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RESUMO

Barbosa, Rosana Toledo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2017.Tratamento de mudas de bananeira Prata Ana com o fung@ochonia
chlamydosporia visando protecéo contra o nematoide das galh&sel oidogyne

javanica. Orientador: Leandro Grassi de Freitas.

A micropropagacdo de mudas de bananeira vem se tornando cada vez mais
comum devido ao ganho em escala e tempo na producéo, além de se evitar a
disseminacédo de patégenos, que ocorre frequentemente na propagacao natural da
cultura. Além disso, as mudas micropropagadas podem ser tratadas com
microrganismos benéficos, que conferem protecao e vigor extras, agregando valor
ao produto. O fungBochonia chlamydosporia ja é conhecido por sua capacidade

de controlar nematoides fitoparasitas e por promover o crescimento vegetal.
Sendo assim, este trabalho foram avaliados os beneficios que esse fungo
endofitico pode agregar ao ser introduzido em mudas micropropagadas de
bananeira durante o periodo de aclimatacdo, antes de serem expostas ao contato
com o nematoide das galhas radiculavéspidogynejavanica. Doses do produto
Rizotec®, a base do isolado Pc-10 do fuRgchlamydosporia, a fim de gerarem
concentragdes de 2.000, 3.000, 4.000 e 5.000 clamid6spbmbs.gubstrato,

foram comparadas quanto a capacidade de conferir protecdo e promover
crescimento as mudas de banana. As diferentes concentragdes do fungo resultaram
em reducao do numero de galhas e de ovdd.davanica por grama de raiz. O
nimero de galhas e de ovosMigavanica.g? de raizes, na concentragdo de 5.000
clamidésporos:g de substrato, foram reduzidos em até 47,6% e 67%,
respectivamente, em relagdo ao tratamento controle. Para as variaveis de
desenvolvimento da planta, a altura da parte aérea, massa da parte agrea seca
didmetro do pseudocaule e massa fresca das raizes de bananeira houve maior
incremento na concentracdo de 5.000 clamiddsporadegsubstrato quando
comparado ao controle. O fungo foi detectado colonizando as raizes das plantas e
0 substrato ao final do experimento, mostrando sua capacidade de se instalar,
multiplicar e sobreviver no ambiente da muda micropropagada, e foi eficiente na
reducdo dos danos causados pelo nematoide e na promocao do crescimento das

plantulas de bananeira.



ABSTRACT

Barbosa, Rosana Toledo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Treatment of banana seedlings Prata Ana with the fungus Pochonia
chlamydosporia aiming protection against the root-knot nematode
Meloidogyne javanica. Advisor: Leandro Grassi de Freitas.

Micropropagation of banana seedlings has become increasingly common due to the
gain in scale and time in the production, as well as avoiding the spread of pathogens,
which occurs frequently in the natural propagation of the crop. In addition,
micropropagated seedlings may be treated with beneficial microorganisms, which
provide extra protection and vigor, adding value to the product. The fungus
Pochonia chlamydosporia is already known for its ability to control plant-parasitic
nematodes and to promote plant growth. Thus, this work evaluated the benefits that
this endophytic fungus can add if introduced in micropropagated seedlings during
the acclimatization period, before they are exposed to contact with the root gall
nematode, Meloidogyne javanica. Doses of the Rizotec® product, based on the P,
chlamydosporia fungus Pc-10 isolate, to generate 2000, 3000, 4000 and 5000
chlamydospore.g™! concentrations in the substrate were compared for their ability
to confer protection and promote the growth of banana seedlings. The different
concentrations of the fungus resulted in a reduction in the number of galls and eggs
of M. javanica per gram of root. The number of root galls showed a greater
reduction in the concentration of 5,000 chlamydospores.g” than in the other
treatments, with a reduction of up to 47.6% when compared to the control treatment.
The number of eggs of M. javanica.g™' of roots obtained a reduction of 67% at the
concentration of 5,000 chlamydospores.g! of substrate, in relation to the control
treatment. The dry shoot mass increased by up to 23% to 5,000 chlamydospores.g
!'s0il. The diameter of the pseudostem also increased with the fungus application,
showing an increase of 14%. The fresh root mass of the plants was also higher in
the treatments with the fungus, with a 11.4% increase in the concentration of 5,000
chlamydospores.g™!, in relation to the control treatment. The fungus was detected
colonizing the roots of the plants and the substrate at the end of the experiment,

showing its ability to install, multiply and survive in the micropropagated seedling
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environment, and was efficient in reducing the nematode damage and in promoting

banana seedling growth.
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INTRODUCAO

A bananausa spp.) éafrutatropical mais consumida no mundo e o Brasil é 0
quinto maior produtor mundial, atras de india, China, Filipinas e Equador (FAO, 2013)
produzindo cerca de 7,2 milhdes de toneladas, com area cultivada de mais de 470 mil
hectares e rendimento de 14,58 kg por hectares (IBGE, 2016). Conforme Perrier et al.
(2011) a banana, juntamente com o arroz, trigo e o milho sédo considerados as principais
fontes de alimento do mundo.

Segundo Amorim et al. (2011), as cultivares preferidas pelo mercado no Brasil
sao as do tipo Prata, principalmeatBacovan & Prata And, sendo essa Ultima a mais
cultivada. Essa variedade pértencente ao grupo AAB, mutante da “Branca” e do
subgrupo Cavendish (Souza, 2014). O clone Prata And Gorutuba surgiu da mutacao
espontanea deultivar Prata Ana, foi selecionado em 1999 com o objetivo de apresentar
resisténcia &usarium oxisporiumsp. cubensise tem sido usado para a expansao de novas
areas. Atualmente esse clone selecionado tem grande aceitacdo por caracteristicas
agrondmicas e produtivas (Rodrigues, 2012

A utilizacdo de mudas micropropagadas resulta em mudas com um maior vigor
vegetativo e livres de problemas fitossanitarios (Seuah, 1997). Além disso, permite
maior producdo em menor tempo e espaco fisico (Crécomo, 1986), tornando essa pratica
cada vez mais presente no sistema de producéo. A qualidade da muda é o fator mais
importante, pois possibilita uma uniformidade no plantel, maior producéo, produtividade
e sanidade do bananal (Couceiro et al., 2001).

Varias sé@o as fases no processo de micropropagacdo de bmmarese inicia
na multiplicacdo e vai atéaclimatacdo, que ocorre logo apos as plantas serem cultivadas
in vitro. Esta fase se deve a necessidade das plantas se estabelecerem em uma nova
condicdo de ambiente, que sdo adversas as condi¢cdes anteriores, e requer cuidados para
gue néo ocorram modificacdes fisioldégicas, morfoldégicas e anatdbmicas antes que as
mudas sigam para o campo (Grattapaglia e Machado, 1998; Carvalho et al., 1999,
Hoffmann, 2002).

Em geral, o potencial produtivo da banana ndo € completamente expresso, em
funcdo de perdas causadas por pragas e patdogenos. Dentre as doencas que afetam a
produtividade da bananeira, destacam-se o mal dar@effraisarium oxysporum f.sp.

cubense), as manchas foliares de sigatok®y¢osphaerella fijiensis e M. musicola) e os
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nematoides parasggadas raizes, principalmentBadopholus similis, Pratylenchus
coffeae, Helicotylenchus multicinctus e Meloidogyne spp (Bridge et al.,, 1997;
Collingborn & Gowen, 1997; Vilas Boas et al., 2002; Jesus & Wilcken, 2010.

Os nematoides causam perdas econdmicas na agricultura por redazirem
produtividade e a qualidade dos produtos, além do aumento nos custos de producédo com
a compra e aplicacao de defensivos (Barcelos, 1997). Segundo Costdl @98, os
danos causados por nematoides aos cultivos de bananeira s&o diretamente proporcionais
ao aumento de suas populacdes. As espécies do déderdogyne javanica (Treub)
Chitwood eMeloidogyne incognita (Kofoid & White) sdo as espécies mais frequentes em
regides brasileiras produtoras de banana (Cofcewicz et al., 2004). Os nematoides das
galhas apresentam uma heterogeneidade de hospedeiros e séo disseminados pelo mundo,
sendo considerados os de maior importancia econémica (Sasser & Freckman, 1987;
Wesemael et al., 2010).

O controle quimico de nematoides vem sendo substituido por outras praticas
devido ao grande impacto ambiental que causa aos seres humanos e ao meio ambiente
(Campos et al., 1998; Barker, 2003; Ward et al., 2012). Cada vez mais, métodos
alternativos de manejo, como por exemplo o controle biol6gico, vem ganhando destaque
(Neves et al., 2008). O controle bioldgico ocorre através do equilibrio bioldgico natural
da microbiota do solo, ou de forma induzida, por programas que visam aumentar
populacdo e a atividade dos antagonistas dos nematoides (Jatala, 1986; Stirling, 1991;
Ferraz & Santos, 1995).

Diversos organismos sdo considerados inimigos naturais dos fitonematoides,
como fungos, bactérias, nematoides predadores, acaros entre(feoitnas & Jansson,

1988; Kerry, 1990). 6fungos nematofagos sdo os mais estudados entre esses organismos
e se dividem em: predadores, endoparasitas, parasitas de ovos e de fémeas e fungos
produtores de metabdlitos toxicos (Mankau, 198@ala, 1986; t8ling, 1991).

Dentre os fungos mais utilizados no controle biol6gico de fitonematoides destaca-
se Pochonia chlamydosporia Zare e Gams (sinonimiderticillilum chlamydosporium
Goddard, teleomorfd/etacordyceps chlamydosporia (Kerry e Jaffee,1997; Freitas et
al.,1999; Zare et al., 2001; Lopes et al., 2007; Sung et al, 2007; Podesta et al., 2009). No
Brasil, esse género foi relatado pela primeira vez pelos pesquisadores Batista & Fonseca
(1965) apos isolar o fungo de amostras de solos de diferentes regides do Nordeste, no

entanto, o primeiro relato como parasita de ovos de fitonematoides ocorreu por Willcox



& Tribe (1974), apods ter sido isolado de ovos Higerodera schachtii Schmidt e
Heterodera avenae Woll (Kerry, 1975).

O fungoP. chlamydosporia € parasita de ovos e fémeas de importantes espécies de
nematoides, como, por exemplo, o nematoide das gildasdogyne spp. (De Leij &

Kerry, 1993; Hidalgo-Diaz et al., 2000; Dallemole-Giaretta et al., 2012) e nematogdes do
cistos Heterodera spp. e Globodera spp. (Kerry & Crump, 1977). Este fungo é
caracterizado por ser um saprofita facultativo, isto €, altera sua atividade saprofitica por
parasitica quando em presenca de ovos de nematoides, produzindo uma enzima a VCP1,
gue conferea degradacdo da parede dos ovos do nematoide, permitindo que a hifa os
penetree os infecte (Segers et al., 1996). O fungo produz outras enzimas, esjee ela

P32 (Lopez-Llorca, 1990) a SCP1, ambas serine carboxypeptidases com possivel
funcao de defesa endofitica contra nematoides (Lopez- Llorca et al., 2010).

Pochonia chlamydosporia produz clamidosporos, que sdo estruturas de
armazenamento de reservas nutricionais e de sobrevivéncia. Conforme Bourne & Kerry
(1998), clamiddsporos sé@o propagulos efetivos para o estabelecimento do fungo no solo
e na rizosfera, por ndo precisarem de nutrientes adicionais. Além disso, o fungo confere
a capacidade de promover o crescimento das plantas (Freitas et al.,2009), e colonizam
endofiticamente monocotiledéneas (Macia-Vicente et al., 2008; Lopez-Llorca et al.,
2010) e dicotileddneas (Bordallo et al, 2002; Manzanilla-Lopez et al, 2011; Escudero e
Lopez-Llorca, 201p

Fusconi (2014) relatou a capacidade desse fungo solubilizar fosfato mineral, e uma
vez que o fésforo € um dos nutrientes menos disponivel as plantas, a utilizesgio de
organismo auxilia a planta na aquisicdo desse nutriente, importante para o sucesso da
producdo vegetal. Esta atividade é, comumente, associada ao efeito de promocao de
crescimento das plantas (Vassilev et al., 20P6¢hona chlamydosporia € capaz de
aumentar o crescimento, diminuir o periodo de florescimento de plantas de tomate
(Zavala-Gonzalez et al., 2015) e aumentar a aquisi¢cao de nutrientes (Monteiro, 2013), 0
gue resultam no aumento da produtividade das plantas. Além disso, o fungo também pode
estimular a planta a produzir hormoénios importantes para o desenvolvimento vegetal
(Zavala-Gonzalez et al., 2015).

A Rizoflora Biotecnologia S.A., € uma empresa spin-off do Laboratorio de
Controle Biolégico de Fitonematoides, do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria, da Universidade Federal de Vigosa. Nesse laboratério foram realizadas

pesquisas por mais de 20 anos para selecionar um agente de controle biolégico com

3



grande potencial de mercado, que culminaram na escolha do isolado Peabbahea
chlamydosporia. Esse fungo foi licenciado a Rizoflora Biotecnologia S.A., que em 13 de
maio de 2016 conseguiu a aprovacgao de Registro no Brasil para uso comercial do Rizotec
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Esse produto, na
formulacdo de p6 molhavel, tem como ingrediente ativo o isolado Pc-10 na concentracao
de 5,2 x 10 clamidésporos:g O produto sera comercializado no pais para seu uso em
soja, milho, algodao, olericolas e fruteiras pela empresa Stoller do Brasil, sua maior
acionista.

Diante a eficiéncia dé. chlamydosporia como agente de controle biologieo
promotor de crescimento vegetal, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
aplicacdo de diferentes doses do fungo sobre o controlél.dgavanica e o
desenvolvimento vegetal em bananeira Prata-And clone Gorutuba e vedficar

colonizacéo radicular das mudas micropropagadas ao final da fase de aclimatacéo.



MATERIAL E METODOS

1.1- Obtencéo do inéculo devieloidogyne javanica

Ovos do nematoidil. javanica, obtidos de raizes de tomateiros mantidos em casa
de vegetacao constituiram o inoculo utilizado no experimento. A extracdo dos ovos das
raizes foi realizada pela técnica de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti e
Ferraz (1981), na qual as raizes apresentando galhas e massas de ovos externas foram
cuidadosamente lavadas em agua corrente, cortadas em pequenos fragmentos com
aproximadamente 2 cm de comprimento e trituradas no liquidificador com uma
velocidade baixa por 20 segundos em solucdo de hipoclorito de sodio a 0,5 %. A
suspensao aquosa foi vertida em duas peneiras granulométricas sobrepostas, sendo a
superior com abertura de malha 0,074 mm (200 mesh) e a inferior com abertura de 0,025
mm (500 mesh). Os ovos retidos na ultima peneira foram lavados em agua corrente e,
com o auxilio de uma piseta, recolhidos em um béquer com capacidade de.250 mL
Posteriormente a concentracao do indculo foi ajustada com o auxilio da camara de Peters

para 5.000 ovos/mL de agua.

1.2- Preparo da concentracdo do fungaPochonia chlamydosporia a base do
isolado Pc-10

O isolado Pc-10 d®. chlamydosporia var. chlamydosporia, utilizado nesses
estudos, é o componente ativo do produto RiZpfecmulado em po e as concentracoes
de clamidésporos foram diluidas em agua e a suspensao ajustadas de forma a gerar as
concentrages 2.000, 3.000, 4.000 e 5.000 clamidéspoms substrato.

1.3- Preparo de mudas micropropagadas

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos da Universidade
Federal de Vigcosa. Foram utilizadas mudas micropropagadas do cultivar Prata Ana clone
Gorutuba oriundas de meristemas retirados de mudas dehiflanhc” provenientes da
Empresa Multiplanta, situada no municipio de Andradas, no sul de Minas Gerais. Os

meristemas foram estabelecidositro em meio de cultura de Murashige & Skoog- MS



(Murashige & Skoog, 1962) gelificado com 6 g tle agar, acrescentado 30 g de
sacarose e 4 mgLda citocinina BAP (6-benzilaminopurinap cada més foram
realizados subcultivos, totalizando cinco subcultivos, mantidos no mesmo meio de cultura
MS, em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, e com fotoperiodo de 12 horas.

A partir do quinto subcultivo as gemas, foram individualizadas e estabelecidas em
frascos de 25ML contendo 50 mL de meio de cultura MS, suplementado com 0,1 mg L
1de auxina ANA (acido naftaleno acético), 0,1 minositol e acrescido de 30 g'de
sacarose e a presenca de 0,3'gl¢ carvdo ativado, gelificado com 9,7 gde agarQ
pH foi ajustado para 5,8 e a seguir feita a autoclavagem. Posteriormente, os frascos de
cultivo com as gemas estabelecidas, foram mamtids mesmas condi¢cdes da etapa
anterior por um periodo de 30 dias.

Apos essa fase de enraizameasmudas apresentaram cerca de 5,5 cm de altura,
com trés folhas definitivas e raizes bem formadas. Em seguida, foram transplantadas
individualmente para vasos plassamntendo 300 mL de substrato comercial Tropstrato
HT e foram submetidas aos tratamentos (concentracao 0, 2.000, 3.000, 4.000 ou 5.000
clamidésporos.dg de substrato), transferidas para cadmara de crescimento ae28°C
dispostas em blocos casualizados. Cada conjunto de vaso e planta foi coberto com um
saco plastico transparente furado e colocado sobre prato plastico, onde permaneceu por
duas semanas. A irrigacao foi feita diariamente através da adicdo de dgua datankza
pratos suportes dos vasos e cada parcela experimental foi constituida por um vaso com
uma muda de banana. As mudas foram cultivadas durante 45 dias e posteriormente foram

transferidas para casa de vegetacao.

1.4- Conducao do experimento em casa de vegetacao

O experimento foi conduzido em dois ensaios, montados em épocas diferentes do
ano, sendo o primeiro no periodo entre 10 de maio de 2016 e 11 julho 2016 (final de
outonoe durante inverno), com média das temperaturas maximas de 26,6°C e média das
temperaturas minimas de 17,9°C (Tabela 1 e Figura 1). O segundo ensaio ocorreu no
periodo de 29 de agosto de 2016 a 04 de novembro de 2016 (final de inverno e durante
primavera), conmmédia das temperaturas maximas de 37,3°C e a média das temperaturas
minimas de 20,4°C (Tabela 1 e FiguyjaAlmbos ensaios foram conduzidos em casa de
vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, MG.

Foram utilizados vasos plasticos contendo 5 L de substrato constituido de mistura de solo
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de barranco e areia, na proporcdo 1:1 (v:v), previamente tratado com o biocida 3,5-
dimethyl-1,3,5-thiadiazinane-2-thione (DAZOMETE) na dose de 5&mYy/
permanecendo em caixa fechada por 15 dias. Em ambos 0s experimentos, o substrato de
cada vaso foi infestado com suspensao de clamidésporos de Pc-10 em quantidades que
resultaram nas concentra¢des de 0, 2.000, 3.000, 4.000 ou 5.000 clamidé$peros.g
substrato e infestado com 5.000 ovosvilgavanica, distribuidosem quatro cavidades

de 5 cm de profundidade. Apos 15 dias de infestacdo do solo com o fungo e com o
nematoide, as mudas provenientes da fase de aclimatacao foram transplantadas para cada
vaso.

Os tratamentos utilizados para o control®dgvanica em bananeira foram: T1-
Testemunha, planta com nematoide e sem o fungo; T2- Solo tratado com 2.000
clamidésporos dBc-10 por grama de substrato + nematoide; T3- Solo tratado com 3.000
clamidésporos dBc-10 por grama de substrato + nematoide; T4- Solo tratado com 4.000
clamiddsporos$c10 por grama de substrato + nematoide; T5- Solo tratado com 5.000
clamidésporos dBc10 por grama de substrato + nematoide.

Os tratos culturais foram realizados quando necessario. E ndo foi necessario
realizar a adubacédo e a correcao da acidez do solo. A disponibilidade de nutrientes no
solo foi estimada de acordo com a analise de solo (Tabela 2) e a necessidade da cultura.

O cultivo da bananeira foi conduzido por 60 dias ap6s o transplantio
Posteriormente, foram avaliadas as seguintes variaveis: altura de parte aérea, massa da
parte aérea seca, diametro do pseudocaule, massa da raiz fresca, numero de galhas e
namero de ovode nematoide por grama de raizes de bananeira. Para a extracdo dos ovos
utilizou a técnica de Hussey & Barker (1973), modificada por Boneti & Ferraz (1981). O
namero de ovos foi estimado utilizando o microscépio estereoscopio com auxilio de
camara de Peters.

A avaliacdo da populagao &e-10 no solo ao final do experimento foi realizada
através da quantificagdo das unidades formadoras de colénia (UFC). No final do
experimento foi coletado 1 g de substrato de cada vaso, e realizado o plaqueamento em

meio semi-seletivo, conforme Gaspard e{E990), com trés repeticdes por tratamento.

1.5- Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso (DBC) com sete

blocos e cinco tratamentos, representando as concentragdes de clamidésporos por grama



de substrato para o controle B javanica em plantas de bananeira Prata Ana clone

Gorutuba. A unidade experimental foi constituida por um vaso de 5 litros com uma planta.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste LSD e regressao linear ao nivel de 5% e 1% de

significancia.

1.6- Analise da colonizacao endofitica em raizes de banana

Para este estudo, ao final da fase de aclimatacdo as mudas micropropagadas, foram
coletados fragmentos de raizes em torno de 1-2 cm de comprimento, para totalizar 0,5 g
de raizes de bananeira dos tratamentos, testemunha e 5.000 clamidéspigos.g
substrato. Posteriormente as raizes foram diafanizadas em KOH 10% (p:v) por 12h, em
seguida foram submetidas a sucessivas lavagens, em seguida acidificadas cém HCI 1
(p:v) por 5 min. Posteriormente, adicionseie azul de tripano 0,05% em lactoglicerol
(p:v), a 70C por 60 min, e permaneceram estocadas em lactoglicerol (Phillip, &amp;
Hayman, 1970; Brundett et al., 1996). Para a confirmacdo da presenca do fungo foram
montadas preparacfes d@mina e laminula com agua e feitas observacdes em
microscopio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Jap&o) acoplado a
camera fotografica digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, Goéttinger Alemanha) e

microcomputador com o programa de captura de imagens Axion Vision.



RESULTADOS

As diferentes concentracdes do furlgochlamydosporia, resultaram em efeito
significativo para o numero de galhas e de ovdd.davanica por grama de raiz (Tabela
3). Foi evidenciado maior reducdo no numero de galhas quando na concentracdo de 5.000
clamidosporog *de substrato em relacio aos demais tratamentos verificados nos ensaios
| e Il, com reducéo de 47,6% e 41,03%, respectivamente, quando compamados
tratamentos testemunha (Tabela 3). Obsepem efeito linear decrescente no nimero
de galhas por grama de raizes de bananeira de acordo com 0 aumento da concentracao do
fungo no solo (Figura 2A e B), em ambos 0s experimentos.

O nuimero de ovos dd. javanica.g? de raizes houve maior reducéo quando na
concentracéo de 5.000 clamidospago'sde substrato em relacdo aos demais tratamentos
em ambos 0s ensaios. No primeiro ensaio, essa variavel foi 67% menor e no segundo
ensaio, 55,2%, quando comparadatestemunhas (Tabela.3)bservou-se um efeito
linear decrescente (Figura 2C e D), verificaséa@ue ao aumentar a concentragédo de
clamidésporosd de substrato, nos limites observados, ocorreu um decréscimo no
namero de ovos de nematoide, em ambos 0s ensaios.

A aplicacdo de Pc-1fesultou em diferenca significativa nas concentracées do
fungo para as varidveis altura da parte aéreasamis parte aérea seca, diametro do
pseudocaule e massa fresca das raizes de bananeira (Tabela 4). Para altura das plantas de
bananeira, a concentracdo de 5.000 clamiddspdrds.gubstrato ocorreu maior altura
de plantas em relacéo aos demais tratamentos, sendo 18,5% e 11% de aumento em relacao
a testemunha, no primeiro e segundo ensaio, respectivamente (Tabela 4).

Quanto a massa da parte aérea seca, as concentracdes do fungo de 4.000 e 5.000
clamidésporosd de soloapresentaram valores estatisticamente iguais entre si
superioresao tratamento testemunha, em ambos os ensaios (Tabela 4), com um
incremento de massa seca de 11% e 21%, quando na concentracdo de 4.000
clamidésporos g de substrato, nos ensaios | e Il respectivamente, e de 15% no primeiro
e 23% no segundo ensaio, respectivamente, na concentra¢éo de 5.000 clamidédsporos.g
de substrato em relacdo a testemunha.

O diametro do pseudocaule também aumentou com a aplicacdo do fungo, na
concentracéo de 5.000 clamiddspordsig substrato apresentou um incremento de 9,5%

em relacdo ao tratamento testemunha no primeiro ensaio e de 14% no segundo ensaio



(Tabela 4). Contudo, no segundo ensaio, as concentra¢cdes do fungo 2.000, 3.000, 4.000
e 5.000 clamiddsporos'gle substratndo diferiram estatisticamente entre si, mas foram
superiores ao tratamento testemunha.

Para a massa da raiz fresca das plantas de banana, as concedé&g0ea,

4.000 e 5.000 clamidésporos.gle substratdoram estatisticamente superiores ao
tratamento testemunha (Tabela 4), com maior aumento na concentracdo de 5.000
clamidosporos.¢ de substrato, equivalendo a um incremento de 11,0% e 11,4% em
relacdo ao tratamento testemunha, no primeiro e no segundo ensaio respectivamente.
Analisando todas as variaveis de desenvolvimento da planta, observou-se um efeito linear
crescente proporcional ao incremento da dose do fungo (Figuras 2,3 e 4), em ambos 0s
ensaios.

Para o numero de unidades formadoras de colonia (UFE}-&i@ por grama de
substrato, verificoseque houve um efeito significativo nas diferentes concentragdes do
fungo.Nos ensaios | e Il a concentracéo 5.000 clamiddspotaegubstrato apresentou
aumento no numero de UFC de Pcrt0substrato em relacdo aos demais tratamentos
(Tabela 5). Ocorreu um efeito linear crescente no numero de UPE€IdEno substrato
(Figura 5A e B), em ambos os experimentos.

Avaliando a época do ano que os ensaios foram instalados, houve um efeito
significativo em relagéo ao niimero de galhas e de ovds. gavanica.g?! de raiz. A
época que o primeiro ensaio foi conduzido, final de outono e durante o inverno, resultou
em maior reducdo no nimero de galhas e de ovos em relacdo a época em que o segundo
ensaio foi conduzido (Tabela 6). Para unidades formadoras de colénias (UFC) a época
que o ensaio | foi instalado e a concentracdo 5.000 clamiddspombs.gubstrato,
apresentou maior numero de UFC quando comparado com a época do ensaio Il (Tabela
7).

Verificando a colonizagdo do fungo nematof&yehlamydosporia em raizes de
bananeira Prata And, constatou que o fungo se associou as raizes aos 45 dias apés o
transplantio das mudas tratadas com Pc-10 para a fase de aclimatagdo. No tratamento
testemunha, a auséncia de estruturas fungicas indicam que ndo houve contaminacéo das
raizes de bananeira pP-10 (Figura 6A). No rizoplano, foi observada a presenca de
hifas na superficie das raizes (Figura 6B). Visualizou-se a presenca de esporos no interior

dos tecidos e a formagéo de clamidésporos na superficie das raizes (Figura 6C-D).
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Figura 6. Raizes de banana coradas com azul de tripano (fotomicrografias). (A) ajpattln seg.raento
radicular de raiz de banana sem a presenca do furgamydosporia; (B) hifas presentes na superficie
da raiz; (C) clamidésporos; (D) clamidésporos na superficie das raizes.
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DISCUSSAO

A utilizacdo do fungdPochonia chlamydosporia durante a fase de aclimatacéo
das mudas de bananeira Prata Anéd clone Gorutuba, produzidas em cultura de tecido,
resultou na protecao das plantas contra 0 nematoide das galbedogyne javanica. A
aplicacao de Pc-10 no substrato aos 45 dias antes das mudas serem expostas ao nematoide
permitiu que o fungo colonizasse o sistema radicular, conferindo uma protecao das mudas
ao nematoide das galhas. Essas observacdes corroboram os resultados de Coutinho et al.
(2009), que observaram grande efeito do fungo quando esse foi aplicado 15 dias antes do
transplantio das mudas. O maior contato entre o fungo e 0os ovos no solo aumenta a sua
efetividade no controle dd. javanica, devido ao aumento do parasitismo dos ovos no
solo e, consequentemente, impedindo a formacdo e a eclosdo de juvenis de segundo
estadio (Dallemole-Giaretta et al., 2008).

O fungo reduziu mais intensamente o numero de galhas e de ovos por grama de
raiz, e ainda promoveu o melhor desenvolvimento das plantas quando o solo foi tratado
com a maior concentragdo testada, de 5.000 clamiddsporsllamydosporia.g?t de
substrato. Viggiano et al (2012) observaram que ao aumentar as concentrades de
chlamydosporia houve uma diminuicdo no numero de galhas e de ovos nas raizes,
obtendo assim um controle mais efetivatlgavanica em plantas de alface. Resultados
semelhantes foram obtidos por Podesta et al. (2009), com aplicacdes de 5.000 e 10.000
clamidosporos.d de solo déP. chlamydosporia reduzindo significativamente o nimero
de galhas dé/. javanica em 17,4 e 28,1 % e o numero de ovos em 36,3 e 61,8 %
respectivamente, quando comparados com a auséncia do fungo no solo, demonstrando
aumento da eficiéncia do fungo com o aumento de sua concentra¢do no solo.

A fase de ovo do nematoide das galhas é considerada mais suscetivel ao ataque de
antagonistas, devido ao fato dos ovos estarem localizados geralmente sobre a superficie
das raizes e, assim, ficam expostos mais facilmente ao parasitismo de fungos. Neste
trabalho, a aplicagdo do fungo resultou numa reducgéo significativa no numero de ovos. g
! de raiz quando comparado a testemunha. Esses resultados corroboram com Guimaraes
(2011), que observou a reducao de populacoelialeidogyne sp., Helicotylenchus
multicinctus, Radopholus similis e Pratylenchus coffeae em areas de cultivo comercial de
bananeira Prata-And, quando realizou a aplicaca®. dghlamydosporia, Pasteuria

penetrans, e Bacillus subtilis. A efetividade do fungo ao colonizar os ovos dos
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nematoides no solo permite reduzir o nimero de J2 que penetram nas raizes das plantas
(Moosawvi et al., 2010; Silva, 2015).

A temperatura pode ter influenciado nos resultados que avaliaram a época que 0s
ensaios foram conduzidos. A temperatura 6tima para o desenvolvimeni de
chlamydosporia é de 25°C (Zare & Gams, 2004) enquanto phrgavanica € de 29°C
(Taylor & Sasser, 1983). O primeiro ensaio foi instalado final de outono e durante o
inverno,com temperatura meédia de 26,6°C, época com temperatura mais amenas o0 que
pode ter prolongado o ciclo de vida do nematoide, retardando assim a eclosdo e entéo
favorecendo o parasitismo &echlamydosporia. Em contrapartida, no segundo ensaio,
foi instalado no final de inverno e durante a primavera, com temperatura média de 37,3°C
sendo uma época do ano mais quente, logo pode estar relacionado com rapida reproducéo
dos nematoides, assim os juvenis de segundo estadio (J2) se formam, eclodem e penetram
nas raizes antes do fungo colonizar e parasitar os ovos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Dallemole-Giaretta et al. (20@®servaram maior reducéo da populacdo de
M. javanica em plantas de tomateiro quando o experimento foi instalado em uma época
do ano com temperatunaédia de 22,1°C, contribuindo assim com maior atividade
parasitica d®. chlamydosporia.

O fungo P. chlamydosporia proporcionou em aumento significatiean todas as
variaveis relacionadas ao desenvolvimento das mudas de bananeira Prata Anéd clone
Gorutuba quando na concentracdo de 5.000 clamidospbrds.gubstrato. E possivel
gue maiores concentragcdes do fungo no substrato tenham resultado em maior colonizagao
do sistema radiculammaior mineralizacdo e absorcdo de nutrientes, estimulando o
crescimento das plantas de banana e diminuindo os efeitos negativos causados pela
presenca do nematoide. Raizes infectadas por nematoides liberam uma quantidade maior
de exsudatos radiculares, estimulando o crescimento do fungo (De Lejj 92
Bourne et al., 1996; Bourne & Kerry, 2000). Segundo Larriba (2015) a interagdo desse
fungo com o sistema radicular pode levar a mudancas na planta, relasénegulacdo
de genes nas vias do acido salicilico e acido abscisico, sinalizacdo envolvida na promocgéo
de crescimento. Resultados semelhantes foram obtidos por Dias-Arieira et al. (2011) que
constataram que a aplicacéo Eechlamydosporia em campos de baixa fertilidade
aumentou a massa da parte aérea seca das plantas. Yang et al. (2015) obtiveram resultados
semelhantes no aumento da massa das raizes frescas de bananeira. Nasu (2013) verificou
um aumento na altura da planta, da massa da parte aérea fresca e da massa de raizes fresca

em plantas de soja, quando feito o tratamento de semente junto ao tratamento do solo com
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o fungo. Bontempo et al. (2017) relataram que aplicando a maior dode de
chlamydosporia 3,0 kg.ha' para o controle d#. incognita em cenoura, resultou na
melhoria da qualidade e de seu rendimento, além do efeito bionematicida dedbngo
condicOes de producédo comercial de cenoura.

Na avaliacdo do numero de unidades formadoras de colonia (UF®) de
chlamydosporia por grama de substrato, obsensmgue o fungo estava presente no solo
apos 60 dias. O uso de doses crescentes do fungo proporcionou um aumento no numero
de UFC.¢t de substrato, em ambos os experimentos. Resultado semelhante foi
encontrado por Bourne & Kerry (1999) que verificaram que o aumento nas doses na
aplicacdo deP. chlamydosporia no solo (5.000, 10.000 e 50.000 clamidésporbsig
solo) proporcionou um aumento da colonizacdo do solo e da rizosfera, no final de seus
experimentos em diferentes plantas hospedeiras do fungo. Segundo De Leij & Kerry
(1991) a concentracdo &echlamydosporia no solo pode aumentar de! Jara 16 UFC
glde solo, no decorrer de um periodo de 30 dias, principalmente em raizes com presenca
de galhas. Logo, baseando-se na contagem de UFC, ou seja, fazendo a determinacéo da
populacao presente no solo, € possivel fazer um indicativo do estabelecimento do fungo
no solo, consequente do seu desenvolvimento sobre o material organico e da colonizacao
dos ovos do nematoide, além da sua proliferacdo nas rizosferas de diferentes espécies de
plantas (Dallemole-Giaretta, 2008)

O fungo foi capaz de se desenvolver sobre as raizes de bananeira, sendo possivel
visualizar os clamidésporos, hifas e os esporos. Existem relatos dessa capacidade do
fungo P. chlamydosporia crescer na rizosfera das plantas, em couve, batata e repolho
(Bourne et al., 1996), tomateiro (Bordallo et al., 2002; Dallemole-Giaretta, 2008). Lopez-
Llorca et al., (2002) observaram em cevada uma alta colonizagcdo no rizoplano, com
crescimento micelial nas juncdes celulares e a formacgédo de muitos clamidosporos, apés
trés semanas de inoculacdo. Nasu (2013) constatoR. ghkamydosporia ao colonizar
as raizes de plantas de soja, mostrou comportamento semelhante a fungo endofitico,
colonizando as células epidérmicas e com producéo de hifas e clamidosporos, sendo esse
tipo de crescimento relatado por outros autores como em raizes de cevada e tomate
(Bordallo et al., 2002; Lopez-Llorca et al., 2002; Macia-Vicente et al., 2009; Escudero &
Lopez-Llorca, 2012).
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CONCLUSAO

Conclui-se que a aplicagdo de diferentes concentracdes do fBngo
chlamydosporia na fase de aclimatacdo das mudas micropropagadas de bananeira Prata
Ana clone Gorutuba apresenta uma acao efetiva na reducao da populdcfavaeca,
com maior eficiéncia na concentracdo de 5.000 clamidéspdrds.gubstrato. Além
disso, promove o crescimento das plantulas de bananeira.

Pochonia chlamydosporia associa-se as raizes durante o periodo de aclimatagéo

das mudas micropropagadas de bananeira Prata Ana clone Gorutuba.
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Tabela 1 Temperatura do ar nos ensaios d@&i0em plantas de banana Prata Ané clone Gorutuba.

Ensaio 1 Ensaio 2
- Temperatura Temperatura
Maxima Minima Maxima Minima
Valor maximo 29,0 20,0 40,0 23,0
Valor minimo 25,0 15,0 31,0 15,0
Média 26,6 17,9 37,3 20,4
desvio-padrao 1,2 15 1,6 2,1

Tabela 2 Caracteristicas quimica e fisica dos substratos utilizados nos ensaiBs-tbram plantas de banana Prata Ana clone Gorutuba

pH P K Ca?* Mg? A%  H+Al SB ® @) \Y m MO P-rem
H.O ... mg/dr...... ... cmodn?...... ... cmoydm?...... .. %..... dag/kg mg/L
Ensaio | 6,3 172,4 470 10,0 2,5 0,0 3,1 14,7 14,7 17,7 83 0 10,7 45,6
Ensaio Il 6,0 134,6 600 7,5 2,3 0,0 3,1 11,3 11,3 14,4 79 0 6,6 47,9

Classe Textural - Franco- Argilo- Arenosa

Andlise realizada no Laborat6rio de Anélise de Solo de Vigosa Ltda.
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Tabela 3. Efeito das diferentes concentra¢cde$>dehlamydosporia no solo sobre o nimero de galhas e nimero de ovideldedogyne javanica por grama
de raiz de bananeira Prata An& clone Gorutuba.

Concentracdo de Pid Numero de Numero de
(clamidésporosd) Galhas.g rai? * Ovos.g raiz **

Ensaio | Ensaioll Ensaio | Ensaioll

0 368,57 a 468,28 a 70,17 a 74,00 a

2.000 318,85hb 384,57 b 52,72 b 59,62 b

3.000 290,85 bc 382,42 b 47,38 bc 57,47b

4.000 282,85 ¢ 372,57 b 43,33 ¢ 53,16 b

5.000 193,14 d 276,14 c 23,23d 33,12 ¢

Coeficiente de Variagao (%) 9.17 12,38 7,50 11,66

Médias seguidas por letra mindscula diferente na coluna diferem estatisticamente efdrestgpde LSD (* p < 0,05; ** p < 0,01)

Tabela 4.Efeito de diferentes concentra¢cdeddehlamydosporia no desenvolvimento de mudas de banana Prata And Clone Gorutuba

concentracdo de P9 altura da parte aérea massa de parte aérea sece diametro do pseudocaule massa da raiz fresca
(clamiddsporos.g) ensaio | ensaio || ensaio | ensaio || ensaio | ensaio Il * ensaio | ensaio |l
0 40,20 c 51,48 ¢ 17,98 b 20,81 b 2,29b 3,60b 147,83 c 168,02 b
2.000 46,11 b 54,24 bc 19,50 ab 23,30 ab 2,38 ab 4,11 a 151,71 bc 186,11 a
3.000 47,08 b 54,75 abc 19,67 ab 24,34 ab 2,42 ab 501a 160,47 ab 186,69 a
4.000 47,38 b 55,10 ab 20,07 a 26,33 a 2,44 ab 4,24 a 161,37ab 188,17 a
5.000 49,35 a 57,82 a 21,08 a 27,03 a 2,53 a 4,20 a 166,18 a 189,72 a
Coef'c'enzf/o;’e variagdo 354 5,59 8,63 10,98 6,78 0,35 6,88 7,69

Médias seguidas por letra mindscula diferente na coluna diferem estatisticamente peltvdeste LSD (p < 0,05; * p < 0,01)
* Dados transformados en?X(Box-Cox)
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Tabela 5. Unidades formadoras de
solo

coldnias Plachonia chlamydosporia var. chlamydosporia no

concentracao de PO

s ensaio | * ensaioll
(clamidésporos.d)
2.000 25642,86 d 47500,00 c
3.000 86542,86 ¢ 73014,28 bc
4.000 130571,43 b 91857,14 b
5.000 252285,71 a 118142,85 a
Coeficiente de Variacao (%) 5,83 28,18
Médias seguidas por letra mindscula diferente na coluna diferem estatisticamense palty teste LSD

(p <0,01)
* Dados transformados ent Box-Cox)

Tabela 6.Analise do efeito da época do ano sobre o niumero de galhas e niénoas déMe oidogyne
javanica por grama de raiz de bananeira Prata Ana clone Gorutuba.

namero de namero de

concentracgéo de PkB galhas.g raizt ovos.g raiz!
(clamiddsporos.g) época 1 época 2 época 1 época 2
0 368,57 B 468,28 A 70,17 A 74,01 A
2.000 318,85 B 382,43 A 51,72 A 59,62 A
3.000 290,85 B 384,57 A 47,38 B 57,47 A
4.000 282,85 B 372,57 A 43,33 B 53,16 A
5.000 193,14 B 276,15 A 23,23 B 33,12 A

Médias de variaveis seguidas de letras maiusculas diferentes na linha diferem sigmferatventre
si pelo teste LSD (p<0,05)

Tabela 7. Analise do efeito da época do ano camidades formadoras de colbnias Eechonia
chlamydosporia var. chlamydosporia no solo.

UFC/g de substrato

concentracdo de PO

(clamidésporog ) época | época
2000 25642,85 Ad 47500,01Ad
3000 86542,85 Ac 73014,28 Ac
4000 130571,42 Ab 91857,14 Bb
5000 253285,72 Aa 118142,86 Ba

Médias seguidas de letras maiusculas na linha e mindsculas na coluna diferem significeé entre si
pelo teste LSD (p<0,05)
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Figura 2. Numero de galhas e de ovos de raizes de bananeira Prata Ana clone Gordtutg@emia concentracédo de clamidésporoBathionia chlamydosporia,
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