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RESUMO

CARVALHO, SILVIO LUIS. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano - Campus Morrinhos, setembro de 2018. Levantamento e Controle Bioldgico
de Pratylenchus brachyurus na Cultura do Milho Doce. Orientador: D.Sc. Rodrigo

Vieira da Silva.

O milho (Zea mays L.) € um dos principais alimentos produzidos no mundo e, apesar da
qualidade de seus valores nutricionais, cerca de 70% do milho produzido € destinado
para o consumo animal. Comparado ao milho comum, com 3% de acucar, o milho doce
(Zea mays var. saccharata Sturt) possui maior acimulo de agucar no endosperma, de 9
a 14%, resultado de uma mutacdo espontanea. A cultura é uma hortalica de elevada
importancia econdmica para o Brasil, em especial para Goias, que é o maior produtor
nacional. Dentre os diversos fatores limitantes para a producdo do milho doce,
destacam-se 0s nematoides fitoparasitas. Diante disso, ressalta-se a necessidade
iminente de estudos sobre estratégias sustentaveis de manejo de fitonematoides. Neste
contexto, as bactérias do género Bacillus e fungos do género Trichoderma estédo entre o0s
agentes mais utilizados em biocontrole de doencas de plantas, incluindo os nematoides.
A ocorréncia e a disseminagdo de Pratylenchus brachyurus (P. brachyurus) em milho
doce merecem atengdo especial nas areas produtoras. Assim, o objetivo deste estudo foi
realizar um levantamento e avaliar a eficiéncia do controle biolégico de P. brachyurus
na cultura de milho doce. O levantamento foi realizado em &reas de cultivo de milho
doce no sul do estado de Goiés. No capitulo 1, o levantamento foi realizado em 29 areas
com 2.561,76 ha™ de area total de cultivo. No capitulo 2, utilizou-se delineamento
experimental de blocos casualizados, com 8 tratamentos e 5 repeti¢cBes, em que foram
avaliados 7 agentes de controle biologico (Bacillus methilotrophicus; Bacillus subtilis;

Bacillus firmus; Bacillus spp.; Bacillus amyloliquefaciens; Trichoderma koningiopsis;



Bacillus spp.) no cultivo do hibrido de milho doce Seminis 006 (9298) VT PRO® em
casa de vegetacdo. Aos 15 dias apds emergéncia, foram inoculados 600 ovos por vaso
de P. brachyurus e realizada a avaliacdo 62 dias ap0s a inocula¢do. O capitulo 1
descreve a avaliagcdo das amostras, em que verificou-se a presenca de Pratylenchus spp.
e P. brachyurus, com dominancia de 100% deste ultimo, na totalidade das areas de
sequeiro e de 82,4% nas areas irrigadas, atestando uma infestacdo generalizada nas
areas amostradas. Os dados deste trabalho indicam que o fitonematoide P. brachyurus
encontra-se amplamente disseminado em &reas de cultivo de milho doce do Sul de
Goids. No capitulo 2, os tratamentos realizados com o0s organismos bioldgicos
proporcionaram maior desenvolvimento vegetativo, avaliado pela massa fresca, além de
reduzir a reproducdo do nematoide. O Bacillus spp. (isolado GF 314), reduziu 0 nUmero
de juvenis e adultos de P. brachyurus, além de proporcionar maior acimulo na
quantidade de massa da matéria fresca de raiz e da parte aérea. Os resultados indicam
um grande potencial de utilizacdo de Bacillus spp. (isolado GF 314) no controle de P.

brachyurus na cultura do milho doce.

PALAVRAS-CHAVE: Zea mays var. saccharata Sturt., nematoide de lesdes,

infestacdo, Fitoparasitas, biocontrole.



ABSTRACT

CARVALHO, SILVIO LUIS. Instituto Federal de Educacio, Ciéncia e Tecnologia
Goiano - Campus Morrinhos. September of 2018. Survey and Biological Control of
Pratylenchus brachyurus on Sweet Corn Crop. Advisor: Prof. D. Sc. Rodrigo Vieira

da Silva.

Maize (Zea mays L.) is one of the main foods produced in the world and, despite the
quality of its nutritional values, about 70% of the corn produced is destined for animal
consumption. Compared with conventional corn, with 3% of sugar, sweet corn (Zea
mays var. saccharata Sturt) has a higher amount of sugar accumulated in the
endosperm, from 9% to 14%, result of a spontaneous mutation of the species. This
species is a vegetable of great economic importance for Brazil, especially for Goias, the
largest national producer. Among the several limiting factors for the production of
sweet corn are phytoparasite nematodes. There is an increasingly urgent need for studies
on more sustainable phytonutrient management strategies. In this context, the bacteria
of the genus Bacillus and fungi of the genus Trichoderma are among the most used
agents in biocontrol of plant diseases, including nematodes. The occurrence of
Pratylenchus brachyurus in sweet corn deserves special attention in the producing
areas. Therefore, the objective was to carry out a survey and evaluate the efficiency of
the biological control of P. brachyurus in the sweet corn crop. The experiment was
carried out in areas of sweet corn cultivation in the southern part of the State of Goias.
In Chapter 1, the survey was carried out in 29 areas with 2.561,76 ha™* of cultivation. In
Chapter 2, a randomized block design was used with 8 treatments and 5 replications, 7
biological control agents were evaluated: (Bacillus methilotrophicus; Bacillus subtilis;
Bacillus firmus; Bacillus spp.; Bacillus amyloliquefaciens; Trichoderma koningiopsis;
Bacillus spp.) in the cultivation of the sweet corn hybrid Seminis 006 (9298) VT PRO®



in a greenhouse. At 15 days after emergence 600 P. brachyurus eggs were inoculated in
each vase and 62 days after the inoculation the evaluation was performed. In Chapter 1,
the samples were evaluated and the presence of Pratylenchus spp. and P. brachyurus
was verified with 100% dominance of the second in all non-irrigated areas and 82.4% in
irrigated areas, attesting to a widespread infestation in the sampled areas. Data from this
study, indicates that the phytonematode P. brachyurus is widespread in the sweet corn
cultivated areas of southern Goias. In Chapter 2, treatments with biological organisms
provided greater vegetative growth, measured by the fresh matter weight, and also
reduced the reproduction of the nematode. Bacillus spp. (GF 314 isolate), reduced
number of juveniles and adults of P. Brachyurus, besides providing greater
accumulation in the amount of mass of fresh matter of root and shoot. Based on the
results, it indicates a great potential for the use of Bacillus spp. (GF 314 isolate) in the

control of P. brachyurus in sweet corn.

KEYWORDS: Zea mays var. saccharata Sturt., root lesion nematode, infestation,

phytonematoid, biocontrol.



1. INTRODUCAO GERAL

A cultura do milho doce (Zea mays var. saccharata Sturt) é considerada uma
realidade no quesito alimentar, valorizada pela produgdo similar ou superior ao milho
comum, em que pode superar produtividades acima de 15.000 kg/ha™ em espigas.
Dentre os fatores limitantes na produgdo do milho doce, destacam-se os danos causados
por fitonematoides.

No geral, estes danos sdo resultantes diretos do parasitismo pelos nematoides,
aumentando muito as perdas nas culturas atacadas, com destaque a espécie
Pratylenchus brachyurus (P. brachyurus) (GODFREY, 1929; FILIPJEV;
SCHUURMANS STEKHOVEN, 1941). Os prejuizos tornaram-se mais evidentes
devido ao aumento de populagdo de Pratylenchus spp. ap6s a adocdo do plantio direto
no Cerrado (LOPES et al., 2017).

Diferentes estratégias sao usadas para prevenir ou controlar doencas de plantas,
dentre elas, o controle bioldgico, que é definido pelo uso de um ou mais organismos, ou
parte deles, para reduzir ou controlar a populacdo de pragas ou espécimes que causam
doencas e que geram efeito negativo na cultura (LOUZADA et al., 2016).

A relevancia deste estudo decorre do fato da maioria dos cultivos de milho
doce e das agroindustrias de processamento de alimentos serem em Goids, cuja area
cultivada é de 32 mil hectares, correspondendo a 85% da producgédo nacional.

Perdas de produtividade de até 60% na lavoura de milho doce e de 20 a 30% na
industria de beneficiamento, em razdo dos graos fora de padrdo industrial, decorrentes
do ataque de nematoides, especialmente P. brachyurus®. De posse desta problematica, o
objetivo deste estudo foi realizar o levantamento da populagdo de fitonematoides e o
controle bioldgico de P. brachyurus na cultura de milho doce na regido sul do estado de

Goiés.

' Informacéo obtida nas empresas do setor de processamento de alimentos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cultura de milho doce

O milho doce (Zea mays var. saccharata Sturt) é uma hortalica de elevada
importancia econdmica no mundo; os maiores produtores sdo Estados Unidos, México,
Nigéria, Indonésia, Hungria, Franca, Africa do Sul, Canada e Peru (FAO, 2016). A area
mundial cultivada é estimada em 1,04 milhGes de ha, com produtividade de 9,18
milhdes de toneladas (SOUZA et al.,, 2013). No Brasil, com é&rea cultivada de
aproximadamente 38 mil hectares, a maioria dos cultivos de hibridos de milho doce
estdo no estado de Goids, cuja area cultivada é de 32 mil hectares, correspondendo a
aproximadamente 85% da producdo nacional. Este fato € devido a concentracdo de
agroindustrias de processamento de alimentos na regido, destacando empresas como
Goialli, em Goianésia; Heinz, em Neropolis; Goias Verde, em Luziania; Fugini em
Cristalina; Oderich em Orizona; Dez e Olé em Morrinhos®.

Aproximadamente 100% da producéo brasileira de milho doce é destinada para
a induastria. Para atender as exigéncias deste mercado, é necessario observar alguns
atributos importantes nesta lavoura: rendimento acima de 30% para cada 100 kg de
espigas empalhadas, isto é, o rendimento desejado devera ser de 30 kg de grdos
enlatados; espigas cilindricas e de grdos profundos; longevidade de colheita (entre cinco
e seis dias, com umidade em torno de 69 a 75%); espigas com mais de 16 fileiras de
grdos, o que permite maior rendimento industrial (PEREIRA FILHO, 2002).

Outras caracteristicas importantes a serem observadas sdo o equilibrio entre o
numero de palhas e a perfeita protecdo da espiga, uma vez que camadas acima de
quatorze palhas prejudicam o rendimento industrial e, abaixo de sete palhas nédo
protegem suficientemente os gréos, facilitando o ataque de pragas e doencas, afetando a
qualidade; grdos de coloracdo amarelo—alaranjada e de pericarpo fino, de 45 a 50

? Informagéo obtida nas empresas do setor de processamento de alimentos.



micras, conferindo maior maciez ao grdo, e finalmente grau brix em torno de 30%
(PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016). Como comparativo de grau brix excelente para
outras hortaligas, cita-se: abacaxi, 22%; banana, 14%; laranja, 20%; maca, 18%;
mamaéo, 22%; manga, 14%; melancia, 16%; meldo, 14%; morango, 16%; pera, 14%;
uva, 20% (BORGES FILHO et al., 2016).

A planta de milho doce é botanicamente similar a do milho comum. As plantas
de milho possuem altura média de 2,2 metros, caule ereto, cilindrico, fibroso e separado
em porgOes por gomos, e, geralmente, recoberto pela bainha, que é uma parte da folha.
As folhas sdo de tamanho medio a grande, entre 0,86 a 1,07 m de comprimento, com
coloracdo variando de verde-escura a verde-clara, flexiveis, com nervura central branca,
lisa e bem visivel EMBRAPA HORTALICAS, 2014).

A colheita de espigas de milho doce é feita quando os grdos estdo em estado
leitoso, com aproximadamente 75% de umidade. Os grdos maduros e secos ficam
totalmente enrugados, devido ao seu baixo teor de amido em sua composicao; o cultivo
é intensivo, geralmente em pequenas areas irrigadas e com alto investimento em
tecnologia (TEIXEIRA et al., 2014). O manejo do milho doce em relacdo a densidade,
espacamento, controle de pragas, doengas e plantas daninhas, adubacdes de plantio e
cobertura, escalonamento de plantio e colheita ocorrem de modo similar ao cultivo do
milho verde comum (PEREIRA FILHO; CRUZ, 2002).

Por ser considerado uma hortalica, 0 milho doce possui caracteres relacionados
a qualidade e aos aspectos agronémicos com maior influéncia na aceitacdo comercial do
que o milho comum (AVILA et al., 2017). Possui, além do sabor adocicado, pelicula de
grédo mais fina, sendo assim, mais macio e de melhor qualidade para consumo humano.
Para o consumo, o milho doce pode ser industrializado e enlatado na forma de conserva;
ademais, pode ser usado como “baby corn” ou minimilho, quando colhido antes da
polinizagdo, ou mesmo congelado na forma de espigas ou gréos, podendo ainda ter seus
gréos desidratados, ou ser consumido “in natura” (SOUZA et al., 1990).

O milho doce difere do milho comum por acumular maior concentracdo de
acucar no endosperma, sendo respectivamente 3% de agtcar no milho comum e de 9% a
14% no milho doce. Existem também cultivares conhecidas como super doce, com um
teor de grédos de 15 a 25% de acgucar. Destaca-se que estas variagdes sao geneticamente
controladas, pois os alelos que determinam o fendtipo doce sdo recessivos para a
maioria dos mutantes comercialmente usados, e sdo eles que alteram a composi¢do do
endosperma (TEIXEIRA et al., 2014).



Devido a essas diferencas nas composi¢des quimicas, o0 milho doce ndo se
destina para a producdo de pamonha e curau, pois o amido é fundamental para dar a
consisténcia desejavel a esses produtos. Essas diferencas sao atribuidas a presenca de
alelos que blogueiam a converséo de aglcares em amido no endosperma, conferindo aos
grdos alto teor de agUcares e baixo teor de amido (ZUCARELI et al., 2014). Entretanto,
por ter sabor semelhante ao do milho comum, o milho doce pode ser utilizado na
elaboracdo da maioria das receitas a base de milho verde.

Sdo conhecidos oito genes que atuam na biossintese de carboidratos no
endosperma do milho, sendo eles: shrunken-2 (sh2), localizado no cromossomo 3;
brittle (bt), no cromossomo 5; sugary enhancer (se), sugary (sul) e brittle-2 (bt2), todos
no cromossomo 4; o dull (du), no cromossomo 10; waxy (wx), no cromossomo 9; e
amilose extender (ae), no cromossomo 5; podendo estes atuar de forma simples ou por
interagBes génicas. Entretanto, associadas aos efeitos fenotipicos destes genes, estdo
algumas caracteristicas indesejaveis, como baixa produtividade e baixa resisténcia ao
ataque de pragas e doencas, devido ao maior teor de aclcar (TRACY, 1994).

Para efeito pratico, pode-se dividir as cultivares mais utilizadas em plantios
comerciais em dois grupos basicos: superdoce (contendo o gene brittle) e doce
(contendo o gene sugary) (ZUCARELI et al., 2014).

Grande parte das areas de plantio de milho doce, ocorrem sob condicdes de
irrigacdo via pivd central e em sucessdo de culturas, com possibilidades de atingir
produtividade em campo acima de 12 toneladas por hectare. Esta possivel produtividade
esperada ndo reflete a produtividade média atingida de 5,1 toneladas por hectare. Tal
reducdo na expectativa da produtividade se deve a dois principais motivos: 0 baixo
rendimento agricola, pela producdo insatisfatoria de grdos; e o baixo rendimento
industrial, pela producdo de espigas com caracteristicas qualitativas inadequadas ao
processamento industrial e provavelmente devido ao ataque de fitonematoides. Para
melhor aproveitamento na industrializacdo, as espigas devem apresentar comprimento
maior que 15 cm e didmetro maior que 3,0 cm (BARBIERI et al., 2005), propiciando
maior eficiéncia das maquinas degranadoras (ALBUQUERQUE et al., 2008).

2.2 Fitonematoides

Os nematoides causam danos no sistema radicular das plantas e sintomas em

areas delimitadas da lavoura, conhecidas como hot spots ou reboleiras. Nestes locais, as



plantas exibem menor porte e ficam mais sensiveis ao estresse hidrico, causam estresse
no florescimento e 0 amadurecimento prematuro das folhas, confundido muitas vezes
com deficiéncia nutricional. Os nematoides estdo entre 0s principais patdgenos da
agricultura mundial em funcdo dos prejuizos significativos que causam em culturas de
importancia econdmica (LOPES et al., 2017).

A producdo de milho doce € diretamente afetada por varios fatores bidticos,
como fungos, bactérias, insetos-pragas e fitonematoides (SHELTON et al., 2013).
Todavia, merece destaque a infec¢do por fitonematoides, uma vez que sdo responsaveis
por causarem perdas da ordem de 35 a 90% (LOPES, 2015). Além disso, interagem com
outros agentes causadores de doencas e afetam negativamente a qualidade e a
quantidade da producdo de milho (BAHETI, 2017).

A sobrevivéncia no solo e a disseminacdo dos fitonematoides € influenciada
por fatores fisicos, quimicos e bioldgicos do solo, tais como inimigos naturais (parasitas
e predadores), variagcdes de temperatura, de umidade e do pH do solo ou ainda por
morte das plantas hospedeiras (SASSER; FRECKMAN, 1987). Notadamente, um dos
principais inimigos naturais de Pratylenchus spp. sdo 0os microrganismos, como fungos
e bactérias (BISOGNIN, 2017).

Tanto 0s ovos quanto 0s juvenis apresentam dois mecanismos de
sobrevivéncia: a criobiose, que é a dorméncia em baixas temperaturas; e a anidrobiose,
que é a sobrevivéncia por dorméncia em baixas umidades. A textura do solo é um dos
principais fatores que contribuem para a distribuicdo de espécies de Pratylenchus
brachyurus, sendo os solos arenosos ou de textura média propicios para a maioria das
espécies. A incidéncia de nematoides foi relacionada positivamente com a quantidade
de areia nos solos e com a quantidade de chuvas. A umidade do solo é necessaria para
muitos processos vitais de Pratylenchus brachyurus e entre 70 a 80% da capacidade de
campo representa condicdo Otima para varias atividades do nematoide em geral
(JORDAAN et al., 1989).

Os nematoides de lesdes radiculares do género Pratylenchus spp., sdo
endoparasitas migradores, movem-se aleatoriamente no solo até perceberem um
estimulo quimico atrativo (quimiotaxia +). A migracdo ativa ocorre seguindo um
gradiente de concentracdo em direcdo a fonte estimuladora (FRANCILINO et al.,
2017). Causam danos em raizes de uma ampla gama de espécies hospedeiras, devido a

alimentacdo, movimentacéo ativa e liberagcdo de enzimas e toxinas no cortex radicular.



A ocorréncia apenas de fémeas em detrimento a machos, que sdo raros ou
desconhecidos, sdo caracteristicas das espécies partenogenéticas (P. brachyurus e P.
zeae), diferentemente das espécies anfimiticas (P. coffeae, P. jaehni, P. penetrans e P.
vulnus). Segundo Gonzaga, Santos e Soares (2012), as fémeas de P. brachyurus
apresentam regido labial angulosa com o anel da base mais estreito que o primeiro anel
do corpo, os nddulos basais do estilete sdo esféricos e arredondados, a posicdo da vulva
se encontrando mais posterior, além de apresentar cauda hemisférica com término liso
(Figura 1).

Figura 1 - Principais caracteres morfoldgicos para identificacdo de Pratylenchus brachyurus.

Fonte: Gonzaga (2006).

A) Eletromicrografia de varredura da placa labial indivisa (seta). B) Eletromicrografia de varredura da
regido labial angulosa, exibindo dois anéis (seta), sendo o anel da base mais estreito que o primeiro anel
do corpo. C) Fotomicrografia da regido anterior, exibindo o estilete (seta) com nddulos basais esféricos.
D) Fotomicrografia da fémea, exibindo a posicdo da vulva (seta). E) Gonada desprovida de espermateca
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funcional (a seta indica a posicdo da vulva). F) Saco pos-uterino (seta). G) Cauda hemisférica com
término liso, caracteristica da espécie. H) Variacdo na forma da cauda (as setas em ambas indicam o
anus). Barra das escalas = 10 um ou outro valor, conforme indicado.

Muitas vezes os sintomas podem ser confundidos com severa deficiéncia
nutricional, apresentando consequéncias negativas na quantidade e qualidade da
producdo de frutos e bulbos. As galerias abertas podem servir de porta de entrada para
outros patdgenos e organismos, principalmente de natureza flngica ou bacteriana, como
Verticillium spp., doenca vascular influenciada pela presenca de fitonematoides,
geralmente migradores como 0s nematoides do género Pratylenchus podendo ocorrer
necrose vascular e o apodrecimento do sistema radicular (SILVA et al., 2016).

As perdas causadas por nematoides nas culturas agricolas podem variar de
suaves, com menos de 1%, até a destruicdo total da producdo (SASSER; FRECKMAN,
1987). No ano de 2013, em Sinop (MT), em um plantio de soja e milho safrinha em
sucessao, em area com infestacdo de P. brachyurus, provocou reducdo de uma saca de
soja por ha a cada 65 nematoides/g de raiz, e um prejuizo de produtividade na safra que
variou aproximadamente de 12% na &rea sobre milho na 22 safra, para 19% na area
sobre soja na 22 safra (FERRARI et al., 2015).

Ha relatos de diminuicdo de até 50% na produtividade de grdos de soja, em
lavouras comerciais da regido Centro-Oeste, infestadas com P. brachyurus
(FRANCHINI et al., 2014). Tal situacdo ressalta o conceito de que a cultura de milho
apresenta tolerancia a P. brachyurus, e sdo raros os estudos que avaliaram o potencial
de danos em milho, causados por este fitonematoide (INOMOTO, 2011).

No Brasil, a quantificacdo de perdas econdmicas do ataque de Pratylenchus
brachyurus ndo é precisa, devido principalmente as interacdes com danos provocados
por insetos-pragas e outros fitopatdgenos, além das condigdes climaticas, infestacdo de
plantas invasoras e tratos culturais ineficientes. Estes fatores, juntamente com 0s riscos
advindos do uso intensivo de produtos quimicos, especialmente em milho destinado ao
consumo humano direto, tém incentivado a busca de medidas alternativas de manejo,

especialmente por meio de agentes de controle bioldgico (CRUZ et al., 2016).



2.3 Controle dos fitonematoides

O controle biologico pode ser definido como a acdo de um ou mais
organismos, na regulacdo do namero de individuos de uma populacdo de nematoides ou
na capacidade dos mesmos se alimentarem ou causar danos em plantas, podendo ocorrer
de forma natural, pela manipulacdo do ambiente, ou ainda pela introducdo de
organismos antagonistas (BAKER; COOK, 1974). Estes organismos antagonistas agem
de forma a impedir que a populacédo sobre a qual eles atuam se torne numericamente tdo
alta a ponto de causar prejuizos econémicos, além de manter ambas populagdes em
equilibrio®.

Os inimigos naturais dos nematoides podem ser agrupados em trés categorias
principais: predadores, parasitoides e patogenos. As duas primeiras categorias sao
compostas por agentes entomdfagos (vertebrados ou invertebrados), enquanto a ultima
compreende 0s agentes entomopatdgenos (fungos, virus, bactérias, nematoides e outros
microorganismos), capazes de causar doencas em nematoides. As espécies de bactérias
mais promissoras ao controle de nematoides sdo as pertencentes a familia Bacillaceae,
especialmente os géneros Bacillus e Chlostridium, que possuem diferentes modos de
acdo e um amplo espectro de hospedeiros. Estas bactérias podem ser encontradas no
solo, nos tecidos das plantas hospedeiras e nos proprios nematoides, incluindo ovos e
cistos (MEYER, 2003).

Presentes na rizosfera, as bactérias da familia Bacillaceae sdo endofiticas
facultativas, com capacidade de invadir os tecidos internos das plantas, com parte do
seu ciclo realizado fora da planta hospedeira (TIAN et al., 2007). Caracterizadas como
produtoras de esporos de resisténcia, elas produzem uma diversidade de compostos
secundarios que agem como antibacteriano, fungicidas, antivirais, agentes
imunossupressores e anticancerigenos (ARAVIND et al., 2010) que provavelmente
conferem as plantas protecdo ao ataque dos nematoides como Glucosinolatos (GSL) e
Isotiocianato (ITC). Pesquisa utilizando a farinha de sementes de Brassica juncea
(glucosinolato) obteve resultado de mais de 90% de mortalidade de Pratylenchus
penetrans (ZASADA et al., 2009).

Para que 0 manejo de nematoides causadores de lesdes radiculares seja bem-
sucedido, deve-se integrar diversas estratégias. Por essa razdo, métodos alternativos de
controle tém sido estudados (FERRIS; ZHENG, 1999), como a utilizagcdo de plantas
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antagonistas (crotalarias, cravo de defunto e mucunas) que liberam exsudados e
substancias toxicas aos nematoides, inibindo a movimentacdo e desenvolvimento dos
juvenis, bem como o uso de matéria organica como condicionador do solo, favorecendo
suas propriedades fisicas, contribuindo com o fornecimento de determinados nutrientes
como nitrogénio, tornando as plantas mais vigorosas em relagdo ao ataque dos
nematoides.

A matéria organica estimula o aumento da populacdo de microrganismos de
solo, em especial, de inimigos naturais dos nematoides, como fungos e bactérias, e age
liberando substancias tdéxicas durante a decomposicdo, que contribuem para a
mortalidade desses fitonematoides. As plantas produzem diversos compostos organicos
que ndo possuem funcdo direta no seu crescimento e desenvolvimento. Estes compostos
sdo chamados de metabolitos secundarios, como acidos fendlicos, cumarinas,
alcaloides, taninos, isoticianatos, glucosinolatos e iriddides, dentre outros, e séo
sintetizados para exercerem atividade de atracdo de polinizadores, adaptacdo ambiental
e fitoprotecdo, inclusive contra fitonematoides (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Insetos-praga e micro-organismos causadores de doencas de plantas necessitam
serem controlados pelos agricultores para manter a qualidade e a abundancia de
alimentos, madeiras e fibras. Diferentes métodos sdo utilizados para prevenir, mitigar
ou controlar, como o controle cultural (solarizacdo, revolvimento do solo seco), o
bioldgico (destruicdo de restos culturais, adicdo de matéria organica, utilizacdo de
fungos, bactérias e nematoides predadores), o genético (utilizacdo de cultivares com
resisténcia natural ou induzida com a adi¢do de Bacillus thuringiensis) e o quimico
(aplicacdo de substéncias quimicas nematicidas).

Atualmente, destacam-se no controle bioldgico de nematoides os seguintes
organismos: Arthrobotrys oligospora; Arthrobotrys botryospora; Myrothecium
verrucaria; Paecilomyces lilacinus; Pochonia chlamydosporia; Trichoderma lignorum
(BETIOL et al., 2012), listados abaixo (Tabela 1).

Tabela 1- Produtos biologicos nematicidas para controle de P.brachyurus no mundo.

Produtos* Organismo biologico Registro

Nemout 0.65 Arthrobotrys oligospora e EUA, Costa Rica

WP® Arthrobotrys botryospora

Ditera® Myrothecium verrucaria EUA, Chile, Costa Rica,
Honduras, México, Panama etc.

BioAct® Paecilomyces lilacinus Alemanha




Produtos* Organismo biologico Registro

Biomyces® Paecilomyces lilacinus Colémbia
Bioniconema Paecilomyces lilacinus Sem registro
Biostat® Paecilomyces lilacinus Panama, Colémbia
MeloCon WG® Paecilomyces lilacinus EUA
Nemakontrol® Paecilomyces lilacinus Peru

Nemata® Paecilomyces lilacinus Colbmbia

Paecyl® Paecilomyces lilacinus Australia
Safelomyces® Paecilomyces lilacinus Colémbia

Mycobac WP® Trichoderma lignorum » Honduras, Colombia

*Produtos biolégicos nematicidas comercializados no mundo

Fonte: BETTIOL, et al., 2012.

O controle bioldgico baseia-se na relacdo antagonista entre microrganismo e
nematoide, tendo como mecanismos de acdo, a antibiose, a competicdo/predacdo e o
hiperparasitismo. A antibiose é a inibicdo do patdgeno pela producdo de substancias
toxicas como o acido harzianico e o acido heptelidico e enzimas como alameticinas
(HERMOSA et al., 2000). Na competicdo/predacdo, o antagonista disputa nutrientes e
espaco ou ainda se alimenta do contetdo pseudocelomético do patégeno, impedindo o
processo de infeccdo da planta. No hiperparasitismo, a colonizagdo da rizosfera das
plantas hospedeiras pelo antagonista promove a secrecdo e producao/liberacdo de
enzimas hidroliticas que atuam degradando a parede celular do nematoide
(CARVALHO et al., 2014). Na agricultura, para o controle de nematoides, 0s
organismos antagbnicos mais empregados sao fungos e bactérias (STIRLING, 1991).

Trichoderma spp. sdo fungos com vida livre, oportunistas e estdo presentes na
rizosfera, podendo viver em simbiose com plantas e como parasitas de outros fungos.
Os fungos deste género produzem metabdlitos toxicos aos nematoides, e também
podem tornar a planta menos atrativa, alterando sua fisiologia. Seus metabdlitos
exercem efeito em eclosdo, mobilidade e capacidade de penetracdo (HARMAN et al.,
2004) produzem enzimas envolvidas na degradacdo da parede celular de fitopatdgenos
(HJELJORD et al., 2001), além de provocar morte de juvenis, penetrando em cistos e
ovos (KHAN; SAXENA, 1997).

Os Bacillus spp. sdo rizobactérias que podem sintetizar metabdlitos
secundarios que interferem no ciclo reprodutivo do nematoide e/ou transformar
exsudatos radiculares em subprodutos, interferindo no processo de reconhecimento
nematoide-planta (ARAUJO, 2018). Possuem capacidade de invadir os tecidos internos
das plantas, isto é, sdo bactérias endofiticas facultativas, com parte do seu ciclo

10



realizado fora da planta hospedeira (TIAN et al., 2007), caracterizadas como produtoras
de esporos de resisténcia, produzindo uma diversidade de compostos secundarios que
agem como antibidticos, fungicidas, antivirais, agentes imunossupressores e
anticancerigenos, conferindo as plantas protecdo ao ataque dos nematoides.

Mais de 60 tipos de antibioticos, além de muitos polipeptideos e endotoxinas
que interferem no ciclo reprodutivo dos nematoides, especialmente na oviposi¢cdo e na
eclosdo dos juvenis, além da competicdo por nutrientes, inducdo de resisténcia e
promocao de crescimento de plantas sdo evidenciados por Bacillus spp.. Estas bactérias
atuam sinergicamente em nematoides por meio da supressdo direta, promovendo
crescimento de plantas, facilitando a colonizacdo e atividade da rizosfera de
antagonistas microbianos (TIAN et al., 2007).

Os produtos biol6gicos para 0 manejo de nematoides vém ganhando bastante
destaque em funcdo do seu maior periodo de acao e por sua sustentabilidade, tais como

os listados abaixo (Tabela 2).

Tabela 2 Produtos bioldgicos nematicidas registrados no Brasil, alvo biolégico P. brachyurus.

Produto* Organismo Produto* Organismo bioldgico
biologico
Eficaz Nema Bacillus Rizos OG Bacillus subtilis
amyloliquefaciens
PFC Control Bacillus Quartzo B. linheniformis + b. subtilis
amyloliquefaciens
Nema Control Bacillus Presence B. linheniformis + b. subtilis
amyloliquefaciens
Votivo Bacillus firmus Onix Bacillus methilotrophicus
Votivo Prime Bacillus firmus Onix OG Bacillus methilotrophicus
Oleaje Bacillus firmus Diamond Trichoderma koningiopsis
Oleaje Prime Bacillus firmus
Andril Bacillus firmus Nemakill Paecilomyces lilacinus
Andril Prime Bacillus firmus Nemat Paecilomyces lilacinus
Rizos Bacillus subtilis Unique Paecilomyces lilacinus

* Produtos bioldgicos nematicidas comercializados no Brasil.

Fonte: AGROFIT, 2018.
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O uso de controle biolégico diminui os danos causados pelos fitonematoides P.
brachyurus causados no milho doce, minimiza o uso de produtos quimicos na lavoura e
proporciona a producdo de alimento mais saudavel, além de mitigar o impacto
ambiental causado pela aplicacdo de agrotdxicos. O controle bioldgico promove a
formacdo de uma rede com interacBes complexas entre bactérias, fungos, nematdides,
plantas e o ambiente, controlando populacdes de nematoides parasitas de plantas em
condigdes naturais (KERRY, 2000).

O levantamento de espécies de nematoides que ocorrem nas areas de interesse
é o inicio do correto manejo de controle de fitonematoides. A identificacdo e o
conhecimento da distribuicdo de ocorréncia sdo fundamentais para estabelecer
prioridades e a correta utilizacdo do meétodo de controle bioldgico, reduzindo os
eventuais danos nesta cultura de interesse aos agricultores de hortalicas, que é o milho
doce. O objetivo deste trabalho foi realizar o levantamento de fitonematoides e propor

medidas de controle bioldgico.
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3. CAPITULO |

BIOPROSPECCAO DE Pratylenchus spp. EM AREAS CULTIVAVEIS COM
MILHO DOCE NO SUL DE GOIAS

(Normas de acordo com a revista Horticultura Brasileira)

RESUMO

O Brasil, protagonista na producdo mundial de milho para gréos, também
apresenta elevado potencial para producdo de milho doce. Seu cultivo vem expandindo-
se a cada ano e insere-se como uma alternativa rentdvel ao agricultor, pelo preco
diferenciado em relacdo ao milho grédo. A cadeia agroindustrial em que se insere o
milho doce movimentou cifras que ultrapassaram meio bilhdo de reais. Contudo,
diferentemente do milho com finalidade para gréos, hé ainda escassez de informagdes
técnicas a respeito da cultura de milho doce e o controle biologico de nematoides. Os
nematoides de lesGes radiculares do género Pratylenchus spp. possuem alta capacidade
de causar danos nas raizes das plantas infectadas, dependendo de condicGes favoraveis
de umidade, textura e temperatura do solo. A diagnose precisa dos géneros e das
espécies de nematoides presentes nas areas produtivas geram informacdes importantes
para subsidiar a escolha da melhor estratégia de controle. A relevancia deste estudo
decorre do fato de que a maioria dos cultivos com hibridos de milho doce de nosso pais,
cerca de 38 mil hectares, encontram-se no estado de Goiés, com &rea cultivada de 32
mil hectares, responsavel por quase 85% da producdo nacional. Diante do exposto, o
presente trabalho teve por objetivo realizar um levantamento da disseminacdo de
fitonematoides em areas de cultivo de milho doce na regido de sul do estado de Goias.

Foram amostradas glebas de dez agricultores com plantio de sequeiro e de sete
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agricultores com plantio com irrigacdo via pivé central, totalizando 120 hectares em
cultivo de sequeiro e 2.441,76 hectares irrigados. Das amostras, tém-se 12 areas de
sequeiro e 17 areas irrigadas, representando 10% das areas sequeiro e 61,42% das areas
irrigadas de agricultores dos municipios de Morrinhos, Piracanjuba, Pontalina, Joviania
e Goiatuba. Verificou-se em todas as areas investigadas a presenca de Helicothylenchus
spp. (0,02%), Meloidogyne spp. (4,33%), Pratylenchus spp. (17,81%) e Pratylenchus
brachyurus (77,84%), com dominancia deste ultimo. Os resultados obtidos neste estudo
peculiar evidenciam a necessidade do manejo de P. brachyurus, além de subsidiar os
produtores de milho doce do maior estado produtor desta cultura no Brasil.

Palavras-chave: diagnose; fitonematoide; lesdes radiculares; agroindustria; Zea mays

var. saccharata Sturt.
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BIOPROSPECTION OF Pratylenchus spp. IN SWEET CORN CULTIVATED
AREAS IN SOUTHERN GOIAS

ABSTRACT

Brazil, the protagonist in world production of maize grain, also presents elevated
potential for the production of sweet corn. Its cultivation has been expanding every year
and has become a profitable alternative for farmers, by the differentiated price
compared to maize grain. The agroindustrial chain in which sweet corn is inserted,
moved numbers that exceeded half a billion reais. However, unlike grain maize, there is
still a lack of technical information about the sweet corn crop and the biological control
of nematodes. The root lesions nematodes of the genus Pratylenchus spp. have high
capacity to cause damage to the roots of infected plants, depending on favorable soil
moisture, texture and temperature conditions. The accurate diagnosis of the nematode
genus and species present in the productive areas generate important information to
support the choice of the best control strategy. The relevance of this study stems from
the fact that most of the cultivations of crops with hybrid corn of our country, about 38
thousand hectares, are in the State of Goias, with a cultivated area of 32 thousand
hectares, responsible for almost 85% of the nation production. Given this context, the
present work aimed to carry out a survey of the phytonematodes dissemination in sweet
corn cultivation areas in the southern region of the State of Goiés. Plots of ten farmers
with non-irrigated and seven farmers with central pivot irrigation were sampled, totaling
in 120 hectares of non-irrigated areas and 2,441.76 hectares of irrigated areas. 12 non-
irrigated areas and 17 irrigated areas were sampled, representing 10% of the non-
irrigated areas and 61.42% of the irrigated areas of these farmers in the counties of
Morrinhos, Piracanjuba, Pontalina, Joviania and Goiatuba. It was found in all sampling
areas, the presence Helicothylenchus spp. (0.02%), Meloidogyne spp. (4.33%),
Pratylenchus spp. (17.81%) and Pratylenchus brachyurus (77.84%) with dominance of

the last one. With the information obtained in this peculiar study, it is intended to
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subsidize the sweet corn producers of the largest producing state of this crop in Brazil

the need for management of P. brachyurus.

Keywords: diagnosis, phytonematoid, root lesions, agroindustry, Zea mays var.

saccharata Sturt.

3.1 Introducéo

A cultura do milho doce, valorizada por sua maior dogura, pode superar a média
de produtividade de 8.826 kg/ha™ de espigas com palhas (Souza et al., 2013). Em
Goias, as produtividades médias de espigas com palhas apresentam variagdes entre
6.622,22 kg/hd™ a 15.557 kg/ha™ (Pereira et al., 2006). O manejo do milho doce em
relacdo a densidade, espacamento, controle de pragas, doencas e plantas daninhas, é
similar ao milho convencional. A producdo mundial de milho doce, estimada em 9,18
milhdes de toneladas, cultivada numa éarea de 1,04 milh&o de hectares, tem os Estados
Unidos da Ameérica (EUA) como o principal produtor mundial (Souza et al., 2013). O
uso de manejo integrado de pragas e de manejo integrado de doengas devem ser
adotados associados a boas préaticas de controle de pragas e doencas. A maior parte do
milho consumido no estadio verde nos EUA ¢é o milho doce, enquanto no Brasil, quase
100% da producdo € destinada ao processamento industrial para consumo humano,
movimentando cerca de R$ 550 milhdes por ano (Avila et al., 2017).

A gravidade dos danos causados pelo parasitismo de P. brachyurus acarreta uma
queda drastica na producdo e depreciacdo do produto comercial. Ndo somente para 0s
agricultores, mas também para as agroindustrias, a mitigacdo deste problema é cada vez
mais importante, tanto sob o ponto de vista econbmico como o ambiental, ja que
necessitam de matéria prima e tecnologia inovadora para produzir com a adequada
qualidade, de tal forma que os custos financeiros e os impactos ambientais sejam
reduzidos”.

A producdo de milho doce é diretamente afetada por varios fatores bidticos,
como fungos, bactérias, insetos nocivos e fitonematoides (Shelton et al., 2013). Os
nematoides parasitas de plantas possuem grande relevancia, uma vez que sao

responsaveis por causar prejuizos da ordem de 35 a 90%, dependendo da cultura,

* Informag&o obtida com consultoria agrondmica das empresas do setor processamento de alimentos.
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textura do solo e condigdes climéticas (Lopes, 2015). Além dos danos diretos, podem
interagir com outros fitopatdgenos, influenciando negativamente na qualidade e na
quantidade da producdo de milho (Baheti, 2017). Pratylenchus brachyurus penetra nas
raizes e instala-se no cortex radicular, migrando nos tecidos e resultando em lesdes
necroticas ao longo das raizes. Com o progresso da infeccdo, observa-se a formacgéo de
reboleiras de plantas com desenvolvimento mais lento, folhas clordticas e
avermelhadas, semelhante a deficiéncia nutricional (Costa et al., 2013).

Os nematoides do género Pratylenchus spp., parasitos migradores, representam
uma ameaca & producgdo de alimentos em todo o planeta. Prova disso, é a incluséo deles
na lista do Ministério da Agricultura do Brasil como as pragas com maior potencial de
provocar prejuizo a agricultura brasileira. Caracteristicas como agressividade, alta
capacidade reprodutiva, espécies hospedeiras, facilidade de disseminacédo e dificuldade
de controle por meio de produtos quimicos trazem a necessidade de novas alternativas
de controle (Silva et al., 2016).

Espécies de nematoides economicamente importantes geralmente estdo presentes
em solos nativos do Cerrado em baixas densidades populacionais (Lima et al., 2015); no
entanto, suas populacdes aumentaram substancialmente. Dentre as espécies de
nematoides, o nematoide da lesdo da raiz, P. brachyurus, é provavelmente um dos mais
importantes, especialmente na regido do Cerrado, com 0 aumento do uso de
monoculturas (Lima et al., 2015). Os principais sistemas de producéo no Brasil Central
séo baseados no cultivo de soja, milho ou algodoeiro. Algodoeiro e milho, culturas tidas
como boas hospedeiras de fitonematoides, tanto podem ser semeados na
primavera/verdo (culturas de verdo) como apds a soja, como cultura de segunda safra
(safrinha). Recentemente, verifica-se que no Cerrado a incidéncia de P. brachyurus tem
aumentado, com perdas gerais estimadas entre 10 a 30%, especialmente em solos
arenosos que recebem chuvas irregulares (Asmus et al. 2016).

O manejo de nematoides é muito complexo. Uma vez presente em uma area de
cultivo, a erradicacdo € praticamente impossivel. Entretanto, ap6s a sua introducdo na
area, devem ser utilizados metodos de controle para a reducdo das populacdes a niveis
tolerdveis (Silva et al., 2016). A escolha das estratégias e taticas de manejo para
diminuicdo de populacdo e danos causados por P. brachyurus depende sempre do
levantamento, da diagnose, da correta identificacdo das espécies presentes e da

determinacdo dos niveis populacionais em amostras de solo e raizes.
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A rotacdo de culturas como prética isolada também ndo cumpre com eficiéncia o
propdésito de controle, devido a existéncia de poucas opc¢des de cultura com essa
finalidade. Algumas plantas, como algumas espécies de Crotalaria e Brassicas,
apresentam propriedades antagbnicas aos nematoides. As crotalarias, por exemplo,
permitem a penetragdo de juvenis e/ou adultos dos fitonematoides, como Meloidogyne
spp., Heterodera glycines e Rotylenchulus reniformis. Porém, prejudicam o
desenvolvimento do nematoide no seu interior, ndo permitindo que 0s nematoides
completem seu ciclo de vida e formem descendentes, por meio do mecanismo de
hipersensibilidade, que promove a morte de células vegetais ao redor do sitio de
alimentacdo dos nematoides, inibindo a existéncia de células gigantes ou nutridoras
(Ferraz & Freitas, 2016).

No campo, as condicBes do solo séo afetadas por fluxos de dgua devido a chuva
e irrigagéo, podendo afetar a etiologia do nematoide como habitante do solo (Francilino,
2017). Dentre as diversas taticas de manejo de fitonematoides, 0 melhoramento genético
é utilizado com sucesso em algumas culturas de importancia econémica, a exemplo do
tomateiro (Avila Junior, 2017). Em milho doce, o controle genético possibilita manejo
adequado por meio da utilizacdo de cultivares resistentes, com resisténcia genética ao
Pratylenchus spp., e para isso, algumas fontes de resisténcia em milho ja foram
identificadas (Sawasaki et al., 1986), contudo, sem informacBes de resisténcia em
materiais comerciais.

A regulagdo dos produtos de origem biol6gica se divide em bioquimicos
(derivados vegetais), semioquimicos (feromdnios ou aleloquimicos), agentes bioldgicos
de controle (insetos, aranhas) e agentes microbioldgicos de controle (virus, bactérias,
fungos) (Lallemand, 2018).

Os nematoides de lesdes radiculares do género Pratylenchus ensejam um
levantamento preciso de ocorréncia nas areas cultiviveis destinadas ao cultivo de milho
doce. Do ponto de vista agronémico, estes desafios necessitam ser enfrentados para o
controle desta praga®. Em funcdo da concentracdo de agroindustrias de processamento
de alimentos, destacando Goialli, em Goianésia; Heinz, em Neropdlis; Goias Verde, em
Luzi&nia; Fugini em Cristalina; Oderich em Orizona; Dez e Olé em Morrinhos, destaca-
se a importancia deste trabalho de bioprospeccdo de Pratylenchus brachyurus nesta

importante regido produtora do estado de Goias.

®Comunicagéo pessoal com coorientadora, D.Sc. Carine Rezende Cardoso.
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Portanto, o presente trabalho teve como objetivo realizar o levantamento da
ocorréncia de fitonematoides em areas ndo irrigadas de cultivo de hortalicas e também
em é&reas sob irrigagdo por equipamento de pivé central. Ademais, além do
levantamento, foi realizada a identificacdo das espécies de fitonematdides e a

quantificacdo das populagc6es, mapeando as ocorréncias nas areas com e sem irrigagéo.

3.2 Material e Métodos

As amostras foram coletadas na regido sul do estado de Goias (Figura 1) com
base em informagdes das agroindustrias de processamento de alimentos, extraidas dos
cadastros de agricultores que cultivam milho doce na regido, e em areas de agricultores
que cultivam outras culturas e eventualmente milho doce. O periodo de realizacdo das

coletas ocorreu nos meses de outubro e novembro no ano de 2017.

Figura 1 — Mapa satelital indicando a regido sul do estado de Goias, onde foram coletadas amostras para
analise nematoldgica. Escala: 1:50.000
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FONTE: SEGPLAN, 2018.

Os levantamento foram realizados nas areas de sequeiro, e nas irrigadas por
sistema de pivd central. As amostras foram coletadas em 29 areas de cultivo, sendo
destas, 17 areas sob irrigacdo pelo sistema de pivo central e de 12 &reas de sequeiro no

sul do estado de Goias (Figura 2).
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Figura 2 — Mapa de Goias exibindo a localizagdo dos municipios da regido sul onde foram coletadas as
amostras. Escala: 1:50.000

FONTE: SEGPLAN, 2018.

3.2.1 Amostragem

As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, com a sua respectiva
identificacdo, por meio de um formuléario para essa finalidade. Em cada area, foram
registradas as coordenadas geogréaficas, com a utilizacdo de aparelho com Sistema de
Posicionamento Global (GPS) da marca MAGGELAN®, modelo SporTrack Map.

Em cada pivd central amostrado foram coletadas 32 amostras (8 amostras,
agrupadas em 1 amostra simples por quadrante do piv0, reunidas em uma amostra
composta por equipamento de irrigacdo) de raizes, a profundidade de 20 a 25 cm,
proximo a rizosfera das plantas. As amostras foram constituidas de 200 g de raizes por
pivbé central, independentemente da area total irrigada em ha por equipamento. Nas
areas de sequeiro, foram coletadas a mesma quantidade de 200 g de raizes, compostas
por 15 amostras simples, reunidas em 1 amostra composta por area analisada. Em todas
as coletas das amostragens, as raizes foram coletadas seguindo um caminhamento em
zigue-zague.

O levantamento ocorreu nos municipios de Morrinhos, Piracanjuba, Pontalina,

Jovidnia e Goiatuba (Figura 3). O total das &reas cultivadas pelos agricultores
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participantes deste estudo, é de 5.145,5 ha, com 1.200 ha em sequeiro e 3.945,5 ha em

areas irrigadas.

Figura 3 — Mapa expandido dos municipios de Goiatuba, Joviania, Morrinhos, Piracanjuba e Pontalina.
Escala 1:25.000
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Morrinhos

Goiatuba

FONTE: SEGPLAN, 2018.

Foram amostradas 10% das areas de sequeiro e 61,42% das areas irrigadas, em
12 areas de sequeiro e 17 areas irrigadas por pivé central, totalizando 120 ha de
sequeiro representados em 180 coletas de raizes e 2.441,76 ha irrigados amostrados,
representados em 544 coletas de raizes. A area total analisada foi de 2.561,76 ha,
representando 49,79% da area total de 5.145,5 ha dos agricultores participantes (Figura
4).

Figura 4 — Areas em ha™ amostradas para anélises nematolégicas irrigadas ou sequeiro.

AREAS AMOSTRADAS em HECTARES

Area de sequeiro
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FONTE: Dados da Pesquisa.
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3.2.2 Extracdo de nematoides das raizes

Parte das amostras de raizes foi encaminhada ao Laboratério de Biopotentes
Farroupilha, outra parte ao laboratorio do Instituto Federal Goiano - Campus Morrinhos
(GO), para a identificacdo e quantificacdo das espécies. Para a extracdo dos nematoides
e quantificacdo de Pratylenchus brachyurus, foram utilizados os métodos de flutuacao
centrifuga de Coolen & D'Herd (1972) e a técnica do liquidificador doméstico de
Boneti & Ferraz (1981).

Primeiramente, as raizes foram lavadas e colocadas na bancada sobre papel
toalha para secagem, para posterior processamento do tecido vegetal. Foram avaliadas
as variaveis massa da matéria fresca dos sistemas radiculares e posteriormente
quantificados o numero de nematoides por grama de raiz. Apds a extracdo dos
nematoides das raizes, a etapa seguinte foi a quantificacdo de nematoides presentes.
Uma aliquota, parte de cada suspensdo aquosa com nematoides, foi utilizada para
contagem com auxilio da camara de Peters, sob microscépio fotbnico, para
determinacdo do numero de ovos por grama de raiz. O trabalho de contagem consistiu
em percorrer a camara de Peters, visualizando e contando o0s nematoides e,
identificando-os, em nivel de género. A identificacdo dos géneros foi feita com auxilio
das chaves de identificacdo de fitonematoides de plantas (Gonzaga, 2006). Ao final da

contagem, estavam disponiveis informacdes qualitativas e quantitativas.

3.3 Resultados e Discussao

No levantamento populacional de nematoides nos municipios da regido sul do
estado de Goias, em areas de plantio de sequeiro da cultura do milho doce, houve uma
presenga marcante dos nematoides Pratylenchus spp., Pratylenchus brachyurus e
Meloidogyne spp., em todas as glebas amostradas, de uma &rea total de 120 ha de
cultivo em sequeiro. A densidade populacional total encontrada em 200g de raizes
analisadas em amostras de 12 areas foi de 131.408 espécimes de Pratylenchus
brachyurus, 41.556 espécimes de Pratylenchus spp. e de 36 espécimes Meloidogyne

spp. (Figura 5)
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Figura 5 — Populacéo de finematoides coletadas em municipios do sul do estado de Goias em éareas de

sequeiro em 200 g-* de raiz.
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FONTE: Dados da Pesquisa.

As médias das densidades populacionais observadas nas areas de sequeiro dos
cinco municipios do estado de Goias foram: P. brachyurus, 6.620 espécimes por 10 g de
raiz; Pratylenchus spp, 2.070 espécimes por 10 g de raiz; e Meloidogyne spp., 2
espécimes por 10 g de raiz.

Os niveis médios de densidades populacionais de Pratylenchus brachyurus
encontrados sao considerados muito alto segundo a classificacdo proposta por Koenning
(2007), que para 10 g de raiz, as faixas populacionais de 0 a 80 sdo consideradas baixas;
80 a 160 médias; 161 a 2.000 altas e, maior que 2.000, muito altas (Ramos, 2011).

No levantamento populacional de nematoides nos municipios da regido sul do
estado de Goiés, em areas de plantio irrigado da cultura do milho doce, houve uma
presenga marcante dos nematoides Pratylenchus spp., Pratylenchus brachyurus e
Helicotylenchus spp. em todas as glebas amostradas, de uma area total de 2.441,76 ha™
de cultivo irrigado por equipamento de pivd central. A densidade populacional total
encontrada em 200 g de raizes analisadas em amostras de 17 areas foi de: 166.400
espécimes de Pratylenchus brachyurus; 26.600 espécimes de Pratylenchus spp.; e de

16.600 espécimes Helicotylenchus spp. (Figura 6).

27



Figura 6 — Populacdo de finematoides coletadas em municipios do sul do estado de Goids em éreas

irrigadas em 200 g de raiz.
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FONTE: Dados da Pesquisa.

As médias das densidades populacionais observadas nas areas irrigadas dos
cinco municipios do estado de Goias foram: P. brachyurus, 7.510 espécimes por 10 g de
raiz; Pratylenchus spp., 1.330 espécimes por 10 g de raiz; e Helicotylenchus spp., 830
espécimes por 10 g de raiz.

Os resultados do levantamento nematoldgico evidenciam que os nematoides
Pratylenchus brachyurus consistem em um grande problema para os produtores de
milho doce da regido sul de Goias. Outro fator critico para essa situacdo é o pouco
emprego de rotagdo de culturas, pois o milho doce como cultura irrigada ou sequeiro na
regido estudada, encaixa-se como sucessdo de culturas. A correta identificacdo das
espécies de nematoides existentes nos locais propicia 0 conhecimento sobre a sua
ocorréncia e auxiliam na escolha do manejo com organismos bioldgicos.

Com a presenca e alta disseminacdo confirmada do nematoide-das-lesdes-
radiculares, P. brachyurus, ha o risco de aumento da populagdo devido a alta
prolificidade dos nematoides em gramineas, como o milho verde. O fato observado no
presente estudo, nas areas de sequeiro e também nas &reas irrigadas, apresentaram
niveis de densidades populacionais classificados como muito altos de infestagéo,

alcancando tambem a classificacdo de alto nivel de dano econémico, conforme o
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critério de Barros et al. (2005), que consideram como alto, valores acima de 1.500
Pratylenchus por 50 g de raiz (Bisognin, 2017).

Os levantamentos populacionais de fitonematoides e a sua identificacdo
constituem-se em aliados importantes na detec¢gdo e na quantificacdo dos prejuizos
causados nas mais diversas culturas, além de importantes, principalmente, na orientacéo
de medidas de manejo. A identificacdo das espécies de fitonematoides € um requisito
fundamental para a orientacéo e adogdo de medidas corretas de controle, tendo em vista
as particularidades de cada regido, de cada cultura e de cada espécie dos patdgenos.
Baseado na identificagdo do género e espécie presentes na lavoura, o controle de
nematoides deve ser planejado com a integracdo de varios métodos e apresentar baixo
custo (Kirsch, 2016).

Diagnosticados nas areas amostradas, os nematoides do género Meloidogyne
provocam no milho doce os sintomas de engrossamento nas raizes, denominados galhas,
que séo resultado de hipertrofias e hiperplasias celulares no cilindro central, formadas
nas raizes infectadas ap0s a penetracdo dos juvenis do segundo estadio (J2). Os juvenis
liberam produtos salivares nas células vegetais para induzi-las a formacdo de células
gigantes, das quais retirara os nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento. Uma
vez estabelecido o seu sitio de alimentagdo, os J2 se tornam sedentérios, passando por
mais trés ecdises até a fase adulta (Lopes, 2015).

Das 12 areas cultivadas em regime de sequeiro, em 11 foram observadas a
presenca de fitonematoides, representando 91,6% das areas amostradas; observou-se
100% de dominéncia de Pratylenchus brachyurus. Ambos, Pratylenchus spp. e
Pratylenchus brachyurus, apresentaram 92,8% de frequéncia e ainda 14,2% de

Meloidogyne spp. (Tabela 4).
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Tabela 4. Levantamento populacional de nematoides na regido sul de Goias na amostragem de raizes em areas de plantio de sequeiro.

Meloidogyne Pratylenchus Pratylenchus
AMOSTRAS spp. spp. Brachyurus
DP (raiz) Dominancia  DP (raiz) = Dominancia  DP (raiz) = Dominancia Total
(%) (%) (%)
Talhdo 01 (Pontalina) 1 0,06 394 25,73 1.136 74,21 1531
Talhdo 02 (Pontalina) 0 0,0 401 23,38 1.314 76,62 1.715
Talhdo 03 (Pontalina) 0 0,0 44 32,59 91 67,41 135
Talhdo 04 (Pontalina) 0 0,0 88 27,41 233 72,59 321
Talh&o 05 (Pontalina) 0 0,0 120 22,14 422 77,86 542
Talhdo 06 (Pontalina) 0 0,0 370 39,32 571 60,68 941
Talh&o 07 (Pontalina) 0 0,0 124 38,39 199 61,62 323
Talhdo 08 (Pontalina) 1 0,15 54 8,23 602 91,62 656
Talh&o 09 (Pontalina) 0 0,0 379 25,50 1.107 74,50 1.486
Talhdo 10 (Pontalina) 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0
Talh&o 11 (Goiatuba) 0 0,0 22 3,78 560 96,22 582
Talh&o 12 (Goiatuba) 0 0,0 82 17,55 385 82,45 467
Frequéncia (%) 16,7 91,7 91,7
Dominéancia (%o) 0 0 100

D.P.: Densidade populacional (fitonematoides em 10 gramas de raiz).

D. Dominéncia do género dentro da area amostrada (linha), em porcentagem, determinada por {D.P. do género/ED.P. de todos os géneros ocorridos na &rea) x 100}.
Frequéncia de ocorréncia do género, em porcentagem, determinada por {(nimero de amostras contendo o género/total de amostras) x 100}.

Dominancia do género, determinado por {(nimero de vezes que o género de fitonematoides dominou sobre as demais/total de amostras) x 100}.

Fonte: Dados da pesquisa.



Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com os observados em
um levantamento realizado em 18 municipios do estado do Mato Grosso, representando
mais de 20 mil ha, em que verificou-se que M. incognita estava presente em apenas 4%
das amostras, enquanto que P. brachyurus apresentou uma frequéncia de 94% (Silva et
al., 2003).

Foram observados também no estado de Mato Grosso do Sul, em 104 amostras,
P. brachyurus com frequéncia de 59%, em que verificou-se M. incognita com 29% e R.
reniformis com 19% (Comunello & Asmus, 2003). Em Goiés, de um total de 237
amostras de solo e de raizes, encontrou-se P. brachyurus em todos os 10 municipios
amostrados e em 79% das amostras (Gielfi et al., 2003).

Nas areas irrigadas amostradas neste levantamento, a ocorréncia dos nematoides
alcancou frequéncia de 82,4% para Pratylenchus brachyurus, 58,8% de frequéncia para
Helicotylenchus spp. e 17,6% de frequéncia para Pratylenchus spp, assim como
observado em levantamento no Acre, com 100% de frequéncia em P. brachyurus
(Goncalves et al., 2013). No Parana, também foram encontrados em 16 areas de 14
propriedades, e em 40 areas de 21 propriedades de S&o Paulo. No Parana 93,75% e em
Sdo Paulo 100% de frequéncia de Pratylenchus brachyurus (Bonfim Filho, 2013).

Levantamentos em diversas regides produtoras caracterizam a relevancia do
conhecimento das densidades populacionais, da frequéncia de ocorréncia e da
dominancia de qual fitonematoide ocorre nas diferentes regifes produtoras. A
identificacdo da espécie ocorrente no local é de fundamental importancia para que seja
possivel tracar estratégias de controle para o referido agente causador de dano.
Tratando-se de nematoides, a forma mais frequente para sua identificagdo é basear-se
principalmente em caracteres morfologicos e morfométricos (Bisognin, 2017).

Com ocorréncia generalizada em solos do cerrado brasileiro, o fitonematoide
Pratylenchus brachyurus, encontrado neste estudo, teve dominancia de 100% em ambas
as situacdes de cultivo analisadas, nas modalidades irrigada e sequeiro. Tal descoberta
confirma a presenca de fitonematoides com 100% de dominancia de Pratylenchus

brachyurus em areas irrigadas pelo sistema de irrigacao por pivo central (Tabela 5).
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Tabela 5. Levantamento populacional de nematoides na regido sul de Goias na amostragem de raizes em areas de plantio irrigado.

Helicotylenchus

Pratylenchus

Pratylenchus

AMOSTRAS spp. spp. Brachyurus
DP (raiz) Dominancia  DP (raiz) = Dominancia  DP (raiz) = Dominancia Total
(%) (%) (%)
Pivd 01 (Morrinhos) 10 1,76 0 0,00 560 98,24 570
Pivd 02 (Morrinhos) 20 3,39 0 0,00 570 96,61 590
Pivd 03 (Morrinhos) 0 0,00 0 0,00 210 100 210
Pivo 04 (Morrinhos) 0 0,00 0 0,00 800 100 800
Piv6 05 (Morrinhos) 0 0,00 0 0,00 810 100 810
Pivo 06 (Morrinhos) 440 16,79 0 0,00 2.180 83,21 2.620
Pivo 07 (Morrinhos) 0 0,00 0 0,00 580 100 580
Pivd 08 (Morrinhos) 30 3,95 730 96,05 0 0,00 760
Pivé 09 (Morrinhos) 100 15,63 540 84,37 0 0,00 640
Pivé 10 (Morrinhos) 0 0,00 60 100 0 0,00 60
Pivd 11 (Joviania) 30 16,67 0 0,00 150 83,33 180
Pivo 12 (Piracanjuba) 110 18,65 0 0,00 480 81,35 590
Pivd 13 (Piracanjuba) 0 0,00 0 0,00 110 100 110
Pivd 14 (Piracanjuba) 50 6,33 0 0,00 740 93,67 790
Pivd 15 (Piracanjuba) 30 3,95 0 0,00 730 96,05 760
Pivd 16 (Goiatuba) 0 0,00 0 0,00 180 100 180
Pivd 17 (Goiatuba) 10 4,35 0 0,00 220 95,65 230
Frequéncia (%) 58,8 17,6 82,4
Dominéncia (%0) 0 17,6 82,4

D.P.: Densidade populacional (fitonematoides em 10 gramas de raiz).
D. Dominéncia do género dentro da area amostrada (linha), em porcentagem, determinada por {D.P. do género/ED.P. de todos os géneros ocorridos na area) x 100}.
Frequéncia de ocorréncia do género, em porcentagem, determinada por {(nimero de amostras contendo o género/total de amostras) x 100}.

Dominéancia do género, determinado por {(nimero de vezes que o género de fitonematoides dominou sobre as demais/total de amostras) x 100}.

Fonte: Dados da pesquisa.



O registro de uso de agrotdxicos para controle de P.brachyurus na cultura de
milho em tratamento de sementes, tem atualmente recomendacdo para uso em
tratamento de sementes os Ingredientes Ativos (I.A.) Abamectina e Fluensulfona, que
apresentam Limite Maximo de Residuos (L.M.R.) de 0,005 mg/kg™ e 0,02 mg/kg™
respectivamente, além de apresentar intervalo de seguranga ndo determinado devido a
modalidade de emprego (Agrofit, 2018).

Em razdo do consumo in natura do milho doce para alimentacdo humana,
diferentemente do milho convencional, largamente utilizado para alimentagdo animal,
este trabalho evidencia a importancia do aumento da utilizagdo de bionematicidas
formulados com isolados de bactérias Bacillus spp. e fungos Trichoderma spp. na
cultura do milho doce, com registro no Ministério da Agricultura Pecuaria e

Abastecimento (MAPA) para controle de P. brachyurus no Brasil.

3.4 Conclusoes

Na diagnose de nematoides realizada na regido sul do estado de Goiés foram
identificados trés géneros de fitonematoides associados as areas de cultivo de milho
doce, que sdo: Meloidogyne, Helicotylenchus e Pratylenchus.

O género Pratylenchus foi identificado em 28 amostragens de raiz,
compreendendo a espécie Pratylenchus brachyurus (89,28%) e Pratylenchus spp.
(10,72%).

Pela dominancia em 100% das areas amostradas, sejam elas areas de sequeiro ou
areas irrigadas, ressalta-se a necessidade na elaboracdo de estratégias de controle para o

fitonematoide Pratylenchus brachyurus.
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4. CAPITULO II

CONTROLE BIOLOGICO DE Pratylenchus spp. NA CULTURA DO MILHO
DOCE

(Normas de acordo com a revista Horticultura Brasileira)

RESUMO

A planta de milho doce (Zea mays var. saccharata Sturt) € botanicamente
similar a do milho comum (Zea mays L.). Por ser considerada uma hortalica, o0 milho
doce possui caracteres relacionados a qualidade e aos aspectos agronébmicos com maior
influéncia na aceitagdo comercial do que o milho comum. Na maioria das vezes, a baixa
produtividade e o rendimento industrial obtidos estdo diretamente relacionados ao
parasitismo por fitonematoides. O ataque e danos causados por fitonematoides, na maior
parte, ocorrem nas raizes, destacando-se o Pratylenchus brachyurus. O manejo de
nematoides € muito complexo, pois, uma vez presente em uma area de cultivo, a
erradicacdo é praticamente impossivel. Entretanto, apds a sua introducdo na area, devem
ser utilizados métodos de controle para a reducdo das populacdes a niveis toleraveis. O
controle bioldgico pela aplicacdo de bionematicidas no milho doce gera grande
expectativa em relagdo a sua eficiéncia, economia e sustentabilidade, no controle de
fitonematoides. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de diferentes isolados
bioldgicos no controle de Pratylenchus brachyurus na cultura do milho doce. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no delineamento experimental de
blocos casualizados com oito tratamentos e cinco repeticbes. Cada parcela foi
constituida de uma 1 planta por vaso de isopor®, com capacidade de 0,7 L, contendo
solo e areia (2:1 v/v) previamente autoclavado, com adubagdo de base. Realizaram-se
tratamentos com organismos bioldgicos, sendo T1 - Controle; T2 — Bacillus
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methilotorphicus; T3 — Bacillus subtilis; T4 — Bacillus firmus; T5 — Bacillus spp.; T6 —
Bacillus amyloliquefaciens. T7 —Trichoderma koningiopsis; T8 — Bacillus spp., que
foram adicionados em tratamento as sementes de milho doce Seminis 006 (9298) VT
PRO® utilizadas no experimento. Apés 15 dias da emergéncia das plantas, elas foram
inoculadas com 600 ovos e eventuais juvenis infectantes de P. brachyurus. Apés 62 dias
da inoculacdo dos nematoides, procederam as avaliacdes da massa da matéria fresca das
raizes, do numero de juvenis de P. brachyurus e do ndmero total médio de
P.brachyurus. Com base nos resultados encontrados, conclui-se que Bacillus spp. foram
mais eficazes no controle de P. brachyurus na cultura de milho doce por reduzir as
populacGes de juvenis e adultos do fitonematoide na cultura e pela quantidade de massa

fresca, indicando pouco ou nenhuma fitotoxicidade a cultura.

Palavras-chave: bionematicida; Bacillus; Trichoderma; fitoxicidade; milho doce.
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BIOLOGICAL CONTROL OF Pratylenchus spp. ON SWEET CORN CROP.

ABSTRACT

The sweet corn plant (Zea mays var. saccharata Sturt) is botanically similar to common
maize (Zea mays L.). For being considered a vegetable, sweet corn has traits related to
quality and agronomic aspects with the greater influence on commercial acceptance
than common maize. Most of the time, the low productivity and industrial yield
obtained are directly related to parasitism by phytonematodes. The attack and damage
caused by phytonematodes most often occur in the roots, with the Pratylenchus
brachyurus standing out from the rest. The management of nematodes is very complex,
since, once present in a growing area, eradication is practically impossible. However,
after their introduction in the area, control methods should be used to reduce
populations to tolerable levels. The biological control by the application of
bionematicides in sweet corn generates great expectation in relation to its efficiency,
economy and sustainability in the control of phytonematodes. The objective of this
study was to evaluate the efficiency of different biological isolates in the control of
Pratylenchus brachyurus in sweet corn. The experiment was conducted in a greenhouse,
in a randomized block design with eight treatments and five replications. Each plot
consisted of 1 plant per polystyrene vase with 0.7 L capacity, containing soil and sand
(2:1 v/v) previously autoclaved, with basic fertilization. The treatments with biological
organisms T1 — Control; T2 — Bacillus methilotorphicus; T3 — Bacillus subtilis; T4 —
Bacillus firmus; T5 — Bacillus spp.; T6 — Bacillus amyloliquefaciens. T7 — Trichoderma
koningiopsis; T8 — Bacillus spp., were added to the Seminis 006 (9298) VT PRO ®
sweet corn seeds used in the experiment. After 15 days of plant emergence, they were
inoculated with 600 eggs and infective juveniles of the nematode P. brachyurus. After
62 days of nematode inoculation, fresh roots mass, number of juveniles of P.
brachyurus and total mean number of P. brachyurus were evaluated. Based on the
results found, it is concluded that Bacillus spp. were more effective in controlling P.
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brachyurus in the sweet corn crop by reducing juvenile and adult populations of the
phytonematode in the crop and by the amount of fresh mass, indicating little or no

phytotoxicity to the crop.

Keywords: bionematicide; Bacillus; Trichoderma; phytoxicity; sweet corn.

4.1 Introducéo

No Brasil, foi cultivado 16,64 milhdes de ha de milho na safra 2017/2018, nos
plantios de verdo e de inverno, produzindo 81,36 milhdes de toneladas do cereal,—
alcancando 4.891 kg/ha™ de produtividade média. O estado de Goiés, na mesma safra,
cultivou 4,89 milhdes de ha, com produtividade de 5.617 kg/ha (CONAB, 2018).
Contudo, para o milho doce, diferentemente do milho convencional com finalidade de
grdos, ha ainda escassez de informagdes. O Brasil, com produtividade média
industrializavel de milho doce na ordem de 5,1 toneladas de espigas ou 1,5 toneladas de
grdos por hectare, sofre com problemas na producdo por dois principais motivos: o
baixo rendimento agricola, devido a producdo insatisfatoria de grdos, e o baixo
rendimento industrial com espigas inadequadas ao processamento industrial®.

Na maioria das vezes, a baixa produtividade e o rendimento industrial obtidos
estdo diretamente relacionados ao parasitismo por fitonematoides, que estdo entre 0s
principais agentes causadores de doencas e danos as culturas, cujo controle, na maioria
dos casos, representa um processo dificil e continuo. No Brasil, as perdas causadas por
nematoides na cultura do milho j& foram quantificadas em 39% da producédo (Santos &
Mendes, 2018) Ha relatos frequentes de reducdes de 30% ou mesmo de até 50% na
producdo de soja em areas infestadas por P. brachyurus na regido Centro-Oeste
(Goulart, 2008). Para agricultores e pesquisadores, hd& um consenso de que o
Pratylenchus brachyurus € o principal problema da regido Centro-Oeste na produgéo de
soja sob plantio direto, ndo sendo diferente para a cultura do milho que é severamente
atacada (Goulart, 2008).

Pratylenchus spp ¢ considerado o segundo género em importancia no Brasil. E
uma espécie de nematoide endoparasita migradora que causa destruicdo celular de trés
formas: acdo espoliativa, alimentando-se do conteudo celular; acdo toxica, resultado da

injecdo de secregdes esofagianas no citoplasma das células; e, acdo mecanica, durante

® Informagdo obtida nas empresas do setor processamento de alimentos.
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sua movimentacdo. Os nematoides de lesbes destroem e desorganizam numerosas
células que, em geral, se restringem ao parénquima cortical, causando lesdes nas raizes
(Figueiredo, 2013). O sistema radicular e as radicelas parasitadas do milho doce
frequentemente sofrem invasdo de fungos e bactérias do solo, resultando em sintomas
classicos do ataque, como o0 escurecimento das raizes lesionadas (sintomas diretos), e
ainda formacdo de reboleiras e desuniformidade entre plantas (sintomas reflexos)
(Lopes & Ferraz, 2016).

O ataque de Pratylenchus brachyurus em raizes geram danos e perdas bastantes
variaveis, sendo influenciados por uma série de fatores como umidade e temperatura do
solo, insolacdo, cobertura vegetal e compactacdo do solo. Uma das dificuldades de
controle € o modo como estes nematoides estdo disseminados na area, ja que o
transporte desses organismos é fortemente influenciado pelo movimento da agua e de
maquina e implementos agricolas (Francilino et al., 2017).

Os danos causados favorecem a entrada de outros micro-organismos
oportunistas presentes no solo e, portanto, afetam o desenvolvimento da planta e a
qualidade dos grdos para atender a industria e o consumidor. Caracteristicas de
qualidade relacionadas a aparéncia do produto e aspectos sensoriais devem ser
consideradas na producdo de milho verde, pois sdo considerados grandes problemas
(Pereira Filho & Teixeira, 2016).

A agressividade de ataque e danos de P. brachyurus pode ser influenciada pela
interacdo com outros patdgenos, como fungos dos géneros Fusarium e Verticillium.
Estas interagfes sdo sinérgicas, isto &, a interagdo entre 0 nematoide e o fungo resulta
em danos maiores que a soma de danos individuais isoladamente (Castilho & Vovlas,
2007).

Com a intengéo de combater o nematoide de cisto (H. glycines), principalmente
na regido Centro-Oeste, em sistema de plantio direto, os agricultores passaram a utilizar
na segunda safra os cultivos de milho, milheto e sorgo ap6s o plantio da soja no verao,
pois essas gramineas nao multiplicavam aquela espécie, de introducdo recente no pais.
Entretanto, na maioria das lavouras, o nematoide P. brachyurus também estava
presente, embora em menores niveis populacionais. Apds alguns anos, verificou-se que
aguele esquema de sucessdo fora realmente adequado para fins de controle do
nematoide de cisto; porém, as populacdes de P. brachyurus se tornaram muito mais
elevadas em fungdo do plantio das gramineas como “safrinhas de inverno” (Ferraz,

2016).
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Para os agricultores, a solugéo destes problemas sdo cada vez mais importantes,
tanto do ponto de vista econbmico como do ambiental e sustentavel. O controle de
fitonematoides’ é uma necessidade iminente ndo somente para os produtores rurais, mas
também para as industrias de conservas alimenticias, que necessitam de matéria prima
com altas produtividades para produzirem alimentos com a adequada qualidade.

Do ponto de vista agronémico, existem desafios que necessitam ser enfrentados
por pesquisadores e por empresas na area de bioprodutos. Um destes desafios é o
desenvolvimento de novos agentes entomopatdgenos para controle bioldgico,
especialmente aqueles formulados com isolados de bactérias. As espécies de bactérias
mais promissoras que causam doenca em nematoides sdo as pertencentes a familia
Bacillaceae, especialmente os géneros Bacillus e Chlostridium, as quais sao
caracterizadas como produtoras de esporos de resisténcia (Tian et al., 2007).

Durante o processo evolutivo, as plantas adquiriram uma sofisticada estratégia
defensiva para “perceber” os ataques de patdgenos e insetos (Schroth & Hancock,
1982). Ocorre que, com a capacidade de destruicdo do patdgeno, tais constatacOes
ensejam a possibilidade de controle do patdogeno por meio de aplicacdo de
bionematicidas. Estudos recentes relatam avangos em pesquisas relacionando o
potencial controle do avango de doencas, pragas e avagos de possiveis perdas com a
utilizacdo de agentes bioldgicos (Valicente, 2015).

Destaca-se, dentre os avancos, a larga utilizacdo de Bacillus thurigiensis,
bactéria produtora de uma toxina que combate lagartas de folhas; de bactéria
Methilobacterium oryzae, que sequestra metais pesados, permitindo a sobrevivéncia de
plantas e seu crescimento em solos contaminados; de bactéria Rhizobia, inoculadas nas
raizes das leguminosas, disponibilizando o nitrogénio do ar atmosférico as plantas. E,
ainda, a utilizacdo de fungos do género Trichoderma spp. que controlam fungos
patogénicos e ativam o sistema imunoldgico das plantas (Davin-Regli & Pageés, 2015).

A busca por métodos alternativos de controle de insetos-praga tem sido realizada
com afinco por varios laboratorios ao redor do mundo, devido a necessidade de uma
agricultura mais sustentavel e desenvolvida com uma maior preocupacdo com a
preservacdo do meio ambiente. Os inseticidas bioldgicos, utilizados ha mais de 50 anos
no Brasil, sdo uma alternativa para o controle mais seletivo de insetos nocivos. Uma

pratica que inclui, principalmente, o0 emprego de micro-organismos, em que 0 patégeno

" Informagdo obtida junto a agricultores de milho doce.
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é uma ferramenta alternativa para o controle bioldgico, visando o manejo de insetos-
praga de forma segura ao ser humano e ao meio ambiente (Bobrowsk et al., 2003).

O produto Rizos® (ingrediente ativo: Bacillus subtilis isolado sf 202) para
controle de nematoides, desenvolvido, produzido e comercializado pelo Laboratério
Farroupilha Lallemand, apresenta vantagens proporcionadas pelo uso de B. subtilis em
plantas. Alguns bioformulados levam em sua rotulagem a caracteristica de amplo
espectro contra fitopatdgenos, alem do efeito adicional de promotor de crescimento.

No Brasil, encontram-se produtos a base de Bacillus subitilis recentemente
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para controle de
P.brachyurus, como Rizos OG®, do Laboratério de Biocontrole Farroupilha Lallemand
e produtos formulados com B.subtilis + B. linheniformis como Quartzo® e Presence®, da
FMC Quimica do Brasil Ltda (Agrofit, 2018).

Os produtos comerciais Serenade® Bacillus subtilis linhagem qst 713 da
Agraquest® e Sonata® (Bacillus pumilus) tém registro para sua comercializacdo no
Brasil pela Bayer®, sem, contudo, recomendac&o para controle de fitonematoides. Tém-
se ainda os produtos Able®, Able off®, Agree®, Bac Control ec®, Bac Control wp®,
Bactur wp®, Dipel®, Dipel wg®, Dipel wp®, Ponto Final®, Thuricide® e Xentari®, todos
formulados com Bacillus thuringiensis, com registro para comercializagdo no Brasil
pelas empresas Adama® Bio Controle®, Bthek Biotecnologia® Sipcam Nichino®,
Sumitomo® e Vectorcontrol®, porém, nenhum desses produtos possuem recomendacao
de uso para controle de fitonematdides (Agrofit, 2018).

Estima-se que o mercado nacional de produtos bioldgicos esteja movimentando
cerca de R$ 500 milhdes por ano no pais. Alem disso, a expectativa é de que em 5 anos
este mercado possa movimentar de R$ 1,5 a R$ 2 bilhGes. As grandes empresas de
agroquimicos estdo entrando neste mercado de biocontrole, fundando ou adquirindo
empresas de produtos bioldgicos e desenvolvendo novos produtos, destacando-se o
Laboratdrio de Biocontrole Farroupilha Lallemand Ltda, Syngenta Protecdo de Cultivos
Ltda, FMC Quimica do Brasil Ltda, Basf S.A., lharabras S.A. Inddstrias Quimicas,
Bayer S.A. (Agrofit, 2018). Assim, a estimativa do mercado de produtos bioldgicos ¢ de
alcancar US$ 6,1 milhGes em 2022, e US$ 25 milhdes em 2030 (Bettiol, 2012).

Os agentes de controle biolégico sdo capazes de penetrar a barreira cuticular
para infectar, parasitar e matar uma série de nematoides, bem como produzir enzimas,

antibioticos e toxinas, interferindo no reconhecimento nematoide-hospedeiro,
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competindo por nutrientes, induzindo resisténcia sistémica das plantas e promovendo a
fitossanidade (Tian, 2007).

Vale destacar que, ao aliar na mesma ferramenta manejo e controle, trés
importantes aspectos da producdo de milho doce sdo considerados. O primeiro aspecto é
0 ambiental, com a destinacdo de seres bioldgicos a propria agricultura. O segundo
aspecto é o econbémico, com a produtividade aumentada e a melhor padronizacdo do
produto colhido, aumentando os lucros do agricultor. O terceiro destaque € o sanitario,
uma das propostas trazidas por este estudo por meio de manejo baseado na diagnose do
fitopatégeno e no controle com bionematicida, o que propicia a producdo de alimentos
para consumo in natura mais saudaveis.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do

controle bioldgico de Pratylenchus brachyurus, em milho doce.

4.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com ambiente controlado,
no Instituto Federal Goiano - Campus Morrinhos, municipio de Morrinhos — GO,
coordenadas 17° 48' 44" latitude sul e 49° 12' 25" longitude oeste, no periodo de 07 de
setembro a 29 de novembro de 2017. Semeadas 3 sementes de milho doce Seminis 006
(9298) VT PRO, em vasos de isopor® contendo de 0,7 L de solo com uma mistura de
areia e solo na proporcdo de 2:1, autoclavados no laboratério Farroupilha Lallemand,
adicionados 0,21 g de adubo 08-16-08 + micros no plantio, desbaste para uma planta
aos 15 dias e cobertura nitrogenada com solucdo de uréia 0,093 g por vaso, aos 35 dias
apos semeadura.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados, com oito
tratamentos e cinco repeti¢des, com unidade experimental de 1 planta por vaso de
isopor®, com 0,7 L de volume. Os tratamentos foram: Controle; Bacillus
methilotrophicus; Bacillus subtilis; Bacillus firmus; Bacillus spp.; Bacillus
amyloliquefaciens; Trichoderma koningiopsis; Bacillus spp., adicionados as sementes

previamente a semeadura.

4.2.1 Preparo do indculo de fungo e bacterias

A massa média de sementes (PMS) utilizadas foi de 196,43 g, utilizadas 255
sementes para os tratamentos 2, 3, 4, 5, 6 e 8, adicionadas com 0,6 mL de suspenséo
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concentrada do género Bacillus de cada tratamento e, 510 sementes para o tratamento 7,
adicionado com 0,8 mL de suspensdo concentrada do género Trichoderma no
tratamento. Os inoculos utilizados no experimento foram atestados e aprovados pelo
laboratdrio de microbiologia da Farroupilha Lallemand, relatados em formulario proprio
(apéndice A).

4.2.2 Preparo do inéculo do nematoide

A obtencdo da suspensdo com nematoides de lesbes ocorreu pela extracdo de
vaso de milho infectado com Pratylenchus brachyurus da colecdo do laboratério
Farroupilha Lallemand. O processo de extracdo dos ovos das raizes se deu pelo uso da
técnica do liquidificador doméstico (Boneti & Ferraz, 1981). A suspensdo obtida foi
recolhida com auxilio de pisseta para béquer, sendo que a contagem e a calibracdo do
indculo de P. brachyurus foi realizada com o auxilio da cAmara de contagem de Peters,
ao microscopio fotbnico, no aumento de 100 X. A suspencdo foi calibrada contendo 150

ovos mL™.

4.2.3 Inoculagéo do fitonematoide

Depois de 15 dias ap6s emergéncia, no estadio V2, foi realizada a inoculacdo
de P. brachyurus, aplicados 4 mL da suspensao, em quatro orificios de dois centimetros

de profundidade, no solo e ao redor da planta, totalizando 600 ovos/vaso™.

4.2.4 Conducéo do bioensaio

Durante o periodo experimental, os vasos de plantas de milho doce foram
irrigados diariamente, em trés turnos por equipamento de automacao instalado na casa
de vegetacdo. Um termdmetro instalado a 1,70 m de altura no interior da casa de
vegetacao registrou temperaturas que variaram entre 25,2°C e 28,7°C, com umidade
relativa do ar variando entre 51% e 60%. No estadio de 2 pares de folhas, a aplicacdo de
adubaco foliar (Cellerate® 5,33 mL L™, 25 mL planta™) seguiu a recomendagdo do
fabricante. Semanalmente, iniciando com a inoculacdo dos fitonematoides, foram
realizadas 3 aplicacdes de adubagéo foliar (Booster® 0,89 mL L™ 25 mL planta™) em
cada uma das aplicac0es.

Aos 35 dias ap6s emergéncia, realizou-se aplicacdo de solucdo nitrogenada

(uréia 3,72 g L, 25 mL planta™) adequando as necessidades de nutrientes das plantas,
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com a recomendacdo do fornecedor das sementes. Nao foram utilizados agrotoxicos na

conducao do bioensaio.

4.2.5 Processamento e andlise das amostras de raizes

O processamento das raizes ocorreu 62 dias apds a inoculacdo do nematoide.
Foram avaliadas as variaveis massa da matéria fresca das raizes, o nimero de juvenis de
P. brachyurus e o numero total médio de P.brachyurus. As raizes foram lavadas e
secadas em papel toalha para verificacdo de massa de matéria fresca do sistema
radicular. Foi feita a afericdo da massa antes do processamento, para quantificacdo do
nimero de juvenis e do numero total médio de P. brachyurus por grama de raiz. A
extracdo de jovens e adultos das raizes de milho doce foi realizada de acordo com a
técnica do liquidificador doméstico (Boneti & Ferraz, 1981). Na sequéncia, foram
contados em camara de Peters, sob microscopio fotdnico, e determinados o numero de
jovens e adultos por grama de raiz. O fator de reproducéo (FR) foi obtido pela divisdo
entre as densidades populacionais final e inicial (FR = Pf/Pi) (Oostenbrink, 1966). A
populacdo final (Pf) constituiu-se da populacao das raizes e da populacéo inicial (Pi) do

inculo extraido, quantificado e calibrado para conter 600 ovos/vaso™.

4.2.6 ldentificacéo dos tratamentos

Identificaram-se o0s tratamentos da seguinte forma: T1 — Controle; T2 —
Bacillus methilotrophicus isolado GF 267; T3 — Bacillus subtilis isolado GF 202; T4 —
Bacillus firmus isolado GF 435; T5 — Bacillus spp. isolado GF 314; T6 — Bacillus
amyloliquefaciens isolado GF 63; T7 — Trichoderma koningiopsis isolado GF 427; T8 —
Bacillus spp. isolado GF 512.

4.2.7 Analise estatistica

Para as andlises estatisticas, os dados foram transformados em log,,(x + 1) e
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Willk. Realizou-se a anélise de
variancia e a comparacdo de médias, utilizando o software estatistico R® v. 3.3.1
(2016). As médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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4.3 Resultados e Discussao

A umidade média do ar dentro da casa de vegetacdo durante a condugdo do
ensaio permaneceu variando entre 51% e 60%, enquanto as temperaturas do ar, minima
e maxima, foram respectivamente de 25,2 °C e 28,7 °C. O fator temperatura foi
favoravel a reproducdo de P. brachyurus. As condi¢cBes ambientais foram favoraveis
para o desenvolvimento do fitonematoide, com diferencas significativas observadas
entre os metodos de controle.

Graham (1951) demonstrou que cada fémea de P. brachyurus ovipositou de
quatro a oito ovos por dia, durante onze dias de alimentacdo em raizes de milho,
crescendo em camara Umida, sob temperatura de 26,7 a 29,4°C. Olowe & Corbett
(1976) observaram que a temperatura afeta decisivamente a reproducdo de P.
brachyurus, a qual é inibida em raizes de milho crescendo a temperaturas de 5, 10 e
15°C. A temperatura considerada étima para a eclosdo dos juvenis € de 25 a 30 °C
(Tihohod, 2000).

A observacdo dos resultados obtidos aos 62 dias ap6s a inoculacdo, evidencia
que para 0 namero de juvenis/g de raiz, o tratamento Bacillus spp. isolado GF 314
apresentou o menor valor (P < 0,05), sendo 93,79% mais eficiente no controle da
multiplicacdo de juvenis de P. brachyurus que T1 - controle (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores médios do nimero de juvenis de P. brachyurus g™ raiz de milho aos 62 dias apés a
inoculacao.

Tratamentos N° Juvenis/g” Raiz Tukey
T1 - Controle 63,20 a
T4 — Bacillus firmus isolado GF 435 27,40 ab
T8 — Bacillus spp isolado GF 512 21,20 bc
T6 — Bacillus amyloliguefaciens isolado GF 63 19,60 bc
T7 — Trichoderma koningiopsis isolado GF 427 11,40 bc
T3 — Bacillus subtilis isolado GF 202 11,80 C
T2 — Bacillus methilotrophicus isolado GF 267 07,60 cd
T5 — Bacillus spp isolado GF 314 03,92 d
Média 20,77 (») (=)
C.V. (%) 16,36

* Dados originais. Para analise estatistica, os dados foram transformados em log;o(x + 1)
** Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de significancia.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Os demais tratamentos Bacillus methilotrophicus isolado GF 267, Bacillus
subtilis isolado GF 202, Trichoderma koningiopsis isolado GF 427, Bacillus
amyloliquefaciens isolado GF 63, Bacillus spp. isolado GF 512, Bacillus firmus isolado
GF 435, foram respectivamente 87,97%, 81,32%, 81,96%, 68,99%, 66,46% e 56,65%
mais eficientes que o T1 - Controle respectivamente, evidenciando que Bacillus spp.
isolado GF 314, Bacillus methilotrophicus isolado GF 267, Bacillus subtilis isolado GF
202, foram os melhores métodos (isolados bioldgicos) de controle para esta situacéo.

Ao analisar os resultados apresentados na (Tabela 1) € possivel verificar
diferencas significativas no efeito que cada isolado promove sobre os nematoides. 1sso
pode ser atribuido aos compostos que cada isolado produz, provocando mortalidade dos
juvenis, deixando evidente o efeito e modo de acdo diferente dentre os compostos
testados, interferindo em fases distintas do ciclo de vida e do desenvolvimento do
nematoide, podendo interferir tanto na fase de ovo quanto na fase de juvenil/adulto
(Bisognin, 2017).

O isolado de Bacillus spp. GF 314 foi o tratamento mais efetivo para controle
de juvenis J2 e apresentou pouca ou nenhuma fitotoxicidade a cultura de milho doce,
apresentando o menor valor (P < 0,05), sendo 93,79% mais eficiente no controle da
multiplicacdo de juvenis de P. brachyurus que o T1 - Controle. Araujo (2018) relata que
os Bacillus spp. séo rizobactérias que podem sintetizar metabdlitos secundarios que
interferem no ciclo reprodutivo do nematoide e/ou transformar exudados radiculares em
subprodutos, interferindo o processo de reconhecimento nematoide-planta. Soares et al.
(2018) relataram reducdes médias na populagcdo de nematoides por g de raiz em cana-
de-agucar.

Os tratamentos Bacillus methilotrophicus isolado GF 267 e Bacillus subtilis
isolado GF 202, apresentaram resultados (P < 0,05) para controle de juvenis J2, com
87,97%, 81,32% de eficiéncia, respectivamente. Para a varidvel massa fresca de raiz,
apresentaram resultados que diferem do mais eficiente e do menos eficiente tratamento,
resultado superior ao encontrado por Mazucheli (2014), em que a utilizacdo de Bacillus
subtilis possibilitou um desenvolvimento da massa fresca da parte aérea em
aproximadamente 15% do milho no cultivo safrinha.

Os isolados Trichoderma koningiopsis isolado GF 427, Bacillus
amyloliquefaciens isolado GF 63 e Bacillus spp. isolado GF 512 diferem do T1 -
Controle e evidenciam bom controle de juvenis com eficiéncia de 81,96%, 68,99%,

66,46%, respectivamente. Entretanto, Bacillus amyloliquefaciens isolado GF 63
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apresenta o melhor resultado, diferindo de todos os demais tratamentos em massa fresca
de raiz (Tabela 2) evidenciando promogédo de crescimento. Esse resultado ocorreu em
razdo de que os mecanismos de acdo sdo baseados em atividade hormonal sobre o
crescimento das plantas (Trevisan et al., 2017).

Bacillus firmus isolado GF 435, foi o tratamento menos efetivo, apresentando
56,65% de nivel de controle de juvenis, ndo diferindo tanto em relacdo a testemunha,
quanto aos tratamentos Trichoderma koningiopsis isolado GF 427, Bacillus
amyloliquefaciens isolado GF 63, Bacillus spp isolado GF 512. Resultado semelhante
ao encontrado para massa fresca de raiz, que ndo diferem s6 do T1 - Controle

apresentou resultado menos eficiente para a variavel analisada.

Tabela 2 - Valores médios de massa fresca de raiz de milho aos 62 dias ap0s a inoculagao.

Tratamentos Massa Fresca de Raiz g© Tukey
T6 — Bacillus amyloliguefaciens isolado GF 63 31,09 a
T5 — Bacillus spp isolado GF 314 26,85 ab
T8 — Bacillus spp isolado GF 512 26,75 ab
T7 — Trichoderma koningiopsis isolado GF 427 24,57 ab
T3 — Bacillus subtilis isolado GF 202 24,34 ab
T2 — Bacillus methilotrophicus isolado GF 267 23,07 ab
T1 - Controle 22,09 ab
T4 — Bacillus firmus isolado GF 435 20,52 b
Média 24,91 () (++)
C.V. (%) 5,36

* Dados originais. Para analise estatistica, os dados foram transformados em log;(x + 1)
** Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Fonte: Dados da pesquisa.

O Bacillus spp. isolado GF 314 obteve um resultado satisfatorio, com 92,30%
de controle do nimero médio de nematoides em relacdo a T1 - Controle (Tabela 3), que
foi superior, mas, alinhado com o resultado obtido por Soares et al. (2018), quando
comparado o efeito da aplicacdo de Bacillus spp. na reproducédo de Pratylenchus zea (P.
Zea) em cana-de-agucar, e como possivel razdo, segundo Araujo (2018), que as
bactérias podem agir de diferentes maneiras no controle de nematoides, parasitando
diretamente esses patdgenos, produzindo metabdlitos toxicos que afetam a sua
movimentacao, inibindo a eclosdo de juvenis e o processo pelo qual eles penetram as
raizes.

Bacillus methilotrophicus isolado GF 267 com comportamento similar ao

obtido por Bacillus spp. neste experimento obteve 90,32% de controle. Miranda et al.
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(2018) encontraram resultado diferente com o uso de B.methilotrophicus no manejo de
P.brachyurus na cultura da soja, relatando que ndo houve diferenca para numero de
nematoides. Os mesmos autores relatam incremento de 3 sacas por ha™ no controle de
H. glycines (Tabela 3).

Bacillus subtilis isolado GF 202 e Trichoderma koningiopsis isolado GF 427
tém comportamentos (P < 0,05) semelhantes, 78,90% e 78,46% de controle no nimero
de nematoides. Nos produtos a base de Bacillus, a espécie Bacillus subtilis representa
62% dos produtos comercializados (Bettiol, 2012). Teixeira et al., (2018) relataram que
com a utilizagdo do isolado GF 427 houve uma eficiéncia da reducdo do numero de

juvenis na ordem de 62% em H. glycines na cultura da soja.

Tabela 3 - Valores médios de nimero de nematoides em 10 g™ raiz aos 62 dias ap6s a inoculag#o.

Meétodo de Controle N° Médio de Nematoide Tukey
T1 - Controle 1.365 a
T4 — Bacillus firmus isolado GF 435 570 ab
T6 — Bacillus amyloliquefaciens isolado GF 63 612 ab
T8 — Bacillus spp isolado GF 512 444 ab
T7 — Trichoderma koningiopsis isolado GF 427 294 bc
T3 — Bacillus subtilis isolado GF 202 288 bc
T2 — Bacillus methilotrophicus isolado GF 267 132 c
T5 — Bacillus spp isolado GF 314 105 c
Média 476,25 (») (+)
C.V. (%) 13,13

* Dados originais. Para analise estatistica, os dados foram transformados em log;(x + 1)
** Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Fonte: Dados da pesquisa.

Bacillus spp. isolado GF 512, Bacillus amyloliquefaciens isolado GF 63 e
Bacillus firmus isolado GF 435 (Tabela 3) obtiveram o menor controle em reducdo do
nimero de nematoides. Berlitz et al. (2018) relataram que B. amyloliquefaciens atuando
na regido radicular da planta, modificam os exsudatos produzidos e o nematoide ndo
identifica quimicamente a planta hospedeira e permanece no solo, ndo conseguindo
parasitar as raizes. Esser et al. (2017) relataram que B. amyloliquefaciens em tratamento
de semente de milho reduziram a reprodutibilidade de P. brachyurus entre 56 e 70%.

O fator de reproducdo (FR) (Tabela 4) foi obtido pela divisdo entre as
densidades populacionais final e inicial (FR = Pf/Pi) (Oostenbrink, 1966). A populacédo
final (Pf) constituiu-se da populacdo das raizes e da populacéo inicial (Pi) do indculo

extraido, quantificado e calibrado para conter 600 ovos/vaso™.
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Tabela 4 — Fator de reproducéo (FR) e eficiéncia na reducéo do niimero de nematoides em 10 g™ raiz aos
62 dias ap0s a inoculacéo.

Tratamentos Reducdo n° de nematoide FR
T1 - Controle +127,50% 2,28
T6 — Bacillus amyloliguefaciens isolado GF 63 +1,96% 1,02
T4 — Bacillus firmus isolado GF 435 -5,26% 0,95
T8 — Bacillus spp isolado GF 512 -35,14% 0,74
T7 — Trichoderma koningiopsis isolado GF 427 -51% 0,49
T3 — Bacillus subtilis isolado GF 202 -52% 0,48
T2 — Bacillus methilotrophicus isolado GF 267 -78% 0,22
T5 — Bacillus spp isolado GF 314 -82,5% 0,17
Média -49,16% 0,51

Fonte: Dados da pesquisa.

Tal medida de uso de controle bioldgico diminui os danos de P. brachyurus
causados a cultura do milho, minimiza o uso e a quantidade de produtos quimicos na
lavoura de milho doce, proporciona a producdo de alimento mais saudavel e mitiga o

impacto ambiental causado pela aplicacdo de agrotdxicos.

4.4 Conclusodes

Os isolados Bacillus spp (isolado GF 314), Bacillus methilotrophicus (isolado
GF 267) e Bacillus subtilis (isolado GF 202) apresentaram o melhor controle sobre o
numero de nematoides nas condicdes avaliadas. Os isolados Bacillus amyloliquefaciens
(isolado GF 63), Bacillus spp. (isolado GF 314) e Bacillus spp. (isolado GF 512)
apresentaram a menor fitoxicidade ao milho doce, expresso em peso de massa fresca de
raiz, mas ndo diferem estatisticamente dos demais, exceto para Bacillus firmus.

Os isolados Bacillus spp. (isolado GF 314, Bacillus methilotrophicus (isolado
GF 267) e Bacillus subtilis isolado (GF 202) apresentaram o melhor controle em
reproducdo de J2. de P.brachyurus, mas nao diferem de outros. Bacillus spp. (isolado
GF 314) apresentou melhor controle em reproducédo de J2 bem como de nimero de
nematoides, e obteve a segunda melhor performance em massa fresca de raiz, indicando

pouca ou nenhuma fitotoxicidade a cultura testada, ndo diferindo de outros.
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5.0 CONCLUSAO GERAL

O levantamento de fitonematoides na regido sul de Goias indicou P.
brachyurus, com 100% de dominancia de ocorréncia, com densidades populacionais
consideradas muito altas. A correta identificacdo e quantificagdo do nematoide em
estudo foi complementada com estudos sobre o controle biolégico.

Quanto ao controle bioldgico de P. brachyurus, verifica-se que os isolados
Bacillus spp. (isolado GF 314), seguido de Bacillus methilotrophicus (isolado GF 267) e
Bacillus subtilis isolado (GF 202) possibilitaram reducdo da populacdo desse
fitonematoide.
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APENDICES

Apéndice A — Planejamento do ensaio.

LABCRETOH O e

UPILHA Guidance sheet for installation assay 92
Requaster Coordenador |Mumber of Treatrments B
Request date 16/03,/2017 |Mumber of Repetitions ]
nistallation date 07/09/2017 |Mematode used Fratylenchus brochyurus
Responsable Sinara/silvio |Growing Swast oorn
Resp. to installation sinara/silvio |variety SWDO0ESMN
noculation 26/09/2017 |Expenmental design DBC

zoal: Selecting isolates in the manazement of Protyienchus brochyury s in swesat corm.

Final Cono=nt. spores or
TREATMENTS ACCOUNT FRODUCT /STRAIMNS gram por l.gc-szed:

T1 §00 ESPECIMENS CONTEROL

T2 J00 ESPECIMENS GF 257 1000 00D 0= WD
3 00 ESPECIMENS ioF 202 {5 D00 DO D0
T4 500 ESPECIMENS GF 435 3000 000 000
L] §00 ESPECIMENS iGF 314 3000 000 000
TG J00 ESPECIMENS GF 63 3000 00D 0D
LFJ 00 ESPECIMENS iGF 417 1000600 000 200
TE 500 ESPECIMENS iGF 512 3000 000 000

500 ESPECIMENS TEST

Planting information

Seed information

- Foam cups 700

- Suspension whit 600 espacmens of P brochyurus |
- Formiulated products of isolates per kg of treated seads.

- Seads of sweet com.

MOTE:

- Inoculation approximately 09/26,/2017.

- Ewaluation on 11/28,/2017.

Equipamento de plantio Germinacao da sam. 70%
Dase Ciferentes
Mame of evaluation Expected datd Uinit MZ of samples
MNLUKBER OF BGGS &0 D&l GRAN, HOOT 40
MNUMIBER OF NUVENILES &0 DA GRANHOOT 40
KATERLALS:
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Apéndice B — Relatorio de avali¢do microbioldgica de pré-tratamento de sementes.

RELATORIO DE AUAUA(;.EO

LABORATORIO &

MICROBIOLOGIA FARROUP“_HA.

SOLUCOES BIDPOTENTES

Solicitante: Sinara
Pesq. Responsavel: Sarah)|
Data: 31/08/2017

OBJETIVO: Preparo de suspensdo para o Ensaio 92 conforme requisigio.

] Dose (mL/Kg | Concentragdo imicial | Volume ou Peso do Concenfragdo final
Produte semente) (esporos'mL ou g) Isolado (mL ou g) (esporos/mL)
GF 427 6 7.00E+H09 0477 1,6TE+09
GF 512 6 2. 92E+10 0,034 4 00E+08
GF 435 6 1.95E+H)9 0,513 5,00E+08
GF 314 6 5,73E+H09 0,175 5,01E+08

OBSERVACOES:

GF 427 Cocentragio Final 1E10/6 = 1.67E9 esporos/mL
GF 512, 435 e 3141 Cocentragdo Final 3E9/6 = 5ES esporos/mL




PETAINTD FEDERAL DE
EDULRCHD, CIEC A £ TECHOLDGIA

Ensaio 92

Responsavel: Silvio Carvalho
Instalagao: 07/09/2017
Avaliagao: 28/11/2017

Teste Germinacido em
areia

Responsavel: Silvio Carvalho

Instalagao: / /2017
Avaliacdo:  / /2017

Apéndice C — Placas de identificacdo do ensaio.

PETAUTD FEDERA L DE
EDUCACID, AL L TOOMOLOGI

Ensaio 92

Responsavel: Silvio Carvalho
Instalagao: 07/09/2017
Avaliagcao: 28/11/2017

Teste Germinacao em
areia

Responsavel: Silvio Carvalho
Instalagao: / /2017
Avalacdo:  / /2017
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Apéndice D — Monografia de Bacillus subtilis.

|EEEHEH{'GHAFIECI HOME
EACILOOE SOSTILS |

B4d4 — Bacillus subtilis

Informagbes comuns a todas as variedadesilinhagens/isolados:
3] Ingrediertie Svo ou nome comums: Beclius swils

&) Sinonmia; -

) " CAS: Map dsponhel

) ClassHcagho Taondmic:

BAGARARS
i
i

. GRUpo de espécies - Bacius subils
Especie: Bacilius subtis (Ehendeng, 1835) Conn, 1872

&) Classe: fungicidafungistaticn, bactentida’ bacierostasco e nematickda
) Uso agricoia; autorizago conforme Indicado.
.1) AlVDS biniogicos:
IaHTAsA26 S0t 06 31408 BIODJI0S M LEG JroVa0D Para 12 INGrEAENiE 3910, ConBite o 520 30 MNgtaro
€l AgrcURUIA {NEp: i, 3gr Culiura. gov.br).
1.2) Modalldade de emprego; autonzads conforme Indicagio de mtulo & bula.!
£.3) Limite Midmo de Residuos: no determinado
£.4) Intervako de Sagurana: ndo deferminado devido 3 natureza o produto
) ClassHicagio indcologica Mo detemminada para o Ingredients Atvo®
) Isplagos availados:

1 - Bacus subtis Linhagem - QST 713" (identificagio: Bachius amybiqueraciens {ex Fukumotn 1943) Priest af
al 1957 emend. Wang =t al 2008, linhagem QST T13.)

2 - Bachius subtils Isolado 5F 202 &
3 - Baclius subfils Capa DSM 32155 (FMCHOEE)
[} Tipo de Formulagdo Aulonzada Suspensdo concentrads, P para preparagao oe pasts &m agua (WE)

* A plassfoando odcoltgica de produtos fomiuados com  MISOMAnsmos & Geterminads em estudes reallzadcs com o
produED comanzial.

" |gentificagdo tamndmica sequndd a fecnoioglas de uso do RNAT 165 como marcador flogendético. Esta linhagam
apresentou 99% oe similarkdade com 3s seqléncias O ANAY 155 de vanas Inhagens das espécies B. subilis, B.
amyioliquetaciens @ B, Nohenifomis,
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== |genificagio Eaondmica 5eQUNtD 3 fECnCinglas 08 USD do RMAT 165 como marcador iogenssico.

Motas:
1 Corforme Ato i@ D6/2014 da Secretaria de Defesa Agropecuana (SDAMAPA) este Ingredients ivo podara sar
Indlcado para uso em quakquer cultura com 3 ooomancia do aive Dickdglen.

# A classMicagio iowicoiogica de produins ToMmUISdos COM MICTMENSMOS & detaminada em estudos realzados com
0 produtn comendlal.

* entiNcagio tanondmica segunda & tecnologlas de uso do RMNAT 155 como marcador ficgendtico. Sxta Inhagem
apresentou % de similandace com a5 sagUencias de RNAr 165 de vanas INhagens oo grupo de espaces de B,
SLEEDs © 5. SLbis, . smpisiqueiaciens e B, Fohenfommis.

* oenificacdo (axondmica Sagus 3 $SChHogIas de S0 90 RMAr 155 como mansador Tingensscn.
ResoiugSo RE nF 531 de D302 1 (DO de 110211)
ResohugSo RE ne £.840, de 15127 3 (DO0U de 191243)

Respiuclo RE n™ 2.107 de 121 115 [DOU de 12H11E5)
Respiuclo RE n* 161 de 20M1M T [DOU de 230MT)
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Apéndice E — Monografia de Bacillus firmus.

[TNOHCE MOROERARTCD [ROME
Ba2 BACILLUS FIRMU 5

B32 - BACILLUS FIRMUS

Informagdas comuns a todas as wvarisdadeslinhagens/isolados:
3) ingrediente afvw ouU nome comum:  Baciivs mus

b} Snonimiac Bachivs mmus
) W" CAS: Nao deponivel

) Classificacio Exondmic:
Dominio - Eubaciénia
Feino - Procariotae
Flkz - Firmikcuies
Classe - Badilll
Ordem - Badllales
Familia - Baclliaceae
Ganero - Bacllus
Ezpécie - Baclys Ammus

&) Classe agrondmica; Nematcids microbiologico
1 Uso agricoia: autortzads conforme Indicadka.

1.1) AlvD Diokigico”: Nematpide-gdas-galhas/ Meloydoging Incognita, Nematoide das lesBes/ Pratylenchus
brachyurys & Nematolde-das-gaihas’ Meloydoging [Bvanica

1.2) Miodaldage de emprego: Tratamenio de semanies & pos-SMarents am 1D0as 35 CUlUras COMm 0COmencia do alvo
mhaiogica.

1.3) Limie Maximo de Residuds; nada selzminado

1.4) Intervalo de Seguranga:
- Bara o tratamento de sementas para D EXCUEID am FI|EI11.|DZ ndo na necessidade de estabelacimenio..

q) Classficacio odcoidgca; Nao feberminada pam o Ingrediants Afvo™

) ls0iados avallamos:
- Bacilus firmus, cepa: 1582

" Demais inclusdes de ahvos biol serdo feltas 3 critgno do MinksiEno &3 Agrcuturs, Pecisdna e Abastecimenta,
mamﬂdadedereﬁéude%mﬁ rafla

" * A giassifcagio tomcoiogica 08 procutns fomulados com micorganismot & deferminada em estudos reallzados
m’ﬂﬂmm.

Resoucio RE p* 1730, de 3AEHE (DO de DAO7H5)
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Apéndice F — Monografia de Bacillus methylotrophicus.

[THOICE MORDGERARICD [HOME
BS0 BACILLUS METHYLOTROPHIC LIS

B50 - Baciliva meth ylotrophicus
Infcrmiagtes comuns a todas a8 varlsdadeainhagenaiaolados:
3) ingrediente attvo ol nome comum: BACILL LS METHYLOTROPHICUS

b) Snonimia: -
) W CAS: Mo disponivel
) ClassMeacio Exondmica

d.1) Reino - Baczna

a2} Flia - Firmicages

d.3) Classe - Bacdll

.4 O - Bacdlales

d.5) Famila - Bacillaceas

d.5) Génem - Bacllus

d.7) Espade - Baclius methyiotmphicys (Madhayan et al., 2010)
&) Classe agrondmica: Memaicida mirobioiogico
1) Uso agricola: autorizado conforme Indicado.

£.1) Alvo bigitgico™ Nemaboioe das lesles mdculares/ Pratyienchus hrachyus & Nematoide-das-
gahas/Meloydogine javanica

12) Modslidade de empreq; SWoizaca confome indleacso de ratulo & ™
.3 Limite Maxima 52 Residuns: nao Setsminaso

1.4 Intervalo de SequEnca:  Para @ aplkagdo em pis-emangnoia: 4 horas ou abé 3 secagem da calda Pam o
Talamenio de sEmeniss paa UsD exciusivo em plantion ndo d necessidade de estabelscimento.

g) ClassiMeaco imecoiogica: Ndo determinada, ™
h) Formuiagles autorzadas:
I} Is0ianos avalados:
1.1} Baciius methyiorophicus, Isolado SF 267
" Demas nclusies de ahios bioltgicos serdo Teltss 3 criiéno do Minksigno da Agicuitura, Pecuana @ ADasiscimeno,
E2M @ necessiiade de revisdo desta monogrania

= Conforme Abo n® 062014 da Secretarta de Defesa Agropecuara (SDAMAPA) este Ingredients a8vo podera ser
Ircdicado para LS em qUaiquer cultura oM 3 0Comenda do alvo bliologico,

“* A cassNcacio ucologica de Produbss TONMUIA00E COM este MICTIMENSMo & detemminada com base em estudos
reailzaccs com o produln Comertial.

ResoluCin RE p* 212 de 220016 (30U de 25011 E)
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Apéndice G — Monografia de Bacillus amyloliquefaciens.

[THOACE MORGRANTCD | HOME
Bds BACILLUS AMYLOLNSIEF ACIENS)

B45 - Bacillus amylollqualaciens
Informagtes COMUNS 3 todas a8 vanedasealinhagens/laolados:
a) Ingragients atho ou nome comum: Baclilus amplodqueraciens

b) Snonimia: Bachius amyloNguetaciens
ol M" CAS: N30 disponivel

) ClassMcacio Exoncmica
d.1) Reino - Baczra
d_2) Fllo - Firmicutes
il.3) Classe - Baclll
d.4) Crdiem - Bacllales
d.5) Famila - Bacillaceas
0.6} =2nem - Baclius
0.7} Espacie - BIclus ampodqueracions (ex Fukumoto, 1843) Priest et al, 1857 emend. Wang et al, 2008

) Classe agrondmica: Nematicida e fungicida microbiciagics

1) Uso agricola: autorizado conforme Indcado.
I.1) Avo bioiogico: Nematoide das lesfes radcularesPrafyianchus achyurus
1.2} Modalldade de amprego: aulonzado conforme indicagio de rofulo & bula.™
1.3) Umbe Maximao de Residucs: ndo detemminado devido & nanrnaza do produto
£.4) Imervaio de Sagquranca: £ horas ou 3te 3 5ecagem oa calda

g) ClassMeacdo ioxicologica: NAo determinada, ™

h) |sciades avallatns:
h.1) Bachius amploliquetsciens lsolado SIMSI BS 10 (CCT 7500)
h.2) Bacllus amyloiqueraciens Cepa: D — 747

* Demals inclusles de alvos bloltglcos serdo feltas 3 oriigno do Minksiéno da Agricuturs, Pecisdria & Abasiscimenta,

£ 3 necessidate de rayisd0 desta monagratia

* Conforme Ao 1° 062014 da Secretarla de Defesa Agropecudna (SDWMAPA) este Ingredente 3tvo poderd ser
Indicad0 para LS em quaiquer cUlbura Com 3 oComenca 4o alvo biologico.

"'HH-EIE-EJm:EI-;'.hIIIJ]{Hﬂ-I}JﬂEIH prodiubos formulados com esie micmorganismo & determinada com base em estudos
resilzadoe Com O ndUiD comertial

Fesoiupio RE n* 218 de 220416 (DO de 25011 E)
FesoiuCio RE p* 1745, de 30616 (DO de DLO7THIE)
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Apéndice H — Monografia de Trichoderma koningopsis.

INDICE MONOGRAFICO | NOME
TET TRICHODERMA KONINGIOP 515

- Tnchoderma konMpAopss

Informagdes comuns a todas a8 variedageslinhagensisolados:
a) Ingrediente ativo ou nome comum: Trchodenma koninglops's

b] Shonimila: -
¢} N* CAS: Ndo disponivel

d} Classificacdo Taxondmica:

d) ClassMcagao taxondmica:

d1i. Relna: Fungl
d2. Divisdn: Ascomycota

d3. Classe: Sordariomyceles
d4. Ordem: Hypocreales

ds. Famillla: Hypocreacsag
dE. Geénen: Trichodermna

d7. Espéde: Trichooemma koningiogss
g) Classe: nematicida microbiologico.

f) Uso agricola: Autorizado conforme indicado.

1.1] Modalldade de emprego: Conforme Alp n® 0672014 da Secrefana de
Defesa Agropecuana (SDAMAPA) e Indicacdo na bula dos produbas, a Indicagdo pode
sef felta por alvo blologica, sendo Tacultado informar 3 cultura em que foram reallzados
25iudos.

1.2) LMR: Sem necassidade de deteminagdd de acordo com legisiacdo
vigenie e estudos apresantados.

1.3) Intervala de Sequranca; N3o delerminado em funcas 43 nao nacessidags
de estipular o LMR para esie Ingrediente athva.

g} ClassiMcagdo toicolbgica: Nao determinada para o Ingrediente Athvo”
h] laxlados avallados:

b1 - Trichodemma koninglops!s {Isolado GF 422— [BCB 56/12),

* A classificacdo toxicoleglca de produtos Tormulados com base em micro-onganismos
& determinada em estudos realizados com o produto comenclal.

Resolucio RE p* 72 de 1140118 (DO de 15/011E)
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Apéndice | — Ficha de ldentificacéo de area amostrada.

INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA GOIANO -
CAMPUS MORRINHOS

FICHA DE INFORMAGCOES PARA AUXILIO NA IDENTIFICAGCAO DE NEMATOIDES
PARASITAS DE PLANTAS

Amostra n°

Material coletado: () solo () raizes ( ) folhas ( ) sementes.
Técnico responsavel:
Contato:

Fone:(__ ) e-mail:
Local de coleta:

Propriedade: Municipio: Estado:
Nome do Produtor:
Coordenadas geograéficas:

Datadacoleta: _ / [/ Datade chegada: __ / [/ Datado resultado: _ / /
Espécie cultivada: _ Variedade ou Cultivar:
Idade da planta: Area de plantio (ha): Area com problema (ha):

Estimativa de perdas devido aos nematoides (%6):
Culturas anteriores (Ultimos 2 anos):
Adubacdo quimica: ( ) Sim( ) N&o
Qual? guando:
Produtos quimicos utilizados: () Fungicida ( ) Inseticida ( ) Herbicida
Quiais?

Adubacdo organica: ( ) Sim( )Nao

Qual? quantidade adicionada:
Sintomas nas raizes: Galhas: () Sim( )N&o

Outros sintomas:
Sintomas na parte aérea:
Outras doengas infectando a cultura:
Ocorréncia de plantas daninha:
Quais?
Rotacéo ou sucessao de culturas: ( ) Sim( ) Nao
Quais?
Costuma deixar a area sem cultivo no periodo da entre safra: () Sim ( ) Néo
Textura do solo: () Arenoso () Areno-argiloso () Argiloso

Temperatura média anual (°C):

Ocorréncia de chuvas nos ltimos 30 dias: () Sim( ) Nao

Area com sistema de irrigagdo: () Sim () N&o

Observacoes:
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Apéndice J — Dados estatisticos.

Tabela 1 — 4.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

p.value Shapiro-Wilk test 0.9321 first value most discrepant 21,0
p.value Bartlett test 0.4352 second value most discrepant 26,0
third value most discrepant 25,0

Tabela 2 — 4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

p.value Shapiro-Wilk test 0.3643 first value most discrepant 6.0
p.value Bartlett test 0.1502 second value most discrepant ~ 34.0
third value most discrepant 9.0

Tabela 3 — 4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

p.value Shapiro-Wilk test 0.0033 first value most discrepant 13,13
p.value Bartlett test 0.1462 second value most discrepant 40,0
third value most discrepant 21,0
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