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Bionematicidas contemporaneos: aplicabilidade
e importancia no manejo de fitonematoides em
areas agricolas

Inorbert de Melo Lima’; José Aires Ventura? Hélcio Costa’; Bruna da Silva Arpini* Marlon Vagner
Valetim Martins®

Resumo - O agronegdcio moderno é dinamico, e a pressao da sociedade no sentido de substituir os nematicidas
quimicos, altamente toxicos, por produtos ecologicamente mais sustentaveis tem incentivado a busca de
alternativas promissoras no manejo de fitonematoides, menos agressivas ao meio ambiente e ao homem. Os
bionematicidas (compostos principalmente por microrganismos) sao produtos que vém sendo considerados
como uma das melhores medidas de controle de fitonematoides, dentro de uma abordagem da gestao do manejo
integrado, como uma importante ferramenta para assegurar o desenvolvimento sustentavel da agricultura. Hoje a
tendéncia mundial nos casos em que ha necessidade de controlar os fitonematoides é o uso de produtos a base de
microrganismos e adota-se o termo gerenciamento microbiologico do solo e nao somente manejo de nematoides,
por entender e compreender o papel dos fitonematoides no sistema e a sua coexisténcia com a microbiota do
solo. Esses agentes de biocontrole podem atuar sobre diferentes fases da vida dos fitonematoides, como as fases
dentro do ovo, fases moveis no solo ou no interior das raizes. Os fungos e as bactérias sao 0s microrganismos
prioritariamente selecionados como agentes de biocontrole de fitonematoides, estando ja disponiveis no mercado
brasileiro bionematicidas que apresentam grande potencial para o desenvolvimento de estratégias promissoras no
controle integrado das populagoes de nematoides fitoparasitas em areas agricolas do pais e do mundo.

Palavras-chaves: Controle biologico. Solo. Microrganismos. Fitopatologia. Gestao microbiolégica.

Contemporary bionematicides: applicability and importance in the
management of plant parasitic nematodes in agricultural areas

Abstract - Modern agribusiness is dynamic and society’s pressure to replace chemical nematicides, which are
highly toxic, with environmentally sustainable products has encouraged the search for promising alternatives in
the management of phytonematoids less aggressive to the environment and to men. Bionematicides are products
of biological origin (mainly with the use of microorganisms) which have been considered as one of the best
phytonematoids control alternatives, within an integrated approach to technology management, as an important
tool to ensure the sustainable development of agriculture. Today the worldwide trend in which nematodes need to
be controlled is the use of microorganism-based products. The term soil microbiological management and not just
nematode management is adopted due to the role of phytonematoids in the system and their coexistence with the
soil microbiota. These biocontrol agents can act on different phases of phytonematoids’ life, such as the phases
within the egg, mobile phases in the soil, or within the roots. Fungi and bacteria are the microorganisms primarily
selected as bionematicides. They are already available in the Brazilian market and have great potential for the
development of promising strategies for integrated control of phytoparasite nematode populations in agricultural
areas in Brazil and worldwide.

Keywords: Biological control. Soil. Microorganisms. Plant pathology. Microbial management.
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Bionematicidas contemporaneos: aplicabilidade e importancia no manejo de fitonematoides em areas agricolas

INTRODUGAO

Os fitonematoides causam perdas nas principais
culturas de importancia econdmica ou de
subsisténcia em todos os continentes. Em escala
global, estima-se que os prejuizos decorrentes da
acao desses organismos parasitos de plantas sejam
calculados entre 78 bilhoes e 125 bilhdes de dolares
(LOPES; FERRAZ, 2016). Apesar da expressividade
desses valores, Sikora et al. (2018) destacam que o
impacto negativo que os nematoides parasitas de
plantas provocam na producao agricola nos tropicos
ainda é subestimado.

Para reduzir o impacto economico em toda a cadeia
produtiva, o uso de nematicidas quimicos sempre
correspondeu por décadas a uma das medidas
mais utilizadas no controle de fitonematoides,
e 0s principios ativos desses nematicidas sao
considerados como extremamente toxicos, sendo
evitados em um ndmero cada vez maior de paises
em funcao de contaminacao de solo, eliminacao
da microbiota benéfica e do desenvolvimento de
populagoes de nematoides resistentes (KHALIL, 2013).

A pressao da sociedade no sentido de substituir
0s nematicidas quimicos por produtos ou técnicas
ecologicamente mais sustentaveis tem incentivado
a busca de alternativas promissoras no manejo de
fitonematoides (FERRAZ; SANTOS, 1995). Nesse con-
texto, o controle biologico (uso de microrganismos)
vem sendo considerado uma das melhores alterna-
tivas dentro de uma abordagem integrada como uma
importante ferramenta para assegurar o desenvolvi-
mento sustentavel da agricultura. Ha mais de 30 anos,
ja havia evidéncias do potencial e das perspectivas
de uso dos microrganismos na gestao microbioldgica
do solo (STIRLING, 1991; DUNCAN, 1991).

GESTAO DA MICROBIOTA DO SOLO

NEMATOIDES

Os nematoides colonizam com sucesso uma
imensa variedade de habitat. Muitas espécies sao
de vida livre, alimentando-se de bactérias ou fungos,
enquanto outras sao predadoras ou possuem habitos
parasitas (MOURA; FRANZENER, 2017).

No caso dos nematoides parasitas de plantas,
comumente referidos como fitonematoides, sao
principalmente organismos do solo que parasitam
raizes de plantas para se alimentar e se multiplicar.
Suas estruturas de resisténcia (ovos/cistos) ficam
armazenadas no solo, durante a auséncia de
hospedeiro suscetivel e a simples erradicagao da
planta infectada nao garante a diminuicao da sua
populagao no solo e a eliminagao do nematoide.

Considerando a ecologia dos nematoides, é
importante destacar que o manejo & dependente
das caracteristicas do solo, da fisiologia e estadio
fenologico da espécie vegetal e da particularidade de
cada espécie. Tudo isso é condicionante ao sucesso
do manejo, o qual pode ser abordado com algum
método quimico ou biologico.

No caso dos bionematicidas, destaca-se que o
uso de microrganismos para manejo de fitonema-
toides esta também limitado a uma regiao externa
a planta, proxima as raizes e que corresponde a
fase exofitica do parasitismo (Figura 1). 0 modo de
acao dos microrganismos selecionados como bi-
onematicidas é basicamente nos ovos e nas fases
infectivas dos nematoides, desde que estes este-
jam externos as raizes.

A casca dos ovos dos fitonematoides é constituida
por trés camadas: uma lipidica interna, uma
intermediaria de quitina e uma vitelina externa. A
camada externa e a intermediaria sao responsaveis
por proporcionar forca estrutural e impermeabilidade
dos ovos, respectivamente. Uma vez que a camada
vitelina e a de quitina sejam danificadas, a lipidica
torna-se muito suscetivel ao dano (GORTARI; HOURS,
2008; KHAN; WILLIAMS; NEVALAINEN, 2004). No caso
dos individuos infectivos, a cuticula dos nematoides
€ uma estrutura extracelular complexa, composta
principalmente de proteinas, com vestigios de
lipideos e carboidratos, variando entre as espécies e
entre os estadios de desenvolvimento dentro de uma
espécie (FETTERER; RHOADS, 1993). Nesse contexto, 0s
microrganismos utilizados nos bionematicidas devem
ser capazes de produzir enzimas (ex.. quitinases
e proteases) como mecanismo de acao (GORTARI;
HOURS, 2008; KHAN; WILLIAMS; NEVALAINEN, 2004).
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Figura 1. Estagios de parasitismo e ciclo de vida de Meloidogyne sp.

RIZOSFERA

Umadasfasesdomanejodosfitonematoidesocorre
na rizosfera, um ambiente altamente disputado,
onde os microrganismos constantemente competem
por recursos para sobreviver (SASSE; MARTINOIA;
NORTHEN, 2018). O termo rizosfera foi primeiro
cunhado por Lorentz Hiltner em 1904 (HARTMANN;
ROTHBALLER; SCHMID, 2008) para descrever a zona
do solo rica em nutrientes (geralmente de 1a 3 mm
em torno de raizes), onde exsudados radiculares de
plantas facilitam a colonizagao por comunidades
microbianas (MORGAN; BENDING; WHITE, 2005). A
liberacdo de uma grande quantidade de aclcares,
aminoacidos e acidos organicos junto aos exsudatos
radiculares influenciam a comunidade microbiana
do solo (BAIS et al., 2004), que por sua vez, altera as
propriedades biogeoquimicas do solo (ZOGG; TRAVIS;
BRAZEAU, 2018; SASSE; MARTINOIA; NORTHEN, 2018).

Nesse complexo sistema, espécies e até
caracteristicas especificas de genotipos/variedades

de plantas influenciam no microbioma associado
a raiz (BERENDSEN; PIETERSE; BAKKER, 2012). As
alteracoes fisiologicas de uma planta em resposta a
fatores ambientais podem afetar o microbioma da
raiz (SASSE; MARTINOIA; NORTHEN, 2018).

GESTAO DAS ESTRATEGIAS DE MANEJO

Independente da area a ser trabalhada (talhao,
quadra, estufa, canteiro, etc.), para que se possa
elaborar um manejo eficiente dos fitonematoides e
concomitantemente evitar que outros fitonematoides
se destaquem e venham a se tornar praga-chave,
faz-se necessario realizar o diagnostico correto das
espécies presentes e 0 monitoramento da flutuagao
populacional das espécies detectadas. SO é possivel
obter esses resultados em analises nematologicas.

Essaanalise clinicasubsidiaraatomadade decisao
quanto as estratégias a serem adotadas. Em muitas
regioes agricolas, a analise clinica @ o principal
gargalo do manejo de nematoides, pois a maioria
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dos laboratorios ainda realiza a identificacao dos
nematoides por métodos que apresentam falhas (ex.:
identificacao de espécie de Meloidogyne somente
pela regido perineal). Atualmente a taxonomia
como area do conhecimento esta focada no sistema
de identificacao integrativo, em que diversas
ferramentas de analises enzimaticas, moleculares e
filogenéticas, associadas aos métodos morfologicos
tradicionais, sdo mais precisas (OLIVEIRA; MONTEIRO;
BLOK, 2011).

As populacoes de nematoides fitoparasitas
estao presentes em comunidades mistas junto com
nematoides de vida livre e um universo de outros
microrganismos. As medidas de manejo tém sido
planejadas com foco em uma ou algumas espécies
de fitonematoides, o que tem mostrado falhas ao
longo do tempo. Assim, & importante entender
o solo como um sistema composto de sistemas
complexos coexistindo e que o manejo inadequado
de um género ou espécie pode causar desequilibrio
e proporcionar o surgimento de novos nematoides
potencialmente parasitos. Por isso, o termo gestao
deve ser empregado.

De um ponto de vista pratico, a gestao visa
maximizar os lucros selecionando opcgoes de
manejos de fitonematoides que proporcionam o
aumento na produtividade e, ao mesmo tempo,
mantém baixos os custos dos insumos empregados.
As opcoes de manejo de nematoides devem ser
confiaveis, uma vez que existem custos de insumos
e, caso a gestao desse manejo apresente falhas na
reducao da populacao de nematoides, elas podem
acarretar perdas econOmicas maiores do que se
nenhuma acao fosse adotada.

Até o inicio deste século, tinham-se a percepgao
de que a resisténcia genética da planta hospedeira,
as rotacoes com plantas nao hospedeiras e os
nematicidas quimicos, normalmente, forneciam
uma supressao de nematoides mais confiavel e
eficaz do que o controle biolégico (TIMPER et al.,,
2001). Atualmente, esse entendimento nao € mais
verdadeiro. Nas décadas passadas, o manejo de
populacao de nematoide era visto apenas sobre

a otica da sanidade da planta e nao na qualidade
microbiolégica do solo. Hoje adota-se o termo
gestao microbiologica e nao somente manejo por
entendere compreender o papeldosfitonematoides
no sistema junto com toda a microbiota existente
no solo.

Os microrganismos do solo competem com
0s nematoides por espaco, alimento e oxigénio,
produzem metabolitos toxicos e parasitam e matam os
nematoides. Diversos grupos desses microrganismos
interagem entre si, podendo aumentar ou diminuir
seus efeitos sobre os nematoides.

A concentracao dessas cepas selecionadas no
solo & maior onde ha disponibilidade de substrato
“alimento” para seu crescimento e desenvolvimento.
Isso ocorre prioritariamente ao redor das raizes,
pois elas liberam nutrientes em seus exsudatos,
e alguns microrganismos tém a capacidade de
colonizar as raizes sem prejudica-las. Qutros sao
capazes de sobreviver na matéria organica enquanto
nao parasitam os nematoides. A compreensao do
potencial de cada microrganismo disponivel se faz
necessaria para estabelecer uma estratégia de gestao.

AGENTES DE BIOCONTROLE DE NEMATOIDES

A tendéncia mundial nos casos em que ha
necessidade de manejar os nematoides &€ o uso
de produtos a base de microrganismos como um
dos componentes do manejo integrado. No Brasil,
tem havido um aumento dos produtos biologicos
que estao registrados (Tabela 1) e, principalmente,
disponiveis no mercado (MAPA, 2019). Para a indUstria,
a escolha de um microrganismo para a elaboracao de
um produto depende muito da espécie, de seu modo
de acao, do(s) seu(s) nematoide(s)-alvo, da facilidade
de multiplicacao em biofabricas, da formulacao e da
facilidade de aplicacao no campo. Quanto ao modo
de acao, esses agentes de biocontrole podem atuar
sobre diferentes fases da vida do fitonematoides,
como as fases dentro do ovo, fases moveis no solo ou
no interior das raizes. Os fungos e as bactérias sao os
microrganismos prioritariamente selecionados como
bionematicidas.
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FUNGOS

Na Indistria, os fungos filamentosos sao uma das
principais fontes de enzimas com finalidades indus-
triais. Entre as muitas enzimas comercialmente dis-
poniveis produzidas por esses fungos, podemos citar:
glicoamilases, celulases, proteases, lipases, pecti-
nases, quitinases, lacases, catalases, fitases e dex-
tranases. Apesar do grande nimero de espécies de
fungos filamentosos existentes na natureza, relativa-
mente poucas dezenas dessas espécies sao comercial-

LIMA et. al

mente exploradas como produtoras de enzimas para
controle de patogenos de solo (CORREA et al., 2014).
Os fungos nematofagos sao divididos em quatro
grupos: fungos predadores ou formadores de arma-
dilha, fungos endoparasitas, fungos produtores de
toxinas e fungos parasitas de ovos e fémeas de nema-
toides (JANSSON; LOPEZ-LLORCA, 2001). A utilizacao
de armadilhas & uma estratégia de ataque, na qual
os fungos produzem estruturas em forma de anéis,
hifas, botoes e redes adesivas ao longo do micélio.

Tabela 1. Produtos comerciais registrados no Brasil para controle biologico de nematoides fitoparasitas

Microrganismo Marca Comercial  Titular de Registro  Formulagao’ Indicacao ‘(i;:Fncclentl ragéo]
Bacillus amyloliquefaciens Nemacontrol Simbiose SC TS 5,0 x 10°
Bacillus amyloliquefaciens No-Nema Biovalens SC Geral 3,0 x10°

Bacillus firmus Andril Basf SC TS 4,8 x 10°

Bacillus firmus Andril Prime Basf SC TS 4,0 X 10°

Bacillus firmus Oleaje Basf SC TS 4,8 x10°

Bacillus firmus Oleaje Prime Basf SC TS 4,0 x 10°

Bacillus firmus Votivo Basf SC SPTS 4,8 X 10°

Bacillus firmus Votivo Prime Basf SC TS 4,8 x 10°

Bacillus licheniformis + B. subtilis Presence FMC WP TS 1,0 x 10"
Bacillus licheniformis + B. subtilis Quartzo FMC WP Geral 1,0 x 10"
Bacillus methylotrophicus Onix Lab. Farroupilha SC Geral 1,0 x 10°
Bacillus methylotrophicus Onix OG Lab. Farroupilha SC Geral 1,0 x 10°

Bacillus subtilis Biobaci Biovalens SC Geral 1,0 x 108

Bacillus subtilis Rizos Lab. Farroupilha SC Geral/TS 3,0 x 10°

Bacillus subtilis Rizos OG Lab. Farroupilha SC Geral/TS 3,0 x 10°

Pasteuria nishizawae Clariva PN Syngenta SC TS 1,0 x 10"
Pasteuria nishizawae Clariva PN BR Syngenta SC TS 1,0 x 10™
Pochonia chlamydosporia Rizotec Rizoflora/Stoller WP Geral 5,2 X 107
Purpureocillium lilacinus Nemakill :’; ?gceicéii?:s SL Geral 1,0 x 10°
Purpureocillium lilacinus Nemat Ballagro WP Geral/TS 7,5x 10°
Purpureocillium lilacinus Pu rpur;g nyd FR TZ Biotech GE Geral 6,5 x 107
Purpureocillium lilacinus Unique Ballagro WP Alface 7,5 x 10°
Trichoderma harzianum Trichodermil DS Koppert WG TS 1,0 x 108

SC: Suspensao concentrada; WP: P6 molhavel; SL: Concentrado solivel; GE: Gel emulsionavel; WG: Granulado dispersivo.

Fonte: Mapa (2019).
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Segundo Cardoso, Assis e Nahas (2009), os fungos
nematofagos endoparasitas possuem a habilidade de
penetrar o ovo dos nematoides com suas hifas e, no
interior do ovo, expandem seu volume. )a os fungos
de juvenis ou adultos de nematoides produzem
hifas férteis e esporos no corpo dos nematoides e,
nesse caso, o nematoide transforma-se em substrato
alimentar. Na antibiose, o fungo produz uma ou
mais substancias que inibem o crescimento ou a
reproducao do nematoide no ambiente ou na planta
(LUCON; CHAVES; BACILIERIS, 2014).

Considerando a eficiéncia no controle de fi-
tonematoides, a facilidade industrial de multipli-
cacao e a adequada formulagao com garantia de vida
atil industrial e comercial, trés géneros de fungos se
destacam e, portanto, 0s mais comumente encon-
trados em bionematicidas comerciais sao Pochonia
chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e es-
pécies de Trichoderma.

Pochonia chlamydosporia Zare & Gams (syn.
Vertilicillum chlamydosporium Goddard) é um fungo
que tem sido eficiente na reducao de populacao
de nematoides, especialmente os nematoides das
galhas (MOOSAVI et al., 2010; DALLEMOLE-GIARETTA
et al.,, 2012). Seu principal modo de acdo contra os
nematoides é o parasitismo de ovos e fémeas. Porém,
sua producao de enzimas e toxinas que alteram os
exsudatos radicularestambém sao fatores que afetam
negativamente os nematoides. P. chlamydosporia é
um parasita facultativo, amplamente distribuido e
capaz de atuar tanto como saprofita no solo (SIDDIQUI;
ATKINS; KERRY, 2009), quanto como parasita de ovos
e fémeas de nematoides (DALLEMOLE-GIARETTA et
al.,, 2012). Além disso, esse fungo também é capaz
de colonizar as raizes de uma ampla variedade de
plantas monocotiledéneas (LOPEZ-LLORCA et al,
2002) e dicotiledoneas (BORDALLO et al, 2002).
Embora existam na literatura inimeros estudos
voltados ao uso do fungo P. chlamydosporia como
ovicida e larvicida, & importante destacar a excelente
capacidade de producao de proteases, quitinases e
dextranases (BRAGA et al., 2010; TOBIN et al., 2008;
SUFIATE et al, 2018). Além da producao de varias

enzimas, P. chlamydosporia tem a capacidade de
produzir esporos de parede grossa com reserva
nutricional (os clamiddsporos), que conferem
rusticidade e maior capacidade de competir,
sobreviver e se estabelecer em solos com diferentes
caracteristicas fisicas, quimicas e microbiologicas
(KERRY, 1995; HALLMANN; DAVIES; SIKORA, 2009).
Embora estudos comprovem variacao no potencial
do biocontrole entre isolados (DALLEMOLE-GIARETTA
et al, 2012), tornam-se importantes os trabalhos
preliminares com o intuito de selecionar isolados
apropriados para o controle de nematoides
(MAUCHLINE; KERRY; HIRSCH, 2003).

O fungo pode ser formulado e introduzido no
solo como hifas e conidios, mas o clamidosporo é a
forma mais pratica de inoculo. A aplicacao Gnica de
5.000 clamidosporos/grama de solo tropical forneceu
controle eficiente de Meloidogyne sp., mas na Europa
os resultados foram menos satisfatorios (SIKORA,
1992). Na Inglaterra, P. chlamydosporia se estabeleceu
desde solos calcarios a organicos, com sobrevivéncia
estimada em até 3 meses apods a aplicagao. Ja na
interagao com a planta, Medeiros et al. (2015) destaca
que a colonizacao de P. chlamydosporia ocorre
tanto na superficie quanto no interior das raizes, o
que pode desencadear uma inducao de resisténcia,
causada pelo aumento de atividade enzimatica.

Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsaard,
Hywel-Jones, Houbraken, Samson (syn: Paecilomyces
lilacinus) & um fungo tipico do solo (LUANGSA-ARD
et al, 2011) e pode ter acdo entomopatogénica,
micoparasita, saprofita e nematofaga. Assim como P.
chlamydosporia, € um parasita facultativo de ovos.

Esse fungo possui o6timos atributos como agente
de biocontrole de nematoides (ADIKO, 1984), além de
parasitar ovos de Meloidogyne spp., pode infectar
fémeas jovens do nematoide de galhas e fémeas
de nematoides dos cistos (MORGAN-JONES; WHITE;
RODRIGUEZ-KABANA, 1984; DUBE; SMART, 1987; KHAN;
WILLIAMS; NEVALAINEN, 2006), além de exercer forte
pressao na sua capacidade reprodutiva devido
a infeccao e, posteriormente, causar a morte do
nematoide.
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Purpureocillium lilacinum destaca-se por causar
infeccao em muitas espécies de insetos e nema-
toides, e alguns pesquisadores o considera tao
eficiente quanto os nematicidas quimicos comu-
mente empregados na agricultura (DUBE; SMART,
1987; MENDOZA; SIKORA; KIEWNICK, 2007). Essa ver-
satilidade e plasticidade adaptativa possibilitou o
desenvolvimento de muitos produtos comerciais no
Brasil (Tabela 1) e no mundo.

O género Trichoderma spp. & amplamente
distribuido  mundialmente e apresenta a
capacidade de crescimento saprofitico na rizosfera,
0 que é importante na prevencao e controle de
agentes patogénicos, como os fitonematoides
(AMIR-AHMADI; MOOSAVI; MOAFPOURIAN, 2017),
T. longibrachiatum (DJIAN et al.,, 1991), T. viride
(ZHANG, S.; ZHANG, X.,2009), T. harzianum (SIDDIQUI;
SHAUKAT, 2004), T. hamatum (GIRLANDA et al., 2001),
T. virens (MEYER et al., 2001), T. compactus (YANG et
al,, 2010) e T. koningii (SANKARANARAYANAN et al.,
1997) sdo as espécies que se destacam com mais
atividade nematicida.

O fungo Trichoderma spp. utiliza eficientemente o
local no qual esta inserido através da alta capacidade
de secrecao de metabdlitos e enzimas antibioticas
(SCHUSTER; SCHMOLL, 2010), responde rapidamente
aos variados estimulos do ambiente, como a
luminosidade e temperatura e possui habilidade
de se desenvolver numa ampla faixa de pH do
solo (CARRERASVILLASENOR; SANCHEZ-ARREGUIN;
HERRERA-ESTRELLA, 2012) e ainda assim reduzir
populagoes de fitonematoides no solo (HAMZA et al.,
2017; JINDAPUNNAPAT; CHINNASRI; KWANKUAE, 2013).

Indiscutivelmente, as ja comprovadas habilidades
de antagonismo, competicdo, micoparasitismo,
producao de metabolitos toxicos e producao
de enzimas extracelulares classificam o género
Trichoderma como um dos mais promissores
e potenciais grupos de microrganismo com
propriedades de controle sob fitonematoides
(HARMAN, 2006; LI et al., 2007; SCHUSTER; SCHMOLL,
2010; MARTINEZ-MEDINA et al., 2017). Além disso,
Trichoderma pode induzir resisténcia sistémica nas

LIMA et. al

plantas, tornando-as mais fortes contra o ataque
de patogenos (HADDAD, 2017). A capacidade do
Trichoderma spp. em degradar quitina permite a sua
aplicacdo no controle de fitonematoides (GALBIERI;
ASMUS, 2016).

Essa habilidade & uma das principais armas
do Trichoderma spp., pois a quitina & o principal
constituinte do ovo de fitonematoides (MACHADO;
KANEKO; PINTO,2016). Amaioriadosartigos publicados
sobre a utilizagao de espécies de Trichoderma na
agricultura relatam um significativo controle de
Meloidogyne spp. Zhang, Gan e Xu (2015) apontam
que o uso de Trichoderma contribui para diminuir a
massa de ovos de Meloidogyne e essas constatacoes
corroboram os resultados de Al-Hazmi e Tarigjaveed
(2016) e Jindapunnapat, Chinnasri e Kwankuae
(2013) que observaram redugao na reproducdao do
fitonematoide (ovos, J2) e no nimero de nematoides
nas raizes, respectivamente.

Além do controle biologico, a interacao das
espécies de fungos do género Trichoderma com a
planta promove outras vantagens, como uma maior
resisténcia aos patogenos; aumento da eficiéncia
fotossintética; elevada absor¢ao de nutrientes devido
a producao de acidos organicos (como acido citrico,
fumarico e glucdnico que promovem a solubilizacao
de micronutrientes), fosfatos e cations minerais,
como o ferro (ASADUZZAMAN; ALAM; ISLAM, 2013) e
inducdo de resisténcia sistémica a doencas (RYDER et
al., 2012). Outro beneficio proporcionado por isolados
de Trichoderma spp. € o aumento da resisténcia a
estresses biodticos e abidticos nas plantas (HADDAD,
2017), através da melhor absorcdo de agua e nutrientes
tornando a planta mais forte e saudavel.

BACTERIAS

Gouda et al. (2018) estimam que a concentracao de
bactérias da rizosfera seja de 10 a 1.000 vezes maior
do que as populagcoes bacterianas encontradas no
solo mais distante dessa regiao. As rizobactérias
Pasteuria spp., Pseudomonas spp. e Bacillus spp.
tém sido utilizadas para o controle biologico de
fitopatogenos (BERINI et al., 2018).
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Nos mais diferentes nichos ou habitat (solo, nos
tecidos das plantas hospedeiras e nos proprios
nematoides, incluindo ovos e cistos) podem-se
detectar bactérias com capacidade de causar algum
dano a sobrevivéncia de fitonematoides (STIRLING,
1991; SIDDIQUI; MAHMOOD, 1999, KERRY, 2000). Além
de possiveis contribuicoes na inducao de resisténcia
e/ou acréscimo no desenvolvimento saudavel da
planta, alguns autores destacam como principais
modos de agao o parasitismo, a producao de
antibioticos, toxinas e enzimas (HORAK et al., 2019;
ENGELBRECHT et al., 2018), o que proporciona uma
interferéncia no processo de reconhecimento planta-
hospedeiro (STIRLING, 1991; SIDDIQUI, MAHMOOD
1999; TIAN et al., 2007).

Sturz e Nowak (2000) consideram como promis-
soras no controle biologico de nematoides as bac-
térias da rizosfera. Nesse caso, destacam os géneros
Bacillus e Pseudomonas. Essas consideracoes cor-
roboram os dados de Tian et al. (2007) que afirmam
que as rizobactérias possuem capacidade de coloni-
zar, além da superficie do tecido externo, também o
tecido interno (Figura 2).

Varias espécies de Bacillus, por exemplo, B.
nematocida, controlam nematoides produzindo

proteases extracelulares que destroem suas cuticulas
(NIU et al., 2006), e B. thuringiensis produzem
proteinas Cry que sao toxicas para nematoides
(BRAVO et al., 2007).

Figura 2. Bacillus subtilis (A) e B. licheniformis (B) colonizando a superficie externa de raizes ativas e formando um biofilme

bacteriano (verde).

Fonte: Imagem autorizada FMC/Chr Hansen.
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METABOLITOS SECUNDARIOS

Em geral, os metabolitos secundarios podem
atuar direta ou indiretamente nas populagdes de
nematoides. Mecanismos diretos afetam aintegridade
dos nematoides através da producao de enzimas
liticas, toxinas, gases, compostos organicos volateis
e outros metabolitos ou através de mecanismos
indiretos que induzem outros fatores rizosféricos.

Entre os metabdlitos secundarios produzidos
por rizobactérias, as enzimas liticas tém atraido a
atencao dos cientistas desde o inicio das pesquisas
com controle biologico de nematoides (MILLER;
SANDS, 1977; GALPER; COHN; CHET, 1990). Enzimas
extracelulares de bactérias que digerem os principais
componentes quimicos da cuticula e da casca do ovo
sao objetivos das pesquisas (TIAN et al., 2007; YOON
et al., 2012; YANG et al., 2013).

Para exemplificar, Jung et al. (2014) demonstraram
que as quitinases produzidas por Lysobacter capsici
degradaram a casca de ovo de Meloidogyne spp.,
causando uma diminuicdo na eclosao. Em um
experimento em casa de vegetacao, a reducao da
populacao de J2 no solo e do nimero de massas
de ovos de Meloidogyne incognita nas raizes de
plantas de tomateiro foi atribuida a quitinase e B-1,3-
glucanase secretada por Streptomyces cacaoi GY525
(YOON et al. 2012). Da mesma forma, El-Hadad et al.
(2010) relataram a colonizacao de raiz por Bacillus
megaterium PSB2 e 100% de mortalidade dos
estadios J2 de M. incognita. Os autores detectaram
alta producao de enzimas liticas, como proteases,
quitinases e gelatinases pelo isolado, que poderiam
ser consideradas atributos de viruléncia.

Proteases também tém sido amplamente estu-
dadas em bactérias antagonistas de nematoides e,
estas tém sido muito bem caracterizadas como fator
de viruléncia de Brevibacillus laterosporus, que tem
a capacidade de degradar as cuticulas de nematoide
(TIAN et al., 2006). Ainda segundo esses pesquisa-
dores, as proteases serinicas com a capacidade de
degradar as cuticulas de nematoide de outras ri-
zobactérias e fungos nematofagos mostraram uma
alta similaridade percentual (correspondéncia de

¢Informacdo fornecida por Maria da Penha Angeletti em 2019.
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sequéncia 97%-99%) com as de Brevibacillus (TIAN et
al., 2006). Esse fato sugere que essas proteases sao
altamente conservadas entre as espécies microbi-
anas. O papel das proteases no controle biologico de
nematoides também foi demonstrado por Siddiqui,
Haas e Heeb (2005), os quais usaram mutantes de
Pseudomonas fluorescens CHAQ para o gene apr A,
que codifica uma protease extracelular com ativi-
dade nematicida. Os mutantes nao apresentaram
atividade nematicida.

As rizobactérias podem atuar em outras partes
ou regides dos nematoides através de proteases
virulentas que atingem as proteinas vitais do intestino
do nematoide, causando sua morte (LIAN et al., 2007;
NIU et al., 2010). ZHENG et al. (2016) demonstraram
que combinacdes de diversos tipos de proteases
podem ocorrer nos Bacillus com agdes nematicidas.

Mesmo quando os fitonematoides apresentam
maior conteddo lipidico, poucos estudos tém se
concentrado nas lipases como potenciais fatores
de viruléncia. Castafeda-Alvarez et al. (2016)
realizaram um estudo in vitro e relataram cepas
pertencentes a B. thuringiensis, B. megaterium e B.
amyloliquefaciens com forte atividade de lipase que
causou a mortalidade do nematoide Xiphinema.

Em geral, as enzimas liticas desempenham um
papel crucial na atividade rizobacterianas contra
nematoides devido a seus diferentes mecanismos de
acao e a fisiologia relativamente simples e estrutura
de nematoides.

OUTROS METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUZIDOS
POR Bacillus

Entre a ampla gama de bactérias descritas como
ativas contra nematoides, os membros do género
Bacillus sao os mais estudados. Outros compostos
secundarios de estirpes de Bacillus (diferentes de
enzimas liticas e proteinas Cry) foram reportados
com atividade de controle de nematoides. Mendoza,
Kiewnick e Sikora (2008) relataram que B. firmus
produziu metabélitos nao identificados durante a
cultura que reduziram significativamente a eclosao
de ovos de M. incognita e controlaram Radopholus
similis. Da mesma forma, os metabolitos produzidos

98 Incaper em Revista, Vitoria, v. 10, p. 90-104, jan./dez. 2019. ISSN 2179-5304



Bionematicidas contemporaneos: aplicabilidade e importancia no manejo de fitonematoides em areas agricolas

por B. cereus e B. subtilis mostraram atividade in
vitro contra J2 de M. exigua; esses compostos foram
identificados como uracila, 9H-purina e di-hidrouracil,
sendo este Gltimo o mais eficaz (OLIVEIRA et al., 2014).

O peptideo plantazolicina, produto do gene
RBAM_007470, foi identificado como o fator
nematicida da estirpe B. amyloliquefaciens FZB42
(LIU et al., 2013). Outros metabdlitos relacionados
ao controle de nematoides produzidos por B. cereus
estirpe S2 foram identificados como esfingosina
C16 e fitoesfingosina. A esfingosina atuou no trato
intestinal de C. elegans e destruiu a area genital
do nematoide com a consequente inibicao da
reproducao (GAO et al., 2016).

Liu et al. (2010) relataram que B. thuringiensis pro-
duz um derivado de nucleosideo de adenina com habi-
lidades inseticidas e nematicidas que inibe a formagao
de energia (ATP - moléculas de energia vital para os
seres vivos). Estirpes de B. thuringiensis expressando
thuringiensina (B-exotoxina) podem matar nematoides
com uma taxa de mortalidade maior do que aqueles
que nao expressam a molécula (ZHENG et al., 2016).

O antibiotico policetidio 2,4-diacetilfloroglucinol
(DAPG) é produzido por algumas cepas da rizobactéria
promotora de crescimento de plantas P. fluorescens.
Uma linhagem superprodutora de DAPG inibiu a
formacao de galhas de M. incognita nos sistemas
radiculares de plantas de feijao-mungo, soja e
tomate (SIDDIQUI; SHAUKAT, 2003). Foi demonstrado
que o DAPG nao afeta todos os nematoides da
mesma maneira. Em seu estudo, Meyer et al. (2009)
descobriram que a exposicao a DAPG diminuiu a
eclosao de ovos de M. incognita, mas nao teve efeito
sobre seu estagio J2. No entanto, outros nematoides
testados (ovos e J2 de Heterodera glycines, juvenis e
adultos de Pristionchus scribneri, ovos e adultos de
Pratylenchus pacificus, e ovos e adultos de Rhabditis
rainai) ndo foram afetados pelo metabolito.

A hipotese é que a atividade de biocontrole dos
fitonematoides exercida pela DAPG é devida a acao
sinérgica com outros metabolitos produzidos pelas
rizobactérias, como HCN e pyoluteorina ou agentes
indutores de resisténcia sistémica nas raizes das
plantas (SIDDIQUI; SHAUKAT, 2003).

TOXINAS DO CRY DE Bacillus thuringiensis

Durante a esporulagao, as estirpes de Bacillus
thuringiensis produzem endotoxinas chamadas
proteinas Cry, que sao toxicas para um grande
nimero de espécies de insetos (MAAGD; BRAVO;
CRICKMORE, 2001). Estudos mais recentes demonstram
que algumas proteinas Cry sao toxicas para os nema-
toides parasitas de plantas (BRAVO et al., 2007; GUO
et al., 2008). Entre as dezenas de familias de toxinas
Cry ja identificadas, somente as Cry5, Cry6, Cry12,
Cry13, Cry14, Cry21 apresentaram atividade nematici-
da (BRAVO et al., 1998; MARROQUIN et al., 2000;
FRANKENHUYZEN, 2009).

O mecanismo de acgao relatado para as proteinas
Cry que afetam os nematoides é semelhante ao
descrito em insetos. A toxina se liga as células
epiteliais do intestino do nematoide, induzindo a
formacao de poros e vaclolos e terminando com a
degradacdo do intestino (MARROQUIN et al., 2000).
Nesse universo de possibilidades, recentemente
latsenko, Boichenko e Sommer (2014) relataram
mais duas novas protoxinas codificadas por
plasmideos (Cry21Fale Cry21Ha1) de B. thuringiensis
DB27 que também exibem atividade nematicida.

POTENCIAL DE BIOCONTROLE

Em uma revisao publicada por Siddiqui e Mahmood
(1999), os autores afirmaram que a falta de interesse
comercial em inoculantes bacterianos para uso co-
mo agentes de biocontrole de fitonematoides era
um grande problema para o avan¢o da pesquisa
nessa area. Hoje em dia, com a restrita grade de
nematicidas quimicos, o uso de bionematicidas
se tornou uma prioridade (ZASADA et al., 2010). Os
agentes de controle biologico e seus metabolitos
relacionados tém sido o foco da busca por alterna-
tivas ambientalmente corretas. Entre os agentes de
controle biologico no mercado ou em um estagio
avancado de pesquisa/desenvolvimento, as bac-
térias rizosféricas ganharam um lugar proeminente
pelos resultados da sua eficiéncia (Figura 3). Nesse
sentido, os metabolitos secundarios produzidos
pelas rizobactérias sao fontes potenciais de uma
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nova geragao de nematicidas. Apesar disso, ha de
considerar os custos de producao dos nematici-
das que podem variar em centenas de milhoes de
dolares (OLSON, 2015) e a eficiéncia de controle em
ambiente de campo em funcao da estabilidade dos
metabolitos; do espectro de patogenos-alvo; da in-
teragao com plantas e com outros organismos; e de
seu efeito sobre o meio ambiente.

Nao tratada

Com bionematicida

Figura 3. Controle de Pratylenchus brachyurus demonstrado
pelo vigor de planta e stand uniforme (direita)
com uso de bionematicida composto por Bacillus
subtilis e B. licheniformis aplicado no tratamento
de semente.

Fonte: Foto de Alexandra Botelho de Lima Abreu/FMC.

No entanto, o uso desses compostos na forma
ativa pode ajudar a superar problemas relacionados
a sobrevivéncia de agentes de biocontrole, uma vez
que frequentemente fracassam quando introduzidos
em um novo ecossistema devido a competicao com
populacoes autoctones. Da mesma forma, o estudo
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das vias metabdlicas que levam a producao desses
compostos pode ajudar a discernir as condicoes
necessarias para desencadear naturalmente sua
producao e consequente atividade na rizosfera.

Finalmente, alguns desses metabolitos tém sido
o ponto de partida no desenvolvimento de plan-
tas transgénicas com resisténcia a nematoides. Por
exemplo, as toxinas de B. thuringiensis Cry5B ex-
pressas nas raizes de tomate podem tornar a planta
resistente ao ataque de M. incognita (LI et al., 2007). A
aplicagao de técnicas moleculares e metabolomicas,
assim como bioinformatica, esta melhorando nossa
compreensao sobre a funcao de muitos metabolitos
com potencial de biocontrole.

CONSIDERAGOES FINAIS

Nas estratégias do manejo integrado e na gestao
da microbiota do solo, os bionematicidas apresen-
tam-se como uma excelente opcao considerando
ainda as perspectivas para o0 manejo e o descobri-
mento de novos agentes de biocontrole, alem do
desenvolvimento de produtos formulados. E im-
portante destacar que além da a¢ao nematicida, os
bionematicidas favorecem a solubilizacao de nutri-
entes, a promocao de crescimento das plantas ou
mesmo a ativagao de suas defesas tem sido buscada.

No entanto, alguns insucessos na utilizacao
em condicoes de campo estao correlacionados a
falta de dominio e de conhecimento do potencial
e da biologia de cada microrganismo que compoe
os produtos formulados. Portanto, ha também a
necessidade de levar em consideracao a eficiéncia
do produto biologico que esta intrinsicamente
ligado ao agente potencial de controle biologico,
ao seu modo de acao e ao alvo biologico a ser
atingido. Varias cepas de rizobactérias e fungos
produzem compostos secundarios com diferentes
mecanismos de acao e apresentam potencial para
o desenvolvimento de ativos biotecnologicos
que sao promissores em controlar populacoes de
nematoides fitoparasitas em areas agricolas do
Brasil e do mundo.
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