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RESUMO

Silva, Josiane Goncgalves, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosadpilp016
Pochonia chlamydosporia para o manejo de Meloidogyne javanicapeomocao
de crescimento em mudas de bananeir@Prata-An&’. Orientador: Leandro
Grassi de Freitas.

A banana (Musa spp.) € uma das frutas mais consumidas no mundo. O Brasil ocupa
a 52 colocacgédo na produgdo mundial dessa cultura, mostrando relevanciaino cenar
agricola. Os nematoides do género Meloidogyne se destacam por sua ampla
distribuicdo mundial e pela magnitude das perdas que causam a didétiaaente

e pela predisposicdo ao parasitismo por fungos de solo. O controle biolégico de
fitonematoides tem sido estudado para essa cultura como uma ferramsiv@l pos

de ser usada em manejo integrado. Nesse estudo foram avaliados o controle
biologico de Meloidogyne javanicaem mudas micropropagadas de bananeira
‘Prata-And por sete isolados de Pochonia chlamydosporia(Pc-10; Pc-18; Pc-20;
Pc 42; Pc-54; Pc-64 e Pc-123) e a reducgdo do stress causado pelo nenaatoide
mudas de bananeira pela aplicacdo do isolado Pc-10, medida peladatéta
enzimas polifenoloxidase (PFR&fenilalanina amodnia liase (FAL). Os isolados Pc-

10, Pc-64, Pc-123 e Pc-18 reduziram significativamente o numero de ovos do
nematoidePc42, Pc-54 e Pc-20 ndo reduziram o nimero de ovos. O numero de
galhas nas raizes foi reduzido apenas pelo isolado Pc-10 em coropamacas

outros tratamentos. Existe variagdo na promoc¢ao de crescimento deemuelas
isolados de P. chlamydosporia. O isolado Pc-42 apresentou a maior codcentrac
no solo (UFC) ap6s os experimentos de controle biolégico e de promocédo de
crescimento. O isolado Pc-10 reduziu o stress em mudas de bananei@da®cul

com M. javanica.
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ABSTRACT

Silva, Josiane Gongalves, M.Sc., Universidade Federal de Vicdya,2Dl6
Pochonia chlamydosporia for the management of Meloidogyne javanicand
growth promotion in banana seedlings 'Prata-Anéd’ Advisor: Leandro Grassi de
Freitas.

The banana (Musa spp.) is one of the most consumed fruits in the world. Brazi
occupies the 5th place in the world production of this crop, showing relevance in
the agricultural scenario. The nematodes of the genus Meloidogyne stafiod out
their worldwide distribution and the magnitude of losses that caube twulture
directly and the predisposition to parasitism by soilborne fungi. Biologaratol

of nematodes has been studied for this crop as a possible sustainatilé¢aated

in integrated pest management. In this study we assessealthgidail control of
Meloidogyne javanica in plantlets of banana 'Prata Apaeven isolates Pochonia
chlamydosporia (PC-10, PC-18, PC-20, PC-42, PC-54, PC-64 and P-123) and the
stress reduction caused by the nematode in banana seedlings bygaelysolate

Pc10, measured by the activity of the enzymes polyphenoloxidase (PPO) and
phenylalanine ammonia lyase (PAL). The isolates PC-10, PC-64, PC-12%and P
18 reduced the number of nematode eggs significantly. PC-42, PC-54 and PC-20
did not cause reduction in the number of eggs. The number of galls on the mots wa
only reduced by PC-10 in comparison with other treatments. There wagveana

the seedling growth promotion by the isolates of P. chlamydosporia. dlageis
Pc42 showed the highest concentration in the soil (CFU) after the biocontrol and
growth promotion experiments. The isolate Pc-10 reduced the stress om plant

inoculated with M. javanica.

Vi



INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) é uma das frutas mais consumidas no mundo com 11,4
kg/habitante/ano, perdendo apenas para a laranja com 12,2 kg/habitan(E/AQ0
2014).0 Brasil tem contribuicdo na producao dessa fruta ocupando a quinta colocacao
com 6,9% da producdo mundial, superado pelos paises(28ji6) China (10,1%),
Filipinas (8,6%) e Equaddv,0%)(Vieira et al., 2013). No Brasil, a cultura é afetada por
diversas doencas, as perdas causadas por patdgenos podem chegar a 100% quando o
controle ndo é efetuado corretamente (Cordeiro & Silva, 2000). Dentre os patégenos de
importancia econbmica, os fitonematoides do género Radopholus similis,
Helicotylenchus multicinctus, Pratylenchus coffeddeloidogyne spp. sdo responsaveis
pelos danos significativos a cultura e destasardevido a distribuicdo nas regides
produtoras (Ritzinger & Costa, 2004).

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) sdo considerados importantes,
pois causam sérios danos na cultura, sdo amplamente disseminadossries@Eeiucao
no Brasil e no mundo (Costa, 2Q00@m infestacbes severas, além do sintoma
caracteristico das galhas nas raizes secundarias e tercidc@mse também o
apodrecimento radicat. As plantas infectadas ndo absorvem agua e nutrientes do solo
de forma adequada, reduzindo a quantidade e qualidade dos frutos (Borges et)al., 2009
O estresse causado pela infeccdo dos nematoides nas plantag;oassim estresse
hidrico, ocasionado por essa infec¢cdo, podem aumentar a atividade dassenzima
polifenoloxidase (PF@)fenilalanina amoénia liase (FAL) na planta (Vizzoto, 2010).

Estratégias para reduzir a populacéo de fitonematoides com menoradilizag
de agrotoxicos e maior exploragcdo do controle bioldgico tém sido cada vz ma
consideradas (Romero et al., 2007; Santos et al., 2013; Podesta et al., 201%).
controle biolégico de fitonematoides tem sido estudado para o massgsdigoparasitas
(Araujo &Marchesi, 2009; Luambano et al., 2015; Huang et al., 2016). No controle
biolégico ocorrem interagBes antagdnicas entre agente microbiano e idemés
mecanismos de acéo dos antagonistas sao antibiose, competicabsipargsiedacao,

hipoviruléncia e inducéo de defesa do hospedeiro (Bettiol & Morandi 2009).



Os fungos nematéfagos sdo divididos em quatro grupos: fungos predadores
ou formadores de armadilha, fungos endoparasitas, fungos produtores de toxinas e fungos
parasitasde ovos e fémeas de nematoides (Jansson et al., 2001). aochoni
chlamydosporia Zare & Gams (syn. Vertilicillum chlamydosporium Goddard) #ingo
gue tem se mostrado eficiente na redugao de populacdo de nematoides, especialmente os
nematoides das galhas (Moosavi et al., 2010; Dallemole-Giaretta et al.V&§i@8p et
al., 2015). Seu principal modo de ac&o contra os nematoides é o pacadéi®vos e
fémeas, porém sua producdo de enzimas e toxinas que alteram os exsdidatasesa
também séo fatores que afetam negativamente os nematoides. Pochomydadparia
apresenta outros atributos desejaveis como a capacidade de promoescimento
vegetal e aumentar a produtividade agricola. Sua habilidade dezeolasiraizes de
inUmeras espécies vegetais e de degradar a matéria organica gwogalrciona as
plantas a exploracdo de maior volume do solo ao mesmo tempo em que pnugrcve
absorcao de nutrientes, como nitrogénio, fésforo e potassio (Monteiro, 2013).

Pochonia chlamydosporia apresenta capacidade de produzir esporos de
parede grossa com reserva nutricional, os clamiddsporos, que conferem rustioidade
fungo e maior capacidade de competir, sobreviver e se estabelecsslamcom
diferentes caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicasy(K®95; Hallmann et
al., 2009). Estudos comprovam varia¢ao no potencial do controle biolégico elaitiess
de P. chlamydosporia (Dallemole-Giaretta et al., 2012). Também exigtgdo na
capacidade de isolados de P. chlamydosporia em ocupar diferentesnaicizosfera e
no solo, por isso torna-se importante ter esse conhecimento para selegalacdies
apropriados para o controle de nematoides (Mauchline et al., 2003).

Diferentemente dos animais, as plantas ndo apresentam um sistema
imunolégico adaptativo com células moveis. Dessa forma, elas depende cada
célula, individualmente, tenha a capacidade de perceber o patégenmasamkiélulas
vizinhas e produzir uma resposta de defesa (Hermosa et al., 2013). A cdlomieaR.
chlamydosporia ocorre tanto na superficie quanto no interior das raizes, o que pode
desencadear uma inducéo de resisténcia, causada pelo aumenimlaeéeatinzimatica
por Medeiros et al2016). A resposta de defesa envolve moléculas do &cido salicilico e
acido jasmoénico, que desencadeiam os fenbmenos da resisténcia asistéquirida
(SAR) e da resisténcia sistémica induzida (ISR), com papel no ppatesmalizacdo de
defesa da planta (Walters et al., 2013). Nesse contexto, as plantssotiesm
estratégias para lidar com a presenca do patégeno que, apresentanidadmjoe se
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adaptar as condicbes do ambiente sensibilizando seu sistema de el@fessposta aos
sinais do ambiente, esse mecanismo ¢ definido como estado de “priming” (Pastor
et al., 2013). Uma medida de exploracéo dessas rotas de sinalizagfiesdena planta
tem sido amplamente estudada com o objetivo de conhecer adntdeaqicrorganismos
benéficos no controle de patégenos de plantas (Kuhn & Pascholati, 2010; Paktor et
2013; Hermosa et al., 2013).

O objetivo desse estudo foi avaliar a eficiencia de isolados de P.
chlamydosporia no controle bioldgico Mk javanica, na promocao de crescimento de
mudas micropropagadas de bananeira Prata-Ana, na ativacdo das enzimas

polifenoloxidasee fenilalanina amonia-liase da planta.

MATERIAL E METODOS



Experimento | — Controle Bioldgico
Obtencao do inéculo de M. javanica

Os ovos de M. javanica, foram obtidos em raizes de tomateiro@dokiem
casa-de-vegetacdo. Esses ovos foram extraidos segundo a técnicaejeeHBarker
(1973), modificada por Bone#é Ferraz (1981). A suspensao aguosa contendo ovos do
nematoide foi calibrada em camara de Peters, sob um microscopio @efilozde
proporcionar a concentracdo final de 3000/mL inoculada em cada vaso (unidade
experimental).
Obtencao de P. chlamydosporia

Sete isolados de P.chlamydosporia (Tabela 1) utilizados no experimento
foram obtidos na colecéo do Laboratério de Controle de Fitonematoides da Unileersida
Federal de Vicosa. Esses isolados foram originalmente obtidogsanlavtécnica de
plagueamento de solos infestados com nematoides das galhas sobrenmseletivo
para P. chlamydosporia (Gaspard et al., 1990).

Tabela 1.0rigem dos isolados de Pochoniachlamydosporia

Isolado Localidade Plantas dominantes
no campo

Pc10 Vigcosa/MG Alface

Pc18 Venda Nova do Imigrante/ES Tomate

Pc20 Vicosa/MG Alface

Pc42 Carmopolis/MG Café

Pc54 Mariopolis/PR Quiabeiro

Pc64 Alicante/Espanha Sem informacéo

Pc123 Alicante/Espanha Sem informacéo

MG: Minas Gerais; ES: Espirito Santo; PR: Parana.

Para a producao de clamiddsporos, discos de meio de cultura Batata-dextrose-
agar (BDA) contendo micélio de cada isolado foram transferidos separadgaemnte
sacos plasticos contendo arroz autoalayvgue foram mantidos por 21 dias em sala de
cultivo no ambiente escuro a 26°C. Apos esse periodo, osclamidésporos deledda i
foram extraidos do substrato de crescimento arroz por meio de lavdgEat@ em
gaze e ajustada uma concentracdoem camara de Neubauer sob uoopicdesluz, foi

utilizado 5.000 clamidésporos por grama de solo em cada vaso.

Obtencao de mudas micropropagadas



As mudas de banana (Musa spp.) cultivar Prata-An&, com aproximadamente
30 cm de altura foram obtidas na Empresa Multiplanta, localizadauniipio de
Andradas, no sul de Minas Gerais, Brasil.

Conducéo do Experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagcdo, no campus da
Universidade Federal de Vicosa, em Vigosa, MG, durante os meses de outahoadéo
2015 a janeiro de 2016, com médias de temperatura do ar maximas e minim&8s de
°C e 23 °C, respectivamente.

Vasos de plastico com capacidade de3 litros foram preenchidos comtsubstra
composto de solo argiloso horizonte C e areia grossa na proporcao 1:1 (v:v) tratado com
o fumigante Dazomet (precursor de isotiocianato de metila) incorporado a uma
profundidade de 20 cm no solo, na dose de 50%/em caixa fechada por 15 dias.O
substrato de cada vaso foi tratado com um dos setes isolados de P dasbemg
(Tabela 1), na forma de 5000 clamiddsporos por grama de solo e infestado cono3000 ov
de M. javanica. Apés 10 dias da infestacdo do safomudas de banana foram
transplantadas. O tratamento testemunha foi constituido de plantas apm nematoide
no solo.

As plantas permaneceram por 60 dias em casa de vegetacadm apos
transplantio. Para a avaliacdo do controle bioldgico, as variaveiadasaforam altura
de parte aérea (APA), diametro do pseudocaule (DP), massa da raZ¥B$), massa
da parte aérea seca (MPAS), unidade formadora de coldnia (UFC) do solo, numero de
galhas (NG) e numero de ovos (NO) do nematoide por grama de raizeXpsgmento
a testemunha consistiu de vasos sem fungo, apenas com ovos do nematoide.
Delineamento Experimental

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), sendo cada tratamento constituido por seis repeticdes e a parcela ewakfine
constituida por um vaso com uma muda de banana. Os dados foram submetidos a
ANOVA e as médias do tratamento comparadas pelo teste de man&o de

probabilidade.

Experimento Il — Promogéo de Crescimento



Os isolados fungico e as mudas micropropagadas de bananeira tiveram a
mesma procedéncia dos utilizados no experimento |.
Condugéo do Experimento

A conducdo do experimento foi realizada de forma semelhante ao
experimento |, exceto pela auséncia de nematoides em todosan®etrtds e de que o
tratamento testemunha consistiu, nesse experimento, de plantas sem aplit@ggo. de

As plantas permaneceram por 60 dias em casa de vegetacam apos
transplantio. Para avaliacdo da promoc¢ao de crescimento, as vaasiéalesias foram
APA, DP, MPAS, massa de raiz seca (MRS) e UFC.
Delineamento Experimental

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), sendo cada tratamento constituido por seis repeticdes e a parcela exgkidnent
constituida por um vaso com uma muda de banana. Os dados foram submetidos aanélise
de variancia e as médias do tratamento comparadas pelo testencdena 5% de
probabilidade.
Experimento Il — Determinag&o das atividades da PFO e FAL

O isolado fungico e as mudas micropropagadas de bananeira tiverama mes
procedéncia dos utilizados nos experimentos | e .
Obtencao do inéculo de M. javanica

O in6culo do nematoide foi composto por juvenis de segundo estadio (J2) de
M. javanica, obtidos de ovos em raizes hospedeiras de tomateiro, cultivacksaee-
vegetacdo. Os J2 foram extraidos segundo a técnica de Funil de Baermaym (191
suspensdao de juvenis obtida foi calibrada em camara de Peters, sobrascdpio de
luz para 200 J2/mL inoculada em cada vaso (unidade experimental).
Condugéo do Experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no campus da
Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, MG, durante o més ddeaBfill6, com
médias de temperatura do ar maximas de 32°C e minimas de 18°C, respectivamente.

Vasos de plastico com capacidade dellitro foram preenchidos core solo
substrato Plamtax na proporgédo 1:1, (v:v) tratados sob as mesmas condicbes do
experimento | e Il. Cada vaso recebeu uma muda de banana de 15 cm deaaitui®d
dias apés o transplantio das mudas, foi adicionada ao solo e proximaiziss uma

suspensao com a concentracgao final de 5.000 clamidésporos por grama de solo de  Pc-



10 em cada vaso. ApGs 5 dias o solo recebeu 200 juvenis de segundo eXtéidin(J
javanica.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casi@liza
(DIC), sendo os tratamentos apenas o fungo (Pc-10), apenas o nematoide (\¥fj,e Pc
constituido por 3 repeticbes em trés épocas de coleta (24, 96 e 168 hatasiiatle
das enzimas polifenoloxidase (PF&Ggnilalanina amonia liase(FAL) de cada tratamento
em cada época foram comparadas pelo teste Duncan a 5% de probabilidade.
Determinacdo das enzimas Polifenoloxidase (PFO) e Fenilalaairamoénia-liase
(FAL)

Para andlise das enzimas PEGAL astrés raizes por tratamento foram
coletadas no tempo de 24, 96 e 168 horas ap0s a infestacdo do solo com ba.j&vani
cadatempo as raizes foram coletadas, lavadas com agua pararelswesiduos do solo,
em seguida envtads em papel aluminio e depositadas em nitrogénio liquido, sendo
posteriormente armazenadas em freezer a -80°C.

Polifenoloxidase (PFO, EC 1.14.18.1): Para extracdo da enzima PFO,
amostras de raizes (200 mg) foram maceradas em almofariz contendoniathiogédo
e 300 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O pé resultante da maceracao foi
homogeneizado com 2mL de solug&o de extragdo sendo essa constituida tende
metil-sulfonilfluoridrico (PMSF) 1 mM, &cido etileno diamino tetra-acéiedTA) 0,1
mM e tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8). O homogeneizado foi filtrado em
gaze e centrifugado por 10 minutos a 12000 g. O sobrenadante foi utilizado no teste
enzimatico. Em todas as etapas os tubos de ensaio foram envoltos cbatupaipeo e
tampados. A atividade de PFO foi determinada nas condi¢cdes dgsoritéar&Mishra
(1976), porém omitindo o peroxido de hidrogénio na mistura de reacdo. A atividade da
enzima foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM-{Gmance
&Maehley, 1955).

Fenilalanina ambnia-liase (FAL, EC 4.3.1.5)Para extracdo da enzima FAL, amostras

de raizes (200 mg) foram maceradas em almofariz contendo nitrogénio liquido e 300 mg
de PVPP. O po resultante da maceracao foi homogeneizado com 20 mugd® std
extracdo sendo essa constituida deborato de sédio 0,05 M (pH 8,3), 300 mg de
polivinilpirrolidona (PVP), 5,0 mM de3-mercaptoetanol e 1,0 mM de EDTA. O
homogeneizado foi filtrado em gaze e centrifugado por 15 minutos a 7000 g por duas
vezes nasmesmas condi¢cdes. O sobrenadante foi utilizado na reagé@diesnzi odas as

etapas do processo foram executadas a 4°C ou em gelo. A atividadel dai FA
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determinada por adicdo de 1mL enzima bruta (sobrenadante) a uma midturd. de

uma reacao contendo tampéao borato de sddio 0,2 M (pH 8,8) e 0,1 M de Lfenilalanina
As amostras foram incubadas a 30°C por 60 minutos e a reacao foi paradadigio a

de 0,1 mL de HCI 6N. As leituras de absorbéancia foramrealizadas em dsp@&actetro

a 290 nm (Kar & Mishra, 1976). A atividade da enzima foi calculadadas@ coeficiente

de extingcdo de faM* cm?

Determinacdes enzimaticasA concentracao total de proteinas do extrato obtido de cada
amostra foi determinada de acordo com o método de Bradford (1976) utilizando-se uma
curva de solucéo padréo de BSA (Albumina de Soro Bovino).



RESULTADOS

Experimento | — Controle Biologico

Houve efeito significativo para os isolados de P. chlamydosporia no eontrol
de M. javanica (Figura 1). O namero de ovos foi significativamente maumamdo
comparado com a testemunha para os isolados P&d64, Pc-123 e Pc-18
respectivamente, quando comparado com a testemunha. Os isolado®&&42, Pc-

20 proporcionaram um aumento do numero de ovos em relacéo a testemunha.
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Numero de ovos/g de raiz

Figura 1. Numero de ovos/grama de raiz de banana cultivar PratacAli#adas em solo
naturalmente infestado com Meloidogyne javanica e com isolad®saf®nia chlamydosporill:
tratamento testemunha, apenas com o nematoide.

Para a variavel numero de galhas, apenas Pc-10 apresentou diferenca

estatistica quando comparado comoutros isolados (Figura 2).

34

Nimero de galhas/g de raiz

Pc-10 P64 Pc-123 Pc-l8 N Pc-42 Pc-34 Pc20

Figura 2. Numero de galhas/grama de raiz de banana cultivar Pratacivdddas em solo naturalmente
infestado com Meloidogyne javanica e com isolados de Pochonia chlamydodgortratamento
testemunha, apenas com o0 nematoide.



As médias para as variaveis do desenvolvimento das plantas ddeaenc
estatisticamente (Tabela 2). O isolados Pc-10, Pc-18, Pc-20, Pc-BP2:5é
proporcionaram maiores ganhos para massa de parte aérea seca (MPASjusendo
apenas Pc-64 e Pc-123 ndo se diferenciaram da testemunha.A maaga foesca
(MRF)e o diametro de pseudocaule (DP) nao diferiu em nenhum dos tratan@mntos.
tratamentos com Pc-10, Pc-18, Pc-42, Pc-54 e Pc-123 @ peceporcionaram ganhos
de parte aérea (APA), enquanto que o isolado Pc-64 e a testemunha foram iguais.

Apesar da presenca do nematoide influenciar na reducao do desenvolvimento
das plantas no presente estudo, o fungo P. chlamydosporia foi capaz de diminuir os

efeitos destes nas plantas, como observado nas variaveis analisadas.

Tabela 2.Efeito de isolados de Pochonia chlamydosporia no desenvolvimento de mudas
de banana Prata-Ana parasitadas por Meloidogyne javanica .

Tratamento DP APA MRF MPAS
Pc10 + M,j 2,65 ab 86,00 a 88,20 a 53,92 a
Pc18 + M,j 2,77 ab 90,50 a 93,36 a 62,33 a
Pc20 + M,j 2,68 ab 84,00 ab 98,36 a 57,40 a
Pc42 + M. 2,72 ab 85,67 a 90,96 a 52,38 a
Pc54 + M, 2,75 ab 88,00 a 77,58 a 56,69 a
Pc64 + M.j 2,47 b 79,00 bc 81,64 a 36,94 b
Pc123 + M,j 2,93 a 85,67 a 78,04 a 35,48 b
Testemunha 2,66 ab 77,67 cC 86,31 a 37,60 b
(M.j)

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas naesniéstatisticamente entre si, pelo teste de Duncan
a 5% de probabilidade. Pc - Pochonia chlamydosporia; M.j - Meloidogyne jay@icaDiametro do
pseudocaule; APA - Altura da parte aérea; MRF - Massaizlirésca; MPAS Massa da parte aérea seca.

A concentracao do fungo P. chlamydosporiano solo ndo apresentou diferenca
significativa nos tratamentos com Pc-10, Pc-18 e Pc-20 quando comparadosc
demais tratamentos. O isolado Pc-42 apresentou maior média de UFglagém aos

demais isolados (Tabela 3).
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Tabela 3. NUumero médio de unidades formadoras de col6nias (UFC) de isolados de
Pochonia chlamydosporia no solo com plantas parasitadas por Meloidogyne javanica 60
dias apoés a aplicacdo dos tratamentos com os diferentes isolados do fungo.

Tratamento UFC
Pc10 + M,j 91.666 b
Pc18 + M,j 87.083 b
Pc20 + M,j 91.250 b
Pc4d42 + M,j 105.583 a
Pc54 + M, 69.000 c
Pc64 + M,j 33.500 e
Pc123 + M,j 56.833 d

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas naeméstatisticamente entre si, pelo teste de Duncan
a 5% de probabilidade. Pc - Pochonia chlamydosporia; M.j - Meloidogyne jayvafica(NUmero de
unidades formadoras de col6nid&gsolo).
Experimento Il — Promoc¢ao de Crescimento

As médias dos tratamentos com isolados do fungo P. chlamydosporia
apresentaram efeito significativo ao nivel de 5% de probabilidade gaenacio de
crescimento da bananeira (Tabela 4). O isolado Pc-42 se destacou por @napmaior
efeito significativo para a variavel MRS quando comparado com 0s ottasi¢ntos,
Pc64 também promoveu aumento da biomassa de raiz seca se diferenciando da
testemunha. Os outros isolados ndo apresentaram diferenca estatistica
comparados com as plantas sem fungo.

Tabela 4.Efeito de isolados de Pochonia chlamydosporia na promoc¢éo de cresciment
de mudas de banana Prata-Ana.

Tratamento DP APA MPAS MRS

Pc10 2,56 ab 85,76 ab 33,03d 5,05 bc
Pc18 2,83 a 84,17 ab 45,32 abc 5,06 bc
Pc20 2,72 ab 87,84 a 52,38 a 4,77 be
Pc42 2,67 ab 86,0 ab 40,43 abc 10,61 a
Pc54 2,67 ab 78,17 bc 30,49 bcd 5,67 bc
Pc64 2,43 b 82,67 abc 47,53 ab 6,44 b
Pc123 2,35 bc 74,67 c 35,56 cd 5,30 bc
Testemunha 2,67 ab 86 ab 40,43 bcd 3,87c

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nadesendiestatisticamente entre si, pelo teste de
Duncana 5% de probabilidade. Pc - Pochonia chlamydosporia; DP- Riadoepseudocaule; APA -
Altura da parte aérea; MPASMassa da parte aérea seca; MRS- Massa da raiz seca.
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O isolados Pc-10 ndo apresentou diferenca estatistica nos trataneamtos c
Pc54, Pc-123 e da testemunha para a variavel MPAS, enquanto que o Pc-20 se
diferenciou desses, proporcionando ganhos para essa variavel. O isolatGoa®c-
promoveu aumento da MPAS neste experimento, na auséncia de Mcaavgoando
comparado com a testemunha, mas o fez na presenca do nematoide,aaddesil
poder de reduzir os efeitos deletérios do nematoide sobre o crescimentdalélplbela
2ed).

Na variavel APA o isolado Pc-123 néo diferiu de Pc-64 e Pc-54, neste
experimento, na auséncia de M. javanica, Pc-123 ndo promoveu aumertoaidaal
parte aérea quando comparado com a testemunha, mas o fez na presenc#&dienema
evidenciando seu poder de reduzir os efeitos deletérios do nematoide sobcareate
da planta. Pc-20 n&o apresentou diferenca significativa entre os isBad@s Pc-18,
Pc42, Pc-64 e a testemunha, 0 mesmo nao foi observado no experimento |, o isolado P
20 proporcionou aumento para essa variavel quando comparado com a testemunha
(Tabela 2 e 4). O diametro do pseudocaule foi diferente nos tratamentos-é&nHee
42 e Pc-64, no entanto n&o foi observado diferenca de todos os isolados cemuantest

Maior médas de UFC foi observada no solo c®m42 o mesmo resultado
foi obtido no experimento | (Tabela 3 e 5). A concentracdo de P. chlamydosporiano solo
ndo apresentou diferenca significativa nos tratamentos Pc-5464,Rcmesmo ocorreu
entre Pc-18, Pc-20fc123.

Tabela 5. Numero médio de unidades formadoras de col6nias (UFC) de isolados de
Pochonia chlamydosporia presentes no solo com 60 dias ap6s a aplicacdo dos
tratamentos.

Tratamento UFC
Pc10 93.333 Db
Pc18 59.833d
Pc20 75.583 ¢
Pc42 117.583 a
Pc54 43.333 e
Pc64 39.666 e
Pc123 70.583 cd

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndesn#statisticamente entre si, pelo teste de Duncan
a 5% de probabilidade. Pc - Pochonia chlamydosporia; IW@nero de unidades formadoras de
colénia/gde solo).

Experimento Il — Determinacé&o das atividades de PFO e FAL
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Apos 24 horas da inoculacdo de M. javanica, a Polifenoloxidase (PFO) néo
apresentou diferenca na atividade entre os tratamentos Mj+Pc-100e élgguanto que
para Mj a expresséo da atividade foi superior (Figura 1). As 96 horas apés da inoculacéo
ocorreu aumento da concentragcdo de PFO em todos os tratamentos, nonéotéoito
observada diferenga estatistica entre os tratamentos. Esse enéscaa atividade
enzimatica foi observado também apds 168 horas da inoculacéo, quando MjHPc-10 e
10 néo se diferenciaram, enquanto que no tratamento apenas com Mj houveanaddes

aumento enzimatico.

1,4 | =#=Mj =i=PCc-10 =h=Mj+ Pc-10
1,3 f
1,2 |
1,1 f
1,0 |
08
07 |
0,6
05
04 |
02
01
0,0 : : '
24 96 168

Horas apo6s a inoculacéo

proteina)

PFO (umol min-1 mg-1

Figura 1. Monitoramento, ao longo do tempo, da atividade enzimatica lfanmdoxidase
(PFO) as 24, 96 e 168 horas ap0s a infestacédo (hai) desul@00 juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne javanica (Mj). Os tratamentos tinasisde plantas de banana
em solo infestado apenas com Pochonia chlamydosporia (Pc-10), cam &4m ambos
Pc10 e Mj. Os valores médios de atividade da PFO estaemefados, em cada ponto, ao
eixo das abscissas (valores médios do tratamento @nt@d dados foram submetidos a
ANOVA e a comparacao de médias pelo teste de Duncan (B5<rD= 3). Os asteriscos
indicam diferenca significativa entre os tratamentdereates a cada tempo de coleta. A
barra em cada ponto representa o erro padréo da média.

A atividade de enzimatica de fenilalanina amoénia-liase JHALbaixa ao
longo das avaliagbes (Figura 2). ApOGs 24 horas da inoculacdo, plantaBcebin
apresentaram atividade dessa enzima superior aos tratamentogifecalide Mj que
nao se diferenciaram. Apés 96 horas da inoculagéo ocorreu um pico de FAtRonM
10, enquanto que em Pc-10 ocorreu uma reducdo da atividade, nesse temgade ativi
de Mj foi bem préximo a zero. Os tratamentos Mj+Pc-10 e Pc-10 reduziram os niveis de
FAL as 168 horas ap0s inoculacdo proximo de zero, por outro lado Mj aumentou a

atividade nesse tempo.
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Figura 2. Monitoramento, ao longo do tempo, da atividade enzimaticéemitalanina
amonia-liase (FAL) as 24, 96 e 168 horas ap0s a infestagiddlenlo com 200 juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica (Mj). Os tratameoissstiram de plantas
de banana em solo infestado apenas com Pochonia chlamydosporia, feerlldj, ou com
ambos Pc-10 e Mj. Os valores médios de atividade da P#@0 ederenciados, em cada
ponto, ao eixo das abscissas (valores médios do tratammemimle). Os dados fona
submetidos a ANOVA e a comparacédo de médias pelo teste darD{ih< 0,05; n = 3). Os
asteriscos indicam diferenca significativa entreratatentos referentes a cada tempo de
coleta. A barra em cada ponto representa o erro padréédia. m

DISCUSSAO
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Neste trabalho, 57% dos isolados em estudos apresentaram efeito de reducgéo
do nimero de ovos de M. javanica em mudas de banana em comparagdcatamento
testemunha, com maior relevancia paiaotado Pc-10. O potencial para o biocontrole
com P. chlamydosporia,evidenciado nesse trabalho,esta de acordo com adobseTrv
outros estudos nos quais Pc-10 foi avaliado (Dallemole-Giaretta 20@8; Podesta et
al., 2009; Bontempo et al., 2015; Viggiano et al., 2015). A reducao do numero de ovos
do nematoide pelo fungo € um fator decisivo para o0 manejo da doengéuna da
banana. Esses resultados contribuem para o tratamento de ralfeesmdeira com P.
chlamydosporia dentro do sistema de produgdo de mudas, sendo essavaltemmati
protecdo da raiz contra M. javanica no campo. Guimardes (2011) observou que as
populacdes de Meloidogyne sp., Helicotylenchus multicinctus, Radopholugs gmil
Pratylenchus coffeae foram reduzidas em &reas de cultivo conterdiahaneira Prata-

Anéd com aplicacdo dos agentes de biocontrole P. chlamydosporia, P astaatians,

e Bacillus subtilis.

O controle de ovos de M. javanica nao foi observado em tratamentos com o0s
isolados Pc-42, Pc-54 e Pc-20, mas apesar disso, esses isolados pronmmveram
crescimento das plantas, mensurado pelas variaveis APA e MRWIindo os efeitos
causados pelo nematoide. No experimento Il, na auséncia do nematoide, o isolado Pc-42
promoveu ganhos significativos de MRS, provavelmente, ao induzir o aumento do
volume radicular na planta, esse fungo aumenta a area de supedicigargpara a
infeccdo de juvenis do nematoide e, consequentemente, a maior @@ndeagvenis e
posterior producdo de ovos. Resultado semelhante foi encontrado por Monteiro (2013)
no qual Duddingtonia flagrans foi capaz de induzir a promoc¢ao de cresciment@anas

foi eficiente no controle de M. javanica.

Na reducdo do numero de galhas por planta, apenas Pc-10 se diferenciou
estatisticamente dos outros isolados. Esse resultado pode ser expktadmaior
eficiéncia desse isolado em colonizar os ovos no solo, reduzindo o numitayde
penetram as raizes das plantas (Moosavi et al., 2010; Silva, 2015).Poadaotrodios
0s outros isolados nédo apresentaram diferenca no nimero de galhasit@das desse
estudo corroboram os encontrados por Dallemole-Giaretta (2008) no qual isolado de P
chlamydosporia ndo se diferenciaram no nimero de galhas, no entasentgyean
diferenca para varidvel numero de ovos. Apesar de ter ocorrido formacathae ga

radiculares incitadas pelo nematoide, no primeiro ciclo de vida gedégeno, os
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isolados que colonizavam as raizes puderam atuar sobre fémeas, noassad®/os no
solo a partir do segundo ciclo. Estudo com microscopia eletronica de vamedhklea
gue de hifas P. chlamydosporiacolonizam ovos, massa de ovos e &&ukas deM.

incognita (Manzanilla-Lopez et al., 2014).

A promocao de crescimento vegetal observada nesse estudo esta em
consonancia com os resultados de estudos anteriores (Borne et al., 1998, &atie
2003; Moosavi et al., 2010; Muthulakshmi, et al., 2012). Rodriguez-Romero et al.,
(2007) também observaram controle de nematoides das galhas, crascianplanta e
absorcdo de nutrientes em mudas micropropagadas de banana, quando tratadas com
agentes de controle bioldgico. A MRF nao se diferenciou entre os isaf@destanto
esses isolados foram capazes de promover melhor desenvolvimento daguandase
observa as outras varidveis em comparacdo a testemunha. Resdadibsrstes no
aumento da massa fresca de raizes de banana foram obtidos por “éhn@Gt5,
entretanto Souza et al.,(2014) ndo observaram diferenca estatisticen@oto de peso

de raizes frescas em cana-de-agucarMomcognita.

No experimento Il os isolados Pc-42, Pc-64 de P. chlamydosporia foram
capaesde promover significativamente o crescimento radicular, observadoemMRS
interacdo desse fungo com o sistema radicular pode induzir mudancas na planta que esta
relacionado a regulacdo de genes nas vias do acido saliciliciolce adoscisico, a
sinalizacao esta envolvida na promocao de crescimento (Larriba, 204&)efego foi
observado também no experimento I, onde as plantas com Pc-42 tive@asmadias
em APA e MPAS mesmo na presenca do nematoide. Por outro lado, nadseoes
isolado Pc-64 ndo promoveu o crescimento da bananeira infectada peltwidem
Apesar de ndo promover o desenvolvimento da planta na presenca do reeneatoid
isolado Pc-64 reduziu o nimero de ovos de M. javanica, assim como observado
porDallemole-Giaretta et al(2012) A promocao de crescimento de tomateiro pelo
isolado Pc-64 e outros isolados de P. chlamydosporia, na auséncia tedetambém
foi observada por Zavala-Gonzalez (2015), que além disso, observou a apaeda
producao de acido indolacético (IAA) e a solubilizacédo de fosforo. Esseismodarna-
se interessante no presente trabalho, pois nos dois experimentos pode-se graseiva
variacao de atividade nematéfaga e de proporcionar o melhor desenvolvraents
plantas.
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O isolado Pc-64 também apresentou menor concentracdono solo, medida pela
UFC, nos dois experimentos. Apesar da baixa populacdo no solo o efeitcsdizate i
no controle de ovos foi eficiente. Por outro lado, Pc-42 teve um aumento significativo da
concentragéo no solo, no entanto ndo reduziu a populacao de M. javadmasidade
desse fungo no solo pode ser variavel dentro dos isolados (Moosavi et al., 2010;
Dallemole-Giaretta et al., 2012). A presenca do nematoide provawvilnpode estar
relacionada com aumento da populacdo para alguns isolados que foi observado no
presente estudo. Entretanto, os isolados proporcionaram efeito de compenpégéana
apesar da presenc¢a do nematoide. Estudo com aplicacao de agente bioevataalena
ferramenta interessante para o manejo de doencas na cultura da bantaracao com
as raizes produz o efeito de reducdo da doenca e efeito de luafeeadi (Yuan et al.,
2013).

No estudo de atividade de enzimas, o aumento da atividade deoRFO® c
tempo foi semelhante para os tratamentos com o fungo, com e sem widema
entretanto, no tratamento apenas com o nematoide a curva de crescienatividade
da PFO foi muito mais acentuada, o que demonstra que o fungo P. chlgonios
compensa o estresse oxidativo causado normalmente pelo nemata@ed#da na planta,
ja que essa enzima € catalizadora da oxidacdo de diversos fenoer,(I2096).
Meloidogynesp. € um endoparasita sedentario, e sua presencga no sistema radicular causa
danos celulares durante a migracéo e estabelecimento do sitiacdéar(fé et al., 2015).
Ngadze et al., (2012) relatam que maiores atividades de PE@amstelacionads
resisténcia a doencas em diversas variedades de batata e esiemessbdlitos
secundarios envolvidos em mecanismos de defesa da planta desempenfeel da
tolerancia a doenca. No entanto, sendo essa variedade de banana®ratesdetived
esse nematoide, o aumento da atividade de polifenoloxidase indica qu@wahica
causou danos celulares nas células radiculares das plantas.Bh@di6altambém
observaram o aumento da atividade de polifenoloxidase na espécie eRgosablin

na presenca de M. incognita.

A interacdo Mj+Pc-10reduziu PFO devido a presenca do fungo, isso pode
ser associado a colonizacdo do sistema radicular pelo fungo diagdamesulacédo do
nematoide, com isso reduziu a penetracdo do numero de juvenis damitganas raizes
e com isso a atividade da enzima nao apresentou diferenca siyaifieat relacdo a

plantas tratadas apenas com o fungo. A atividade de PFO teve um@uooranderavel
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aos cinco dias, na interacéo P. chlamydosporia com M. javanica, no entanto no primeiro
e no terceiro dia, tratamentos com nematoide tiveram maior exprdsssa enzima
(Lalezar, 2016). Esses resultados corroboram com esse estudo, podendo ser observado

gue no sétimo diaVj+Pc-1Q ndo se difere do tratamento apenas comM. javanica.

Na primeira coleta, 24 hai, pode-se observar que M. javanica reduziu a
atividade enzimatica de FAL na interacao (Mj+Pc-10), possivelneatenento dessa
enzima observado no tratamento com o fungo pode estar relacionada a degmsicao
compostos de lignificagdo da parede celular das raizes. A ligniiGagén polimero
fendlico, que aumenta a atividade de fenilalanina, essa barreira foidadumi plantas
pelo fungo na presenca do nematoide, que nao foi observado apenas com M.,javanica
podendo a planta ndo apresentar mecanismos de defesa contra 0 nemajalidac&o
de indutores de resisténcia, cisjasmone, induz sistematicamdiviglada de PAL em

resposta da presenca de M. javanica em soja (Janegitz, 2012).

Enquanto que, as 96 hai o pico dessa enzima esteve relacionadereggre
do nematoide, provavelmente a atividade foi alta devido a respodefeda induzida
pelo fungo. Kamali et al., (2015) encontraram resultados muito semelhathesram
o efeito de Trichoderma harzianumna inducéo de resisténcia a Migaed-usarium
sp., a expressao da FAL foi observada inicialmente alta apenas no agente deol@pcont
e com o tempo teve um pico com a interacdo nematoide e o fungo de controle hioldgico
apenagmnematoide o aumento foi observado no ultimo dia de avaliacéo. A famkala
amoOnia-liase esta envolvida com a biossintese de fenilpropandis e padisipaese de
mondémeros de lignina, que conferem resisténcia a parede, além de acitioosal
fitoalexinas e flavonoides, todos esses atua como sinalizadores de defesen(Barasi
al., 2005). Possivelmente, P. chlamydosporia teve a capacidadmeptar a atividade
dessa enzima durante a infeccdo do nematoide de galhas nas rb@esnde A reducéo
observada as 168 hai pode estar relacionada a menor ativacao deskefuizgo. Nesse
periodo também observa@que no tratamento apenas com M. javanicaocorreu um leve
aumento de FAL quando comparado com 0s outros tratamentos. Esse comportament
pode estar relacionado a uma baixa reposta enzimatica da glamdp o nematoidé

estd em fase de estabelecimento do sitio de infeccéo.

Em conclusdo, os isolados Pc-10, Pc-18, Pc-64 e Pc-123.de P

chlamydosporia reduzem a populacdo de M. javanica em mudas de bananeira Prata-Ana
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e, entre esses o isolado Pc-10 foi o mais eficiente. Existe uragd@rno comportamento
dos isolados d@. chamydosporia na promocao de crescimento de mudas, sendo que o
isolado Pc-42 apresentou a maior concentragao no solo. Ao colonizar as raizes, o isolado

Pc10 reduziu o estresse causado pelo nematoide nas plantas de banatagdoqreias
atividades de PFO e FAL.
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Anexo |. Plantas de banana Prata-Ana cultivadas em casa de vegetacédo por dois meses.

A. Plantas com isolado Pc 10; Pc 123; Pc 54 e Pc 18 com MigaMB. Plantas com isolado Pc 20; Pc 64 e Pc 42 com M. ja@mitantas com isolado Pc 10; Pc 123; Pc
54 e Pc 18D. Plantas com isolado Pc 20; Pc 64 e Pd424.. Planta com M. javani¢&. Planta sem P. chlamydosporia e sem M. javanica.
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Anexo Il. Raizes de banana Prata-Ana cultivadas em casa de vegetacao por dois meses

A. Raiz com M. javanica; Raiz sem fungo e sem nematoRkeg;com Pc 10; Pc 10 com M. javarBcdRaiz com isolado Pc 123; Raiz com isolado Pc 123 e Mnjeaa
Raiz com isolado Pc 54; Raiz com isolado Pc 54 e M. javahi€aiz com isolado Pc 18; Raiz com isolado Pc 18 e M. javaRia& com isolado Pc 20; Raiz com isolado
Pc 20 e M. javanic®. Raiz com isolado Pc 64; Raiz com isolado Pc 64 e Mnjaga Raiz com isolado Pc 42; Raiz com isolado Pc 42ja\dnica.
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