b 0,23 b
Penicillium citrinum 0,50 b 0,38 b
Thielavia terricola 0,75 b 0,35 b
Trichoderma harzianum 1,25 b 0,36 b
Trichiderma brevicompactum 1,00 b 0,27 b
Trichoderma longibrachiatum 0,75 b 0,19 b
Fusarium inflexum 0,50 b 0,70 b
CV (%) 26,56 15,96

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Valores transformados para V(x+1). *PF/PI: populacao final/populacéo inicial
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Tabela 5. Efeito de filtrados de culturas fangicas no desenvolvimento de plantas de Coriandrum

sativum, infestada por Rotylenchulus reniformis, apds 45 dias das inoculagdes.

Tratamentos Comprimento Biomassa Biomassa Comprimento
da planta secadaparte frescada daraiz
(cm) aérea (g) raiz (g) (cm)
Testemunha absoluta 21,20 ab 0,44 ab 0,25 a 11,50 a
Testemunha com nematoide 14,20 b 0,14 b 0,00 a 9,90 a
Penicillium A25 20,20 ab 0,36 ab 0,50 a 16,50 a
Penicillium TA14 20,20 ab 0,19 ab 0,75 a 13,00 a
Penicillium citrinum 22,20 a 0,47 a 0,75 a 13,00 a
Thielavia terricola 20,00 ab 0,22 ab 0,75 a 15,50 a
Trichoderma harzianum 20,50 ab 0,16 ab 0,50 a 13,50 a
Trichoderma brevicompactum 22,70 a 0,33 ab 0,75a 11,50 a
T. longibrachiatum 17,50 ab 0,13 b 0,25 a 12,20 a
Fusarium inflexum 21,20 ab 0,17 ab 0,75 a 12,50 a
CV (%) 8,13 5,20 1,08 13,55

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Valores transformados para V(x+1).

4. Discussao
No presente estudo, os efeitos significativos de antagonismo exercidos sobre

R. reniformis pela acdo dos filtrados de Penicillum A25; Penicilium TA14; P.
citrinum; Thielavia terricola; Trichoderma harzianum e Fusarium inflexum
evidenciaram a possibilidade de controle do nematoide reniforme por meio de
filtrados fangicos. Além de matarem juvenis e controlarem a reproducdo do
nematoide, diminuindo a producdo de massa de ovos e, consequentemente, O
namero de ovos por sistema radicular, os filtrados se mostraram aparentemente
atoxicos as plantas. Esse fato é de maxima importancia para certos patossistemas, a
exemplo do coentro - R. reniformis, que possui um tempo de permanéncia no campo
de apenas 30 dias, 0 que inviabiliza o controle quimico. O mecanismo de acao
envolvido em cada relacionamento fungo-nematoide ora estudado, nao foi
esclarecido, mas hipoteses podem ser consideradas. Segundo Ali (1990), filtrados
de Penicillium spp. podem causar alteracdes fisioldgicas nas raizes das plantas,
afetando o relacionamento planta-nematoide. Resultados similares foram obtidos por
Bokhari (2009) quando avaliou o efeito de filtrados de espécies de Trichoderma no

controle de R. reniformis; filtrados de T. hamatum e T. harzianum foram 0s mais
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efetivos, causando reducdo dos movimentos dos juvenis em 57 a 93 %,
respectivamente.

Em casa de vegetacéo, os filtrados fungicos mostraram-se efetivos devido a
provavel producédo de metabdlitos bioativos capazes de causar imobilizagdo e morte
dos nematoides antes de penetrarem nas raizes. Esses efeitos podem ser eficientes
em Varios ou em apenas um estadio especifico de vida do fitonematoide (Costa et
al., 2001). Alguns fungos quitinoliticos, por exemplo, espécies de Trichoderma e
Thielavia podem penetrar nas massas de ovos por meio da acdo de quitinases e
proteases, possibilitando o parasitismo pelo fungo, diminuindo o nivel de eclosédo dos
juvenis e induzindo mecanismos de defesa das plantas, devido a acao especifica
das enzimas peroxidase, polifenol oxidase e fenilalanina amonialiase, contribuindo
assim para o controle da populagcdo de nematoides (Sahebani e Hadavi, 2008;
Siddaiah et al., 2017).

No presente trabalho, F. inflexum, além de induzir a mortalidade de juvenis de
R. reniformis nos testes in vitro e inibir a reproducdo dos nematoides em
experimento in vivo, promoveu aumento significativo no crescimento em plantas de
feijdo-caupi. Fusarium inflexum pertence ao complexo de espécies Fusarium
oxysporum. Membros desse complexo residem, frequentemente, na rizosfera de
diversas plantas, até mesmo das consideradas ndo hospedeiras, podendo infectar e
causar doencas em diversas espécies botanicas. No entanto, em muitos casos, essa
colonizacdo pode ser benéfica, favorecendo o desenvolvimento da planta e até
mesmo aumentando a tolerancia ao estresse abidtico (Di et al., 2016); esses fungos
produzem compostos organicos volateis que induzem o crescimento de plantas por
meio do transporte e sinalizacdo de fitoh6rmonios (Bitas et al., 2015). Este é o
primeiro relato de filtrados de culturas de F. inflexum no controle de fitonematoides.

Os efeitos dos filtrados de Fusarium solani, C. lunata, P. lilacinus e Penicillium
20.2 nao diferiram significativamente em comparacdo com as testemunhas; talvez
seja necessario um periodo maior de exposicdo dos nematoides aos filtrados desses
fungos, uma vez que o efeito € diretamente proporcional ao tempo de exposicéo
(Singh e Mathur, 2010). Resultados semelhantes foram obtidos por Singh e Mathur
(2010) ao analisar o efeito antagbnico de F. solani a Meloidogyne incognita, obtendo
apenas 8,3 e 18,5 % de mortalidade dos J2 ap0s 24 e 72 h de exposicao ao filtrado
fungico, respectivamente. No caso de C. lunata e P. lilacinus, os resultados ora

apresentados diferiram dos obtidos por Khan e Husain (1989) que registraram 100 %
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de R. renifomis mortos apdés 48 h de exposicdo ao filtrado dessas espécies.
Provavelmente, essa variacdo no efeito dos isolados sobre a mortalidade deve-se a
diversidade metabdlica e ao grau de toxicidade ao nematoide em estudo.

Nos testes in vivo, 0 comprimento das raizes nao diferiu significativamente
das testemunhas. Segundo Schomarker e Been (2013), os nematoides apenas
afetam o0 desenvolvimento da cultura, quando presentes no solo em altas
densidades, antes mesmo do momento do plantio, induzindo a formag&o excessiva
de raizes laterais de forma a compensar a absorcao de agua e nutrientes ou deixar o
sistema radicular deficiente; também pode ocorrer que as plantas infectadas por
nematoides apresentem o mesmo peso das nao infectadas, pois, a partir de um
determinado tempo, as plantas adquirem peso constante devido ao amadurecimento
da cultura.

Independentemente do mecanismo de acdo envolvido no antagonismo ora
constatado, mais pesquisas nesta area sao necessarias para a elucidacdo de
questdes pontuais, tornando possivel o uso desse tipo de técnica no controle de um

dos mais importantes fitopatégenos.
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6 ARTIGO IV - artigo a ser submetido a revista European Journal of

Plant Pathology

Compostos bioativos fungicos com propriedades nematicidas a Rotylenchulus

reniformis

Resumo

Rotylenchulus reniformis € um dos principais problemas de diversas culturas de valor
econdmico. Em vista da necessidade de técnicas mais efetivas e, simultaneamente,
menos agressivas ao homem e ao ambiente, estratégias de controle baseadas no
uso de metabolitos fungicos com propriedades nematicidas tem se mostrado
promissora. O objetivo deste estudo foi obter fracdes bioativas produzidas por
fungos e investigar os seus efeitos na mortalidade e inibicdo da eclosdo de juvenis
de R. reniformis. Também, visou identificar as classes metabdlicas aos quais
pertencem o0s metabdlitos com propriedades nematicidas. Os fungos foram
cultivados em meio liquido para producdo de compostos bioativos e submetidos a
particao liquido-liquido, a partir dos solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
aguosa, cujos efeitos foram testados sobre a mortalidade e ecloséo de juvenis de R.
reniformis, em diferentes concentracdes. As fracBes tiveram seus compostos ativos
semipurificados. Os grupos metabdlicos dessas fragcdes foram identificados por
cromatografia em camada delgada. As fracBes cloroformicas obtidas de F. inflexum,
P. citrinum e Penicillium TA14 e as de acetato de etila oriundas de T. harzianum, P.
citrinum e de Penicillium A25 foram as mais efetivas na agdo nematicida e na
inibicdo da eclosdo, promovendo a mortalidade de 70,83 % a 96,79 % de juvenis e
inibiram a eclosdo em até 100% dos juvenis nos testes in vitro. Os flavonoides e
derivado cinamicos seguido pelos terpenos foram as classes metabdlicas mais
abundantes e que apresentaram mais efeitos antagbnicos ao nematoide nesse
estudo. Os resultados indicaram a potencialidade nematicida e ovicida dos
metabolitos que podem contribuir para novos estudos no desenvolvimento de

produtos bioldgicos para o controle do nematoide reniforme.

Palavras-chave: Atividade nematicida, biocontrole; fitonematoides; metabdlitos

toxicos
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1. Introducéo

Os fitonematoides estdo entre as principais pragas da agricultura, pois
causam perdas em diversas culturas de importancia econdémica. Estima-se que o0s
prejuizos sejam de 35 bilhdes de reais ao agronegdcio nacional e de até 157 bilhdes
de dolares para a producédo agricola mundial (Nascimento, 2018; Galbieri & Asmus,
2016). Outras estimativas indicam que em termos mundiais a perda provocada por
nematoides nas 20 mais importantes culturas chega a $215.77 bilh6es de dodlares
anuais (Abd-Elgawad & Askary, 2018). Rotylenchulus reniformis € reconhecido como
o principal problema fitossanitario do algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), por causar
perdas de aproximadamente 100 milh6es de dblares anualmente, nesta cultura, nos
Estados Unidos (Lopes et al., 2016). No Estado de Mato Grosso, maior produtor
desta cultura no Brasil, com 66,2 % da area cultivada (Conab, 2019), 15 % de todas
as areas se plantadas encontram infestadas pelo nematoide reniforme (Galbieri et
al., 2016).

Entre os métodos de controle para R. reniformis, o uso de nematicidas ainda é
o mais utilizado. (Kubo et al., 2012). Esse método eleva o custo da producéo e
acarreta inumeros problemas de saude publica, além de fortes impactos ambientais
(Lira et al., 2018). Embora os nematicidas sejam capazes de aumentar a
produtividade em torno de 10%, ao final do ciclo da cultura, as populacdes de
nematoides sdo maiores em areas tratadas do que em nao tratadas (Inomoto &
Asmus, 2006). E importante ressaltar que para culturas de ciclo curto (menos de trés
meses) 0 uso dos nematicidas sintéticos se torna inviavel, pois os efeitos residuais
sistémicos persistem na planta por mais de 90 dias.

Dentre as praticas alternativas no controle integrado do nematoide reniforme,
o uso de fungos antagdénicos produtores de metabdlitos bioativos tem se mostrado
opcéo viavel, uma vez que essas substancias podem ter acdo nematostatica e/ou
nematicida, reduzindo significativamente a populacdo do nematoide alvo e
contribuindo para uma agricultura sustentavel (Li & Zhang, 2014). Entre as principais
vantagens no uso desses metabdlitos em relacdo aos nematicidas sintéticos,
encontra-se a possibilidade da formulacdo de compostos menos toxicos ao meio
ambiente, com amplo modo de acdo e degradacao rapida (Ferraz et al., 2010).

De acordo com as caracteristicas estruturais, os metabdlitos podem ser

classificados em trés grandes grupos: terpenos, substancias fendlicas (incluindo
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taninos, flavonoides, cumarinas e derivados cinamicos) e substancias nitrogenadas,
a exemplo dos alcaloides. Destes principais grupos de metabdlitos secundarios, 0s
terpenos correspondem a 55 %, seguido dos alcaloides com 27 % e os compostos
fendlicos com 18 % do total (Kumar & Dubey, 2019); em todas essas classes
constatou-se a presenca de compostos bioativos com propriedades nematostaticas e
nematicidas (Rocha et al., 2017). Diante da importancia de compreender o
mecanismo de acdo dos metabolitos fungicos sobre os fitonematoides, diversos
pesquisadores realizaram o isolamento e a identificacdo dessas moléculas
(Degenkolb & Vilcinskas, 2016a). No entanto, o conhecimento de compostos de
origem fangica com propriedades nematicidas para R. reniformis ainda € escasso,
sendo necesséarios mais estudos. O objetivo deste estudo foi identificar classes de
metabdlitos com propriedades nematicidas produzidas por fungos, por meio de
fracionamentos direcionados por testes in vitro de mortalidade e inibicdo da ecloséo

de juvenis de R. reniformis.

2. Material e Métodos
2.1 Obtencdo e fracionamento dos filtrados fungicos

Os fungos Fusarium inflexum, Penicillium citrinum, Penicillium A25,
Penicilium TA14, Thielavia terricola, Trichoderma brevicompactum, Trichoderma
harzianum e Trichoderma longibrachiatum foram previamente selecionados (Lira et
al., dados nédo publicados) e cultivados em placas de Petri contendo o meio BDA.
Apés sete dias de repicagem e incubacgdo a 28 °C £ 1 °C, trés discos de 5 mm de
didmetro de cada cultura foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL de meio liquido Czapek- Dox, previamente esterilizado a 120 °C
por 20 min. Apos 15 dias a 27 °C em agitacao orbital a 160 rpm, na auséncia de luz,
o conteudo dos frascos de Erlenmeyer foi filtrado duas vezes em papel Whatman n°
1 e, logo apos, filtrado em membrana de acetato de celulose com 0,22 um de
porosidade, para eliminacdo de quaisquer residuos e conidios dos fungos, obtendo-
se a fase liquida, denominada filtrado fungico. Foi produzido 1 L para cada espécie
de fungo testada.

Os filtrados aquosos, contendo os metabdlitos sintetizados pelos fungos,
foram submetidos a particdo liquido-liquido em ordem crescente de polaridade,
utilizando hexano (Hex), cloroférmio (Clo) e acetato de etila (AcOEt). As amostras

foram concentradas em rotaevaporador a 40°C, obtendo-se os extratos organicos
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brutos (fracoes) de Hex, Clo e AcOEt. A fracdo aquosa (Aq) remanescente foi
liofilizada. As quatro fracdes obtidas de cada fungo foram pesadas para avaliacdo do

rendimento.

2.2 Andlise quimica dos compostos fungicos

Para avaliagcdo das principais classes metabdlicas, entre elas: taninos,
flavonoides, derivados cinamicos, terpenos/esteroides e alcaloides, todas as fracdes
foram submetidas a andlise quimica e 3 mg de cada extrato bruto foram diluidos em
metanol. Em seguida, as amostras e os padrdes foram aplicados de forma manual
em placas cromatogréaficas de silica gel 60 - F2s4 (Macherey-Nagel®, Germany). As
placas foram desenvolvidas em cubas apods saturacdo utilizando os seguintes
sistemas: acetato de etila/acido férmico/dgua (90:5:5), tolueno/acetato (70:30),
acetato de etila/acido acético/acido formico/dgua (100:11:11:26). A cuba foi saturada
durante aproximadamente 15 minutos, em temperatura ambiente. A largura e o
comprimento das placas cromatograficas foi de 5 x 5 cm e as bandas aplicadas com
largura de 0,5 cm, com uma distancia entre elas e das bordas das placas de 0,5 cm.
Apos a eluicao das placas, estas foram secas em temperatura ambiente, observadas
sob 365 nm e luz visivel e em seguida digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas
com cloreto férrico a 5 % em metanol para analise de taninos hidrolisaveis; com
cloreto de aluminio a 5 % em metanol para investigacéo de flavonoides e derivados
cindmicos; com o reagente Lieberman-Burchard para analise de terpenos e

esteroides e com o reagente Dragendorff para verificagao de alcaloides.

2.3 Teste de mortalidade e ecloséo de R. reniformis

Massas de ovos foram extraidas de raizes de tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) cultivar Santa Cruz Kada, utilizando-se solugéo de hipoclorito de
sédio a 0,5 % conforme metodologia de Hussey & Baker (1973), a partir de uma
populacdo pura do nematoide reniforme. Os ovos foram colocados em camara de
eclosdo a 27 °C. Os juvenis obtidos foram coletados diariamente e armazenados
para montagem do experimento.

Para o teste de mortalidade, um bioensaio foi instalado em placas de Elisa
com 96 células, seguindo-se a metodologia adaptada por Amaral et al. (2002), sendo
adicionados em cada célula 20 pL de uma suspensao contendo 35 juvenis de R.

reniformis e 100 yL de cada amostra dissolvida em solu¢do aquosa de Tween a 1 %.
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As fracbes de Hex, Clo e AcOEt e Ag de cada isolado fungico foram avaliadas nas
concentracbes de 500, 250, 125 e 6,25 pg/mL com quatro repeticbes, em
delineamento inteiramente casualizado, utilizando solugéo aquosa de Tween a 1 %
como testemunha. Em seguida as placas foram vedadas com filme plastico e
colocadas em camara de crescimento tipo BOD a 27 °C, em auséncia de luz. O
namero de nematoides imobilizados foi estabelecido com auxilio de um microscépio
estereoscopico apos 24 e 48 h da instalagdo do ensaio, usando o método de Chen &
Dickson (2000), utilizando hidréxido de sodio (NaOH) 1 M a 1 %. Foram
considerados mortos 0os nematoides que mantiveram os corpos paralisados apos 3
minutos da adicdo de NaOH.

Para teste de ecloséo, foi utilizada a mesma metodologia descrita para o teste
de mortalidade de juvenis, adicionando 50 ovos por cavidade da placa de Elisa. A
avaliacdo foi realizada no 15° dia da aplicacdo dos filtrados. Os dados foram
transformados para arcsen Vx/100 e submetidos & analise de variancia (ANOVA)
com auxilio do software SASM - Agri (Canteri, et al., 2001). Apdés a analise, as
médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

3. Resultados

Entre as quatro fracbes testadas, as cloroférmicas provenientes de F.
inflexum, P. citrinum e Penicillium TA14, apresentaram efeito nematicida, causando
a mortalidade dos juvenis de R. renifomis em 93,33, 100 e 93,33 % em 24 h e de
100, 100 e 98,66 % apos 48 h de exposicdo as fragdes, na maior concentracao. As
fragcbes de AcOEt dos isolados de T. harzianum, P. citrinum e de Penicillium A25
também se destacam, promovendo respectivamente a morte de 100, 100 e 76,67 %
dos nematoides em 24h e 100, 100 e 100% apOs 48h na na concentracdo de 500
pg/mL. Entre as fragbes aquosas, as produzidas por F. inflexum, T. brevicompactum
e T. longibrachiatum induziram a mortalidade em 96,66, 71,33 e 94,00 em 24 h de
exposicao e 100, 80 e 98,67 % apods 48 h, também na concentracdo de 500 pg/mL.
As fracdes de Hex, com excecdo de T. terricola (100 %) apresentaram resultados
inferiores de mortalidade em relagdo aos demais tratamentos. Todas as
concentracdes utilizadas apresentaram atividade nematicida em diferentes niveis, no
entanto a de 500 pg/mL induziu a maior taxa de mortalidade dos nematoides.
Também pode-se observar que o efeito nematicida das fracdes sobre os juvenis de

R. reniformis foi proporcional ao tempo de exposi¢cao (24 e 48 h) (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1. Mortalidade de juvenis de R. reniformis (%) apds 24 h de exposicao as fracfes fungicas em

diferentes concentracdes.

Mortalidade de juvenis (%) em 24h

Isolado fungico Conc*. Hexanica Cloroférmica  Acetato de Aquosa
(ug/mL) etila
Fusarium inflexum 500 0,00eC 93,33ab A 72,33cdB 96,66 a A
250 0,00eC 80,00 bcd A  44,67eB 74,00b A
125 0,00eC 68,00 de A 16,34fgB 67,66 b A
62.5 0,00eC 56,66 ef A 1,67ghC 43,33deB
Penicillium citrinum 500 1,33eB 100,00 a A 100,00 a A 4,00h B
250 0,00e B 100,00 a A 91,53ab A 133hB
125 0,00e B 90,00 abc A 83,33 bc A 0,00h B
62.5 0,00eC 84,33 bcde A 23,33fB 0,00hC
Penicillium TA14 500 0,00e B 93,33ab A 0,00h B 0,00h B
250 0,00eB 78,00 cd A 0,00hB 0,00hB
125 0,00eB 47,33 fg A 0,00hB 0,00hB
62.5 0,00eB 33,33gA 0,00hB 0,00hB
Penicillium A25 500 0,00eD 15,33h C 76,67cA 52,00cdB
250 0,00eC 6,66 hi C 70,00cd A 32,67 efB
125 0,00eC 1,66 hiC 61,67dA 20,00fgB
62.5 0,00e B 0,00iB 45,00e A 0,00h B
Thielavia terricola 500 100,00 a A 10,66 hi B 0,00hC 11,33gh B
250 78,33b A 7,66 hiB 0,00hB 400hB
125 37,67cA 0,00iB 0,00hB 0,00hB
62.5 18,33d A 0,00iB 0,00hB 0,00hB
Trichoderma brevicompactum 500 6,00 de B 0,00iC 200ghC 71,33bA
250 0,00e B 0,00iB 0,00h B 52,00 cd A
125 0,66 e B 0,00iB 0,00h B 29,33 ef A
62.5 0,00e B 0,00iB 0,00h B 28,67 ef A
Trichoderma harzianum 500 0,66 e B 0,00iB 100,00 a A 133hB
250 0,00eB 0,00iB 93,33ab A 0,00hB
125 0,00eB 0,00iB 76,66 c A 0,00hB
62.5 0,00eB 0,00iB 68,67 cd A 0,00hB
Trichoderma longibrachiatum 500 13,33 de B 4,33 hi BC 0,00hC 94,00 a A
250 0,00e B 4,66 hi B 0,00h B 62,67 bc A
125 0,00e B 0,00iB 0,00h B 31,33 ef A
62.5 0,00eB 0,00iB 0,00h B 11,33 gh A
Controle (Tween) 1% 0,67e A 0,67iA 0,67hA 0,67hA

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e mailtscula na linha, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Tabela 2. Mortalidade de juvenis de R. reniformis (%) apds 48 h de exposicao as fracbes fungicas em

diferentes concentracdes.

Mortalidade de juvenis (%) em 48h

Isolado fungico Conc*. Hexanica Cloroférmica  Acetato de Aquosa
(ug/mL) etila
Fusarium inflexum 500 0,00 h B 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a A
250 0,00hC 100,00 a A 79,33bcB 100,00 a A
125 0,00hC 100,00 a A 52,33d8B 100,00 a A
62,5 0,00h D 95,00 a A 14,33eC 78,33 bc B
Penicillium citrinum 500 12,67 efg B 100,00 a A 100,00 a A 8,67 hij B
250 11,33 efgh B 100,00 a A 100,00 a A 2671 C
125 9,33 fgh B 100,00 a A 100,00 a A 0,00jC
62,5 7,00 fgh C 100,00 a A A 50,00d B 0,00jC
Penicillium TA14 500 5,67 fgh B 98,66 a A 6,00 ef B 0,00jB
250 1,33ghB 94,00 a A 0,00fB 0,00jB
125 0,00hB 58,66 b A 0,00fB 0,00jB
62,5 0,00hB 48,00 bc A 0,00fB 0,00jB
Penicillium A25 500 23,33de D 44.67cC 100,00 a A 83,33b B
250 8,67 fgh D 20,00 def C 90,00 ab A 63,33de B
125 1,33ghC 8,00 fgh C 76,67 c A 53,33 ef B
62.5 0,00ghC 0,00hC 46,66 d A 13,33 hi B
Thielavia terricola 500 100,00a A 30,66 d B 0,00fD 20,00h C
250 80,00 b A 15,67 efg B 0,00fC 8,67 hij B
125 53,33cA 5,33gh B 0,00fB 0,66 B
62.5 26,67 dA 0,00hB 0,00fB 0,00jB
Trichoderma brevicompactum 500 22,00de B 20,67 de B 15,67eB 80,00 b A
250 11,33 efgh BC 3,33ghC 12,00 ef B 66,67 cd A
125 7,67 fgh B 1,67hB 6,33 ef B 54,00 e A
62.5 0,00h B 0,00h B 3,67 ef B 39,33g A
Trichoderma harzianum 500 2,33fgh C 11,33 efgh B 100,00 a A 2,00iC
250 0,00hB 0,00 hB 100,00 a A 0,66 B
125 0,00hB 0,00hB 100,00 a A 0,00jB
62.5 0,00hB 0,00hB 100,00 a A 0,00jB
Trichoderma longibrachiatum 500 14,33 defB 12,00 efgh B 0,00fC 98,67 a A
250 3,33 fgh B 533ghB 0,00fB 83,33b A
125 0,00h B 3,33ghB 0,00fB 41,33fg A
62.5 0,00h B 0,00h B 0,00fB 15,33h A
Controle (Tween) 1% 0,67hA 0,67hA 0,67fA 0,67jA

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e mailtscula na linha, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).



92

No teste de eclosdo, trés fracdes oriundas do isolado de F. inflexum
apresentaram efeito ovicida a R. renifomis, entre elas as fracdes Clo, AcOEt e Aq
inibiram a eclosdo de juvenis em 78 %, 80,7 % e 86 % respectivamente, na
concentracéo de 500 pg/mL. Mesmo em concentracdes mais baixas essas fragbes
impediram a eclosédo de mais de 54% dos juvenis de R. renifomis. Para as fracdes
provenientes de P. citrinum, Penicillium TA14 e T. terricola, a mais efetiva foi a
cloroférmica, pois reduziu de forma significativa a eclosdo dos juvenis em 100 %,
89,3 % e 100 % na concentracdo de 500 pg/mL e em concentracdes inferiores a
taxa de inibicdo da ecloséo foi de 81,33 e 67,33 e 82 % respectivamente. A fracdo
hexanica de T. terricola também se destacou, pois impediu a eclosdo de 95,33 %
dos juvenis na maior concentragdo. Para o isolado de Penicllium A25, a fragdo que
apresentou maior porcentagem de inibicdo foi a AcCOEt impedindo a ecloséo de
75,33 a 90,67 % na menor e maior concentracdo. Em relacdo aos fungos do género
Trichoderma, as fracbes que apresentaram maior efeito ovicida foi a aquosa, com
valores 76 % para T. brevicompactum, 100 % para T. harzianum e 80 % para T.
longibrachiatum na concentracdo de 500 pg/mL (Tabela 3). A fracdo de AcCOET do
isolado T. harzianum, também reduziu a eclosédo dos juvenis em 60,67 a 98,67 % na
menor e maior concentracdo. Ao analisar de forma conjunta as fracdes mais efetivas
na inibicdo da eclosdo, observa-se que as fracdes cloroformicas e aquosas
apresentaram maior atividade ovicida a R. reniformis, as quais foram provenientes
de F. inflexum, P. citrinum, Penicilium TA14, T. terricola, T. brevicompactum, T.
harzianum e T. longibrachiatum, seguido da fragdo AcOEt oriunda de Penicillium
A25. A hexanica, quando comparada as demais fragdes, foi a menos efetiva (Tabela
3).

O perfil quimico qualitativo das fracbes fungicas mostra que as classes de
metabdlitos mais abundantes foram os flavonoides e derivados cinamicos, os quais
foram produzidos pelas espécies de Penicillium, F. inflexum, T. terricola e T.
longibrachiatum, seguidos pelos terpenos sintetizado por P. citrinum, Penicillium
A25, T. terricola, T. harzianum e T. longibrachiatum. As fracdes aquosas, acetato de
etila e cloroférmicas apresentaram mais metabodlitos com efeito nematicida e ovicida
do que as demais fragOes. (Tabela 4). Alcaloides foram detectados apenas na fragéo
aguosa de T. brevicompactum e os taninos hidrolisaveis para a fracdo de AcOEt de
T. terricola e T. longibrachiatum. Dentre as fracdes analisadas, a aquosa mostrou

sempre o0 maior e hexano o menor rendimento (Tabela 4).
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Tabela 3. Inibicdo da eclosao de juvenis de R. reniformis (%) apds exposicao as fragbes fungicas em

diferentes concentracdes.

Inibic&o da ecloséo de juvenis (%)

Isolado fangico Conc*. Hexanica Cloroférmica  Acetato de Aquosa
(ug/mL) etila
Fusarium inflexum 500 8,00 B 78,00 bcdef A 80,67 bcd A 86,00 abc A
250 2,00ijB 68,00 defg A 70,67 de A 75,33 bcde A
125 0,67)B 65,33 fg A 67,34 def A 66,33 defg A
62.5 0,00jB 56,66 g A 54,67 f A 61,33 efg A
Penicillium citrinum 500 50,67 def C 100,00 a A 71,34deB 40,66 )l D
250 38,67 fg C 99,33aA 57,34efB  32,00jimC
125 30,67 g B 88,66 abc A 39,349 B 18,66 mno C
62.5 16,00 hi BC 81,33 bcde A 24,67 hiB 7330C
Penicillium TA14 500 2,00jjC 89,33ab A 267jC 56,66 ghi B
250 1,33jC 78,66 bcdef A o,00IC 44,00 hij B
125 2,67iC 74,66 cdef A 0,671C 38,00l B
62.5 0,00jC 67,33 efg A o,00IC 34,00jlB
Penicillium A25 500 41,33fg C 20,66 hD 90,67 ab A 60,66 fg B
250 27,33gh C 14,00 hi D 89,34 abc A 43,33ijB
125 0,67jC 6,33iC 80,00 bcd A 27,33Imn B
62.5 0,00jC 0,00iC 75,33a A 12,000B
Thielavia terricola 500 95,33aA 100,00 a A 37,33gh B 44,00 hij B
250 82.67abB 98,67 a A 25,33ghiD 36,67jIC
125 78,67 bc B 99,33a A 16,67 ijC 13,67 no C
62.5 78,67 bc A 82,00 becd A 8,67l B 6,670B
Trichoderma brevicompactum 500 4,67ijB 2,67iB 1,331B 76,00 bed A
250 2,00ijB 0,00iB 0,001B 70,00 defg A
125 4,00ij B 0,00iB 0,671B 68,67 defg A
62.5 0,00jC 0,00iB 0,001B 58,00 gh A
Trichoderma harzianum 500 3,33ijC 23,33hB 98,67aA 100,00aA
250 0,00jC 12,67 hi B 93,33abA 98,67aA
125 0,00jC 533iC 75,33cdB 88,67 ab A
62.5 0,00jC 4,67iC 60,67 efA 40,67 I B
Trichoderma longibrachiatum 500 76,67 bc A 13,33 hiB 0,001C 80,00 bcd A
250 64,67 cd A 12,00 hi B 0,671C 72,67 cdef A
125 58,67 de B 4,00iC 0,001C 70,00 defg A
62.5 49,00 ef A 4,00iB 0,001B 56,67 ghi A
Controle (Tween) 1% 0,67jA 0,67iA 0,671A 0,670A
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Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05). Resultados foram transformados em arcsen Vx/100.

*Concentragao.

Tabela 4. Triagem quimica das fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e aquosa obtidas dos

8 filtrados de culturas flngicas.

Tratamentos Classes Metabdlicas Rendimento
Taninos Flavonoides Derivados  Terpenos/ Alcaloides ©
Hidrolisaveis Cinamicos Esteroides
14.3 Hex - - - - - 0,004
14.3 Clo - + + - - 0,265
14.3 AcOEt - + + - - 0,161
14.3 Aq - + + - - 3,075
P3 Hex - + + + - 0,006
P3 Clo - + + + - 0,114
P3 AcOEt - + + + - 0,053
P3 Aq - + + + - 8,101
A25 Hex - + + + - 0,030
A25 Clo - + + + - 0,026
A25 AcOEt - + + + - 0,166
A25 Aq - + + - - 8,025
TA14 Hex - - - - - 0,106
TA14 Clo - + + - - 2,460
TA14 AcOEt - + + - - 0,119
TAl14 Aq - + + - - 5,750
14.1 Hex - - + - - 0,482
14.1 Clo - + - + - 0,442
14.1 AcOEt + + - + - 0,349
14.1 Aq - - - - - 6,481
TB Hex - - - - - 0,179
TB Clo - - - - - 0,144
TB AcOEt - - - - - 0,091
TB Aq - - - - + 7,851
TH Hex - - - - - 0,337
TH Clo - - - - - 5,460
TH AcOEt - - - + - 0,080
TH Aq - - - - - 8,856
T1 Hex - - + - - 0,106
T1 Clo - - + - - 0,262
T1 AcOEt - + + + - 0,007
T1Aq + + + - - 3,150

(+) Presenca; (-) Auséncia.
14.3 — Fusarium inflexum; P3 — Penicillium citrinum; TA14- Penicillium TA14; A25 — Penicillium A25;
14.1 — Thielavia terricola; TB — Trichoderma brevicompactum; TH — Trichoderma harzianum; T1 —

Trichoderma longibrachiatum.
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4. Discussao

Neste estudo foi relatada a forte atividade nematicida das fragdes metabdlicas
produzidos principalmente por isolados de F. inflexum e P. citrinum sobre R.
reniformis. As fracBes cloroférmica, acetato de etila e aquosa apresentaram maior
eficacia tanto na mortalidade quanto na inibicdo da eclosdo dos nematoides, além de
maior concentracdo de metabdlitos, evidenciando seu potencial para controle do
nematoide reniforme.

A maioria dos metabolitos com acdo antagbnica aos nematoides apresentou o
nivel de polaridade intermediaria a altamente polar. E provavel que esses compostos
apresentem hidroxilas em sua estrutura quimica, sendo esta uma das caracteristicas
dos compostos polares, os quais foram atraidos pelos solventes cloroférmio e
acetato de etila de polaridade similar, pois o processo de solubilidade de uma
substancia quimica esta diretamente relacionado com a estrutura da molécula e com
o nivel de polaridade, e consequentemente com as forcas de atracdo entre elas
(Martins et al., 2013). Isso justifica o fato das fragbes hexanicas, que sao apolares,
terem apresentado baixa quantidade de metabdlitos, quando comparadas as demais
fracOes, e ndo serem tao efetivas na atividade nematicida e ovicida a R. reniformis.

O perfil quimico dos extratos de Hex, Clo, AcOEt e Aq obtido dos isolados
fungicos difere daqueles descritos na literatura para os flavonoides. Embora estudos
relatem que os flavonoides estéo entre os compostos fendélicos quase ausentes nos
fungos (Vizzotto et al., 2010), neste trabalho, juntamente com derivados cindmicos,
esses compostos foram o0s grupos metabdlicos mais abundantes produzidos
principalmente por F. inflexum e pelas espécies de Penicillium. Compostos fendlicos
produzidos por F. inflexum e Penicillium spp., que sao fungos de solo, apresentam
alto potencial antimicrobiano contra bactérias e outras espécies fungicas, atuando
principalmente na inibicdo da sintese de acidos nucleicos e rompendo a estrutura da
membrana microbiana por meio de agdes lipofilicas (Hendra et al., 2011; Salas et al.,
2011). Fungos de solo sédo reconhecidos pela potencialidade em produzir
metabolitos bioativos e isto possivelmente deve-se a capacidade em decompor
matérias organicas e contribuir na ciclagem de nutrientes (Abdel-Aziz et al., 2017).

Embora os metabdlitos secundarios estejam mais relacionados com a
vantagem competitiva e o sistema de defesa do organismo que o produz, é relatado
que os flavonoides também contribuem na diferenciacdo de estagios do

desenvolvimento flngico, incluindo, germinacdo de esporos, comprimento hifal,
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estagios de diferenciacdo e formacdo de células auxiliares, além de contribuir
também para os mecanismos de sinalizacdo envolvidos na relacdo simbidtica entre
espécies vegetais e fangicas (Parasuraman & Siddhardha, 2019; Scervino et al.,
2005).

Neste trabalho, os compostos fendlicos foram eficazes na acdo nematicida, a
exemplo dos oriundos de F. inflexum que produziram flavonoides e derivados
cindamicos; juntos, esses compostos promoveram a mortalidade em mais de 86 %
dos juvenis de R. reniformis. De acordo com Musila et al. (2013) a existéncia de uma
ou mais classes de metabdlitos determina a extenséo da atividade biol6gica de uma
fracdo. Dessa forma, varios compostos quimicos, possivelmente, devem estar
presentes principalmente nas fragcdes Clo, AcOEt e Ag, potencializando a acao
nematicida e ovicida sobre R. reniformis.

Terpenos foram sintetizados por varios dos isolados fungicos testados, mas
entre eles a fracdo terpénica produzida por T. harzianum apresentou maior acéo
nematicida e ovicida. Espécies do género Trichoderma estdo entre as principais
produtoras de terpenos, e T. harzianum se destaca por apresentar amplo
mecanismo de acdo contra diversos fitopatdgenos, principalmente no controle de
nematoides (Meyer et al., 2019). Medico et al. (2018) testaram um novo nematicida a
base de terpenos contra espécies de Meloidogyne em Solanaceas e Cucurbitaceas.
O composto foi capaz de induzir a mortalidade dos nematoides atuando nas
substancias lipidicas contidas nas membranas celulares, causando lise e
consequentemente morte celular, além de inibir a formagéo de galhas e a eclosédo de
juvenis de Meloidogyne spp. Os terpenos com atividade nematicida podem atuar
rompendo a membrana celular dos nematoides, por meio de acodes lipofilicas, ou
atuar no sistema nervoso, afetando processos controlados por enzimas (Gongalves
et al., 2016).

O manejo de fitonematoides € uma tarefa dificil, muitas vezes sendo
necessaria a integracao de diversos metodos (Inomoto & Asmus, 2006). Embora o
controle populacional de fitopatbgenos por meio de agentes biologicos tenha
crescido em torno de 15% ao ano no Brasil (Mittmann, 2017), no controle de
fitonematoides ainda é um dos métodos pouco utilizados em campo devido a alguns
obstaculos, a exemplo do sistema de producédo em grandes areas, numero elevado
de pragas e principalmente devido a pratica do uso dos agroquimicos. Estes,

embora sejam altamente toxicos, causando diversos problemas a saude humana e
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ao meio ambiente, ainda constituem uma das formas de manejo mais utilizadas
devido a facilidade de obtencdo e uso dos produtos (Moura, 2015). O biocontrole,
além de contribuir para uma agricultura alternativa e sustentavel, auxilia em
pesquisas de desenvolvimento de produtos menos téxicos ao meio ambiente e ao
homem. Dessa forma, pesquisas sobre caracterizacdo das substancias produzidas
por fungos visando a obtencdo de novos compostos nematicidas devem ser

incentivados.
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CONCLUSAO

Este estudo mostrou a eficiéncia de filtrados produzidos a partir de
culturas fungicas como forma de controle alternativo para prevenir perdas
ocasionadas por Rotylenchulus reniformis.

De acordo com os objetivos e metodologia proposta foi possivel identificar oito
isolados fangicos que produziram metabdlitos com potencial nematicida e ovicida,
tanto em experimento in vitro quanto em testes realizados em casa de vegetacao
com plantas de coentro e feijdo-caupi ao fitopatdgeno em estudo. Também foram
identificados o0s principais grupos a que pertencem 0s metabdlitos que apresentaram
efeitos antagbnicos a R. reniformis. Paralelamente, foi realizada a caracterizacédo
morfolégica, molecular e raca de 11 popula¢gdes deste nematoide.

O controle biolégico, embora ainda se apresenta como uma técnica pouco
empregada, € uma prética de alta eficiéncia, praticidade e seguranca ambiental,
além da possibilidade de contribuir para a formulacdo de novos compostos menos
toxicos ao meio ambiente e com amplo modo de acdo. Pesquisas sobre biocontrole
de R. renifomis s&o limitadas, necessitando de mais estudos. Dessa forma,
informacBes basicas como identificacdo e biologia do nematoide, assim como
estudos de interacdo parasita-hospedeiro sdo essenciais para assegurar a forma de
manejo mais apropriada para o controle populacional de cada espécie de

fitonematoide.
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for Papaya ringspot virus, such as Watermelon mosaic virus 1 are not written in

italics. Tentative Species in the Genus, i.e. Alstromeria streak virus (AIStV) are
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Proofs
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ANEXO C - Instruc6es Nematology

Instructionsfor Authors

Scope

Nematology (NEMY) is an international journal for the publication of all aspects of
nematological research, from molecular biology to field studies. Papers on nematode
parasites of arthropods, and on soil free-living nematodes, and on interactions of these and
other organisms, are particularly welcome. Research on fresh water and marine nematodes is

also considered when the observationsare of more general interest.

Ethical and Legal Conditions
The publication of a manuscript in a peer-reviewed work is expected to follow
standards of ethical behavior for all parties involved in the act of publishing: authors,
editors, and reviewers. Authors, editors, and reviewers should thoroughly acquaint
themselves with Brill’'s publication ethics, which may be downloaded here:

brill.com/page/ethics/publication-ethics-cope-compliance.

Online Submission

Authors are required to submit their manuscript online via the Editorial
Manager (EM) online submission system at: editorialmanager.com/nem.
First-time users of EM need to register first. Go to the website and click on the
"Register Now" link in the login menu. Enter the information requested. During
registration, you can fill in your username and password. If you should forget your
Username and Password, click on the "send login details” link in the login section,
and enter your e-mail address exactly as you entered it when you registered. Your
access codes will then be e-mailed to you. Prior to submission, authors are
encouraged to read the ‘Instructions to Authors’. When submitting via the website,
you will be guided stepwise through the creation and uploading of the various files. A
revised document is uploaded the same way as the initial submission. The system
automatically generates an electronic (PDF) proof, which is then used for reviewing
purposes. All correspondence, including the editor's request for revision and final

decision, is sent by e-mail. Authors also have the opportunity to suggest and oppose
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reviewers by submitting the names and (e-mail) addresses.
File Formats
The manuscript text should be a Rich Text Format (.rtf) file. lllustrations
should be uploaded as separate files: high quality JPEG (minimum resolution
300 dpi) or TIF with LZW compression. Line figures should be at 600 dpi and can
be bitmap, JPEG or TIF. Avoid assembling images in PowerPoint or Word as the

guality is usually not good enough for publication.

Supplementary Media / Data Files

To support and enhance your manuscript, NEMY accepts electronic
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