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RESUMO GERAL

SILVA, J. O. Alternativas de manejo de Meloidogyne enterolobii e Meloidogyne
incognita em tomate industrial. 2018. 81f. Tese (Doutorado em Agronomia:
Fitossanidade) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2018,

O nematoide-das-galhas (Meloidogyne spp.) € um dos principais problemas fitossanitarios
que prejudicam o cultivo do tomateiro (Solanum lycopersicum L.). Dentre as espécies do
género Meloidogyne, M. incognita se destaca como a espécie de maior importancia para a
cultura do tomateiro. Outra espécie que tem causado preocupacdo aos produtores € M.
enterolobii, pois é capaz de se desenvolver em cultivares de tomateiro resistentes a outras
espécies de Meloidogyne. Para um controle adequado desses fitoparasitas € necessario a
utilizacdo de um manejo integrado utilizando praticas como o uso de cultivares resistentes,
controle bioldgico, inducdo de resisténcia, aplicacdo de nematicidas sistémicos, entre
outros. O presente estudo teve como objetivos avaliar genotipos de tomateiro quanto a sua
reacdo ao M. enterolobii, assim como, verificar a eficiéncia de produtos quimicos e
biologicos na indugdo de resisténcia a M. enterolobii em plantas de tomateiro, avaliando o
desenvolvimento dos nematoides e as modificacbes histoldgicas causadas nas células
radiculares das plantas quando tratadas com esses produtos e avaliar trés novos
nematicidas ndo fumigantes na reducdo da populacdo de M. incognita em tomateiro. Para a
avaliacdo dos gendtipos foram utilizados 21 gendtipos inoculados com 2000 ovos e
eventuais J2 de M. enterolobii e mantidos em casa de vegetacdo por 35 dias apds a
inoculagdo (DAI). Todos os genotipos testados foram suscetiveis ao M. enterolobii. Para
verificar a eficacia dos indutores de resisténcia foram utilizados quatro genotipos de
tomateiro submetidos a tratamentos com Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis + B.
subtilis + Trichoderma longibrachiatum, Acibenzolar-S-Metil (ASM) e extrato de
Reynoutria sachalinensis, inoculados com M. enterolobii e avaliados 60 dias apds a
inoculacdo. As plantas que receberam o tratamento com B. subtilis apresentaram maior
desenvolvimento de parte aérea e raiz. O agente indutor de resisténcia ASM foi capaz de
reduzir o fator de reproducdo quando aplicado no genétipo PXT 408. Mudas da cultivar H-
9553 foram inoculadas com 2000 ovos e eventuais J2 de M. enterolobii e submetidas aos
tratamentos descritos e coletadas aos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 DAI para avaliagdes de
penetracdo dos nematoides e histopatologia das células radiculares do tomateiro. Na
avaliacdo do desenvolvimento dos nematoides e histologia das células, o uso de extrato de
R. sachalinensis reduziu o nimero de juvenis de quarto estadio e galhas nas plantas aos 20
DA, reduziu a populacdo final do nematoide e o nimero de fémeas por galha. Todas as
plantas infectadas pelo nematoide, independente do tratamento, apresentaram cilindro
vascular deslocado do centro da estrutura das raizes. Mudas de tomateiro da cultivar Red
Gnome foram submetidas a tratamentos com fluensulfone, fluopyran e fluazaindolizine e
inoculadas com 5000 ovos e eventuais J2 de M. incognita e avaliadas aos 60 DAI para
determinar a eficacia dos produtos utilizados. Os nematicidas testados apresentaram
eficiéncia na reducdo da populacéo de M. incognita nas raizes do tomateiro.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum, nematoide-das-galhas, resisténcia genética,
controle quimico, inducdo de resisténcia

! Orientadora: Profa. Dra. Mara Rubia da Rocha. EA-UFG.



GENERAL ABSTRACT

SILVA, J. O. Alternatives for Meloidogyne enterolobii and Meloidogyne incognita
management in tomato. 2018. 81f. Thesis (PhD in Agronomy: Plant Health) — Escola de
Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 20182,

Root-knot nematode (Meloidogyne spp.) is one of the main phytosanitary problems that
hinder the cultivation of tomato (Solanum lycopersicum L.). Among the species of the
genus Meloidogyne, M. incognita stands out as the most important species for the tomato
crop. Another species that has caused concern to the producers is M. enterolobii, due to its
ability to develop in cultivars with resistance to other species of Meloidogyne. For an
adequate control of these plant parasites it is necessary to adopt an integrated management
using practices such as resistant cultivars, biological control, resistance induction,
chemical control, among others. This study had the objective to evaluate the reaction of
tomato genotypes to M. enterolobii and the effect of chemical and biological products on
resistance induction of tomato plants to M. enterolobii. We also evaluated the efficiency of
three non-fumigant nematicides on the M. incognita control in tomato plants. the
development of nematodes and the histological modifications caused in the root cells of
plants when treated with these products and evaluating three new non-fumigant
nematicides in the reduction of the population of M. incognita in tomato. Twenty-one
tomato genotypes were inoculated with 2000 eggs and J2 of M. enterolobii and kept in a
greenhouse for 35 days after inoculation (DAI) were used. All genotypes tested showed a
susceptibility reaction to M. enterolobii. Four tomato genotypes were submitted to
treatments with Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis + B. subtilis + Trichoderma
longibrachiatum, Acibenzolar-S-Methyl (ASM) and Extract of Reynoutria sachalinensis,
inoculated with M. enterolobii and evaluated 60 days after inoculation. The plants that
received the treatment with B. subtilis presented greater development of aerial part and
root. The ASM resistance-inducing agent was able to reduce the reproductive factor when
applied to the PXT 408 genotype. Seedlings of cultivar H-9553 were inoculated with 2000
M. enterolobii eggs and J2 and treated with ASM; B. subtilis; B. subtilis + B. licheniformis
+ T. longibrachiatum and Extract of R. sachalinensis and collected at 5, 10, 15, 20, 25, and
30 DAI for nematode penetration evaluation and histology of tomato root cells. In the
evaluation of the nematode development and cell histology, the use of R. sachalinensis
showed efficiency in the reduction of fourth stage juveniles and galls in the plants at 20
DAI and in the reduction of the final population of the nematode and reduced the number
of females per gall. All the plants infected by the nematode, regardless of the treatment,
presented vascular cylinder displaced from the center of the structure of the roots. Tomato
seedlings of the Red Gnome cultivar were submitted to treatments with fluensulfone,
fluopyran and fluazaindolizine and inoculated with 5000 eggs and J2 of M. incognita and
evaluated at 60 DAI to determine the efficacy of the products used. The new nematicides
tested showed efficiency in the reduction of the M. incognita population in the tomato
roots.

Key-words: Solanum lycopersicum, root-knot nematode, genetic resistance, chemical
control, resistance induced

2 Adviser: Profa. Dra. Mara Rubia da Rocha. EA-UFG.



1 INTRODUCAO GERAL

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma das hortalicas mais importantes em
termos de producéo e valor econémico, ocupando o segundo lugar em volume de producao
mundial, sendo o primeiro lugar ocupado pela batata (Solanum tuberosum L.) (Cunha et
al., 2014). De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations, no
ano de 2016 a produgdo mundial de tomate ficou em torno de 177 milhGes de toneladas,
oriundas de aproximadamente 4,8 milhdes de hectares de area plantada, com uma
produtividade de 23 ton/ha (FAO, 2016). Os principais paises produtores de tomate para
processamento industrial sdo Estados Unidos, Italia, China, Espanha e Brasil (WPTC,
2018). No Brasil 0 segmento de tomate industrial contribuiu com 24% da produgéo total de
tomate, equivalentes a 1,4 milhdo de tonelada de tomates processados. No Sudeste e
Centro-Oeste se concentraram 73% da producéo e os estados de Goias (1329,8 mil t), Séo
Paulo (675,2 mil t), Minas Gerais (558, 9 mil t), Parana (281,9 mil t) e Bahia (193,0 mil t)
foram os maiores produtores (Melo, 2014).

Nos ultimos anos a cultura do tomateiro para processamento industrial vem se
expandindo mundialmente, tanto em termos de area cultivada como de produtividade, em
funcéo de novas tecnologias e ao emprego de variedades melhoradas. A cadeia produtiva
do tomateiro apresenta grande importancia econdmica ao agronegodcio brasileiro,
responsavel por cerca de 16% do PIB gerado pela producéo de hortalicas, apresentando um
elevado aspecto econdmico e social, por meio da geracdo de empregos e renda no campo
(Geraldini etal., 2011).

A cultura do tomate € atacada por diversas pragas e doencas. Dentre 0s
principais problemas fitossanitarios dessa cultura se destaca o parasitismo por nematoides.
Em éareas de cultivo de tomate pelo mundo os principais géneros de nematoides que
causam danos expressivos sdo Meloidogyne, Belonolaimus, Trichodorus e Paratrichodorus
(Pinheiro et al., 2014). No Brasil, nematoides do género Meloidogyne, conhecidos como
nematoide-das-galhas, sdo os principais causadores de danos econdmicos em tomateiro. As

espécies com maior distribuicdo em &reas com o plantio de tomate sdo Meloidogyne



incognita (Kofoid & White) Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood, M. arenaria (Neal)
Chitwood e M. hapla Chitwood. Séo espécies bem adaptadas as condicdes climaticas,
podendo ocorrer em Varios tipos de solo, porém, causam maiores prejuizos econémicos em
regifes quentes com solos arenosos e com baixos teores de matéria organica (Pinheiro et
al., 2014).

Meloidogyne enterolobii Yank & Eisenback (sin: M. mayaguensis Rammah &
Hirschmann) é uma espécie que vem ganhando notoriedade e aumentando a preocupacgéo
dos produtores, ndo s6 de tomate, mas também de diversas outras culturas. A primeira
descricdo desse fitonematoide no Brasil foi realizada em 2001 causando severos danos em
lavouras de goiabeiras nos municipios de Petrolina (PE), Curagd e Manicoba (BA)
(Carneiro et al., 2001). Em hortalicas foi relatada pela primeira vez no estado de Séo Paulo
parasitando plantas de tomateiro e pimentdo resistentes a outras espécies de Meloidogyne
(Carneiro et al., 2006).

Com ampla distribuicdo ao redor do mundo, a espécie M. incognita é
considerada cosmopolita e bem adaptada as condic¢des climaticas nas regides produtoras de
tomate, aumentando assim a facilidade de disseminacdo (Freitas et al., 2001). O ciclo
bioldgico dessa espécie dura em média quatro semanas, sendo bastante influenciado por
fatores como temperatura, umidade e planta hospedeira. Espécies como M. incognita, M.
javanica, M. arenaria e M. enterolobii tém seu desenvolvimento pleno em temperaturas na
faixa de 25 a 30°C. Cada fémea, em condicdes adequadas, é capaz de produzir cerca de 400
0Vv0s, 0 que gera um rapido aumento da popula¢do em um curto periodo de tempo (Ferraz
& Monteiro, 2011).

Plantas de tomateiro, quando atacadas severamente por Meloidogyne sp.,
apresentam aspecto clorético, diminuigdo no crescimento, sistema radicular completamente
desorganizado e pobres em raizes e com forte presenca de galhas, reduzindo o nimero e
qualidade dos frutos. Se a infestagdo ocorrer no estadio de plantula, essas podem morrer no
transplantio para o campo e as que sobrevivem tem a frutificacdo grandemente afetada em
quantidade e qualidade (Vale et al., 2013). Meloidogyne enterolobii causa galhas grandes e
irregulares nas raizes das plantas, que podem apodrecer rapidamente devido a invasao de
patdgenos secundarios, como Fusarium spp., Verticillium spp. e Ralstonia spp.,
intensificando os danos (Pinheiro et al., 2014). Essa espécie é considerada umas das mais
importantes espécies de nematoide-das-galhas devido a sua agressividade e habilidade em

se desenvolver em cultivares resistentes a outras espécies de Meloidogyne. Meloidogyne
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enterolobii consegue se reproduzir em cultivares de tomate que apresentam o gene de
resisténcia Mi, responsavel por conferir resisténcia a outras espécies de Meloidogyne, e
também suplanta a resisténcia em batata doce e soja resistentes a M. incognita, M. javanica
e M. arenaria (Carneiro et al., 2001).

O controle do nematoide-das-galhas na cultura do tomate ¢é bastante
problematico, ja que esses organismos sdo habitantes do solo e sob condi¢des ambientais
favoraveis multiplicam-se com rapidez e ficam protegidos da acao dos agrotoxicos ou dos
organismos antagonicos (Pinheiro et al., 2014), devido a isso, varios métodos de controle,
visando a supressdo desse nematoide, t€ém sido pesquisados na tentativa de diminuir a
densidade populacional do nematoide a um patamar que ndo cause danos econdmicos a
cultura, tentando tornar esse processo mais eficiente e econdmico. Para o controle das
fitonematoses ¢ de grande importancia a utilizacdo de um manejo integrado, utilizando
praticas como o uso de cultivares resistentes, controle biologico, incorporagcdo de matéria
organica, rotacdo de cultura com plantas ndo hospedeiras, inducdo de resisténcia e
aplicagdo de nematicidas sist€émicos (Pinheiro et al., 2014).

A resisténcia genética ¢ uma das melhores formas de controle de nematoides, e
uma das mais buscadas também, pois tem fécil assimilacdo pelos agricultores, ndo aumenta
0s custos de producdo, minimizando os riscos a saide humana e ndo causa danos ao meio
ambiente. Devido a co-evolucdo entre hospedeiro e patdgeno e o0 consequentemente
surgimento de novas espécies e racas, cultivares resistentes necessitam serem
desenvolvidas constantemente (Alzate-Marin et al., 2005). A resisténcia aos nematoides-
das-galhas foi identificada h&4 mais de 60 anos. Os genes que contemplam essa resisténcia
apresentam oito alelos (Mil a Mi8), sendo o alelo Mil o mais usado nos cruzamentos de
cultivares comerciais de tomate. Porém, nem sempre esse gene se mostra eficiente na
supressao da reproducdo dos nematoides-das-galhas, ja que ele pode se tornar inativo em
temperaturas do solo acima de 30°C ou pode ndo abranger determinadas racgas ou espécies,
como M. enterolobii (Pinheiro et al., 2009; Pinheiro et al., 2014; Rosa et al., 2014).

Quando ndo ¢ possivel o uso de cultivares resistentes deve-se fazer uso de
outras praticas de manejo para tentar reduzir a populacdo de nematoides nas areas de
cultivos. Uma opcao que vem aumentando o niimero de adeptos dessa pratica ¢ a utilizagao
de inducdo de resisténcia em plantas. A inducdo de resisténcia pode ser definida como uma
resisténcia dindmica baseada na produgdo de barreiras fisicas e/ou quimicas estimuladas

pela aplicacdo de uma substancia indutora, que pode ser microrganismos, metabolitos
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microbianos, extrato de plantas, agentes quimicos, entre outros (Walters et al., 2013).
Microrganismos como rizobactérias, Bacillus spp. e Pseudomonas spp., € fungos,
Trichoderma spp. € Fusarium sp p., sdo usados como indutores bioticos de resisténcia
contra diferentes fitopatogenos (Vu et al., 2006; Adam et al., 2014). Estes indutores ativam
genes de defesas que fazem com que a planta responda a estresses, principalmente os
causados por fitopatogenos. Ao acionar esses genes ha um aumento nos niveis de
hormonios o que acarreta na ativagao de barreiras fisicas e quimicas contra os patdogenos
(Aratjo & Menezes, 2009).

No manejo integrado o uso de nematicidas quimicos pode ser combinado com
outras praticas com o objetivo do uso de baixas dosagens de toxinas. No entanto,
atualmente, os principais nematicidas disponiveis no mercado sdo das classes dos
organofosforados e carbamatos, 0s quais sd0 nematicidas de alta toxicidade aos seres
humanos e organismos ndo alvos, e nas doses recomendadas esses nematicidas paralisam
os nematoides (efeito nematostatico) ao invés de mata-los ou apenas afetam diferentes
aspectos de seu comportamento, sendo esse efeito revertido a remo¢do do nematicida
(Opperman & Chang, 1990; Oka et al., 2009). Novos nematicidas ndo fumigantes tém sido
desenvolvidos com o intuito de reduzir a populagdo de nematoides sem causar danos aos
microrganismos beneficos presentes no solo, ao meio ambiente e seres humanos (Oka et
al., 2012; Faske et al., 2015; Lahm et al., 2017). Alguns estudos apontam os principios
ativos fluopyran, fluensulfone e fluazaindolizine como promissores nematicidas, com
modos de acdo distintos dos ja conhecidos organofosforados e carbamatos, com atividade
nematicida irreversivel e com uma maior especificidade aos nematoides parasitas de
plantas alvos (Morris et al., 2016; Faske et al., 2015; Lahm et al., 2017)

A busca por melhores e mais eficientes formas de manejo do nematoide-das-
galhas nas diversas culturas que sofrem com o parasitismo desse patdgeno vem se
intensificando, aliada a necessidade de diminuir os danos causados a0 meio ambiente, mas
também levando em conta a necessidade dos produtores e as exigéncias dos Orgdos
reguladores. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos 1) avaliar a reagdo de
genotipos de tomateiro ao nematoide-das-galhas M. enterolobii; ii) avaliar a performance
de produtos a base de microrganismos, extrato de planta ou acibenzolar-s-metil como
indutores de resisténcia a M. enterolobii; iii) verificar a acdo de indutores de resisténcia

sobre o desenvolvimento do nematoide e nas modificagdes histologicas em plantas de
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tomateiro infectadas; iv) avaliar a eficacia de trés novos nematicidas ndo fumigantes na

reducdo da populacdo de M. incognita em tomateiro.
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ABSTRACT
Meloidogyne enterolobii is characterized by its aggressiveness and ability to overcome
resistance mediated by the Mi gene, this gene confers resistance to the main species of
Meloidogyne, that are common in commercial tomato cultivars. However, resistant cultivars
and resistance induction may be alternatives methods to keep the pest population at levels
that do not cause economic damage. The aim of this study was to evaluate the reaction of
tomato genotypes to M. enterolobii and test the efficacy of resistance inducers products in
four tomato genotypes. Twenty-one tomato genotypes were inoculated with 2000 eggs and
juveniles of M. enterolobii and evaluated after 35 days of inoculation for shoot and root
weight, nematode population density and reproduction factor. All genotypes tested were
susceptible to M. enterolobii. The average of nematode population density in the tested
genotypes ranged from 5576 (S5X91531) to 13449 (SX991907) eggs and J2 g of root. To
investigate the effect of resistance inducers, four tomato genotypes (PXT 403, PXT 406, PXT
408 e PXT 409) were selected and the plants were treated with Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis + B. subtilis + Trichoderma longibrachiatum, Acibenzolar-S-Methyl and
Extract of Reynoutria sachalinensis. Plants were inoculated with 2000 eggs and J2 of M.
enterolobii and evaluated after 60 days of inoculation for shoot and root weight, nematode
population density and reproduction factor. The plants treated with B. subtilis presented
greater plant development by showing higher shoot and root weight. The ASM reduced the
nematode reproduction factor when applied to the PXT 408 genotype. The use of resistance
inducers may be a promising tool to assist in the integrated management system for M.

enterolobii.

Key-words: resistance induction, genetic resistance, root-knot nematode, Solanum

lycopersicum
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2.1 INTRODUCTION

The attack of the root-knot nematode species is one of the main problems faced
by tomato growers (Seid et al., 2015). Species such as Meloidogyne incognita (Kofoid and
White, 1919; Chitwood, 1949) and M. javanica (Treub, 1885; Chitwood, 1949) are the most
frequent in the tomato (Solanum lycopersicum L.) producing areas (Seid et al., 2015), both
for fresh consumption and industry. However, the species M. enterolobii (Yank & Eisenback)
has been identified in new areas at an increasing frequency causing concern for the growers
(Kiewnick et al., 2008; Pinheiro et al., 2014). This species is characterized by its
aggressiveness and ability to overcome the resistance mediated by the Mi gene (Kiewnick et
al., 2009; Rosa et al., 2014), present in most commercial resistant tomato cultivars. This gene
confers resistance to the main species of Meloidogyne but do not prevent the development of
M. enterolobii (Carneiro et al., 2001).

Plant parasitic nematodes management is not simple, the use of chemicals, such
as fumigants, carbamates and organophosphates is increasingly restricted due to its high
toxicity to non-target organisms, animals, humans and the environment (Molinari, 2011). The
use of resistant cultivars is one of the most effective management methods for the reduction
of root-knot nematode populations and one of easier practices to be adopted by the farmers
(Pinheiro et al., 2014). Although most of the tomato cultivars for industrial processing has the
Mi resistance gene, this resistance does not protect against M. enterolobii, making tomato
production difficult in areas infested with this species (Oka et al., 2000).

The difficulty of finding sources of resistance to M. enterolobii in tomato
(Kiewnick et al., 2009; Rosa et al., 2014) has been increasing the research of alternatives for
the management of this pathogen. Resistance induction has been gaining ground in research
on nematode control methods (Mostafanezhad et al., 2014; Medeiros et al., 2015). The plants

may have resistance mechanisms that are activated when these plants are attacked by pests or
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pathogens (Denancé et al., 2013; Mostafanezhad et al., 2014; Medeiros et al., 2015). For
resistance to be considered induced, these mechanisms must be present inactive or latent in
the plants, being activated after the plants are exposed to induction agents (Kuc, 2001). The
inducing agents may be biotic or abiotic. Among the most commonly used resistance
inducers studied is the Acibenzolar-S-Methyl (ASM), an analogue of salicylic acid, which
activates genes that encode proteins and enzymes related to the production of phytoalexins
and lignin (Resende et al., 2000).

Microrganisms and plant extracts can also be resistance inducers in plants
(Stangarlin et al., 1999). Fungi and bacteria have been evaluated for their ability to induce
resistance, being an alternative to the use of chemicals. Developed studies proved the effect
of crude extract or essential oil obtained from medicinal plants on the control of pathogens,
since they have secondary compounds responsible for the induction of resistance in plants
(Stangarlin et al., 1999).

Assorted products used in the control of fungal and bacterial diseases have been
tested as inductors of resistance, aiming to strengthen the plant against biotic and abiotic
stresses. Therefore, this work aimed to evaluate the reaction of industry tomato genotypes to
the root-knot nematode M. enterolobii and the performance of commercial products,
formulated with microorganisms, plant extract or ASM as resistance inductors of tomato

plants to M. enterolobii.

2.2 MATERIAL AND METHODS
Meloidogyne enterolobii was isolated from roots of guava (Psidium guajava L.)
plant and maintained on roots of tomato cultivar Santa Cruz Kada Gigante grown in sterile
soil under greenhouse conditions. For inoculum preparation the roots of tomato infected with

M. enterolobii were removed from the pots and washed in water. The eggs were extracted
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according to the methodology proposed by Bonetti & Ferraz (1981).

The experiments were carried out under greenhouse conditions at the Escola de
Agronomia da Universidade Federal de Goias, Goiania, Goias, Brazil (16°35’S; 49°16°’W). In
the first study we tested the reaction of 21 tomato genotypes to M. enterolobii and the second
study we evaluated the efficacy of five treatments on inducing resistance to the nematode in
four tomato genotypes. For each study the experiments were conducted twice in the periods
of December/15 to February/16 and April to June/16 . All genotypes were obtained from a
commercial nursery and are destined for industrial processing purposes having the Mi gene,
which confers resistance to the major species of Meloidogyne.

Seedlings with 30 days were transplanted to polypropylene pots of 1.5 liters (one
seedling per pot) containing sand and soil (1:1, by volume) previously autoclaved, incubated
in a greenhouse. At 5 days after transplanting, the plants were inoculated with 2000 eggs and
any J2 of M. enterolobii, dispersed in two holes around the plant collar. Experimental pots
were exposed to natural light and photoperiod, and ambient temperature fluctuating
approximately 23-39°C during the growing period.

Twenty-one tomato genotypes were used for evaluating the reaction to M.
enterolobii, as follows: N901, PXT403, PXT406, PXT408, PXT409, PXT412, PXT503,
PXT504, PXT506, PXT568, PXT570, PXT571, SX91516, SX91527, SX91531, SX91539,
SX91906, SX91907, SX91910, SX91911 and SX91912. The experimental design was
completely randomized with ten replications.

Thirty-five days after inoculation (DAI) the plants were removed from the pots
and the roots washed in running water. The fresh shoots and roots were weighted. The
nematode population density was assessed after extraction of eggs and J2 based on the
procedure of Bonetti & Ferraz (1981). Counting was performed under an optical microscope

(40x magnification) with the aid of a Peters slide. The result was presented as population
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density (number of eggs and J2 g of roots). The reproduction factor (RF) was determined
according to Oostenbrink (1966). Genotypes with RF less than 1 were considered resistant
and those with RF greater than or equal to 1 were considered susceptible to M. enterolobii
(Oostenbrink, 1966).

Four tomato genotypes (PXT 403, PXT 406, PXT 408 and PXT 409) were
selected for the second study. These are advanced genotypes from the nursery breeding
program, selected for high productivity, resistance to some of the major tomato diseases and
have the Mi gene, which confers resistance to M. incognita, M. javanica and M. arenaria.
The plants were submitted to five treatments, as follows: Acibenzolar-S-Methyl (Bion®-
Syngenta) (10g a.i./100L water); Bacillus subtilis (Serenade®-Bayer) (2L c.p./ 1000ml water);
Bacillus licheniformis, B. subtilis and Trichoderma longibrachiatum (NemOut™ - Altech
CropScience) (8L c.p./1000L water); Reynoutria sachalinensis extract (Regalia Maxx®-FMC)
(2L c.p./1000L water) and a non-treated control. The experimental design was completely
randomized in a 5 x 4 factorial scheme (5 treatments x 4 tomato genotypes) with five
replications.

At five days after transplanting, the plants were inoculated with 2000 eggs and J2
of M. enterolobii, dispersed in two holes around the plant collar. The products were sprayed
on the plant shoots in three applications (7, 14 and 21 days after inoculation) using pressure
sprayer (Brudden®, Pompeia, SP, Brazil) with capacity of 1.5L. During the applications the
soil was covered with plastic bag to avoid the contact with the products.

Sixty days after inoculation, nematodes were extracted from the roots. The shoot
and root weight were determined. The process of extracting eggs and J2 was according to the
methodology proposed by Bonetti & Ferraz (1981). The reproduction factor was determined

according to Oostenbrink (1966).
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Normality of data residues and variance homogeneity were verified using non-
parametric Kolmogorov-Smirnov and Levene tests, respectively. When necessary the data
were transformed using Box and Cox (1964) method prior to analysis to stabilize the variance
and normalize the data residues. For the genotypes selection experiments, a one-way
ANOVA was performed followed by the Scott-Knott test for comparison of means. For the
products efficacy on tomato genotypes experiments, a two-way ANOVA was performed
followed by the Tukey test for comparison of means. All statistical analysis was performed in

the free statistical environment R (R Development Core Team, 2017).

2.3 RESULTS

The phenotypic response of tomato genotypes to M. enterolobii differed in fresh
shoot weight (FSW) (F20,300= 2.64; P< 0.001) and fresh root weight (FRW) (F20,399= 2.61; P<
0.001). However, there was no significant difference for nematode population density
(F20,390= 0.99; P=0.474) and reproduction factor (RF) (F2o0,309= 0.77; P=0.754) (Table 1).

Fresh shoot weight averages ranged from 20.57g (SX91539) to 11.27g
(§X91907). The highest mean number of FSW was observed in the genotypes PXT403,
PXT406, PXT412, PXT504, PXT506, PXT570, PXT571, SX91516, SX91527, SX91531,
SX91539, SX91906 and SX91910. For the fresh root weight, the values ranged from 4.81g
(SX91527) to 1.75g (SX91907). The genotypes PXT406, PXT570, SX91516, SX91527,
SX91539, SX91906, SX91910 and SX91911 had the highest FRW. All tomato genotypes
showed susceptible reaction to M. enterolobii presenting RF>1.0 (Table 1).

Analysis of variance showed that shoot weight was significantly influenced by
resistance inducers (Fs47= 4.28; P= 0.002) (Table 2). However, there was no difference

between genotypes (Fz47= 0.514; P= 0.673). Root weight was significantly influenced by
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resistance inducers (Fs.47= 12.19; P< 0.001) and genotypes (Fs47= 3.21; P=0.024) in isolated

effects.

Table 1. Fresh shoot weight (FSW) and fresh root weight (FRW), population density
(number of eggs and J2 g of roots), reproduction factor (RF) and susceptibility/resistance
reaction of tomato genotypes inoculated with Meloidogyne enterolobiil. The experiments

were carried out in the periods from Dec/15 to Feb/16 and April to June/16.

Genotypes FSW FRW Population density? RF? Reaction
PXT570 18.07 a 3.36a 11603 19.85 S
PXT409 16.16 b 3.52hb 10992 18.57 S
SX91527 1959 a 481 a 7458 15.86 S
SX91539 20.57 a 4.36 a 7808 14.32 S
SX91910 18.1a 3.64a 7816 13.84 S
PXT506 18.81a 347b 8071 13.35 S
PXT408 16.15b 3.10b 9844 12.91 S
SX91911 15.40 b 425a 6933 12.84 S
SX91516 20.45a 422 a 6967 12.74 S
PXT412 19.55a 3.26 b 7884 12.58 S
PXT568 15.45b 3.04b 8487 12.56 S
PXT503 16.92b 3.09b 9055 12.43 S
SX91906 19.99a 422 a 6288 12.2 S
SX91907 11.27 ¢ 1.75¢ 13449 12.1 S
PXT504 18.36 a 3.27b 9329 11.94 S
PXT406 19.05a 3.93a 6662 11.91 S
PXT403 17.94 a 294 b 9235 11.7 S
SX91531 18.50 a 3.21b 5576 9.51 S
SX91912 16.63 b 2.84b 6746 9.45 S
PXT571 17.94 a 2.73b 6818 8.97 S
N901 16.92b 3.43b 8638 12.64 S
F20,399 2.64 2.61 0.99 0.77 -
P value <0.001 <0.001 0.474 0.754 -
C.V. (%) 33.21 60.55 14.83 47.68 -

!Means followed by the same letter in the column do not differ by Scott-Knott's test (p
<0.05).

2 The means were transformed according to Box and Cox (1964). S: Susceptible
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No resistance inducers vs. genotype interaction was found, indicating that
responses of these variables (shoot weight, root weight, and nematodes) to resistance inducers
did not change with the change in genotype. Nematode density was not influenced by the
treatments. Interaction effect between resistance inducers and genotype was observed only
for the reproduction factor (Fi2.47= 2.50; P=0.005).

In relation to the weight, in grams of root, the genotype PXT406 presented
greater root weight compared to PXT403, however there was no difference between this
genotype and the genotypes PXT408 and PXT409. Also, no differences were observed
among genotypes for the variables shoot weight and nematode population density (eggs and

J2 gt root) (Table 3).

Table 2. Two-way ANOVA examining the interaction between tomatoes genotypes and

resistance inducers on plant development and nematode density.

Shoot weight (g Root weight (g Nematodes (eggs and Reproduction
Variation O plant™)? plant™) J2 gt of root) ? factort
factor P- P-
F P-value F F P-value F
value value
Genotypes (G) 3 0514 0.673 3.206  0.024 0.328 0.805 2.212 0.088
Resistance
] 4 4280 0.002 12.194 <0.001 0.246 0.912 2.222 0.068
inducers (RI)
Interaction
12 0.861 0.5882 0.747  0.704 1.733 0.063 2,501 0.005
(GxRI)
C.V. (%) - 23.03 38.29 10.04 25.32

! Data transformed by Box & Cox (1964) method.

The plants treated with B. subtilis had higher shoot weight compared to the plants
treated with ASM or B. licheniformis + B. subtilis + T. longibrachiatum, however, none of
the treatments were different from the non-treated (Table 3). Plant root weight was also

higher with the treatment B. subtilis compared to plants receiving ASM, B. licheniformis + B.
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subtilis + T. longibrachiatum or R. sachalinensi. Only ASM-treated plants had lower values
of root weight compared to the non-treated control. The PXT 403 genotype showed the
lowest root weight, differing from the PXT406 genotype. However, no difference among

genotypes or resistance inducers was observed for nematode population density (Table 3).

Table 3. Effect of tomato genotypes and resistance inducers on shoot and root weight and
Meloidogyne enterolobii population density (eggs and J2/g of root) in greenhouse!. The

experiments were carried out in the periods from Dec/15 to Feb/16 and April to June/16.

Shoot Weight (g plant?)
Resistance inducers

Cenotypes  \on-treated ASM  Bs.  Bl+Bs+Tlon.  Rs  /\Verage
PXT 403 19.50 12.58 14.54 11.72 1251 14.17a
PXT 406 16.14 13.15 17.50 14.46 14.62 15.17a
PXT 408 17.69 11.88 23.53 14.51 12.88 16.10a
PXT 409 16.83 13.63  16.94 13.68 16.32 15.48a
Average 17.54AB 12.81B 18.13A 13.59B 14.08AB

Root Weight (g plant™)
Genotypes Non-treated = ASM B.s. B.l.+B.s.+T.lon. R.s.  Average
PXT 403 4.21 3.28 4.24 3.16 3.27 3.63b
PXT 406 4.85 3.43 6.45 4.19 4.00 4.58a
PXT 408 4.83 2.58 5.64 3.56 3.37 4.00ab
PXT 409 4.59 3.29 5.07 3.99 4.29 4.25ab
Average 4.62AB 3.15C  5.35A 3.73BC 3.73BC

Eggs and J2 g* of root
Genotypes Non-treated = ASM B.s. B.l.+B.s.+T.lon. R.s.  Average
PXT 403 16238 15203 14598 11425 12857 14064a
PXT 406 16075 22471 9148 21047 18264  17401a
PXT 408 8976 7076 23068 20716 21350  16237a
PXT 409 16369 20384 18563 12526 17699  17108a
Average 14415A 16283A 16344A 16429A 17542A

Yvalues with the same letter lowercase in the column and capital letters in the row do not
differ significantly, according to the Tukey test (P > 0.05; n=10). ASM: Acibenzolar-S-
Methyl; B.s.: Bacillus subtilis; B.l.+B.s.+T.lon.: Bacillus licheniformis, B. subtilis and

Trichoderma longibrachiatum; R.s.: Reynoutria sachalinensis extract.

26



199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

The ASM reduced the nematode reproduction factor when applied in the PXT
408 genotype, reaching 57% reduction in relation to the non-treated control. However, this
reduction was not maintained for the other genotypes and was also not observed in the other

treatments with the different products (Table 4).

Table 4. M. enterolobii reproduction factor on different tomato genotypes treated with

resistance inducer products?.

Resistance inducers

Genotypes Non- F(G) >
reated ASM B.s. B.l.+B.s.+T.lon. R.s. value
PXT 403 29.44aA 22.05aA  30.07aA 15.03 aA 18.70aA  1.308 0.269
PXT 406 32.62aA 3752aA 24.03aA 43.53 aA 29.07aA  0.764 0.550
PXT 408 19.84aA  8.68bB 43.34 aA 30.79 aA 33.16 aA  6.162 <0.001
PXT 409 41.12aA 31.10aA  40.04 aA 22.94 aA 3492aA 1490 0.207
F (P) 1.291 6.900 1.171 2.381 0.472 - -
P-value 0.279 <0.001 0.322 0.071 0.702 - -

lvalues with a same letter lowercase in the column and capital letters in the row do not differ
significantly, according to the Tukey test (P > 0.05; n=10). ASM: Acibenzolar-S-Methyl;
B.s.: Bacillus subtilis; B.l.+B.s.+T.lon.: Bacillus licheniformis, B. subtilis and Trichoderma

longibrachiatum; R.s.: Reynoutria sachalinensis extract.

2.4 DISCUSSION
All tomato genotypes tested were susceptible to M. enterolobii presenting RF
higher then 8.0. These results proved that the Mi gene present in the genotypes tested, that
confers genetic resistance to M. javanica, M. incognita and M. arenaria is inefficient in
reducing M. enterolobii population. All the genotypes allowed a good development of the
nematode in the roots showing that the Mi gene is not activated or is not effective in the

presence of this nematode species. Moreover, the best plant development was observed when
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treated with B. subtilis. The ASM inducer reduced the nematode reproduction factor when
applied in the PXT 408 genotype, however only ASM-treated plants presented lower
development.

The ability of M. enterolobii to overcome genetic resistance can be an intrinsic
characteristic of this species (Carneiro et al., 2006; Westerich et al., 2011). This nematode
species presents aggressive behavior and wide polyphagia for the majority of cultivated
vegetable species when compared to other species of Meloidogyne. The mechanism of
resistance triggered by the Mi gene is known as the hypersensitivity reaction (HR), which
causes the death of the cells near the nematode feeding site due to histological changes. This
is a rapid reaction occurring within 12 hours after the infection and the attempt of nematode
to establish in the plant roots (Pinheiro et al., 2009).

In this study, the genotype SX91907 showed the lowest fresh shoot and root
weight, as well as the highest nematode density value per gram of root, thus showing its high
susceptibility to this nematode. It was not possible to observe differences among the
reproductive factors, but it also showed the efficiency of this nematode to reproduce in
tomato genotypes harboring the Mi resistance gene, all values were higher than 8.0. Several
studies have reported the ability of this nematode to overcome the resistance mediated by the
Mi gene, both in commercial cultivars and in rootstocks, and the difficulty to find resistance
sources for the control of this nematode (Cantu et al., 2009; Kiewnick et al., 2009; Rosa et
al., 2014). Melo et al. (2011) reported a high development and reproduction of M. enterolobii
evaluating tomato genotypes carrying the Mi gene, with reproductive factors reaching 18.4.
This indicates that resistance to M. enterolobii is apparently mediated by different genes than
those that provide resistance to other species of Meloidogyne (Melo et al., 2011). However,
18 of tomato accesses out, of 83 tomato accessions from Embrapa Hortalicas Germplasm

Bank, presented moderate resistance and one of then, CNPH 1543, was highly resistant to M.
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enterolobii (Pinheiro et al., 2009). Results such as these open the perspective for the
discovery of new resistance genes. Therefore, it is important to continue the search for
resistance sources especially in advanced tomato lines or genotypes that already carries the
Mi gene, in order to incorporate the resistance to the commercial cultivars.

As with genetic resistance, other forms of management should be used to reduce
nematode populations and improve plant development. Rhizobacteria are known for their
ability to promote plant growth and development through various mechanisms. The treatment
with Bacillus subtilis in this study increased the development of the tomato plants. Several
studies have shown the ability that Bacillus sp. has to improve the vegetative development of
the plants submitted to this rhizobacteria (Aratjo and Marchesi, 2009, Oliveira et al., 2009).
Tomato plants when treated with B. subtilis increased shoot and root weight one week after
inoculation with M. incognita (Sharaf et al., 2016). This increase in growth is a consequence
of increased nitrogen fixation, nutrient solubilization, phytonutrient syntheses and
improvements in soil conditions provided by the rhizobacteria B. subtilis (Manjula and
Podile, 2005).

As with our study, other authors have also shown that with the application of
ASM it is possible to observe a reduction of the fresh root mass when compared to the
treatment without application (Chinnasri et al., 2006). This can be explained by the fact that
every attempt at resistance has a metabolic cost to the plant. When the plant is submitted to a
treatment to induce resistance against a particular pathogen it mobilizes part of its energy,
destined to its vegetative development, for its defense, thus reducing its growth to try to avoid
the colonization of the pathogen in its system (lIriti and Faoro, 2003).

Treatments with ASM delay development and reduce the fertility of Meloidogyne
sp., which leads to reduced reproduction of this pathogen. In this study the treatment with

ASM was not efficient in reducing the nematode density, only the reproduction of the
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nematode, since the product does not directly affect the hatching, survival or penetration of
the nematode in the host roots, but it acts in the reduction of the development and nematode
reproduction (Molinari and Baser, 2010; Puerari et al., 2013). Silva et al. (2004) observed the
reduction of the M. incognita population in tomato by inducing resistance through ASM
spraying seven days after transplanting of the seedlings. It is possible that plants with
different genotypes respond in diverse ways to the inducer, varying the time required for the
activation of their defense mechanisms, since these mechanisms are regulated by genes
present in each plant, and these genes may vary in each genotype. Therefore, additional
studies are required to obtain information on the response time of each genotype to the
inducing agent.

The time of application of the resistance inductors is another factor to be
considered, and that can interfere in the efficiency of the treatment, since the plant needs a
period of recognition of the inducer and activation of the defense mechanisms. This period
can be a limiting factor when it comes to induction of resistance in annual plants, aiming the
control of nematodes, with the use of products of foliar application, since the applications of
these products are made after the plant emergence and that the nematode penetrates the roots
soon after germination (Brito et al., 2016). However, Silva et al. (2004), Puerari et al. (2013,
2015) and Brito et al. (2016) observed a reduction of the nematode population even with the
application of the inducing agent, only in the aerial part of the plants, after inoculation.

The absence of the direct effect of the products on the nematode is evidence that
suggests that the control mechanism in question is related to induction of resistance. ASM
was able to reduce nematode reproduction when combined with the PXT408 genotype, which
shows that there may be influence of both the applied product and the genotype used in areas
with the presence of M. enterolobii. In addition, the use of different methods of control may

minimize the selection pressure on resistant individuals. However, the key element involved
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in the induction of resistance against nematodes is the activation of genes encoding proteins
or enzymes capable of interfering with nematode development and growth (Chinnasri et al.,
2003). Thus, future studies on proteins and enzymes involved in this pathosystem are
necessary for a better understanding of how induction of resistance occurs in tomato plants
infected by M. enterolobii and will be valuable to understanding the mechanisms underlying
the resistance inducers agents-genotypes interactions and to validating the efficacy of this

integrated control strategy under field conditions.
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RESUMO

Meloidogyne enterolobii tem sido reportada como uma das principais pragas da cultura do
tomate. Inducdo de resisténcia pode ser uma alternativa viavel ao controle desse nematoide.
Este estudo objetivou verificar a acdo de produtos indutores de resisténcia sobre o ciclo
biolégico de M. enterolobii e comparar modifica¢fes histoldgicas nas plantas de tomateiro
infectadas. Mudas da cultivar de tomate H-9553 foram transplantadas para recipientes
plasticos (500 mL), inoculadas com 2000 ovos e eventuais J2 de M. enterolobii e submetidas
aos tratamentos com Acibenzolar-S-metil (ASM); Bacillus subtilis; B. subtilis+B.
licheniformis+Trichoderma longibrachiatum e extrato de Reynoutria sachalinensis. As
plantas foram coletadas aos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias apds a inoculagdo (DAI) para
avaliacOes de penetracdo e histologia e, aos 30 DAI para avaliacdo da populacéo final de
nematoides. O uso de extrato de R. sachalinensis mostrou eficiéncia na reducdo de juvenis de
quarto estddio (J4) e galhas nas plantas aos 20 DAI e na reducdo da populacéo final do
nematoide. Nos tratamentos controle, ASM e extrato de R. sachalinenis foi possivel observar
uma fémea por galha, enquanto que nos outros tratamentos mais de uma fémea foi observada
em cada galha. O extrato de R. sachalinensis foi eficiente em reduzir a populagédo final de M.

enterolobii e a sua reproducéo.

Palavras chaves: Inducdo de resisténcia, nematoide-das-galhas, controle alternativo, interacdo

nematoide-planta
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ABSTRACT

Meloidogyne enterolobii is one of the main pests of the tomato crop. Resistance induction
may be a viable alternative to control this nematode. This study aimed verify the action of
products used to induce resistance on M. enterolobii biological cycle and to compare
histological changes in infected tomato plants. Seedlings of cultivar H-9553 were
transplanted into plastic cups (500 mL), inoculated with 2000 eggs and any J2 of M.
enterolobii and treated with Acibenzolar-S-methyl (ASM); Bacillus subtilis; B. subtilis + B.
licheniformis + Trichoderma longibrachiatum and extract of Reynoutria sachalinensis. The
plants were collected at 5, 10, 15, 20, 25 and 30 days after inoculation (DAI) for penetration
and histological evaluations and at 30 DAI for nematodes extraction. The use of R.
sachalinensis extract reduced juveniles of fourth stage (J4) and galls in the plants at 20 DAI
and the nematode final population. Treatments ASM, R. sachalinensis extract and control
presented only one female per gall, while in the other treatments more than one female were
found in each gall. The extract of R. sachalinensis reduced the final population of M.

enterolobii and its reproduction.

Key words: Induced resistance, root-knot nematode, alternative control, interaction plant-

nematode

3.1 INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) esta entre as olericolas mais cultivadas e
processadas do Brasil (IBGE, 2016). O Brasil ocupa o quinto lugar no ranking mundial de
producéo de tomate para processamento industrial, com uma producao de 1400 mil toneladas
(WPTC, 2018). O cultivo dessa cultura é globalizado, sendo o tomateiro considerado uma

cultura cosmopolita e de elevada importancia socioecondmica. Além de suas propriedades
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alimenticias substancialmente benéficas para a salde humana, a cultura é reconhecida como
importante fonte geradora de emprego e renda em todos os segmentos de sua cadeia
produtiva (Silva & Giordano, 2000).

O cultivo do tomateiro é dificultado pela alta incidéncia de pragas e doencas.
Entre as principais pragas responsaveis pela queda na produtividade do tomateiro estdo os
nematoides das galhas (Meloidogyne spp.). Atualmente, a espécie Meloidogyne enterolobii
tem sido relatada como de grande impacto negativo no cultivo do tomateiro, devido sua
polifagia, de alta viruléncia e capacidade de suplantar a resisténcia mediada pelo gene Mi,
que confere as plantas resisténcia as principais espécies do nematoide-das-galhas (Carneiro et
at., 2007).

Visando o melhor manejo dos nematoides-das-galhas, diversos produtos vém
sendo langados com o objetivo de reduzir sua populacdo, agindo diretamente sobre eles ou na
inducdo de resisténcia nas plantas atacadas. A indugcdo de resisténcia em plantas atua
estimulando suas defesas constitutivas, tornando a planta capaz de se proteger de diferentes
patdgenos e condi¢cBes ambientais adversas sem entretanto, modificar sua base genética.
Diversos microrganismos e substancias tém a capacidade de induzir as defesas das plantas
contra determinados patdgenos, entre elas, microrganismos como fungos e bactérias, extratos
de plantas e outros agentes quimicos (Walters et al., 2013). Esses indutores ativam a
expressdao de genes de defesas que fazem com que as plantas respondam a estresses,
principalmente aqueles causados por fitopatdgenos, o que acarreta na ativacao de barreiras
fisicas e quimicas contra os mesmos (Aradjo e Menezes, 2009).

O nematoide-das-galhas ataca as raizes das plantas hospedeiras, causando
hiperplasia e hipertrofia nas células que o circundam. Em geral, as células alteradas séo
hipertrofiadas, apresentam citoplasma denso e diminui¢do da vacuolizacdo normal. Essas

células gigantes servem como sitio de alimentacdo para que o nematoide consiga completar o
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seu desenvolvimento de modo endofitico (Ferreira et al., 2012). Plantas que possuem
resisténcia ao nematoide-das-galhas tém mecanismos que impedem tanto a entrada e
estabelecimento dos nematoides, quanto o desenvolvimento apropriado dos seus sitios de
alimentacdo, impedindo, assim, que seu ciclo de vida se complete (Pascholati, 2011).
Indutores de resisténcia, bidticos ou abidticos, levam ao acimulo de hormonios vegetais e de
proteinas que atuam modificando o estado da célula vegetal, seja no refor¢o das paredes
celulares ou em modificagdes na composicao do citoplasma (Pieterse et al., 2014). Tendo em
vista 0 exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de indutores de resisténcia sobre
0 desenvolvimento de M. enterolobii e avaliar modificagfes histoldgicas em plantas de

tomateiros infectados.

3.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Nematologia da Escola de Agronomia
e no Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de Boténica, Instituto de Ciéncias
Biologicas, ambos da Universidade Federal de Goias. Foram utilizadas mudas da cultivar H-
9553, mais plantada na regido, produzidas pelo viveiro comercial Vivati® em Abadia de
Goias. As mudas foram transplantadas aos 30 dias ap6s a germinagdo para copos plasticos
(500mL), contendo uma mistura de solo + areia (1:1), previamente autoclavados. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo com médias de temperatura minima, maxima e do solo
de 22°C, 38°C e 31°C, respectivamente.

Os tratamentos foram compostos por: 1) Controle (sem aplicacdo de produtos,
com inoculagdo do nematoide); 2) Acibenzolar-S-metil (ASM - Bion® Syngenta - 10g i.a..ha"
1; 3) Bacillus subtilis (Serenade® Bayer Cropscience - 2L p.c..hal); 4) B. subtilis + B.
licheniformis + Trichoderma longibrachiatum (NemOut® Altech Cropscience - 8kg p.c..ha?)

e 5) Extrato de Reynoutria sachalinensis (Regalia Maxx® FMC - 2L p.c..ha™l). Para estudo de
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histopatologia, foi acrescentado um tratamento extra como controle absoluto, sem inoculacdo
do nematoide e sem aplicacdo dos produtos. Os produtos foram diluidos em &gua e
pulverizados na parte aérea das plantas, sem contato com o solo. Foram realizadas trés
aplicacdes, a primeira aos 7 dias antes da inoculagdo com as mudas ainda na bandeja, a
segunda aos 7 dias apos a inoculacdo (DAI) e uma terceira aplicagdo aos 14 dias apds a
inoculacdo. Cinco dias apos o transplantio foi realizada a inoculagdo com 2000 ovos e
eventuais J2 de M. enterolobii por planta, distribuidos em dois orificios ao redor do colo da
planta. O indculo foi obtido de plantas de goiabeira (Psidium guajava) mantidas em casa de

vegetacdo como multiplicadoras de indculo.

Desenvolvimento de Meloidogyne enterolobii

As plantas destinadas ao estudo do desenvolvimento de M. enterolobii foram
mantidas em casa de vegetacdo, em delineamento experimental inteiramente casualizado,
submetidas aos cinco tratamentos acima mencionados. Foram realizadas seis coletas, aos 5,
10, 15, 20, 25 e 30 DAI. Para cada época de coleta, foram retiradas trés plantas ao acaso, as
quais tiveram a parte aérea descartada e o sistema radicular cuidadosamente lavado em &gua
corrente, seco em papel toalha e pesado em balanca digital para obtencdo da massa fresca.

As raizes foram submetidas a coloracdo com fucsina acida, segundo a técnica de
Byrd et al. (1983), e observadas sob microscopio estereoscopico para quantificacdo e
identificagdo dos diferentes estadios de desenvolvimento de M. enterolobii. Foram realizadas
as classificagOes dos diferentes estadios do desenvolvimento do nematoide segundo Siddiqi e
Taylor (1970) e a contagem dos seguintes estadios de desenvolvimento: juvenil de segundo
estadio (J2); juvenil de terceiro estadio (J3); juvenil de quarto estadio (J4) e fémeas adultas
(Figura 1).

O namero de individuos foi contado para cada estadio de desenvolvimento. Os
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dados foram submetidos a analise de variancia e as medias foram comparadas pelo do teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

Observacdes histopatoldgicas de tomateiro inoculado com Meloidogyne enterolobii

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, constituido
de seis tratamentos, os cinco mencionados anteriormente e um sexto que consistiu em um
controle absoluto, sem aplicacdo de produtos e sem inoculagdo do nematoide. Foram
realizadas seis coletas ap0s a inoculacdo das plantas, aos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 DAI. Para
cada coleta foram retiradas trés plantas ao acaso, foram descartadas as partes aéreas e 0s
sistemas radiculares foram lavados e secos.

As raizes foram fixadas em solucdo de FAA 70% (formaldeido + &cido acético +
alcool 70%) por 48 horas e depois conservadas em alcool 70%. Posteriormente, as raizes
foram cortadas em segmentos de 0,5 cm de comprimento e esses segmentos passaram pelos
processos de desidratacdo em série etilica crescente (70% - 100%), diafanizacdo em alcool-
acetato (3:1, 1:1, 1:3 e acetato puro), e foram incluidos e emblocados em Paraplast®
(Johansen, 1940). Em seguida, foram feitos cortes transversais (9 pum de espessura) em
micrétomo rotativo (Leica RM2245) e a afixacdo das sec¢des as laminas foi realizada com
adesivo de Haupt (Haupt, 1930). Para desparafinizacéo, as laminas foram imersas em acetato
de butila e hidratadas em série etilica (100% - 30%). Apos desparafinizadas e hidratadas,
foram submetidas a coloracdo com azul de Astra 0,3% e safranina 0,1% na proporcao 9:1 e
montadas em l&minas histoldgicas e laminulas com Verniz Vitral® (Paiva et al., 2006).

Para as analises das observacfes histologicas foi dado foco na sexta coleta de
avaliacdo, aos 30 DAI, ja que ndao foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos nos demais periodos de avaliagdo, e aos 30 DAI o desenvolvimento do nematoide

estava completo, possibilitando uma melhor observacdo das alteragcdes anatémicas. Essas
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analises foram realizadas com auxilio de microscopio Leica acoplado a camera digital ICC50,
com programa de captura de imagem LAS EZ versdo 1.8.1., no Laboratério de Anatomia

Vegetal do Departamento de Botéanica/ICB/UFG.

Eficécia de diferentes produtos na reducédo da populacéo de Meloidogyne enterolobii

Plantas de tomateiro da cultivar H-9553 foram mantidas em casa de vegetagéo,
em vasos de polipropileno (1,5L), em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos, 1) Controle; 2) Acibenzolar-S-metil; 3) B. subtilis; 4) B. subtilis + B.
licheniformis + T. longibrachiatum e 5) Extrato de R. sachalinensis e cinco repeti¢cdes. As
avaliacBes foram realizadas aos 30 DAI. Foram coletados dados de massa fresca das raizes
dos tomateiros, bem como a densidade populacional e fator de reproducéo de M. enterolobii.

Aos 30 DAI, as raizes foram lavadas em &gua corrente, secas em papel
absorvente e pesadas em balanga digital. Em seguida, as raizes foram processadas para a
extracdo dos nematoides de acordo com a técnica de liquidificador e centrifuga proposta por
Bonetti & Ferraz (1981). Foi determinada a densidade populacional do nematoide por meio
de contagem sob microscépio 6tico (aumento 40x) com auxilio de uma camara de Peters. A
determinacéo do fator de reproducéo foi feita segundo Oostenbrink (1966).

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade das
variancias. Quando os pressupostos foram atendidos, foi realizada ANOVA, seguida pelo
teste de Tukey para comparacdo das médias. Quando os pressupostos ndo foram atendidos os
dados foram transformados utilizando o método de Box & Cox (1964), e ressubmetidos aos

mesmos testes.

3.3 RESULTADOS

Desenvolvimento de Meloidogyne enterolobii
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Foram observados e quantificados os diferentes estadios do desenvolvimento de
M. enterolobii nas plantas de tomateiro submetidas ou ndo aos tratamentos com os diferentes
produtos utilizados. Em todas as amostras foi possivel ver a penetragcdo dos juvenis de

segundo estadio e seu desenvolvimento dentro das raizes. Nenhum produto utilizado foi

capaz de interromper o desenvolvimento do nematoide (Figura 1).

Figura 1. Fases de desenvolvimento de M. enterolobii em raizes de tomateiro (H-9553)
submetidas a diferentes tratamentos com indutores de resisténcia, coradas com fucsina acida.
a, b - juvenis de segundo estadio (J2) aos 10 DAI (Dias ap6s a inoculagdo), ¢ - juvenil de
terceiro estadio (J3) aos 20 DAI, d - juvenil de quarto estadio (J4) aos 20 DAI, e — fémea aos

25 DA, f - galhas com fémeas aos 25 DAL.

O uso de Bacillus subtilis aumentou massa fresca de raizes quando comparado
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aos demais tratamentos (20 DAI). Este mesmo tratamento diferiu dos tratamento com ASM
(aos 10, 20 e 30 DAI) e com B. subtilis + B. licheniformis + T. longibrachiatum (aos 20 e 30

DAI) (Figura 2).

Massa fresca da raiz(g)

) OP\\ \DOP\\ x‘)gp& ']_ODP‘\ 'L‘JON '509?‘\

m N3otratado mASM mB.subtilis mBS+BL+TL mR. sachalinensis

Figura 2. Médias da massa fresca das raizes de tomateiro submetidos a tratamentos com
indutores de resisténcia, em seis datas de coleta. DAI: Dias Ap6s a Inoculagdo; ASM:
Acibenzolar-S-Metil; BS+BL+LT: Bacillus subtilis+Bacullus licheniformis+Trichoderma

longibrachiatum

De acordo com as avaliacbes, foi possivel acompanhar cada etapa do
desenvolvimento do nematoide. Para o tratamento controle e com extrato de R. sachalinensis
0 pico de penetracdo de individuos estadio J2 foi observado aos 15 DAI, enquanto que, para
0s demais tratamentos essa maior quantidade de penetracdo ocorreu aos 10 dias apos a
inoculacdo. Para os estadios J3 e J4 a maior quantidade de nematoides foi observada aos 20
DAI. Ja para fémeas e galhas ja desenvolvidas nas raizes, esse pico foi observado no final do

ciclo do nematoide aos 30 DAI (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Médias dos diferentes estadios de M. enterolobi em plantas de tomateiro, cultivar
H-9553, submetidas a tratamentos com indutores de resisténcia, em seis datas de coletas.

DAI: Dias Ap6és a Inoculagdo; ASM: Acibenzolar-S-Metil; BS+BL+LT: Bacillus

subtilis+Bacullus licheniformis+Trichoderma longibrachiatum
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Foi possivel observar reducdo no nimero de J2 aos 15 e 30 DAI em todos 0s
tratamentos aplicados em relacdo ao controle ndo tratado. Ja o nimero de J3 apenas foi
influenciado pelos tratamentos aos 20 e 25 DAI, observando-se reducdo do nimero de J3 nas
raizes com a aplicacdo de extrato de R. sachalinensis. Esse tratamento também mostrou
eficiéncia na redugdo de juvenis de quarto estadio (Figura 3) e galhas na avaliacdo realizada
aos 20 DAI, embora este tratamento tenha se igualado a B. subtilis + B. licheniformis + T.

longibrachiatum e ASM.

Galhas

600 -
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400 -
300 -
200 -

100 -+

o Trlr1 , RARE

‘DOP) A0 o xBoP-\ 100!* 150?\ 20 oM

M N3o tratado ® ASM B. subtilis m BS+BL+TL ®R. sachalinensis

Figura 4. Médias do numero de galhas causadas por de M. enterolobii em plantas de
tomateiro, cultivar H-9553, submetidas a tratamentos com indutores de resisténcia, em seis
datas de coletas. DAI: Dias Apés a Inoculacdo; ASM: Acibenzolar-S-Metil; BS+BL+LT:

Bacillus subtilis+Bacullus licheniformis+Trichoderma longibrachiatum

Observacdes histopatoldgicas de tomateiro inoculado com Meloidogyne enterolobii
As raizes das plantas do controle absoluto sdo constituidas por epiderme
unisseriada, parénguima cortical constituido de cinco a sete camadas de células e sistema

vascular composto por xilema e floema em arranjo protostélico (quando o centro do 6rgao €
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preenchido por tecido vascular), sendo o protoxilema triarco, acompanhado de trés polos de
floema. Nas raizes avaliadas, foi possivel observar o inicio do crescimento secundario do
xilema (Figura 5-A). Todas as raizes analisadas no tratamento controle absoluto apresentaram
didametro visualmente menor do que as raizes submetidas aos tratamentos controle, ASM,
Bacillus subtilis, B. subtilis + B. licheniformis + Trichoderma longibrachiatum e extrato de
Reynoutria sachalinensis, todos estes inoculados com M. enterolobii.

Nos tratamentos controle (Figura 5-B) e ASM (Figura 5-C), foi possivel observar
suberificagdo nas células epidérmicas e presenca de felogénio, durante o inicio da formacao
de uma periderme. As células parenquimaticas do coOrtex apresentam-se com ndmero e
tamanho alterados em diferentes graus (Figura 5-C). No controle, observou-se a formagao de
baixo numero de celulas gigantes, ocorrendo poucos sitios de alimentagdo caracteristicos de
Meloidogyne spp. Também foi observado que, geralmente, havia apenas uma fémea por galha
(Figura 5-B).

Nos tratamentos com B. subtilis (Figura 5-D) e com B. subtilis + B. licheniformis
+ T. longibrachiatum (Figura 5-E) foram observados diferentes graus de alteragfes na
epiderme e no parénquima cortical. Enquanto no primeiro houve substituicdo total da
epiderme por periderme e intensa hiperplasia e hipertrofia do cortex. No segundo, essas
alteragdes foram menos intensas. Em ambos tratamentos, foi observado desorganiza¢do do
tecido vascular, especialmente com a perda da organizacdo triarca do Xxilema, sem que
houvesse hiperplasia e hipertrofia celular. Nesses tratamentos observou-se, geralmente, mais
de uma fémea por galha, embora a visualizacdo de células gigantes ndo tenha ocorrido

(Figura5-D e E).
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Figura 5. Secc0es transversais da regido mediana das raizes do tomateiro, na sexta coleta (30
dias apo6s a inoculacdo). A) Controle absoluto (sem aplicagdo de produtos e sem inoculagao
com M. enterolobii), B) Controle ndo tratado (sem aplicacdo de produtos e com inoculacgdo de
M. enterolobii), C) Acibenzolar-S-Metil, D) Bacillus subtilis, E) B. subtilis+B.
licheniformis+T. longibrachiatum, F) Extrato de Reynoutria sachalinensis. cv: cilindro

vascular; cg: células gigantes; Me: Meloidogyne enterolobii.
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No tratamento com extrato de R. sachalinensis, observaram-se fémeas obesas
nitidas e isoladas, com presenca de massa de ovos e sitios de alimentacdo bastante
desenvolvidos, onde detectaram-se células gigantes, multinucleadas, com trés a sete nucleos
(Figura 5-F). Houve alteracGes na epiderme e hiperplasia do parénquima cortical nas plantas
tratadas com R. sachalinensis. No tecido vascular, observou-se 0 maior grau de alteracdes
celulares quando comparado aos demais tratamentos. Observou-se muitas células gigantes e
intensa hiperplasia e hipertrofia das células do xilema e do floema que desconfiguram por
completo a organizacgéo celular e tecidual (Figura 5-F) em comparagdo ao controle absoluto
(Figura 5-A). Todos os tratamentos submetidos a inoculagdo com o nematoide apresentaram

cilindro vascular excéntrico na estrutura das raizes.

Eficécia de diferentes produtos na redugao da populacédo de Meloidogyne enterolobii

O tratamento com ASM apresentou menor massa fresca da raiz, diferindo do
tratamento com Bacillus subtilis e do controle ndo tratado, porém todas as médias foram
baixas, variando entre 1,17 e 2,479 de raiz. A densidade populacional do nematoide sofreu
uma reducdo expressiva quando as plantas foram submetidas ao tratamento com extrato de R.
sachalinensis, a média desse tratamento foi 621 induviduos.graiz, enquanto que no
tratamento controle a média foi 3898 individuos.graiz, chegando a 84% de redugdo da
populacdo de M. enterolobii. De forma similar, o fator de reproducdo apresentou 86% de
reducdo em plantas tratadas com extrato de R. sachalinensis, que teve média de 0.68,

diferindo do tratamento controle que apresentou média de 5.09 (Tabela 1).

3.4 DISCUSSAO
A maior penetracdo de J2 nas raizes do tomateiro ocorreu aos 10 e 15 DAI devido

ao fato da inoculacgéo ter sido realizada com ovos. A eclosdo dos juvenis depende do estagio
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embrionario dos ovos e pode sofrer influéncia de diversos fatores do solo, como umidade e
temperatura. Westerich et al. (2011) observaram que, quando inoculados juvenis de segundo
estadio de M. enterolobii em raiz de tomateiro, houve maxima penetracdo de J2 aos 10 DAI,
porém aos 3 DAI ja foi possivel identificar J2 presentes nas raizes. O ciclo do nematoide foi
curto, podendo ser observadas fémeas maduras aos 20 DAI, mostrando a boa adaptacao desse
patdgeno ao gendtipo de tomateiro utilizado. Embora o gendtipo utilizado seja portador do
gene Mi, que confere resisténcia a espécies de Meloidogyne, M. enterolobii foi capaz de
suplantar tal resisténcia, cofirmando sua alta viruléncia ja reportada para goiabeira, pimentao

(Capsicum annuum) e soja (Glycine max) (Carneiro et al., 2001; Pinheiro et al., 2014).

Tabela 1. Massa fresca da raiz de tomateiro, cultivar H-9553, densidade populacional e fator
de reproducdo de M. enterolobii em plantas de tomate tratadas com diferentes indutores de

resisténcia.

Tratamentos  Massa frescadaraiz(g) OvoseJ2glraizz IC(%) FR! IC (%)

Nao tratado 2.33a 3898.85 a 5.09a

ASM 1.17b 1980.69 ab 49.20 1.11ab 78.28
B. subtilis 247 a 1905.04 ab 51.14 2.67ab 47.53
BS+BL+TL 1.90 ab 1016.58 ab 73.93 0.99ab 80.48
R. sachalinensis 2.01 ab 621.71b 84.05 0.68b 86.57
F 3.761 3.411 3.459

P-valor 0.019 0.028 0.026

CV (%) 32.47 7.20 39.54

! Dados transformados pelo método de Box & Cox (1964). ASM: Acibenzolar-S-Metil;
BS+BL+LT: Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis + Trichoderma longibrachiatum. IC:

indice de controle.

Apesar da alta viruléncia de M. enterolobii, os tratamentos foram capazes de
induzir diferentes tipos de respostas nos tomateiros com consequentes variacbes no
desenvolvimento do nematoide. Houve aumento da massa fresca das raizes submetidas ao

tratamento com B. subtilis quando comparado com o tratamento ASM, o0 que ja era esperado,
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pois a capacidade dessa rizobactéria em promover o crescimento e desenvolvimento das
plantas ja é bastante conhecida e relatada em diversos estudos (Aradjo & Marchesi, 2009;
Szilagyi-Zecchin et al., 2014). Isso pode ter contriibuido com os maiores valores de J3, J4,
fémeas e galhas nas raizes das plantas de tomate tratadas com B. subtilis quando comparado
com 0s outros tratamentos, porém, na avaliagdo da populagéo final do nematoide foi possivel
observar reducdo na densidade populacional e no fator de reproducdo de M. enterolobii nesse
tratamento. A quantidade de individuos de cada estadio do nematoide foi obtido através da
observacdo no total de raizes, enquanto que o célculo da populagdo final do nematoide foi
estimado por grama de raiz, o que pode eliminar o efeito de dilui¢do quando comparado com
quantificacdo da raiz toda. Isso nos leva a crer que houve maior penetracdo e
desenvolvimento dos nematoides nas raizes pelo fato da rizobactéria ter proporcionado o
aumento da massa de raizes e, com isso, uma condicao favoravel para esse desenvolvimento,
devido ao aumento da disponibilidade de sitios de alimentacdo. No entanto, as endotoxinas
produzidas por B. subtilis interferiram no ciclo reprodutivo dos nematoides, principalmente
na oviposicao e eclosdo de juvenis, o que afetou a reproducédo de M. enterolobii neste estudo,
reduzindo a quantidade de ovos produzidos pelas fémeas e, consequentemente, a densidade
populacional, assim como relatado por Sharma & Gomes (1996) para Heterodera glycines.
Quando comparado com o tratamento com B. subtilis, a aplicagdo de ASM
reduziu a massa fresca das raizes do tomateiro, corroborando os resultados obtidos em plantas
de abacaxizeiro submetidas a tratamento com ASM (Chinnasri et al., 2006). Tratamentos
visando a inducdo de resisténcia de plantas contra determinados patdégenos faz com que a
planta mobilize energia para sua defesa (Iriti & Faoro, 2003). Sendo assim, o investimento de
energia em compostos do metabolismo secundério da planta, notoriamente de defesa, ocorre
em detrimento daqueles do metabolismo primario, acarretando em diminuicdo do

crescimento vegetativo. De fato, em plantas tratadas com ASM, Meloidogyne sp. tem seu
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desenvolvimento atrasado e fertilidade reduzida (Brito et al., 2016; Hernandes et al., 2017),
com consequente reducdo da reproducdo desse patdgeno, como foi observado neste estudo
pela reducdo da densidade populacional de M. enterolobii.

O tratamento com extrato de Reynoutria sachalinensis promoveu redugdo do
numero de J2 aos 15 e 20 DAI, J3 aos 25 DAI e J4 aos 20 DAI nas raizes das plantas de
tomateiro. O extrato de R. sachalinensis ja é conhecido como um eficaz fungicida, capaz de
induzir a resisténcia quando pulverizado na parte aérea das plantas (Daayf et al., 1995).
Compostos toxicos, incluindo compostos liberados por extrato de plantas, tém potencial
controle em ovos de nematoides quando estes estdo permeaveis pois, nesta fase, 0s ovos se
encontram mais vulneraveis e sdo sucetiveis ao tratamento (Curtis et al., 2009). Entretanto, ha
pouca informag&o cientifica a respeito das propriedades e beneficios, bem como mecanismos
celulares de inducdo de resisténcia mediada por este extrato.

No nivel bioguimico, alguns estudos relatam o aumento da atividade de enzimas
em plantas tratadas com R. sachalinensis, como -1,3-glucanase (Herger & Klingauf, 1990;
Daayf et al., 1995), a qual atua na degradacdo da parede celular do patégeno (Fleuri & Sato,
2008), assim como aumento na producdo de etileno, que tem papel fundamental na
sinalizacdo da expressdao de defesas em plantas via ativacdo de genes de resisténcia. Alguns
genes de defesa estdo sob controle da rota do jasmonato e etileno, como 0s responsaveis por
codificar inibidores de proteinas, que sdo cruciais para impedir a alimentacdo e
desenvolvimento do nematoide (Gheysen & Fenoll, 2002). Assim, acredita-se que o aumento
dessa enzima possa ter ocorrido neste estudo, aumentando assim a resposta de defesa da
planta contra M. enterolobii, reduzindo a sua multiplicacdo no sistema radicular do tomateiro.

A batalha bioquimica entre plantas e parasitas ocorre a partir do momento que o
nematoide penetra seus tecidos e inicia sua alimentagéo, acarretando complexas mudangas na

expressdo dos genes vegetais. As modificagdes celulares ocasionadas pelos nematoides
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decorrem de tais mudancas na expressdo génica e, neste estudo, isso foi observado durante o
processo de penetracdo e desenvolvimento do juvenil, mesmo quando ainda ndo havia
formacdo dos sitios de alimentacdo e galhas, porém as células das raizes encontravam-se
totalmente desorganizadas. Depois de instalado nos tecidos das raizes, o J2 de Meloidogyne
injeta nas células préximas a sua regido cefalica os produtos de suas glandulas esofagianas,
provocando hipertrofia celular (Lordello, 1964) e consequente desorganizagdo dos tecidos.
Ainda, em resposta a esse estimulo, se diferenciam as células gigantes, e sdo estabelecidos 0s
sitios de alimentacdo dos nematoides, que puderam ser observadas neste estudo em maior ou
menor nimero, em todos os tratamentos inoculados com M. enterolobii.

A presenca das células gigantes no cilindro vascular nos tratamentos com B.
subtilis, B. subtilis + B. licheniformis + T. longibrachiatum e R. sachalinensis, sugere um
possivel comprometimento da funcéo radicular, através das alteragdes no xilema e floema,
acarretando em reducdo do transporte de agua e nutrientes, como verificado por Westerich et
al. (2012). Na relacdo M. enterolobii — raiz de tomateiro para o tratamento com extrato de R.
sachalinensis, foi verificada a formacéo de mais de um sitio de alimentacéo, constituidos pela
presenca de varias células gigantes multinucleadas, sugerindo a ocorréncia de sucessivas
cariocineses, como descrito por Westerich et al. (2012).

A populagéo final e o fator de reproducdo do nematoide nas plantas tratadas com
R. sachalinensis foram inferiores ao tratamento controle. Este fato sugere que houve indugédo
de mecanismo de resisténcia, o qual acarretou na diminuicdo da infeccdo dos J2 de M.
enterolobii nas raizes do tomateiro. 1sso nos leva a crer que somente os individuos mais
agressivos foram capazes de estabelecer seu sitio de alimentacdo e completar seu
desenvolvimento, ocasionando alteracfes celulares, presenca de células gigantes e intensa
hiperplasia e hipertrofia das células do xilema e do floema, desconfigurando por completo a

organizacdo normal das células radiculares de uma raiz sadia de tomateiro.
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Apesar dos resultados interessantes na reducao da densidade populacional de M.
enterolobii, em todos os tratamentos observou-se que os tecidos vasculares se apresentaram
comprimidos e desorganizados, observando-se também hipertrofia de células do parénquima
cortical, o que nos mostra que, independente do tratamento aplicado, os nematoides foram
capazes de penetrar nas raizes e estabelecer seu sitio de alimentagdo, proporcionando uma
condicdo minimamente adequada para seu desenvolvimento. Porém, o extrato de R.
sachalinensis foi eficiente em reduzir a populacdo final de M. enterolobii e sua reproducéo,
enquanto que o tratamento com ASM influenciou negativamente o desenvolvimento do
nematoide, atrasando as fases do seu desenvolvimento. Embora ndo tenha afetado
diretamente o desenvolvimento dos nematoides, a aplicagdo de B. subtilis promoveu aumento
significativo no crescimento das raizes das plantas de tomateiro, 0 que pode garantir
vantagens frente ao ataque das raizes, como um mecanismo compensatorio. Dessa forma,
esses produtos se tornam ferramentas interessantes no manejo de M. enterolobii na cultura do

tomate para processamento industrial.
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ABSTRACT

New non-fumigant nematicides (fluensulfone, fluopyram and fluazaindolizine) were tested in
greenhouse tomato trials aiming to evaluate its efficacy on the control of Meloidogyne
incognita soil and root populations and plant produtivity. Plants of the cultivar Red Gnome
were transplanted into 2.5kg fiber pots inoculated with 5000 eggs and juveniles of M.
incognita of soil and treated with fluensulfone, fluopyram and fluazaindolizine, in two rates
each. Sixty days after inoculation the plants were evaluated for fresh root and shoot weight,
weight and number of fruits, egg mass number, population density and nematode
reproduction factor. All nematicide treatments reduced the root gall index, the number of M.
incognita egg masses, eggs/g root and the nematode reproduction factor when compared to
the non-treated control.

Key words: chemical control, non-fumigant nematicides, root-knot nematode, Solanum

lycopersicum
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4.1 INTRODUCTION

The root-knot nematode, genus Meloidogyne, is one of the main pests that attack
several crops, mainly vegetables, in tropical and subtropical regions, causing great economic
damages. The most important species is M. incognita because of its aggressiveness and for
being widespread throughout the world (Sikora and Fernandez, 2005). The pathogen
penetrates the roots and establishes its feeding site transforming the cells around the stylet
into giant cells and, consequently, provoking the appearance of galls in the roots, thus
hindering the absorption of water and nutrients by the plant (Karsen et al., 2013).

Tomato (Solanum lycopersicum) production is divided into the fresh market and
industrial processing, both of high economic importance. Worldwide losses caused by root-
knot nematodes reach 27% (Kaur et al., 2011) making nematodes one of the main research
targets for pest and disease management. Since the ban of fumigant methyl bromide in 2005,
there is an increasing search for new molecules and efficient modes of action in the control of
nematodes (Morris et al., 2016). The most commonly used non-fumigant nematicides are
those of the carbamates and organophosphorates, both acetylcholinesterase inhibitors
(Opperman and Chang, 1990), and some are already restricted because of high toxicity to
invertebrates, non-target organisms, humans and the environment.

New non-fumigant, low toxicity nematicides to non-target microorganisms and
the environment have been developed and marketed in the last few years (Faske and Hurd,
2015, Morris et al., 2015, Morris et al., 2016). Fluensulfone is a new nematicide of the
fluoroalkenyle chemical class that was registered in the USA in 2014, capable of affecting the
nematodes mobility, with an irreversible nematicidal activity, which differs from the
nematostatic organophosphates and carbamates (Oka et al., 2009). Studies on the appropriate

methods of application and efficacy of fluensulfone are still limited, as their mode of action
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remains unknown, however, some studies have shown the effectiveness of this nematicide in
the control of Meloidogyne (Oka et al., 2009; Oka et al. Morris et al., 2015, Morris et al.,
2016).

Some fungicides have also been studied in the control of nematodes. Fluopyram
is a fungicide used in the management of soilborne fungi and its efficiency in the control of
plant parasitic nematode has also been investigated (Faske and Hurd, 2015, Beeman and
Tylka, 2018). Fluopyram has effect on the mobility of nematodes, presenting nematostatic
action in species of M. incognita and Rotylenchulus reniformis (Faske and Hurd, 2015).
Fluopyram selectively inhibits Complex II of the mitochondrial respiratory chain in
nematodes which leads to a fast and severe depletion of the nematode’s cellular energy (ATP)
(Broeksma et al., 2014).

Fluazaindolizine is a new selective product for plant parasitic nematode control
acting by contact with the nematodes. This product is not considered systemic in the plants by
application to the soil (Lahm et al., 2017). Fluazaindolizine has been tested in laboratories,
greenhouses and field trials in various parts of the world and has proved to be very efficient
against several nematode species such as Meloidogyne spp., Rotylenchulus spp., Xiphinema
spp., Helicotylenchus spp. and some species of Pratylenchus spp. (Lahm et al., 2017).

The search for less aggressive molecules to non-target organisms, humans and the
environment and with high efficacy has been intensified and, thus, increased the development
of new products for nematode control, taking into account the needs of farmers and
requirements of regulatory agencies and society. The objective of this study was to evaluate
two rates of three new nematicides in the control of Meloidogyne incognita in tomato plants
under greenhouse conditions.

4.2 MATERIAL AND METHODS

The experiment was carried out in a greenhouse at the Department of Nematology
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at the University of California, Riverside. The experiments were carried out in the periods
from April to June/17 and May to July/17. Four-week-old tomato seedlings (cv. Red Gnome)
were transplanted into 2.5 kg fiber pots with pasteurized sandy soil and infested with 5000
eggs and J2 of M. incognita. The pots were arranged in a completely randomized design,
consisting of seven treatments and five replications. The treatments consisted of: 1)
fluazaindolizine 4.49 L.ha! (Salibro™-DuPont); 2) fluazaindolizine 2.25 L.ha'; 3)
fluensulfone 5.85 L.ha! (Nimitiz™-Adama); 4) fluensulfone 8.18 L.ha'!; 5) fluopyram 0.95
L.ha! (Velum-One™-Bayer); 6) fluopyram 0.48 L.ha™!; 7) Non-treated control. The pots
were drenched to water-holding capacity with a water suspension of the test products. The
rates simulated field application recommendations based on the pot surface area. The non-
treated control received water only. The plants were kept in a greenhouse at 25°C and
ambient light for 60 days.

Sixty days after inoculation, the fruits were harvested, counted and weighed. The
plants were cut off at the soil level and the fresh and dry weight of shoots was determined.
The roots were removed from the soil, rinsed in running water and dried on absorbent paper
to obtain fresh weight. Root galling was rated on a scale of 0-10 (Zeck, 1971). After
obtaining the gall rating the roots were immersed in erioglaucine dye solution overnight and
the stained egg masses of root-knot nematodes were counted (Omwega et al., 1988). The
eggs present in the roots were extracted and counted under stereoscope microscope (40x)
(Hussey and Barker, 1973). A well-mixed soil sample (50 cm?) from each pot was incubated
in Baermann funnel for 5 days at 26°C. The collected J2 were counted under stereoscope
microscope (40x). The reproduction factor was calculated according to Oostenbrink (1966).

The trial was repeated once and combined for statistical analysis. Normality of
data residues and variance homogeneity was verified using non-parametric Kolmogorov-

Smirnov and Levene tests, respectively. When necessary the data were transformed using
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Box and Cox (1964) method prior to analysis to stabilize the variance and normalize the data
residues. A one-way ANOVA was performed followed by the Fisher's LSD test for
comparison of means (P=0.05).

4.3 RESULTS

Plant development and production represented by fresh and dry shoot weight,
fresh root weight and fruit number and weight were not affected by the nematicides applied,
in both rates used (Table 1). The variables gall index, egg masses, population density and
reproduction factor of the root-knot nematode were significantly (p <0.05) influenced by
nematicides used (Table 2). No evidence of phytotoxicity (chlorosis, growth deformity,
necrosis) was observed in the experiments.

All treatments with nematicides reduced the nematode population when
compared to the untreated control (Table 2). Plants submitted to treatment with fluensulfone
at the lowest dose (5.85 L/ha) presented the lowest gall index, differing from the control
treatment and fluazaindolizine at higher dose (4.49 L/ha) (Table 2). For the variables number
of egg masses, number of eggs per g of plant and reproduction factor all treatments showed
efficiency in reducing M. incognita compared to untreated control. Treatment with
fluensulfone at 5.85L/ha showed a reduction of 75% in the number of egg masses, 68% in
population density and 74% in the nematode reproduction factor when compared to the
untreated control (Table 2).

Juveniles of second stage (J2) present in the soil were reduced by fluensulfone at
both doses (5.85 and 8.18 L/ha) when they were compared to non-treated control. All other
treatments also reduced the number of juveniles in the soil although the differences were not

significant at statistical level (Table 2).
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121  Table 1. Biomass and productivity of tomato plants submitted to treatment with three new
122 non-fumigant nematicides to control M. incognita.
Treatment Fresh shoot Dry shoot Root Weight  Number of  Fruits weight
weight (g) weight (g) (9) fruits (9)
Fluazaindolizine
4.49 L/ha 264.96+20.11™ 32.41+1.97™ 60.23+4.11™ 16.80+0.94" 545,31+69.50"
Fluazaindolizine
2.25 L/ha 245,95+22.01 28.90+2.77 59.18+5.50 14.20+0.87 564.02+55.06
Fluensulfone 5.85
L/ha 250.09+24.70 28.44+2.35 50.06+3.20 15.40+1.06 413.23+57.75
Fluensulfone 8.18
L/ha 257.83+29.23 31.45+2.52 50.70+5.57 13.60+1.38 396.21+27.27
Fluopyram 0.95
L/ha 247.31+24.23 29.44+2.87 53.94+4.95 15.20+1.31 576.89+62.28
Fluopyram 0.48
L/ha 274.41+20.75 32.03+1.98 50.16+3.49  15.30+1.37 539.11+66.62
Non-treated 237.21+25.26 28.57+2.33 63.72+3.44  15.20+1.20 531.84+49.54
F 0.279 0.506 1.592 0.733 1.658
P-value 0.945 0.802 0.164 0.624 0.146
CV (%) 29.80 25.36 25.24 24.66 35.35
123
124  Table 2. Effect of three new non-fumigant nematicides on tomato root galling, reproduction
125  of M. incognita and juveniles present in the soil.
Gl IC N°ofegg IC Eggsg! IC , IC J2from IC
Treatment 5 10) (%) masses (%) roott (%) N (%) soil (%)
Fluazaindolizine
4.49 L/ha 410b 31 88.7b 66 54589 59 6.31b 63 49ab 35
Fluazaindolizine
2.25 L/ha 400bc 32 1025b 61 754.72b 44 7.14b 58 48ab 37
Fluensulfone
5.85 L/ha 3.10c 47 65.2b 75 426.74h 68 438b 75 32b 58
Fluensulfone
8.18 L/ha 3.80bc 36 71.6b 73 667.21b 50 553b 68 13b 83
Fluopyram 0.95
L/ha 3.50bc 41 81.7b 69 808.48bh 40 6.38b 63 4lab 46
Fluopyram 0.48
L/ha 3.60bc 39 1253b 52 8265b 38 7.84b 54 35ab 54
Non-treated 5.90a 260.5a 1341.31a 17.2a 76a
F 7.405 71.247 1.592 4.461 3.032
P-value <0.001 <0.001 0.045 <0.001 0.011
CV (%) 26.2 70.08 32.12 78.23 83.44
126 ! Data transformed by Box & Cox (1964) method. G.I.: Gall Index; IC: Control Index; RF:
127  Reproduction Factor.
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4.4 DISCUSSION

Significant reduction of M. incognita infection in tomato plants was observed
after application of the three new non-fumigant nematicides. Our study demonstrated that the
use of fluensulfone, fluopyram and fluazaindolizine reduced the population and reproduction
of the root-knot nematode in tomato plants, but there was no difference between the two rates
used of each nematicide, which shows that in both lower and higher rates these nematicides
are capable of interfering with the reproduction of M. incognita in tomato plants.

The results obtained with the application of fluensulfone, mainly for the variables
galls index and number of juveniles in the soil, showed the efficiency of this nematicide in
the control of M. incognita in tomato, in greenhouse test. Fluensulfone is a new, non-
fumigant nematicide, with a mode of action still unknown, but previous studies showed that
this compound has a true nematicidal action capable of killing the nematodes and not only
paralyzing them, like the mode of action of organophosphorates and carbamates (Oka et al.,
2009, Kearn et al., 2014). In addition, it is a water-soluble compound that moves through soil
water, spreading more easily (Morris et al., 2016).

Studies with several species of plants have shown the ability of this nematicide to
reduce the galls caused by Meloidogyne species in the roots of the cultivated plants and the
population density of juveniles in the soil. In a double tomato-cucumber cultivation system,
fluensulfone reduced the gall index by 73% in the tomato, persisting suppression of the root-
knot nematode in the next crop (Morris et al., 2015). Jones et al. (2017) also observed low
rates of gall in lima bean when submitted to treatment with fluensulfone, this treatment also
increased the productivity.

Fluopyram was initially discovered as a succinate dehydrogenase inhibitor
fungicide. It has an excellent biologically activity against all the stages of growth against

various fungal plant pathogens belonging to Ascomycetes and Deuteromycetes on pome and
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stone fruit as well as vegetable crops (Veloukas and Karaoglanidis, 2012). Lately, its
efficiency in the mitigation of plant-parasitic nematode damage was demonstrated (Broeksma
et al., 2014, Kim et al., 2017, Jones et al., 2017). Fluopyram has a nematostatic action, low
concentrations of fluopyram are effective in inhibiting the infection of tomato roots by M.
incognita, as demonstrated in this study and in the study by Faske and Hurd (2015), in which
fluopyram presented negative effect on motility of M. incognita and R. reniformis. These
authors reported a 78% reduction in root-knot nematode motility when exposed to fluopyram
at 1.0pg/ml for 24 hours. This effect is similar to other non-fumigant nematostatic
nematicides, suggesting that the mode of action of fluopyram may be due to interruption of
chemoreception and the ability of the nematode to infect the host plant root system (Haydock
et al., 2013; Faske and Hurd, 2015).

The application of fluazaindolizine reduced the reproduction of M. incognita in
tomato plants cultivated in a greenhouse. Fluazaindolizine is another novel fluorine
compound with nematicidal activity. It acts by contact and affects muscle function that causes
ceasing of feeding, paralysis and eventually mortality (Chen et al., 2018). In aqueous assays,
juveniles of the second stage of the M. incognita exposed to fluazaindolizine exhibited
increased immobility and death between 24-96 hours (Lahm et al., 2017).

Studies related to the appropriate methods of application, the modes of action and
the efficacy of these new nematicides are still very limited. However, our study showed that
fluensulfone, fluopyram and fluazaindolizine are effective tools in the management of
Meloidogyne incognita in tomato plants. These compounds signal an important development

in the sustainable management of plant-parasitic nematodes.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Todos o0s genGtipos de tomateiro avaliados apresentaram reacdo de
suscetibilidade ao M. enterolobii.

O tratamento com B. subtilis promoveu o desenvolvimento das plantas quando
comparado com 0s outros produtos.

A aplicagdo de ASM no gendtipo PXT 408 reduziu a reproducdo de M.
enterolobii.

Foram observadas alteracdes anatdbmicas, hipertrofia e hiperplasia, nas células
radiculares de todas as plantas inoculadas, independente do tratamento aplicado.

A aplicacdo de R. sachalinensis reduziu a densidade populacional e a
reproducédo de M. enterolobii na cultivar H-9553 de tomateiro.

Os principios ativos fluensulfone, fluopyram e fluazaindolizine foram eficazes

na reducéo da densidade populacional e reproducéo de M. incognita em tomateiro.
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