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RESUMO GERAL

Os fungos causadores de murchas vasculares (Fusarium oxysporum) e os fitonematoides
(Meloidogyne spp.) estéo entre os patdgenos de importancia a agricultura brasileira e mundial,
impactando a produtividade das culturas agricolas de importancia econdmica ou de
subsisténcia. A incorporacdo de residuos organicos ao solo apresenta varios efeitos benéficos.
Podem atuar sobre patdgenos por meio da liberacdo de compostos tdxicos produzidos durante
a decomposicédo, e/ou pelo estimulo de microrganismos antagonistas do solo e indugédo de
resisténcia sisttmica nas plantas. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
eficiéncia do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
raca 3 (Fol 3) e Meloidogyne incognita raca 1. Avaliou-se a fitotoxicidade do residuo na
producdo de mudas de tomateiro e seu efeito na promocao de crescimento. O efeito do extrato
aquoso foi avaliado sobre o crescimento micelial e a germinac&o de microconidios de Fol 3, e
sobre a eclosdo, mobilidade e mortalidade de J2 de M. incognita. Avaliou-se o efeito de
compostos volateis emitidos pelo residuo sobre o crescimento micelial de Fol 3, e sobre a
eclosdo, mobilidade e mortalidade de J2 de M. incognita. A supressividade do residuo foi
avaliada sobre Fol 3 e sobre M. incognita em tomateiro. Ndo houve toxicidade as plantas
quando se incubou o residuo ao solo, e o peso foi proporcional as concentracdes do residuo. A
menor concentracdo do extrato aquoso reduziu a germinacdo de microconidios de Fol 3. O
crescimento micelial do fungo foi incrementado com as concentragdes do extrato. A mobilidade
de J2 de M. incognita foi reduzida com a menor concentracdo do extrato. Também apresentou
eficiéncia sobre a mortalidade de J2 e reduziu sua eclosdo. Sobre os compostos volateis
emitidos pelo residuo, a menor concentragdo reduziu o crescimento micelial de Fol 3. Também
reduziu a mobilidade, apresentou efeito nematicida e afetou a eclosdo de J2. Todas as
concentragdes do residuo reduziram a severidade externa da murcha-de-Fusarium no tomateiro,
representada pela AACPD. O residuo incrementou a fotossintese, a eficiéncia do uso da agua e
a biomassa aérea e radicular. Todas as concentrac@es do residuo reduziram a populacéo de J2
no solo. Houve reducdo do nimero de galhas e de ovos + J2 no sistema radicular do tomateiro.
Observou-se incremento de biomassa aérea e radicular com as concentragdes do residuo, com
reducdo dos danos fisioldgicos. A produtividade do tomateiro foi incrementada com as
concentragdes do residuo. Este € o primeiro estudo relacionando o residuo da larva de T. molitor
e seu efeito supressivo a fitopatdgenos, Fol 3 e M. incognita. A incubacéo do residuo ao solo
disponibiliza maior quantidade de nutrientes as plantas, promovendo seu crescimento sem
ocasionar fitotoxidez. O residuo contém uma microbiota, que pode desempenhar varios papéis
ecoldgicos as plantas, e a quitina, importante polimero para a agricultura. Oligbmeros de quitina
e outros compostos tdxicos, volateis ou ndo, estdo envolvidos na reducdo da mobilidade,
aumento da mortalidade e reducdo da eclosdo de J2 de M. incognita, além da reducdo do
crescimento micelial e da germinacdo de microconidios de Fol 3.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 3. Meloidogyne incognita raga 1.
Promocao de crescimento de plantas. Supressividade.



ABSTRACT

Fungi that cause vascular wilt (Fusarium oxysporum) and the phytonematodes (Meloidogyne
spp.) they are among the pathogens of importance to Brazil and global agriculture, impacting
the productivity of most agricultural crops of economic or subsistence importance. The
incorporation of organic waste amendments into the soil has several beneficial effects. They
can act against pathogens through the release of toxic compounds produced during
decomposition, and/or by stimulating of antagonistic soil microorganisms and inducing
systemic resistance in plants. Thus, the present study aimed to evaluate the efficiency of yellow
mealworm waste amendment (Tenebrio molitor) against Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
race 3 (Fol 3) and Meloidogyne incognita race 1. The phytotoxicity of the waste was evaluated
in the production of tomato seedlings and its effect on plant growth promoting. The effect of
the aqueous extract was evaluated on mycelial growth and microconidia germination of Fol 3,
and on the hatching, mobility and mortality of J2 of M. incognita. The effect of volatile
compounds emitted by the waste on the mycelial growth of Fol 3, and on the hatching, mobility
and mortality of J2 of M. incognita was evaluated. The suppressiveness of the waste was
evaluated against Fol 3 and M. incognita in tomato plants. There was no toxicity to plants when
the waste was incubated into the soil, and the weight was proportional to the waste
concentrations. The lowest concentration of the aqueous extract reduced the germination of Fol
3 microconidia. The mycelial growth of the fungus was increased with extract concentrations.
The J2 mobility of M. incognita was reduced with the lowest concentration of the extract. It
also showed efficiency against J2 mortality and reduced its hatching. Regarding the volatile
compounds emitted by the waste, the lower concentration reduced the Fol 3 mycelial growth.
It also reduced mobility, had a nematicidal effect and affected the hatching of J2. All
concentrations of the waste reduced the external severity of Fusarium wilt in tomato,
represented by the AUDPC. There was an increase in photosynthesis, water use efficiency, and
aerial and root system biomass. All waste concentrations reduced the J2 population in the soil.
There was a reduction in the number of galls and eggs + J2 in the tomato root system. An
increase in aerial and root system biomass was observed with concentrations of waste, with a
reduction in physiological damage. Tomato productivity increased with waste concentrations.
This is the first study relating yellow mealworm waste and its suppressive effect against
pathogens, Fol 3 and M. incognita. The waste incubation into the soil provides a greater quantity
of nutrients to plants, promoting their growth without causing phytotoxicity. The waste contains
a microbiota, that can play several ecological roles for plant, and chitin, an important polymer
in agriculture. Chitin oligomers and other toxic compounds, volatile or not, are involved in
reducing mobility, increasing mortality and reducing J2 hatching of M. incognita, in addition
to reducing mycelial growth and microconidia germination of Fol 3.

Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici race 3. Meloidogyne incognita race 1. Plant
growth promoting. Suppressiveness.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O agronegadcio do Brasil constitui um dos pilares do produto interno bruto (PIB) do pais.
No territorio brasileiro, considerando a diversidade de clima e de solo, é possivel o cultivo de
um vasto numero de espécies de plantas, sejam perenes, anuais ou temporarias, com variagao
nos sistemas de producdo. Todavia, a &rea agricola caracteriza-se pelos altos riscos enfrentados,
principalmente em funcdo de problemas fitossanitarios, potencializados pela maior
sensibilidade de algumas culturas as condicdes climaticas adversas (BOLFE et al., 2018).

Entre os principais problemas envolvendo a sanidade das culturas, podem ser citados os
de natureza bidtica, capazes de desencadear diversas doencas. Os fungos causadores de murchas
vasculares, principalmente espécies do complexo Fusarium oxysporum e os fitonematoides
causadores de galhas radiculares (Meloidogyne spp.), estdo entre os patdgenos que causam 0S
maiores danos as culturas agricolas de importancia econémica ou de subsisténcia em todo o
mundo. Esses patdgenos podem inviabilizar o cultivo, em alguns casos, levando ao abandono
da atividade em razdo da alta infestacdo da area de plantio (LAZAROVA et al., 2021,
SRINIVAS et al., 2019).

Medidas de controle podem ser adotadas para diminuir as populacdes de F. oxysporum
e de Meloidogyne spp. nas areas de cultivo, a exemplo do uso de variedades resistentes, da
rotacdo de culturas, do cultivo de plantas antagonistas, do controle bioldgico, do controle
quimico, entre outros. Entretanto, na agricultura moderna a associacdo de varias medidas de
controle é crucial para o sucesso no manejo sustentavel de fitopatogenos (AMORIM et al.,
2018).

A incorporacdo de residuos organicos no solo apresenta vérios efeitos benéficos em
longo prazo. Dentre esses efeitos incluem: sequestro de carbono, incremento da populagédo
microbiana, capacidade de retencdo de agua, reducdo da densidade do solo, maior oferta de
nutrientes, maior quantidade de nitrogénio organico e supressdo de populacées de fitopatdgenos
(URRA et al., 2019). Alem disso, os residuos organicos podem atuar sobre fitopatégenos
diretamente por meio da liberacdo de compostos toxicos produzidos durante a decomposicéo,
e/ou indiretamente pelo estimulo de populacdes de microrganismos antagonistas do solo e
inducdo de resisténcia sisttmica nas plantas. No entanto, o tipo de residuo, a quantidade
incorporada ao solo, o grau de decomposicdo, as caracteristicas do substrato/solo e o
patossistema envolvidos podem afetar o nivel de supressdo do solo aos fitopatdgenos
(BONANOMI et al., 2007; BONANOMI et al., 2020; HECK, et al., 2019).
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Nas Ultimas décadas vém sendo produzidos insetos tanto para uso em ragdo animal,
como para alimentacdo humana, como fonte de proteinas. Comparada a outras fontes, a
vantagem da criacdo de insetos é que exige menos espaco e menos agua. Além disso, 0s insetos
possuem maior taxa de conversdo alimentar e ciclo de vida rapido, ndo demandando
treinamento aprofundado para a criagdo (MORUZZO et al., 2021).

Na producdo de insetos comerciais, 0s residuos gerados da sua digestdo podem conter
altas quantidades de nutrientes em forma acessivel para as plantas, como os de abelhas, os de
besouros, os de formigas, os de gafanhotos e os de mariposas, sugerindo-os como possiveis
fertilizantes orgéanicos. Além disso, no intestino dos insetos €é possivel encontrar
microrganismos capazes de atuarem na promocéo de crescimento de plantas (POVEDA et al.,
2019).

Um crescente esfor¢o da comunidade cientifica tem sido empreendido na busca por
medidas de controle de doencas de plantas que possam atender as demandas dos diversos
setores agricolas e os anseios da sociedade por uma agricultura sustentavel. Novas alternativas
no controle de fitopatdgenos devem explorar fontes naturais que oferecam 0s mesmos ou
melhores resultados frente aos convencionais, e que ndo apresentem efeitos colaterais ao
homem e ao meio ambiente. Assim, o0 objetivo da presente tese foi avaliar a eficiéncia do
residuo da larva de Tenebrio molitor sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3 e
Meloidogyne incognita raga 1.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Larva-da-farinha — Tenebrio molitor

Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) € um inseto que possui ampla distribuicéo
em todo o mundo e com habitos noturnos. E conhecido por ser uma praga de grdos
armazenados, farinha e farelo, embora seja capaz de consumir papel, papeldo, madeira macia e
carne seca, entre outros. O inseto reproduz facilmente e as larvas agregam alto valor proteico.
Essa rapida producdo é devido a menor energia investida pelo inseto para manter uma
temperatura corporal constante. Assim, a energia € direcionada ao seu crescimento e
desenvolvimento, exigindo menor quantidade de alimento para ganho de massa (MORUZZO
etal., 2021).

No ciclo de vida de T. molitor, os insetos adultos depositam seus ovos, de onde larvas
minusculas eclodem, iniciando o estagio larval. Apos, as larvas se transformam em pupas antes

de se tornarem adultos. Todo o ciclo ocorre no mesmo ecossistema. No entanto, as condic¢oes
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ambientais determinam a rapidez com que os estadgios de desenvolvimento acontecem
(SELALEDI et al., 2020).

A fémea adulta de T. molitor deposita cerca de 400 a 500 ovos em um substrato no fundo
do recipiente onde sdo criados. A ovoposi¢do pode-se iniciar em apenas trés dias apds o adulto
emergir da pupa. Durante o periodo de acasalamento, as fémeas produzem feromonio 4-metil-
1-nonanol para atrair os machos (TANAKA et al. 1986). No entanto, os machos também podem
liberar odores e atrair as fémeas (POLKKI et al., 2012). O besouro adulto emerge apresentando
coloracdo branca, que gradualmente vai se tornando escura. A duragédo da vida adulta varia de
16 a 173 dias. Esse periodo pode ser encurtado quando 0s besouros sdo expostos a temperatura
de 30 °C, em comparacdo as de 20 °C ou 25 °C (SELALEDI et al., 2020).

O periodo de incubacdo dos ovos de T. molitor varia em funcdo da temperatura,
geralmente, entre quatro dias a 26-30 °C e 34 dias a 15 °C. Os ovos apresentam taxa de eclosdo
acima de 70% entre temperaturas de 17,5 e 27,5 °C. O peso do ovo e a duragao do estagio do
ovo nao sdo afetados pela idade dos pais. No entanto, a taxa de ecloséo dos ovos é afetada (KIM
etal., 2015).

As minusculas larvas de T. molitor emergem dos ovos e o estagio larval se inicia. Nesse
estagio, a larva passa por estagios de instar, que sao atingidos apos a muda ou ecdise, em que é
realizada a troca da cuticula. Ao todo, podem ocorrer 17 instares antes da larva se tornar uma
pupa. A cada instar sucessivo, 0 comprimento do corpo da larva aumenta gradualmente. O
comprimento da larva pode atingir entre 12 e 32 mm. As larvas sdo brancas com o 1° instar e
gradualmente tornam-se marrons apds o 2° instar. No final do estagio larval, inicia-se um curto
periodo de inatividade das larvas antes de se transformarem em pupas. A fase de pupa varia
entre 6 e 20 dias antes de se tornar adulto (HONG et al., 2020).

Na criacdo de T. molitor, a eficiéncia de conversdo alimentar, o desenvolvimento e o
crescimento das larvas sdo afetados pela variabilidade da dieta. As larvas possuem maior peso
quando sdo criadas em uma dieta contendo farelo de trigo. A taxa de crescimento também é
influenciada pela umidade relativa, com 6tima a 70%. A adi¢do de umidade a alimentagéo
também pode acelerar o crescimento das larvas e reduzir a taxa de mortalidade do inseto
(POVEDA et al., 2019).

As larvas de T. molitor sdo utilizadas para alimentacdo animal e humana em alguns
paises. Em escala comercial, a producdo é destinada para a alimentacdo de animais, como
répteis, aves e peixes. Para consumo humano, as larvas representam um prato popular para a
populacdo da China. A criagdo de T. molitor é de facil manejo e custo relativamente baixo, com

impacto minimo ao meio ambiente. Esse impacto minimo é devido a reduzida producao de
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gases de efeito estufa e por requerer menos espaco em comparagcdo com outras fontes de
proteina (MORUZZO et al., 2021).

2.2 Nematoides-de-galhas-radiculares — Meloidogyne spp.

O reconhecimento da importancia do papel dos fitonematoides como fator limitante a
producdo agricola teve inicio no século passado, em razdo, principalmente, da expansdo das
areas de cultivo e do aumento da demanda por alimentos, impulsionados apds a Segunda Guerra
Mundial (LOPES e FERRAZ, 2016).

Uma das poucas estimativas de perdas em nivel mundial disponiveis foi publicada no
final da década de 1980. Considerando os valores da época e projecdes monetarias recentes, 0s
prejuizos anuais séo de US$ 78 - 125 bilhdes, com perdas estimadas em 12,3% da produgéo
agricola em todo o mundo (RAVICHANDRA, 2014; SASSER e FRECKMAN, 1987).

Sé&o raros os trabalhos estimando as perdas causadas pelos fitonematoides na agricultura
brasileira. Machado (2014) ressalta os varios problemas nematoldgicos vivenciados no Brasil,
relacionando-os ao sistema agricola amplamente adotado no pais, com intenso uso da terra e
uma sucessdo de culturas suscetiveis aos fitonematoides. Frequentemente, surgem espécies
emergentes, associadas a altas perdas, que podem chegar a dados alarmantes de R$ 35
bilhdes/ano (MACHADO, 2015).

O género Meloidogyne, chamado nematoides-de-galhas-radiculares é o grupo de
fitonematoides mais prejudicial e economicamente importante para a agricultura no Brasil e no
mundo, pois infecta praticamente todos os tipos de culturas agricolas. As espécies de
Meloidogyne apresentam alta variabilidade genética pelo nimero de espécies identificadas,
diversidade citogenética, modo de reproducdo (anfimixia e partenogénese) e pela ampla gama
de hospedeiros (CASTAGNONE-SERENO et al., 2013).

A espécie M. incognita é uma das principais do género, e € altamente virulenta, polifaga
e de ampla distribuicdo geogréafica. No Brasil, é a espécie de maior ocorréncia do género em
areas de plantio em levantamentos populacionais. Podem ser encontradas quatros racas da
espécie, que se diferenciam apenas pela preferéncia alimentar de hospedeiro, e todas podem
infectar o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) (SIKANDAR et al., 2020).

A forma de vida mével no solo capaz de infectar as raizes é o juvenil de segundo estadio
(J2) ou estadio infectivo. Ao penetrarem nas raizes, 0os J2 movimentam-se para as regides
préximas aos vasos condutores, induzem a formacao de células especializadas de alimentacdo
e se tornam sedentarios. Ali, passam por sucessivas ecdises, que € a troca da cuticula externa

(28, 32 e 4%), até chegarem a fase adulta. Também ocorre o alargamento progressivo do corpo do
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juvenil durante as ecdises. Ao atingirem a fase adulta, as fémeas permanecem em seu sitio de
alimentacédo, assumindo um formato piriforme, e os machos reassumem o formato filiforme,
saindo das raizes em direcéo ao solo (FERRAZ, 2018; SIKANDAR et al., 2023).

O engrossamento das raizes denominado “galha” ¢ devido a hiperplasia celular, uma
multiplicacdo desordenada de células adjacentes ao sitio de alimentacdo do fitonematoide.
Contudo, esse sintoma nao € essencial para o parasitismo de espécies de Meloidogyne em suas
plantas hospedeiras. Posteriormente, a fémea deposita seus ovos em uma matriz gelatinosa, que
pode ser interna ou externa. Sao formadas em meio ao parénguima cortical ou sobre a superficie
das raizes, que contém em média de 500 a 1000 ovos protegidos pela camada gelatinosa que
evita a dessecacao e protege contra o ataque de microrganismos. Ainda dentro do ovo ocorre a
formacédo do juvenil de primeiro estadio (J1), que ali sofre a 12 ecdise, originando o J2. Por fim,
0 J2 abandona o ovo e passa a migrar no solo a procura da raiz de um hospedeiro favoravel. O
ciclo de vida varia de 21 a 45 dias, dependendo das condi¢fes do ambiente, da planta hospedeira
e da espécie de Meloidogyne (FERRAZ, 2018; VILELA et al., 2019).

O ovo é um estadio de Meloidogyne que pode entrar em dorméncia em condi¢bes
desfavoraveis, como solo seco e auséncia de hospedeiro. Entretanto, esse fitonematoide tem
uma ampla gama de plantas hospedeiras, podendo sobreviver em plantas invasoras durante a
entressafra. De modo geral, os sintomas causados por esses patdgenos sdo observados no campo
em areas localizadas, de maior ou menor extensdo, denominadas manchas ou “reboleiras”.
Nessas areas concentram-se plantas com desenvolvimento reduzido, murcha nas horas mais
quentes do dia, declinio, queda de folhas, sintomas de deficiéncia nutricional e até mesmo morte
prematura. As formas de dispersdo sdo por meio da movimentacao do solo por maquinas, agua
e implementos agricolas contaminados, além do préprio homem, animais e material de plantio
infectado (SIKANDAR et al., 2020; SIKANDAR et al., 2023).

Dentro do manejo integrado de fitonematoides, a prevencdo € a medida de controle mais
eficiente, pois, uma vez estabelecidos na area de plantio, sua erradicacdo é quase impossivel.
Entre as medidas de controle de fitonematoides mais empregadas nos cultivos agricolas, podem
ser citadas 0 uso de variedades resistentes, a rotacdo de culturas, a incorporagdo de matéria
organica ao solo, e o controle quimico e bioldgico (FERRAZ, 2018; PINHEIRO, 2017).

2.3 Murcha-de-Fusarium do tomateiro — Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
A murcha-de-Fusarium, também chamada de fusariose, € uma importante doenga que
acomete a cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em todo o mundo (BORISADE et

al., 2017). A doenca é causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), e até os dias
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atuais, trés racas fisioldgicas do fungo foram descritas e identificadas como racas 1, 2 e 3. Essa
identificacdo das ragas é de acordo com a variabilidade genética dos isolados do patogeno e sua
capacidade de infectar cultivares especificas de tomateiro. As racas 1 e 2 apresentam ampla
distribuicdo mundial, enquanto a raca 3 é geograficamente mais restrita (BIJU et al., 2017;
CHITWOOD-BROWN, et al., 2021).

As trés racas de Fol sdo de ocorréncia no Brasil, sendo a raga 3 relatada por altimo
(REIS et al., 2005). Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3 (Fol 3) é altamente virulento
a maioria das cultivares de tomateiro, e esta presente em areas de producdo nos estados da
Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. A raca 3 de Fol apresenta rapida
disseminacdo e possivel introducdo em novas areas de producdo por material propagativo
contaminado (GONCALVES et al., 2018).

S&0o escassas as estimativas dos prejuizos econémicos causados por Fol na producao
brasileira e mundial de tomate. Em tomateiros em condi¢Ges de murcha e folhas amareladas as
perdas podem variar de 60 a 70% da producdo de frutos. Entretanto, as perdas de produgéo
podem variar e chegar em até 100%, principalmente em cultivares sensiveis de tomateiro.
Fatores como textura arenosa, pH acido, baixa fertilidade ou desequilibrio nutricional
contribuem para potencializar as perdas de producio (SANTOS JUNIOR et al., 2009; SINGH
etal., 2015).

O fungo caracteriza-se pela formacdo de trés tipos de esporos assexuais. Os
macroconidios, hialinos e com 3 a 5 septos, possuem extremidades curvadas e sdo formados
em esporoddquios. Os microconidios, também hialinos e com 1 ou 2 septos, sdo formados em
monofialides curtas, usualmente, os esporos mais abundantes. Os clamiddsporos, estruturas de
sobrevivéncia do patégeno, apresentam formato arredondado e parede espessa. Mesmo na
auséncia do hospedeiro, essas estruturas podem permanecer viaveis no solo por mais de 10
anos. A morfologia das coldnias em batata-dextrose-agar (BDA) € de rapido crescimento e de
coloracdo péalida a pigmentada, variando de violeta a pdrpura escuro ou creme a laranja, com
presenca de micélio aéreo (LESLIE e SUMMERELL, 2006; SRINIVAS et al., 2019).

O fungo pode penetrar nas raizes diretamente através dos pelos radiculares, ou
indiretamente por ferimentos. O patégeno coloniza o sistema vascular das plantas no sentindo
ascendente, podendo atingir frutos e sementes. A disseminacdo a longa distancia é a mais
eficiente e se d& por sementes contaminadas. Entretanto, Fol pode disseminar a curtas distancias
por meio de mudas infectadas, restos de cultura, agua, torrGes de terra, poeira do solo, vento e
implementos agricolas contaminados (INOUE-NAGATA et al., 2016, JOSHI, 2018).
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A sobrevivéncia do fungo esta associada aos restos culturais, como saprofita e na forma
de clamiddsporos, permitindo a sua sobrevivéncia no solo em longo prazo. Os clamid6sporos
surgem da modificacdo (espessamento das paredes) das células hifais ou conidiais e sua inducéo
de formacéo esta relacionada a fatores de estresse, como auséncia do hospedeiro e condicGes
ambientais desfavoraveis. Os clamidosporos germinam quando retornam a condicdes
favoraveis, incluindo a presenca de exsudatos da raiz do hospedeiro. O desenvolvimento da
doenca é favorecido em temperaturas de 21-33 °C e 6timo a 28 °C (CHITWOOD-BROWN et
al., 2021; McGOVERN, 2015).

Os sintomas causados por Fol podem se manifestar no campo em qualquer estadio de
desenvolvimento da planta, porém é mais comum no inicio do florescimento e frutificacdo. Nas
folhas mais velhas manifesta-se um amarelecimento forte, que progride para as folhas mais
novas. Frequentemente, esse sintoma pode inicialmente ocorrer em um lado da planta ou
metade da folha. Em sequéncia, os foliolos amarelos murcham e secam, mas as folhas ficam
presas ao caule. O sintoma de melhor identificacdo da doenca pode ser observado através do
corte transversal do caule do tomateiro, em que se observa uma coloracdo marrom intensa na
regido do xilema (McGOVERN, 2015; SRINIVAS et al., 2019).

A murcha e a morte das plantas séo causadas pela combinacao de dois fatores. Primeiro,
o0 crescimento e multiplicacdo do fungo no sistema vascular (incluindo producéo de toxinas),
causando desorganizagéo celular por meio de suas hifas. Como resposta de defesa da planta
hospedeira, sdo produzidas estruturas de defesa conhecidas como tiloses, que bloqueiam o
transporte de &4gua e nutrientes nos vasos do xilema. A medida que as plantas morrem, o fungo
cresce em dire¢do aos tecidos circundantes, onde formam clamiddsporos que séo liberados de
volta ao solo (JOSHI, 2018).

No manejo integrado de doencas de plantas, a utilizacdo combinada e integrada de
medidas de controle possibilita a elaboracdo de estratégias mais eficientes na reducdo da
populacdo dos patdgenos. A prevencdo, muitas vezes ignorada, é a medida de controle mais
eficiente, desde a escolha da area de plantio e a aquisi¢do do material propagativo, até aos
cuidados com os tratos culturais, a agua de irrigacdo, e o uso de maquinas e implementos
agricolas. As medidas de controle mais comumente empregadas no manejo de Fol sdo o uso de
variedades resistentes, a rotacdo de culturas por 3 a 5 anos com o plantio de gramineas, 0
tratamento de sementes e 0 emprego de compostos organicos visando o aumento da microfauna
antagonista (CHITWOOD-BROWN et al., 2021; INOUE-NAGATA et al., 2016).
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2.4 Solos supressivos a patdgenos habitantes de solo

O solo constitui-se de um ecossistema complexo e dinamico, ndo apenas pelo
fornecimento de nutrientes aos organismos vivos (fauna e flora), mas por habitar bilhdes de
microrganismos. Dentre esses, as algas, as arqueas, as bactérias, os fungos, os nematoides e 0s
protozodarios estdo entre os principais microrganismos envolvidos nos processos e nas fungdes
ecoldgicas do solo (GUERRA et al., 2020).

Solos supressivos séo solos que tém a capacidade de suprimir o desenvolvimento de
patdgenos, a densidade e suas atividades, e/ou suprimir a doenca reduzindo a sua severidade
mesmo com alta densidade de indculo, até um certo nivel de supressdo. O oposto, sdo
denominados solos conducentes. Os fatores bioldgicos sdo os mais explorados, porém atributos
fisico-quimicos do solo, em que se inclui o nivel de pH, o teor de argila, a quantidade de matéria
organica presente no solo, a maior oferta e disponibilidade de macro e micronutrientes podem
contribuir para a supressao direta ou indiretamente pelo impacto na atividade microbiana do
solo. Essas particularidades do solo sdo extensivamente influenciadas pelas diversas préaticas de
manejo utilizadas nos sistemas agricolas (JAYARAMAN et al., 2021).

A supressividade de solo pode ser dividida em dois tipos: curto e longo prazo. Entende-
se como supressividade a curto prazo aquela que é resultado de altera¢fes nas préticas agricolas,
sejam elas fisicas, quimicas e/ou bioldgicas. J& a supressividade a longo prazo é resultado de
propriedades estaveis que é observada durante anos. O conceito de supressao a doencgas pode
ser visualizado com base no triangulo da doenca, no qual existem trés fatores principais
determinantes: planta hospedeira, patdgeno virulento e ambiente favoravel. O “ambiente”
precisa ser manipulado e adaptado especificamente para desenvolver um solo supressivo ao
patdgeno ou reduzir a severidade da doenga, mesmo na presenca do patdgeno e do hospedeiro.
O periodo de persisténcia da supressao a longo prazo se estende por anos, mesmo que haja a
reintroducdo do patdégeno no solo. Exceto, quando as propriedades constituintes do solo
supressivo forem modificadas, ou quando ocorrer mutacdo nos patégenos (BETTIOL et al.,
2009; HADAR e PAPADOPOULOQU, 2012; JAYARAMAN et al., 2021).

Os microrganismos envolvidos na supressividade dos solos atuam pelos mecanismos de
acdo envolvidos no controle bioldgico de doencas de plantas. Esses mecanismos se dividem em
antibiose, competicao, parasitismo, predacéo e inducéo de resisténcia sisttmica do hospedeiro.
Entretanto, os microrganismos atuam por mais de um mecanismo de ac¢ao sobre os patdgenos
(BETTIOL et al., 2009).

Dentre os microrganismos envolvidos na supressividade dos solos, as bactérias sdo

conhecidas pela capacidade de produgéo de metabolitos secundarios bioativos capazes de inibir
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patdgenos habitantes do solo. Além da antibiose, atuam por competicdo de espaco e recursos
no solo com os patdgenos, promo¢do de crescimento de plantas e inducdo de resisténcia
sistémica. O género Bacillus se destaca devido a maior ocorréncia nos solos e aos varios
produtos comerciais a base da bactéria (SHI et al., 2019).

Os fungos também estdo intimamente ligados a supressividade dos solos atuando por
varios mecanismos de a¢do. O género Trichoderma é o mais estudado devido aos diversos
produtos comerciais existentes. Fungos micorrizicos arbusculares sdo conhecidos por melhorar
a nutricdo da planta, além da interacdo com rizobactérias promotoras de crescimento no solo.
Também, sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios, competir por espaco para
colonizagdo e induzir resisténcia sistémica da planta (GAO et al., 2019).

As propriedades fisico-quimicas também sédo fatores que interferem na supressividade
dos solos de duas formas: direta (interferéncia) e indiretamente (favorecimento) na populacao
microbiana. A textura do solo é um fator que contribui para a construcao de solos supressivos,
pois solos bem drenados interferem na reproducdo e sobrevivéncia de fungos. A supressividade
do solo ocorre frequentemente em solos com alto teor nutricional. A restricdo de nutrientes no
solo predispde as plantas a maior suscetibilidade a patdgenos. Todavia, alto teor de nitrogénio
do solo e alta proporcéo de aménia e nitrato podem favorecer os patdgenos. O pH do solo acido
restringe a formacéo de esporangios e a liberacdo de zo6sporos de fungos, como Phytophthora
e contribui para a supressividade da sarna-comum da batata (Streptomyces spp.). Todavia, pH
do solo alcalino restringe a ocorréncia de Fusarium, pela reducdo da disponibilidade de
nutrientes do solo para o patdgeno (GHORBANI et al., 2008; JAMBHULKAR et al., 2015;
JAYARAMAN et al., 2021; KOPECKY et al., 2019).

2.5 Solos supressivos mediados pela matéria organica

A matéria organica do solo (MOS), originaria de residuos vegetais e/ou animais que
passam por complexos processos fisico-quimicos no solo, geralmente esta associada as menores
incidéncias de doencas radiculares, de acordo com seu teor no solo. A incorporacdo de adubos
organicos ao solo manipula fatores bioldgicos, além de influenciar nas propriedades fisicas e
quimicas, favorecendo assim varios caminhos para a supressividade do solo. A adicdo de
estercos de animais, residuos de culturas, turfa, lodo de esgoto, biocarvéo, farinha de peixe,
carne e 0ss0s, cascas de camardo, conchas de moluscos e emulséo de peixe, entre outros, foram
relatados como supressores de patdgenos habitantes de solo (BONANOMI et al., 2007;
BONANOMI et al., 2020; HECK et al., 2019).
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Um composto organico bem-preparado contém uma comunidade microbiana com
caracteristicas variadas e peculiares, com mecanismos de ac¢do variados na construcdo da
supressividade. A fim de compreender os mecanismos da supressividade dos compostos
organicos, comumente utilizam-se tratamentos térmicos, como a esterilizacao e a pasteurizacgéo.
Em tais observa-se reducdo na capacidade supressora do composto, indicando a natureza
bioldgica da supressdo (HADAR e PAPADOPOULOU, 2012; JAYARAMAN et al., 2021).

Extratos aquosos oriundos de diversos compostos organicos podem atuar na indugéo de
supressividade do solo, pela presenca de antibidticos e de sider6foros produzidos pela
microbiota. Em bactérias do género Bacillus, lipopeptideos como iturina, surfactina e fengicina
foram relatados como eficazes no biocontrole de Sclerotinia e Botryosphaeria dothidea.
Fungos, como os do género Trichoderma podem produzir compostos metabdlicos como pirona
e viridina que atuam sobre a germinacdo de esporos de Botrytis, Colletotrichum, Fusarium,
Penicillium e Aspergillus (LUO et al., 2022; VINALE et al., 2016).

A liberacdo de compostos organicos volateis (COVs) afeta o desenvolvimento dos
patdgenos, como os compostos glucosinolatos e isotiocianatos oriundos de brassicas que sao
toxicos aos fitonematoides. Também, os COVs podem estimular mudancas nas propriedades
fisicas e quimicas do solo que favorecem microrganismos antagonistas. Por exemplo, as
bréassicas favorecem Lysobacter que atua sobre a inibicdo de Rhizoctonia solani no solo (BUI
e DESAEGER, 2021; POSTMA et al., 2010; JAYARAMAN et al., 2021).

A competicdo por espaco e nutrientes entre o agente de biocontrole e o patégeno também
afeta a supressividade do solo. A exemplo, o algodoeiro (Gossypium sp.) produz acidos graxos,
como o acido linoléico, que é um estimulante para a germinagdo do patdégeno Pythium ultimum.
O agente de biocontrole Enterobacter cloacae inoculado ao composto de folhas de arvores
caducifolias metaboliza os acidos graxos e impede a germinacdo de esporos do patdgeno
(McKELLAR e NELSON, 2003).

O incremento da populagdo microbiana antagonista pode aumentar a supressividade do
solo. A quitina extraida de residuos de animais estimula microrganismos quitinoliticos do solo
capazes de hidrolisar hifas fungicas e de degradar a cuticula de fitonematoides. Também,
estimula as comunidades fungicas e bacterianas em sistema de rotagdo de culturas, como
Duganella violoaceinigra e Massilia plicata correlacionadas com a supressividade a
Verticillium dahliae e Pratylenchus spp. (CRETOIU et al., 2013; ESCUDERO et al., 2016;
HADAR e PAPADOPOULOU, 2012).

O aumento da resisténcia das plantas suprime a incidéncia de doengas de solo através

da inducéo da resisténcia sistémica. Como mediadores da supressdo sdo descritos nutrientes
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altamente solUveis, hormdnios reguladores de crescimento e acidos humicos. As rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCP) sdo as mais relatadas dentre os microrganismos
por promoverem o crescimento da planta pela fixacao de nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes,
e liberacdo de fitohormdnios de crescimento e enzimas. A exemplo, a aplicacdo do cha de
composto oriundo da compostagem de residuos verdes e de poda de jardinagem induziu a defesa
em plantas de pimenta (Capsicum annuum L.) a Rhizoctonia solani e a Phytophthora capsici.
A mediacéo se deu pelo contetdo relevante de nitratos (NOz"), 0xido de potassio (K20), acidos
himicos e microrganismos no cha de composto. A supressividade as doencas de solo em alguns
casos esta associada ao aumento das barreiras fisicas nas raizes, como lignificagdo e deposicao
de calos (GONZALEZ-HERNANDEZ et al., 2021; ILLANGUMARAN e SMITH, 2017).
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO 1 - Yellow mealworm waste amendment (Tenebrio molitor): phytotoxicity and

its effect on tomato growth promotion

ABSTRACT

The incorporation of organic amendments into the soil has several long-term beneficial effects.
These effects include: carbon sequestration, increase in the microbial population, water
retention capacity, reduction in soil density, greater supply of nutrients and greater amounts of
organic nitrogen. The waste derived from the production of Tenebrio molitor larvae from
intestinal feces, exoskeleton and feed remains is reported as a source of organic fertilizer for
agriculture. However, the type of waste, the amount incorporated into the soil, the degree of
decomposition, and the characteristics of the substrate/soil influence plant growth. Thus, the
objective of this article was to evaluate the phytotoxicity of yellow mealworm waste
amendment (T. molitor) and its effect on tomato growth promoting (Solanum lycopersicum L.).
The waste was incorporated into the soil at concentrations of 0, 1, 2, 3, 4 and 5% (v/v) and
incubated at different times. Incubation times were 0, 10 and 20 days. Ten tomato seeds ‘Santa
Cruz Kada’ were sown. During 25 days after sowing, seedling emergence was evaluated, with
subsequent determination of the percentage of emerged seedlings and the emergence speed
index. At the end of 25 days after sowing, the plants (aerial part and roots) were washed,
weighed and dried, determining the fresh and dry plant weight. For the 20-day incubation
period, emergence and emergence speed index were not impaired with increasing waste
concentrations. During this period, the weight of the plants was directly proportional to the
increasing concentrations of the waste. The concentration of 5% of the waste provided an
increase in weight of 127.7%, and up to 383.3% in relation to the control. The incorporation
and incubation of yellow mealworm waste into the soil makes a greater quantity of nutrients
available to plants, promoting their growth and development, without causing phytotoxicity.
Furthermore, the waste contains a microbiota that can play several ecological roles for plant
growth when incorporated into the soil, such as the production of siderophores, the
phytohormone auxin and nitrogen fixation. Chitin is also found in the waste, an important
polymer that performs several functions in agriculture.

Keywords: Organic fertilizer. Plant growth promoting. Solanum lycopersicum L. Tenebrio
molitor larvae.

1 INTRODUCTION

The application of organic matter to improve soil quality and fertility is a practice that
has been used since past centuries. More than 2000 years ago, the Chinese already used organic
matter in agriculture. Greeks and Romans already applied animal manure and human sewage
to the soil, recognizing that animal and plant waste could be applied to benefit crop growth.

Organic matter plays a critical role in the soil ecosystem, as it provides substrates for the
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decomposition of microorganisms, improves soil structure and water retention, reduces the
toxicity of heavy metals, and increases natural suppression against soilborne pathogens, among
other papers (GOSS et al., 2013).

The commercial production of insects as a source of protein, both for use in animal feed
and for human consumption, has intensified in recent decades. Compared to other protein
sources, the advantage of insect farming is that it requires less space and less water.
Furthermore, insects have a higher food conversion rate and a fast life cycle, not requiring in-
depth training for breeding (MORUZZO et al., 2021).

At a market level, the insect business is growing rapidly. Since 2000, companies have
been founded in the United States, Canada, South Africa, Asia, and Europe. Large-scale
commercial production focuses more on species for animal feed, mainly Hermetia illucens,
Musca domestica and Tenebrio molitor (SOGARI et al., 2019). These species receive
increasing attention because they can potentially value organic waste, which globally amounts
to 1.3 billion tons per year (FAO, 2011; VELDKAMP et al., 2012).

Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) is an insect that has a wide distribution
throughout the world. It is known to be a pest of stored grains, flour, and bran, although it is
capable of consuming paper, cardboard, softwood, and dried meat, among others. The insect
reproduces easily, and the larvae add high protein value. This rapid production is due to less
energy invested by the insect to maintain a constant body temperature. Thus, energy is directed
towards growth and development, requiring less food to gain mass (SELALEDI et al., 2020).

In the application of circular economy concepts, the creation of larvae represents a
promising potential to produce sustainable protein sources. The high versatility of this insect
means that it can be applied in various industries, such as pharmaceutical, food, agricultural,
etc. Reusing waste can reduce environmental impacts, while satisfying the growing demands
of larvae for commercialization (MORUZZO et al., 2021).

The waste derived from the production of T. molitor larvae from intestinal feces,
exoskeleton and feed remains is reported as a source of organic fertilizer for agriculture, with
positive balances of macronutrients and micronutrients, such as nitrogen, phosphorus,
potassium, copper, and zinc (HOUBEN et al., 2020; HOUBEN et al., 2021; LIU et al., 2003).

The type of waste, the amount incorporated into the soil, the degree of decomposition,
and the characteristics of the substrate/soil influence plant growth. Seeking to meet the demands
of different agricultural sectors and society's desires for sustainable agriculture, the objective
of this article was to evaluate the phytotoxicity of yellow mealworm waste amendment (T.

molitor) and its effect on tomato growth promoting.
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2 MATERIAL AND METHODS

The experimental trials were conducted at the Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e
Tecnologia — Campus Morrinhos, Morrinhos city, Goias State, Brazil (17°49'12.0"S,
49°12'09.5"W and 836 m altitude).

2.1 Obtaining yellow mealworm waste (Tenebrio molitor)

The waste from the yellow mealworm (T. molitor) was obtained through the donation
of commercial production from the companies ‘Kaissara Insetos Biofabrica’ (Alem Paraiba
city, Minas Gerais State, Brazil) and ‘Agrin Criacdo e Comércio de Insetos’ (Avare city, Sao
Paulo State, Brazil). Batches of waste were sent immediately after cleaning the insect boxes.
For better storage, the waste remained in a cool and ventilated environment until shipping. Upon
arrival, it was homogenized and stored in a B.O.D. incubator. (Biochemical Oxygen Demand)
LT 320 TFP-1 (LIMATEC) at 4 °C in the dark. A homogeneous sample of the waste was placed
in a 1000 mL amber glass bottle and stored in a freezer at -20 °C for chemical analysis.

In both companies, insects were raised and maintained at a temperature of 28 + 2 °C and
a relative humidity of 70% in permanent darkness. The diet was based on poultry feed and

wheat bran.

2.2 Evaluation of the phytotoxicity of yellow mealworm waste amendment (Tenebrio
molitor) and its effect in tomato growth promotion (Solanum lycopersicum L.)

To evaluate the toxicity of the waste, non-sterilized natural soil was used, with soil
collected below the mulch to a depth of 20 cm. A homogeneous soil sample was taken for initial
physical-chemical analysis (clay = 437.6 g/kg, silt = 60.0 g/kg, sand = 502.4 g/kg, pH H20 =
5.5, P = 1.4 mg/dm3, K =22.9 mg/dm3, Na = 4.7 mg/dm3, H+AL = 1.8 cmolc/dm3, Al = 0.03
cmolc/dm3, Ca = 0.3 cmolc/dm3, Mg = 0.1 cmolc/dm3, Fe = 15.6 mg/kg, Cu = 1.6 mg/kg, Mn
= 1.5 mg/kg, and Zn = 0.3 mg/Kkg).

The trial was conducted in plastic pots with a capacity of 300 mL in a screened
greenhouse with a metal structure containing a layer of black shade with 70% light
transmission. The waste, obtained as described in item 2.1, was incorporated into the entire soil
of the pot at concentrations of 0, 1, 2, 3, 4 and 5% (v/v) (Figure 1) and incubated at different
times. Incubation times were 0, 10 and 20 days. The initial irrigation of the soil was carried out
through capillarity, to obtain the initial field capacity in all pots. Subsequently, soil moisture

was controlled and adjusted to reach 60% of field capacity.
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Figure 1: Incorporation of yellow mealworm waste (Tenebrio molitor) into the soil. From left
toright: 0, 1, 2, 3, 4 and 5% (V/v).

EESHERE"

Source: From the author (2023)

At the end of the last incubation period, simple samples of 10 mL of soil were collected.
These were homogenized to compose a composite sample for chemical analysis. The soil
samples were dried in the shade for 20 days and stored in a 50 mL Falcon tube in a cool,
ventilated environment for later analysis.

Ten tomato seeds ‘Santa Cruz Kada’ were sown 0.5 cm deep in each pot. Each pot
constituted an experimental plot. During 25 days after sowing, seedling emergence was
evaluated, with subsequent determination of the percentage of emerged seedlings and the
emergence speed index. At the end of 25 days after sowing, the plants (aerial part and roots)
were removed from the pots, washed carefully under running water and dried with paper towels.
Immediately afterwards, were weighed on a semi-analytical balance (0.001 g) BL3200H
(SHIMADZU®) to determine the plant fresh weight. Then, the plants were packed in paper
bags and taken to the drying oven with forced air circulation at 65 °C for 96 hours, during which
period at the end the weight of the dried plants became constant. Afterwards, weighing was
carried out on a semi-analytical balance to determine the plant dry weight.
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The trial was conducted in a randomized block design using a 6x3 factorial scheme (six
waste concentrations and three incubation times) with five replications. The experimental trial

was repeated once, following the same procedures and steps as the first.

2.3 Data analysis

The results were subjected to the assumptions of analysis of variance using the Shapiro-
Wilk test for normality of errors and the Bartlett test for homogeneity of variances. The data
were subjected to significance using the F test at 5% probability. Significant data were fitted to
the regression model. For the incubation time variable, the means were compared using the
Tukey test at 5% probability. The analyzes were implemented in the statistical software R
version 4.0.3 (R CORE TEAM, 2023).

3 RESULTS

In the result of the chemical analysis of the yellow mealworm waste (Tenebrio molitor),
it was possible to observe: C = 40.8%, N = 3.7%, C/N ratio = 11.0, organic matter = 83.0%, pH
H20 =6.1, P = 3.8%, K = 2.4%, Ca = 0.2%, Mg = 0.6%, S= 0.5%, B = 6.0 mg/kg, Fe = 353.0
mg/kg, Cu = 44.0 mg/kg, Mn = 585.0 mg/kg, and Zn = 272.5 mg/kg.

Regarding soil analysis of increasing concentrations of yellow mealworm waste (T.
molitor) during incubation times in the soil (Table 1 and 2), an increasing increase in the levels
of pH, P, K, Na, Ca, Mg, Cu, Mn, and Zn was observed for all incubation times. However, the
pH level underwent greater changes at 10 and 20 days of incubation. The levels of potential
acidity (H+Al) and effective acidity (Al) were increased during the incubation time of O day.
However, H+Al was reduced at 10 and 20 days of incubation. At all incubation times there was

a reduction in Fe levels in the soil.
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Table 1. Result of the chemical analysis of the soil of the studied treatments of yellow
mealworm waste (Tenebrio molitor) x incubation times in the soil. Part 1.

) ) pH P K H+AI Na Al
Incubation Concentration
H20 Mehlich  Mehlich Mehlich KCI
time (%)
mg/dmé  mg/dm3 cmolc/dm® mg/dm3 cmolc/dm3
0 55 1.4 22.9 1.8 4.7 0.03
1 5.9 4.3 106.3 2.2 12.1 0.02
2 6.1 7.5 170.0 2.5 16.1 0.03
0 day
3 6.2 11.4 254.8 2.7 20.7 0.04
4 6.3 27.7 403.3 3.2 26.7 0.05
5 6.2 37.7 438.6 3.2 28.0 0.06
0 5.8 1.2 32.8 1.8 10.7 0.02
1 6.8 2.0 144.5 1.8 18.7 0.02
2 7.1 2.7 233.6 1.5 17.4 0.02
10 days
3 7.1 4.4 325.5 1.3 18.7 0.04
4 7.0 5.4 459.8 1.1 25.4 0.04
5 7.0 5.7 445.7 1.3 214 0.03
0 5.9 1.3 37.0 2.2 18.7 0.02
1 6.9 1.7 119.0 1.3 18.7 0.02
2 7.2 2.5 233.6 15 22.7 0.03
20 days

3 7.2 3.9 318.4 1.3 24.7 0.04
4 7.2 5.0 431.5 11 32.0 0.03
5 7.1 6.6 502.2 0.9 32.0 0.03

Source: From the author (2023)
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Table 2. Result of the chemical analysis of the soil of the studied treatments of yellow
mealworm waste (Tenebrio molitor) x incubation times in the soil. Part 2.

] . Ca Mg Fe Cu Mn Zn
Incubation Concentration
) KClI KCI Mehlich  Mehlich  Mehlich  Mehlich
time (%)
cmolc/dm®  cmolc/dm® mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
0 0.3 0.1 15.6 1.6 15 0.3
1 0.5 0.3 10.2 1.6 2.6 1.1
2 0.6 0.6 8.2 1.6 3.3 1.4
0 day
3 0.8 0.7 7.6 1.6 4.0 2.0
4 0.9 1.1 6.0 1.6 4.5 2.3
5 1.0 1.1 6.3 1.7 5.9 3.0
0 0.4 0.1 15.3 1,9 1.4 0.8
1 0.7 0.3 11.1 2.0 2.3 0.7
2 0.8 0.5 9.9 2.1 3.1 1.2
10 days
3 1.2 0.6 7.6 2.0 4.0 1.8
4 1.1 0.8 8.2 2.2 4.6 2.1
5 1.1 0.9 7.8 2.1 4.9 2.3
0 0.4 0.2 15.9 1.9 1.3 0.2
1 0.8 0.3 10.6 2.2 2.3 0.7
2 1.1 0.4 8.5 2.1 3.0 1.3
20 days
3 1.3 0.5 8.5 2.1 3.8 1.8
4 1.2 0.6 8.9 2.2 4.2 2.1
5 1.4 0.7 10.0 2.1 4.4 2.2

Source: From the author (2023)

A significant interaction was observed between the factors studied, that is, between the
concentrations of the waste and the different incubation times in the soil for all the variables
studied. The waste concentrations differed between the incubation times evaluated. During the
20-day incubation period, waste concentrations had a positive influence on the variables
evaluated, differing from other incubation times.

In the emergence evaluation (coefficient of variation = 12.85% and p-value < 0.001), it
was observed that for the incubation periods of 0 and 10 days there was a quadratic behavior
for the observed means. This shows that the emergence was affected, reaching some increases
in intermediate concentrations, but soon decreasing with the following concentrations. For the
20-day incubation period, emergence was not impaired with increasing waste concentrations
(Figure 2 and 3).
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For emergence speed index (coefficient of variation = 14.22% and p-value < 0.001), it
was also possible to observe that for the incubation periods of 0 and 10 days there was a
quadratic behavior of the data. This shows that the speed of emergence was also affected,
reaching some increasing points at intermediate concentrations, but soon decreasing with the
following ones. For the 20-day incubation period, the speed at which the seedlings emerged
was not affected by the increasing concentrations of the waste.

Figure 2: Evaluation of emergence and emergence speed index (ESI) of seedlings in relation
to concentrations of yellow mealworm waste (Tenebrio molitor) x incubation times in the soil
in tomato (Solanum lycopersicum L.) after 25 days of sowing. Means followed by a different
letter at the point differ statistically at a 5% probability level using the Tukey test.
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Figure 3. Tomato emergence in relation to yellow mealworm waste (Tenebrio molitor)
concentrations x incubation times in the soil after 25 days of sowing.

0-day

Source: From the author (2023)
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For the plant fresh weight (coefficient of variation = 9.89% and p-value < 0.001), the
averages for the incubation time of O day of the waste in the soil showed a quadratic behavior,
that is, with increasing concentrations of the waste the weight increased, but reached a
maximum value on the curve with a tendency to decrease at the end of it. Differently, the
behavior of the data from the incubation times of 10 and 20 days is represented by an increasing
linear line, that is, the plant fresh weight increased with increasing concentrations of the waste
(Figure 4 and 5). The greatest increase was observed for the concentration of 5% of the waste
in the incubation time of 20 days, with 127.7% in relation to the control.

In relation to the plant dry weight (coefficient of variation = 15.91% and p-value <
0.001), the averages for the waste incubation times in the soil of 0 and 10 days showed a
quadratic behavior. With increasing waste concentrations, the weight increased, but reached a
maximum value on the curve with a tendency to decrease at the end of it. On the other hand, in
the 20-day incubation time, the weight was directly proportional to the increase in waste
concentrations. The 5% concentration provided the largest increase, with 383.3% in relation to

the control.
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Figure 4. Assessment of plant fresh and dry weight in relation to yellow mealworm waste
(Tenebrio molitor) concentrations X incubation times in the soil in tomato (Solanum
lycopersicum L.) after 25 days of sowing. Means followed by a different letter at the point differ
statistically at a 5% probability level using the Tukey test.
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Figure 5. Tomato plants in relation to yellow mealworm waste (Tenebrio molitor)
concentrations x incubation times in the soil after 25 days of sowing.

Source: From the author (2023)
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4 DISCUSSION

Although insect farming is a new concept for Western countries in the world, in Eastern
countries it has been happening for decades (HALLORAN et al., 2018). However, until
recently, there was little literature available on the use of yellow mealworm waste (Tenebrio
molitor). Considered a byproduct, it has received less research attention than its main product.
However, a growing number of studies have been published on the use of waste in recent years,
focusing mainly on its fertilizer characteristics. Research on the use of insect waste to stimulate
plant defense against pathogens has also emerged in recent years, which will bring more
attention to this topic in the future (POVEDA, 2021).

The direct application of this waste to agricultural crops increases the biomass of plants,
such as chard (Beta vulgaris var. cicla) (POVEDA et al., 2019), ryegrass (Lolium multiflorum
Lam.) (HOUBEN et al., 2021; WATSON et al., 2021), barley (Hordeum vulgare L.) (HOUBEN
et al., 2020); mung bean (Vigna radiata) (LIU et al., 2003), in addition to the mushroom
(Agrocybe chaxingu) (ZENG et al., 2017). It also has potential in inducing plant tolerance to
salinity, drought, and flooding (POVEDA et al., 2019). Finally, it has been reported to stimulate
the activity of earthworms in the soil (Lumbricus terrestris L.), leading to increased nutrient
absorption by barley plants (DULAURENT et al., 2020).

In a study of nutrient mineralization of yellow mealworm waste (T. molitor) Houben et
al. (2020) showed that 37% of total carbon (C) was mineralized 7 days after incubation, with a
gradual and slow subsequent process after this time interval. As for the nitrogen (N) content, it
showed a similar pattern, with rapid mineralization in the first 17 days of incubation of the
waste in the soil, 37% of the total N. The authors also verified effects on soil properties after
incorporation of the waste, such as a decrease in pH, due to the slightly acidic nature of the
waste, and the production of CO2 and organic acids during its rapid decomposition.
Additionally, in a rapid nitrification process, additional protons can lead to a decrease in soil
pH (WATSON et al., 2021). This can cause the waste to present some toxicity in the medium
in the first days of incubation, which contributes to the explanation of the negative interference
of the incubation times of 0 and 10 days the emergence and speed with which seedlings emerged
in the present study.

When observing the chemical analysis of the soil, the levels of phosphorus (P),
potassium (K), sodium (Na), calcium (Ca), magnesium (Mg), manganese (Mn), copper (Cu),
and zinc (Zn) were directly proportional to the increasing concentrations of the waste. The rapid
mineralization of waste leads to a rapid presence of NPK more readily available to the plant,

and gradually provides nutrients throughout the growth period (HOUBEN et al., 2020;
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HOUBEN etal., 2021). Since N is a key nutrient for plant growth Lazcano et al. (2013) reported
that organic waste increases the availability of N not only by supplying it, but also by renewing
N from organic matter by increasing the activity of microorganisms in the medium.
Furthermore, it is known that organic matter helps retain soluble nutrients, reducing their
leaching process (YANG et al., 2008). This helps to explain the increase in fresh and dry weight
of tomato plants when subjected to increasing concentrations of yellow mealworm waste (T.
molitor).

The intestinal microbiota of insects can contain several microorganisms that perform
different internal functions. One of them is linked to the enzymatic breakdown of cellulose or
even some types of plastics. Another function is nutritional synthesis, in addition to eliminating
toxic compounds in the substrate. In insect waste, the microbiota can play several ecological
roles when it is incorporated into the soil (POVEDA, 2021). In work carried out by Poveda et
al. (2019) the microbial community of yellow mealworm waste (T. molitor) was sequenced,
with detection of 4772 bacterial species and 1225 fungal species, many of which are considered
plant growth promoters. From this total number of microorganisms sequenced, the authors
isolated 188 isolates, which presented some characteristic of promoting plant growth, including
the production of siderophores, the phytohormone auxin and nitrogen fixation. The reduction
in iron (Fe) levels observed in the soil analysis with increasing waste concentrations contributes
to explaining one of the roles of the waste microbiota in the present study. Since bacteria,
mainly Pseudomonas spp., have the ability to capture Fe from the environment through the
production of siderophores (SCHALK et al., 2020).

The of T. molitor larvae can go through up to 20 stages of ecdysis before transforming
into a pupa, molting at each new stage. As a result, fragments of the exoskeleton, rich in chitin,
end up being discarded in most industrial production systems (VIGNERON et al., 2019). In the
waste of yellow mealworm (T. molitor), a large amount of peritrophic membrane is also found,
composed of proteins (peritrophins) and chitin (MOREIRA, 2013). This membrane helps the
insect's digestion, as well as protecting against chemical and/or mechanical damage to its
intestine (TERRA, 2001), being constantly renewed and excreted along with the insect's
excrement.

Chitin is the most abundant polymer after cellulose and its most important derivative is
chitosan, a polysaccharide obtained from the deacetylation of chitin. Chitin and chitosan are
biocompatible, biodegradable, and non-toxic polymers (JAYAKUMAR et al., 2005). As
benefits of its use in agriculture, chitosan acts to promote plant growth (HOSSAIN and IQBAL,
2016; SALACHNA and ZAWADZINSKA, 2014), in inducing tolerance to abiotic stress
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(PANDEY and DE, 2017), in increasing stomatal conductance and reducing transpiration
(IRITI et al., 2009), in water retention in the soil (NARAYANAN and DHAMODHARAN,
2015), in the remediation of heavy metals (KAMARI et al., 2011), as a soil conditioner
(ANGELIM et al., 2013), among others.

It is possible that the microorganisms present in the yellow mealworm waste (T. molitor)
also help in the degradation of the chitin contained in the waste through the secretion of
enzymes. It is known that the insect's exoskeleton can be degraded by microorganisms present
in the soil, such as entomopathogenic fungi and chitinolytic bacteria (SHARP, 2013).

The incorporation and incubation of the yellow mealworm waste (T. molitor) in the soil
for a certain period makes a greater quantity of nutrients available to the plants, promoting their
growth and development, without causing phytotoxicity. Furthermore, the waste contains a
microbiota that can play several ecological roles for plant growth when incorporated into the
soil, such as the production of siderophores, the phytohormone auxin and nitrogen fixation.
Chitin is also found in the waste, an important polymer that plays several roles in agriculture,

as previously reported.

5 CONCLUSIONS
There was no toxicity to tomato seedlings when the yellow mealworm waste (Tenebrio

molitor) was incorporated into the soil for 20 days. During this period, the weight of the tomato

plants was directly proportional to the increasing concentrations of the waste.
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TERCEIRA PARTE

ARTIGO 2 — Residuo da larva de Tenebrio molitor no controle da murcha-de-Fusarium e

de Meloidogyne incognita em tomateiro

RESUMO

Os fungos causadores de murchas vasculares (Fusarium oxysporum) e os fitonematoides
(Meloidogyne spp.) estdo entre os patdgenos de importancia a agricultura brasileira e mundial,
impactando a produtividade das culturas agricolas de importancia econdmica ou de
subsisténcia. A incorporacao de residuos organicos ao solo apresenta varios efeitos benéficos.
Podem atuar sobre patdégenos por meio da liberacdo de compostos toxicos produzidos durante
a decomposicdo, e/ou pelo estimulo de microrganismos antagonistas do solo e indugdo de
resisténcia sistémica nas plantas. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
eficiéncia do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
raca 3 e Meloidogyne incognita raca 1. O efeito do extrato aquoso foi avaliado sobre o
crescimento micelial e a germinagdo de microconidios de Fol 3, e sobre a eclosdo, mobilidade
e mortalidade de J2 de M. incognita. Também, avaliou-se o efeito de compostos volateis
emitidos pelo residuo sobre o crescimento micelial de Fol 3, e sobre a eclosdo, mobilidade e
mortalidade de J2 de M. incognita. A supressividade do residuo foi avaliada sobre Fol 3 e sobre
M. incognita em tomateiro. A menor concentracao do extrato aquoso (10%) reduziu em 84,32%
a germinacdo de microconidios de Fol 3. O crescimento micelial do fungo foi incrementado
com as concentracdes do extrato. A mobilidade de J2 de M. incognita foi reduzida em 93,0%
com a menor concentracdo do extrato (10%). Também apresentou eficiéncia de 79,8% sobre a
mortalidade de J2 e reduziu a eclosdo em 86,3%. Sobre os compostos volateis emitidos pelo
residuo, a menor concentragdo (1%) reduziu o crescimento micelial de Fol 3 em 18,2%. A
concentracdo de 1% do residuo reduziu a mobilidade em 90,9%, apresentou efeito nematicida
de 85,5% e reduziu a ecloséo de J2 em 97,3%. A concentracdo de 5% do residuo reduziu em
17,8% a severidade externa da murcha-de-Fusarium no tomateiro, representada pela AACPD.
A concentracdo incrementou a fotossintese (69,3%), a eficiéncia do uso da &gua (252,3%) e a
biomassa aérea e radicular (328,5%). A maior reducéo da populacdo de J2 no solo (87,8%), de
galhas (24,0%) e de ovos + J2 (57,0%) no sistema radicular do tomateiro foi apresentada pela
concentracdo de 5% do residuo. Observou-se incremento de biomassa aérea e radicular com as
concentragdes do residuo, com reducdo dos danos fisioldgicos. A produtividade do tomateiro
foi incrementada em até 163,1% com a concentracao de 5% do residuo. Este € o primeiro estudo
relacionando o residuo da larva de T. molitor e seu efeito supressivo a fitopatdgenos, Fol 3 e
M. incognita. A incubacdo do residuo ao solo disponibiliza maior quantidade de nutrientes as
plantas, promovendo seu crescimento sem ocasionar fitotoxidez. O residuo contém uma
microbiota, que pode desempenhar varios papéis ecolégicos as plantas, e a quitina, importante
polimero para a agricultura. Oligdmeros de quitina e outros compostos toxicos, volateis ou ndo,
estédo envolvidos na reducdo da mobilidade, aumento da mortalidade e reducdo da ecloséo de
J2 de M. incognita, além da reducdo do crescimento micelial e da germinacao de microconidios
de Fol 3.

Palavras-chave: Fitonematoides. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 3.
Supressividade.
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ABSTRACT

Fungi that cause vascular wilt (Fusarium oxysporum) and the phytonematodes (Meloidogyne
spp.) they are among the pathogens of importance to Brazil and global agriculture, impacting
the productivity of most agricultural crops of economic or subsistence importance. The
incorporation of organic waste amendments into the soil has several beneficial effects. They
can act against pathogens through the release of toxic compounds produced during
decomposition, and/or by stimulating of antagonistic soil microorganisms and inducing
systemic resistance in plants. Thus, the present study aimed to evaluate the efficiency of yellow
mealworm waste amendment (Tenebrio molitor) against Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
race 3 and Meloidogyne incognita race 1. The effect of the aqueous extract was evaluated on
mycelial growth and microconidia germination of Fol 3, and on the hatching, mobility, and
mortality of J2 of M. incognita. Also, the effect of volatile compounds emitted by the waste on
the mycelial growth of Fol 3, and on the hatching, mobility, and mortality of J2 of M. incognita
was evaluated. The suppressiveness of the waste was evaluated against Fol 3 and M. incognita
in tomato plants. The lowest concentration of the aqueous extract (10%) reduced the
germination of Fol 3 microconidia by 84.32%. The mycelial growth of the fungus was increased
with concentrations of the extract. The mobility of M. incognita J2 was reduced by 93.0% with
the lowest extract concentration (10%). It also presented an efficiency of 79.8% on J2 mortality
and reduced hatching by 86.3%. Regarding the volatile compounds emitted by the waste, the
lowest concentration (1%) reduced the mycelial growth of Fol 3 by 18.2%. The 1%
concentration of waste reduced mobility by 90.9%, had a nematicidal effect of 85.5% and
reduced J2 hatching by 97.3%. The 5% concentration of the waste reduced the external severity
of Fusarium wilt in tomato by 17.8%, represented by AUDPC. The concentration increased
photosynthesis (69.3%), water use efficiency (252.3%) and aerial and root biomass (328.5%).
The greatest reduction in the J2 population in the soil (87.8%), galls (24.0%) and eggs + J2
(57.0%) in the tomato root system was presented by the concentration of 5% of the waste. An
increase in aerial and root system biomass was observed with concentrations of waste, with a
reduction in physiological damage. Tomato productivity increased by up to 163.1% with a
concentration of 5% of the waste. This is the first study relating yellow mealworm waste and
its suppressive effect against pathogens, Fol 3 and M. incognita. The waste incubation into the
soil provides a greater quantity of nutrients to plants, promoting their growth without causing
phytotoxicity. The waste contains a microbiota, that can play several ecological roles for plant,
and chitin, an important polymer in agriculture. Chitin oligomers and other toxic compounds,
volatile or not, are involved in reducing mobility, increasing mortality and reducing J2 hatching
of M. incognita, in addition to reducing mycelial growth and microconidia germination of Fol
3.

Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 3. Phytonematodes. Suppressiveness.

1 INTRODUCAO

Entre os principais problemas envolvendo a sanidade das culturas, podem ser citados 0s
de natureza bidtica, capazes de desencadear diversas doencas. Os fungos causadores de murchas
vasculares, principalmente espécies do complexo Fusarium oxysporum e os fitonematoides

causadores de galhas radiculares (Meloidogyne spp.), estdo entre os patdgenos de maior dano
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as culturas agricolas de importancia econémica ou de subsisténcia em todo o mundo. Esses
patdégenos podem ainda inviabilizar o cultivo, em alguns casos, levando ao abandono da
atividade em razdo da alta infestacdo da area de plantio (LAZAROVA et al., 2021; SRINIVAS
etal., 2019).

A existéncia de cultivares comerciais com resisténcia a F. oxysporum e a Meloidogyne
spp. é limitada a algumas poucas espécies e apresenta alto custo para os agricultores. O uso
continuo de uma mesma cultivar resistente na area de producédo pode selecionar na populacao
dos patdgenos racas especificas de fungos e bidtipos dos fitonematoides a um determinado
genotipo (GABRIEL et al., 2022; GONCALVES et al., 2018; SILVA et al., 2019). A utilizacéo
da rotagé@o de culturas, apesar de eficiente na reducdo de populagdes de F. oxysporum e de
fitonematoides, é dificultada pela ampla gama de plantas hospedeiras de Meloidogyne spp.
(CHITWOOD-BROWN et al., 2021; SIKANDAR et al., 2023) O cultivo de plantas
antagonistas ndo tem producdo de valor econdmico, limitando a sua aplicagdo pelos
agricultores. O controle quimico, muitas vezes ineficiente para patdgenos habitantes de solo,
apresenta custo relativamente alto. Também, quando utilizado indiscriminadamente pode
proporcionar o lixiviamento de substancias toxicas capazes de contaminar diversos organismos
e lencois freaticos (LAZAROVA et al., 2021).

A incorporacdo de adubos organicos ao solo manipula fatores bioldgicos, além de
influenciar nas propriedades fisicas e quimicas, favorecendo assim varios caminhos para a
supressividade do solo. Os efeitos benéficos da supressdo do solo foram relatados em diferentes
patossistemas atraves da incorporacdo de matéria organica ao solo. Estercos de animais,
residuos de culturas, turfa, lodo de esgoto, biocarvéo, farinha de peixe, carne e 0ssos, cascas de
camaré&o, conchas de moluscos e emulséo de peixe, entre outros, foram relatados (BONANOMI
etal., 2007, BONANOMI et al., 2020; HECK et al., 2019). No entanto, a matéria organica pode
induzir o solo a se tornar conducente, aumentando a incidéncia de doencas. Em estudos de
revisdo, Bonanomi et al. (2007) verificaram que o efeito da matéria organica é supressivo em
45% dos casos, ndo significativo em 35% e conducente em 20%.

O residuo derivado da produgdo da larva de Tenebrio molitor oriundo das fezes
intestinais, exoesqueleto e restos de racéo é relatado como uma fonte de fertilizante organico
para a agricultura (HOUBEN et al., 2020; HOUBEN et al., 2021; LIU et al., 2003). A aplicacao
direta desse residuo sobre culturas agricolas incrementa a biomassa de plantas, como de acelga
(Beta vulgaris var. cicla) (POVEDA et al., 2019), de azevém (Lolium multiflorum Lam.)
(HOUBEN et al., 2021; WATSON et al., 2021), de cevada (Hordeum vulgare L.) (HOUBEN
et al., 2020); de feijdo-mungo (Vigna radiata) (LIU et al., 2003), além do cogumelo Agrocybe
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chaxingu (ZENG et al., 2017). Apresenta-se ainda como potencial na inducdo de toleréncia de
plantas a salinidade, seca e alagamento (POVEDA et al., 2019).

Novas alternativas no controle de fitopatdgenos devem explorar fontes naturais que
oferecam os mesmos ou melhores resultados frente aos convencionais, e que nao apresentem
efeitos colaterais ao homem e ao meio ambiente. Assim, o objetivo da presente tese foi avaliar
a eficiéncia do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici raca 3 e Meloidogyne incognita raca 1.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo do extrato aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor

A obtencdo do extrato aquoso deu-se através de uma amostra do residuo, obtido
conforme descrito no item 2.1 do capitulo anterior, que foi misturada com agua destilada na
proporcdo de 2:1 (agua:residuo, v/v) em frascos de Erlenmeyers de 250 mL. A suspenséo foi
homogeneizada e agitada a 120 rpm em mesa agitadora orbital TE-4200 (TECNAL®) a
temperatura de 25 °C por uma hora, com descanso por 12 horas nos mesmos frascos a 4 °C. O
sobrenadante foi filtrado para frascos de reagente de vidro graduados de 100 mL através de uma
camada tripla de gaze e, em seguida, através de papel filtro quantitativo JP41 (QUANTY®) de
porosidade de aproximadamente 28 um. Os filtrados do extrato aquoso foram acondicionados
em um frasco de reagente de vidro graduado de 1000 mL, que foi armazenado em incubadora

B.O.D. a 4 °C no escuro.

2.2 Obtencao e multiplicacdo do indculo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3
O isolado de Fol raga 3 (n° 149) foi fornecido pela empresa Sakata Seed Sudamerica
por meio de discos de cultura do fungo preservados pelo método de Castellani. Nesse método,
o fungo foi cultivado em meio contendo agar por tempo suficiente e que permitia a retirada de
discos de cultura, que foram armazenados em frascos de vidro contendo agua destilada
esterilizada (ALFENAS e MAFIA, 2016). Para multiplicacdo do inoculo, discos do fungo
(diametro = 0,5 cm) foram colocados em placas de meio de cultura batata dextrose agar (BDA).
As placas foram incubadas em incubadora B.O.D. a 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas

durante 7 dias.
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2.3 Obtencdo e multiplicacdo do inéculo de Meloidogyne incognita raca 1

A populagdo de M. incognita raca 1 foi fornecida pela Embrapa Hortaligas, através de
raizes de tomateiro cv. ‘Santa Cruz Kada’. Para multiplicacdo do inéculo, mudas de jiloeiro
(Solanum aethiopicum L.) foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade para 3 L,
contendo uma mistura de solo/areia na proporgdo 2:1 (v/v). Apos trés dias do transplantio, as
plantas foram inoculadas com 5000 ovos de M. incognita, distribuidos em trés orificios de 2 cm
de profundidade ao redor do colo da planta. Apos 60 dias de cultivo, as raizes foram coletadas
para extracdo de ovos segundo Boneti e Ferraz (1981), associado a Jenkins (1964). Para isso,
as raizes foram lavadas cuidadosamente em agua, cortadas em fragmentos de 1 a 2 cm e
colocadas em liquidificador doméstico com solugédo de hipoclorito de sédio a 0,5 % de cloro
ativo, trituradas na menor rotacdo por 20 segundos. A suspensao foi vertida em uma peneira de
200 mesh (abertura de 0,075 mm) sobreposta a uma de 500 mesh (abertura de 0,025 mm) e o
residuo da dltima foi recolhido em um béquer com auxilio de uma pisseta com agua. A
suspensdo obtida foi colocada em tubos da centrifuga, com adicdo de uma aliquota de 5 g de
caulim, e centrifugados a uma rota¢do de 1750 rpm por 5 minutos. Decorrido o tempo, 0
sobrenadante foi descartado e acrescentou-se nos tubos uma solucéo de sacarose (454 g L de
acucar) por meio de jatos fortes para a ressuspensdo do residuo contido no fundo dos tubos. Foi
feita uma segunda centrifugacdo na mesma rotacao, porém por 1 minuto. ApGs esse tempo, 0
sobrenadante foi vertido em uma peneira de 500 mesh, onde os ovos dos nematoides ficaram
retidos. Esses ovos foram recolhidos para um Becker e a suspensédo obtida foi quantificada com
0 auxilio da cdmara de contagem de Peters sob microscopio ético (aumento de 100 vezes).

Apos a contagem dos ovos, a suspensdo foi colocada em cdmara de eclosdo para
obtencdo de juvenis de segundo estadio (J2). Essa camara representa um ambiente escuro
contendo agua destilada e papel filtro, que retém os ovos. A medida que os J2 eclodem, eles
atravessam a barreira de retencdo e migram para a agua. Como camara de ecloséo foi utilizado
um funil escuro contendo uma presilha no final que impede o escape da suspensdo. A camara
de eclosao foi incubada em incubadora B.O.D. a 25 + 2 °C no escuro. Apos 6 horas, foi recolhida
e eliminada uma pequena suspensao por causa da presenca de nematoides de vida livre e juvenis
de M. incognita em estadios avancados. Ap0ds 72 horas de incubagéo, a suspensdo contendo 0s
J2 foi recolhida para um Becker e quantificados em camara de contagem de Peters sob

microscopio otico (aumento de 100 vezes).
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2.4 Efeito in vitro do extrato aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre o
crescimento micelial e a germinagdo de microconidios de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici racga 3

Para avaliar o efeito in vitro do extrato aquoso sobre o crescimento micelial de Fol 3,
um disco do fungo (didmetro = 0,5 cm), obtido conforme descrito no item 2.2, foi transferido
para o centro da placa de Petri (90 mm de didametro) contendo meio BDA mais extrato aquoso,
obtido conforme descrito no item 2.1, em diferentes concentracGes. Antes, 0 meio mais as
concentracdes do extrato foram autoclavados a 120 °C durante 30 minutos. As concentracdes
do extrato aquoso utilizadas foram de 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 100% (v/v). Cada placa constituiu
uma parcela experimental. As placas foram incubadas em incubadora B.O.D. a 25 + 2 °C com
fotoperiodo de 12 horas. Os diametros das col6nias foram medidos em duas direcdes da placa
(diametros perpendiculares) com auxilio de uma régua graduada, apos 8 dias de incubacdo, em
que o primeiro tratamento tomou toda a placa. Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado com sete concentracbes do extrato aquoso e cinco repeticdes. O ensaio
experimental foi repetido uma vez, seguindo os mesmos procedimentos e etapas do primeiro.

Na avaliacdo do efeito in vitro do extrato aquoso sobre a germinacdo de microconidios
de Fol 3, realizou-se a filtrag&o e esterilizacdo do extrato, obtido conforme descrito no item 2.1,
usando uma membrana com poros de aproximadamente 0,22 um (BIOFIL®). Uma suspens&o
de microconidios de 20 pL obtida por lavagem de placas com &gua destilada esterilizada (10°
microconidios mL?) foi depositada em uma lamina de vidro com 20 pL de extrato em
concentracdo dupla. As concentracdes finais do extrato aquoso foram de 0, 10, 20, 30, 40 e 50%
(v/v). Cada lamina constituiu uma parcela experimental. As laminas foram incubadas em
B.0.D. a 25 + 2 °C sob cdmara Umida por 6 horas. Como camara Umida foi utilizada uma caixa
plastica Gerbox higienizada contendo algodao estéril embebido com agua destilada esterilizada.
A germinacéo foi interrompida pela adigdo de 10 uL de corante de azul de lactofenol em cada
gota e 100 microconidios foram examinados sob microscopio 6tico. O conidio com tubo
germinativo com pelo menos 0 mesmo comprimento que o tamanho do conidio foi considerado
germinado. Apo6s a contagem da quantidade de conidios germinados e ndo germinados,
calculou-se a porcentagem de germinacdo. A conducdo foi em delineamento inteiramente
casualizado com seis concentracfes do extrato aquoso e cinco repeticbes. O ensaio

experimental foi repetido uma vez, seguindo os mesmos procedimentos e etapas do primeiro.
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2.5 Efeito in vitro do extrato aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre a
mobilidade, a mortalidade e a eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita raca 1

O efeito in vitro do extrato aquoso sobre a mobilidade de J2 de M. incognita foi avaliado
em tubos de ensaios de capacidade de 40 mL. Cada tubo recebeu 500 pL de suspensao aquosa
contendo aproximadamente 50 J2, obtidos conforme descrito no item 2.3, mais 500 pL de
extrato, obtido conforme descrito no item 2.1, em concentracdo dupla. As concentracdes finais
do extrato aquoso foram de 0, 10, 20, 30, 40 e 50% (v/v). Em seguida, os tubos foram incubados
em incubadora B.O.D. a 25 £ 2 °C no escuro. Um tubo de ensaio constituiu uma parcela
experimental. A mobilidade foi avaliada nos periodos de 24, 48, 72 e 96 h apds a aplicacdo dos
tratamentos, com avaliacao destrutiva para cada periodo. A suspensdo de cada tubo foi retirada
por meio de pipeta manual e transferida para camara de contagem de Peters, em que
quantificou-se J2 moveis e imdveis sob microscopio 6tico. Ao final, determinou-se a
porcentagem de mobilidade de J2. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado com
seis concentracfes do extrato aquoso e cinco repeti¢es. O ensaio experimental foi repetido
uma vez, seguindo os mesmos procedimentos e etapas do primeiro

Também foi avaliada a mortalidade de J2 seguindo a mesma metodologia citada
anteriormente. Todavia, antes da retirada da suspensao de cada tubo de ensaio para a camara de
contagem de Peters, foi adicionado em cada tubo 100 pL de solugdo aquosa de NaOH (1 mol
L, pH 10) para proceder a contagem dos J2. Aqueles nematoides que exibiram o corpo
retorcido foram considerados vivos, e 0s que apresentaram o corpo reto e imovel foram
classificados como mortos (CHEN e DICKSON, 2000). Ao final, determinou-se a porcentagem
de mortalidade de J2. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com seis
concentracdes do extrato aquoso e cinco repeticdes. O ensaio experimental foi repetido uma
vez, seguindo os mesmos procedimentos e etapas do primeiro.

A avaliacdo do efeito in vitro do extrato aquoso sobre a ecloséo de J2 de M. incognita
foi realizado utilizando tubos de ensaio de 40 mL. Cada tubo recebeu uma suspensao aquosa de
1000 pL contendo aproximadamente 300 ovos, obtidos conforme descrito no item 2.3, mais
1000 pL de extrato, obtido conforme descrito no item 2.1, em concentracdo dupla. As
concentracgdes finais do extrato aquoso foram de 0, 10, 20, 30, 40 e 50% (v/v). Em seguida, 0s
tubos foram incubados em incubadora B.O.D. a 25 + 2 °C no escuro durante 10 dias. Um tubo
de ensaio constituiu uma parcela experimental. Ao término do periodo, a suspensdo de cada
tubo foi retirada por meio de pipeta manual e transferida para cdmara de contagem de Peters,

em que quantificou-se o nimero de J2 eclodidos sob microscépio 6tico. Ao final, determinou-
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se a porcentagem de ecloséo de J2. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com
seis concentracOes do extrato aquoso e cinco repeti¢fes. O ensaio experimental foi repetido

uma vez, seguindo os mesmos procedimentos e etapas do primeiro.

2.6 Efeito in vitro de compostos volateis do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3

Para verificar o efeito de compostos volateis emitidos pelo residuo sobre o crescimento
micelial de Fol 3, um disco do fungo (diametro = 0,5 cm), obtido conforme descrito no item
2.2, foi transferido para o centro de uma parte da placa de Petri bipartida (90 mm de didmetro)
contendo meio BDA. Na outra parte da placa foram colocados 10 mL de solo contendo o
residuo, obtido conforme descrito no item 2.1 do capitulo anterior, previamente incorporado ao
solo em diferentes concentracdes. As concentrac@es do residuo utilizadas foram de 0, 1, 2, 3, 4
e 5 % (v/v). As placas foram vedadas com trés camadas de filme plastico de parafina
(PARAFILM®). Em seguida, as placas foram incubadas em incubadora B.O.D. a 25 + 2 °C com
fotoperiodo de 12 horas. Placas ndo vedadas foram utilizadas como controle negativo. Cada
placa de Petri bipartida constituiu uma parcela experimental. Os diametros das coldnias foram
medidos em duas direcdes da placa (diametros perpendiculares) através de uma régua graduada,
apos 5 dias de incubacdo, em que o primeiro tratamento tomou toda uma parte da placa.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com seis concentra¢des do residuo e cinco
repeticdes. O ensaio experimental foi repetido uma vez, seguindo 0s mesmos procedimentos e

etapas do primeiro.

2.7 Efeito in vitro de compostos volateis do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre a
mobilidade, a mortalidade e a eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita raca 1

O efeito in vitro de compostos volateis emitidos pelo residuo sobre a mobilidade de J2
de M. incognita foi avaliado em tubos de ensaio de capacidade de 40 mL. Cada tubo foi
preenchido com 30 mL de solo contendo o residuo, obtido conforme descrito no item 2.1 do
capitulo anterior, previamente incorporado ao solo em diferentes concentragdes, 0, 1, 2, 3,4 e
5 % (v/v). No centro de cada tubo foi aterrado até a metade um microtubo de 1,5 mL. Os tubos
foram vedados com duas camadas de filme plastico de parafina (PARAFILM®). Em seguida,
0s tubos foram incubados em incubadora B.O.D. a 25 £ 2 °C no escuro durante 20 dias. Tubos
ndo vedados foram utilizados como controle negativo. Um tubo de ensaio contendo um

microtubo constituiu uma parcela experimental. Aos 16, 17, 18 e 19 dias ap0s a vedacdo dos
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tubos, 1 mL de suspensédo contendo 50 J2 de M. incognita foi injetada dentro do microtubo em
cada tubo de ensaio com o auxilio de uma seringa. O orificio apos a retirada da agulha da seringa
foi rapidamente selado com uma camada de filme plastico de parafina (PARAFILM®). O
microtubo contendo 0s J2 permaneceu exposto aos compostos volateis por 96, 72, 48 e 24 horas,
respectivamente, totalizando 20 dias ap6s a vedacdo dos tubos. No final de cada periodo de
exposicao, o filme plastico de parafina foi removido e o microtubo retirado de cada tubo. Assim,
a mobilidade de J2 foi avaliada nos periodos de 24, 48, 72 e 96 h de exposi¢cdo aos compostos
volateis, com avaliacdo destrutiva para cada periodo. A suspensdo de cada microtubo do tubo
de ensaio foi retirada por meio de pipeta manual e transferida para camara de contagem de
Peters, em que quantificou-se J2 mdveis e imdveis sob microscopio 6tico. Ao final, determinou-
se a porcentagem de mobilidade de J2. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado
com seis concentracdes do residuo e cinco repeti¢es. O ensaio experimental foi repetido uma
vez, seguindo os mesmos procedimentos e etapas do primeiro.

Também foi avaliada a mortalidade de J2 seguindo a mesma metodologia citada
anteriormente. Todavia, antes da retirada da suspensdo de cada microtubo do tubo de ensaio
para a camara de contagem de Peters, foi adicionado em cada microtubo 100 pL de solucéo
aquosa de NaOH (1 mol L%, pH 10) para proceder a contagem dos J2. Aqueles nematoides que
exibiram o corpo retorcido foram considerados vivos, e 0s que apresentaram O cOrpo reto e
imével foram classificados como mortos (CHEN e DICKSON, 2000). Ao final, determinou-se
a porcentagem de mortalidade de J2. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado
com seis concentracdes do residuo e cinco repeti¢es. O ensaio experimental foi repetido uma
vez, seguindo 0s mesmos procedimentos e etapas do primeiro.

A avaliagdo do efeito in vitro de compostos volateis sobre a eclosdo de J2 de M.
incognita foi realizado utilizando tubos de ensaio de capacidade de 40 mL. Cada tubo foi
preenchido com 30 mL de solo contendo o residuo, obtido conforme descrito no item 2.1 do
capitulo anterior, previamente incorporado ao solo em diferentes concentracdes, 0, 1, 2, 3,4 e
5 % (v/v). No centro de cada tubo foi aterrado até a metade um microtubo de 1,5 mL. Os tubos
foram vedados com duas camadas de filme pléstico de parafina (PARAFILM®). Em seguida,
0s tubos foram incubados em incubadora B.O.D. a 25 £ 2 °C no escuro durante 20 dias. Tubos
ndo vedados foram utilizados como controle negativo. Um tubo de ensaio contendo um
microtubo representou uma parcela experimental. Aos 10 dias ap0s a vedacao dos tubos, 1 mL
de suspenséo contendo 300 ovos de M. incognita foi injetada dentro do microtubo em cada tubo
de ensaio com o auxilio de uma seringa. O orificio apds a retirada da agulha da seringa foi

rapidamente selado com uma camada de filme plastico de parafina (PARAFILM®). O
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microtubo contendo 0s ovos permaneceu exposto aos compostos volateis por 10 dias,
totalizando 20 dias apos a vedacao dos tubos. No final, o filme plastico de parafina foi removido
e 0 microtubo retirado de cada tubo. Assim, a eclosdo de J2 foi avaliada no periodo de 10 dias
de exposicdo aos compostos volateis. A suspensdo de cada microtubo do tubo de ensaio foi
retirada por meio de pipeta manual e transferida para camara de contagem de Peters, em que
quantificou-se o numero de J2 eclodidos sob microscépio oOtico. Ao final, determinou-se a
porcentagem de eclosdo de J2. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com seis
concentracdes do residuo e cinco repeticdes. O ensaio experimental foi repetido uma vez,

seguindo 0s mesmos procedimentos e etapas do primeiro.

2.8 Supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici raca 3 em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em condic¢des controladas

Para o ensaio de supressividade do residuo sobre Fol 3 utilizou-se solo natural ndo
esterelizado, com coleta do solo abaixo da cobertura morta até uma profundidade de 20 cm.
Uma amostra de solo homogénea foi retirada para analise fisico-quimica inicial (argila = 437,6
g/kg, silte = 60,0 g/kg, areia = 502,4 g/kg, pH H20 = 5,5, P = 1,4 mg/dm3, K =22,9 mg/dm3,
Na = 4,7 mg/dm3, H+AL = 1,8 cmolc/dm3, Al = 0,03 cmolc/dm3, Ca = 0,3 cmolc/dm3, Mg =
0,1 cmolc/dm3, Fe = 15,6 mg/kg, Cu = 1,6 mg/kg, Mn = 1,5 mg/kg e Zn = 0,3 mg/kg).

O ensaio foi conduzido em vasos plasticos com capacidade para 2,8 L em casa de
vegetacdo climatizada. A estrutura da casa de vegetacdo é composta por camada de filme
plastico de polietileno de alta densidade, aditivado contra raios ultravioletas, com 50% de
transmissdo de luminosidade. O sistema de climatizacdo é por sistema evaporativo de ar
formado por um painel de celulose corrugada associado a uma motobomba responséavel pelo
recalque de adgua para a parte superior do painel, com exaustor posicionado na parede oposta a
do painel de celulose. O acionamento do sistema de resfriamento foi baseado na temperatura
do ar interno, ajustado manualmente (> 25 °C) por meio de termostato localizado na parte
central da estrutura interna.

O residuo, obtido conforme descrito no item 2.1 do capitulo anterior, foi incorporado ao
solo do vaso nas concentragdes de 0, 1, 2, 3, 4 e 5% (v/v) e incubado durante 20 dias, periodo
determinado de acordo com os resultados do capitulo anterior.

A umidade do solo nos vasos foi controlada de forma a alcancar 60% da capacidade de
campo. Cada vaso contendo solo mais residuo nas diferentes concentracdes foi infestado com
uma suspenséao contendo 106 conidios de Fol 3, de forma uniforme em todo o vaso, no mesmo

dia apo6s a incorporacdo do residuo ao solo. Para isso, cinco discos do fungo (diametro = 0,5
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cm), obtidos conforme descrito no item 2.2, foram transferidos para Erlenmeyers de 500 mL
contendo meio liquido batata dextrose (BD). Os Erlenmeyers foram colocados sob agitacdo a
120 rpm em mesa agitadora orbital TE-4200 (TECNAL®) & temperatura de 25 °C durante 7 dias
no escuro. Ap6s o término do periodo de incubacdo, foi retirada uma aliquota de cada
Erlenmeyer para contagem de conidios em hemocitdmetro, ajustando-se a suspensdo na
concentragéo de 10° conidios mL™.

Antes do transplantio das mudas de tomate, incorporou-se 4 g/vaso de calcario “filler”
(24% Ca; 11% Mg), com posterior adubacéo de plantio a lanco de 4,8 g/vaso da formulacéo 05-
25-15 (N-P-K). A adubacdo de cobertura foi realizada por meio da aplicacéo a lanco de 1 g/vaso
de ureia (45% N) dividida aos 20 e 40 dias apds o transplantio das mudas. Mudas de tomate cv.
‘Santa Cruz Kada’ com aproximadamente 25 dias apds a semeadura apresentando duas folhas
verdadeiras foram transplantadas para cada vaso. O controle das plantas daninhas foi realizado
manualmente, a medida que se observava o aparecimento dessas na fase de plantula. O controle
de pragas e doencas durante o ciclo da cultura foi realizado de acordo com 0 monitoramento
diario da casa de vegetacdo, utilizando produtos recomendados para a cultura do tomateiro
(Anexo 1). Foi utilizado um protetor de plastico nas parcelas, de modo a evitar o contato dos
produtos com o solo por respingos da pulverizagéo.

As avaliacOes de altura de plantas (cm) foram realizadas utilizando trena graduada,
medindo-se da base do colo da planta até ao apice, aos 20, 40, 60 e 75 dias ap0s o transplantio
(DAT). Os primeiros sintomas externos da murcha-de-Fusarium ocorreram aos 38 DAT. Ap0s,
a severidade externa da doenca foi avaliada semanalmente até aos 75 DAT utilizando uma
escola de notas adaptada de Tokeshi e Galli (1966): 1= planta sem sintoma; 2= planta com
amarelecimento até a segunda folha; 3= planta com amarelecimento até a terceira folha; 4=
planta com murcha e sem amarelecimento; 5= planta com murcha e amarelecimento; e 6= planta
morta. Ao final, calculou-se a area abaixo da curva do progresso da doenca.

Aos 50 DAT foram realizadas avaliagfes de trocas gasosas da planta utilizando-se de
um analisador de gases no infravermelho (IRGA LI-6800, LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA).
As variaveis analisadas foram: E = Taxa transpiratoria (mmol m2s?); A = Taxa fotossintética
(umol m?2 s1); EUA = Eficiéncia do uso da agua (umol m2 st / mmol m2 s1); e gsw =
Conduténcia estomatica (mol m?2 s1). Ao final, calculou-se a relagdo Ci/Ca, em que Ci € a
concentracdo interna de CO2 (umol mol™) e Ca a concentracéo externa de CO2 (umol mol™).
As medicdes foram realizadas no terceiro par de folhas totalmente expandidas a partir do apice
da planta. Para essas medicdes foi utilizado uma densidade constante de fluxo de fotons de 1500

pumol m2st, umidade relativa de 50% e concentracéo de CO- de 400 umol mol™. A temperatura
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na camara do analisador foi mantida em 25 °C. Todas as avaliagcdes foram realizadas com dia
ensolarado e sem nebulosidade, no periodo de 8 as 11 horas da manha.

Aos 75 DAT determinou-se o diametro de caule (mm) por meio de paquimetro digital.
A seguir, a parte aérea das plantas foi retirada cuidadosamente e o escurecimento vascular foi
avaliado, sendo o0s caules cortados longitudinalmente com auxilio de um estilete e a
descoloracdo interna avaliada utilizando uma escola de notas adaptada de Tokeshi e Galli
(1966): 1= planta sem escurecimento vascular; 2= planta com escurecimento vascular até a
altura da primeira folha; 3= planta com escurecimento vascular até a segunda folha; 4= planta
com escurecimento vascular até a terceira folha; 5= planta com escurecimento vascular até a
metade do comprimento do caule; e 6= planta com escurecimento vascular até proximo do
ponteiro.

Em seguida, a parte aérea das plantas e o sistema radicular foram pesados para
determinar o peso de parte aérea fresca (g) e o peso de raiz fresca (g), respectivamente, em
balanga digital. Apos, foram acondicionados em sacos de papel e levados para a estufa de
secagem com circulacéo de ar for¢ado a 65 °C por 7 dias, periodo em que no final o peso tornou-
se constante. Logo apos, realizou-se a pesagem em balanca digital para determinar o peso de
parte aérea seca (g) e 0 peso de raiz seca (g). Posteriormente, a parte aérea seca foi armazenada
em sacos de papel em ambiente fresco e arejado para analise foliar de nutrientes.

Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados com seis concentragdes do residuo
e dez repeticbes. O ensaio experimental foi repetido uma vez, seguindo 0s mesmos

procedimentos e etapas do primeiro.

2.9 Supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre Meloidogyne incognita
raca 1 em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em condi¢des de campo

O ensaio de supressividade do residuo a M. incognita em tomateiro foi realizado em
dois momentos distintos, tanto em relacdo ao periodo, quanto em relacéo a area. O primeiro foi
realizado em uma area do campo experimental infestado anteriormente de forma artificial com
0 nematoide entre novembro de 2021 a janeiro de 2022 (primavera-verdo). Ja o segundo ensaio
ocorreu em outra area do campo experimental também infestado anteriormente de forma
artificial com o nematoide entre junho e setembro de 2022 (outono-inverno).

Para ambos, as plantas foram cultivadas em manilhas de concreto armado (1,1 m de
didmetro x 0,06 m de altura; ~ 1 m?) contendo solo. Antes do plantio realizou-se uma
amostragem geral da area, coletando-se solo na profundidade de 0-20 cm para anélise fisico-

quimica inicial do solo (solo do ensaio primavera-verdo: argila = 341 g/kg, silte = 114 g/kg,
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areia = 545 g/kg, pH H20 = 6,4, P = 144,1 mg/dm3, K = 198,2 mg/dm3, Na = 8,1 mg/dm3,
H+AL = 2,3 cmolc/dm3, Al = 0,03 cmolc/dms3, Ca = 3,1 cmolc/dm3, Mg = 1,1 cmolc/dm?3, Fe =
18,2 mg/kg, Cu = 12,9 mg/kg, Mn = 6,1 mg/kg e Zn = 2,0 mg/kg) ; (solo do ensaio outono-
inverno: argila = 337 g/kg, silte = 110 g/kg, areia = 553 g/kg, pH H20 = 7,5, P = 40,4 mg/dms3,
K =50,5 mg/dm3, Na = 17,4 mg/dm3, H+AL = 0,0 cmolc/dm3, Al = 0,04 cmolc/dm3, Ca =5,2
cmolc/dms, Mg = 0,3 cmolc/dm3, Fe = 5,4 mg/kg, Cu = 0,8 mg/kg, Mn = 1,9 mg/kg e Zn = 2,2
mg/kg).

Amostras de solo de 0-20 cm de profundidade foram coletadas para avaliar a densidade
populacional inicial (J2) de M. incognita, as quais foram padronizadas para 150 cm? por parcela.
A extracdo dos fitonematoides do solo foi realizada pelo método de flotacdo centrifuga em
solugdo de sacarose desenvolvido por Jenkins (1964). Nesse, a amostra de 150 cm?® foi
acondicionada em um Becker de 4 L. Apds, adicionou-se 2 L de agua e a suspensao de solo foi
homogeneizada manualmente, de modo a desfazer todos os torrGes de solo. Apds a
homogeneizacdo, esperou-se 20 segundos para que residuos mais grossos de solo se
depositassem no fundo do Becker. A suspensao de solo e fitonematoides da fase superior da
mistura foi vertida sobre uma peneira de 200 mesh, acoplada a uma de 400 mesh, com o cuidado
devido para ndo verter o solo depositado no fundo do Becker. Com o auxilio de uma pisseta,
coletou-se com jatos e dgua o material coletado na peneira de 400 mesh. Esse foi recolhido em
um tubo de centrifuga, o qual foi centrifugado por 5 minutos a 1.750 rpm. Apds esse
procedimento, o sobrenadante foi eliminado. O precipitado foi ressuspendido em solucéo de
sacarose (45,4% de acucar refinado) e centrifugado novamente por 1 minuto a 1.750 rpm. O
liquido sobrenadante foi vertido em peneira de 400 mesh, sendo recolhidos os fitonematoides
em Becker de 50 mL com auxilio de uma pisseta. A suspensao foi homogeneizada e uma
aliquota da suspensao foi adicionada em camara de contagem de Peters para determinacdo do
namero de juvenis de segundo estadio (J2) em microscopio ético (aumento de 100 vezes).
Assim, determinou-se a quantidade de J2 em 150 cm? de solo.

O residuo, obtido conforme descrito no item 2.1 do capitulo anterior, foi incorporado na
profundidade do solo de 0-20 cm nas concentracgdes de 0, 1, 2, 3, 4 e 5% (v/v) e incubado
durante 20 dias, periodo determinado conforme os resultados do capitulo anterior. A irrigacdo
foi realizada manualmente, sendo utilizada uma lamina semanal de 30 mm. A umidade do solo
para todas as parcelas foi controlada de forma a alcancar 60% da capacidade de campo.

Antes do transplantio das mudas de tomate, incorporou-se 200 g/manilha de calcario
“filler” (24% Ca; 11% Mg), com posterior adubacdo de plantio a lanco de 200 g/manilha da

formulacdo 04-30-10 (N-P-K). A adubacdo de cobertura foi realizada por meio da aplicacéo a
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lango de 45 g/manilha de ureia (45% N) dividida aos 20, 40 e 60 dias ap6s o transplantio das
mudas. Mudas de tomate cv. ‘Santa Cruz Kada’ com aproximadamente 25 dias ap0s a
semeadura apresentando duas folhas verdadeiras foram transplantadas em espacamento de 0,5
m, totalizando 2 plantas por parcela. O controle das plantas daninhas foi realizado
manualmente, & medida que se observava o aparecimento dessas na fase de plantula. O controle
de pragas e doencas durante o ciclo da cultura foi realizado de acordo com 0 monitoramento
diario da area, com observacdes no campo, utilizando produtos recomendados para a cultura do
tomateiro (Anexos 2 e 4). Foi utilizado um protetor de plastico nas parcelas, de modo a evitar
0 contato dos produtos com o solo por respingos da pulverizacéo.

Ao longo do ciclo do tomate para ambos os ensaios, 0s dados meteoroldgicos foram
monitorados (Anexos 3 e 5; Figuras 1 e 2) por meio de estacdo meteoroldgica
(AGROSYSTEM®) presente na area do Instituto Federal Goiano — Campus Morrinhos
(Latitude 17°48'50,4" S; Longitude 49°12'16,5" W; Altitude 902 m). Os dados podem ser
obtidos pelo seguinte link: https://meteorologia-ifgoiano-mhos.webnode.com/meteorologia/.

Figura 1. Médias diarias de precipitacdo pluviométrica (mm), umidade relativa do ar (%), e
temperaturas média, maxima e minima (°C), observadas ao longo do periodo de realizacdo do
1° ensaio (primavera-verdo) de supressividade a Meloidogyne incognita.
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Figura 2. Médias diarias de precipitacdo pluviométrica (mm), umidade relativa do ar (%), e
temperaturas média, maxima e minima (°C), observadas ao longo do periodo de realizacdo do
2° ensaio (outono-inverno) de supressividade a Meloidogyne incognita.
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As avaliacdes de altura de plantas (cm) foram realizadas utilizando uma trena graduada,
medindo-se da base do colo da planta até ao apice, aos 25, 50 e 80 dias ap0s o transplantio das
mudas (DAT).

Foram realizadas avaliacdes de trocas gasosas da planta utilizando-se de um analisador
de gases no infravermelho (IRGA LI-6800, LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA). Para observar
possiveis diferencas durante o ciclo da cultura, no ensaio primavera-verdo realizou-se aos 80
DAT, e no ensaio outono-inverno aos 50 DAT. As variaveis analisadas foram: E = Taxa
transpiratoria (mmol m2 s?); A = Taxa fotossintética (umol m?2 s1); EUA = Eficiéncia do uso
da agua (umol m2 st/ mmol m2s1); e gsw = Condutancia estoméatica (mol m2s1). Ao final,
calculou-se a relacdo Ci/Ca, em que Ci é a concentracao interna de CO2 (umol mol?) e Ca a
concentracdo externa de CO2 (umol mol?). As medicOes foram realizadas no quinto par de
folhas totalmente expandidas a partir do apice da planta. Para essas medicgdes foi utilizado uma
densidade constante de fluxo de fotons de 1500 pmol m=2 s, umidade relativa de 50% e
concentracdo de CO2 de 400 umol mol™. A temperatura na cdmara do analisador foi mantida
em 25 °C. Todas as avaliagOes foram realizadas com dia ensolarado e sem nebulosidade, no
periodo de 8 as 11 horas da manha.

As plantas foram conduzidas até a colheita, aos 80 DAT, em que colheu-se todos 0s

frutos dos quatro primeiros cachos de cada planta. Apds, determinou-se o numero de frutos por
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planta, a produtividade média por planta (kg) e o peso médio de frutos (g). Antes de retirar as
plantas, determinou-se o didmetro de caule (mm) por meio de paquimetro digital. A seguir, a
parte aérea das plantas foi retirada cuidadosamente e pesada para determinar o peso de parte
aérea fresca (g) em balanca digital. Em seguida, foi acondicionada em sacos de papel e levada
para a estufa de secagem com circulacdo de ar forcado a 65 °C por 7 dias, periodo em que no
final 0 peso tornou-se constante. Logo apds, realizou-se a pesagem em balanca digital para
determinar o peso de parte aérea seca (g), que posteriormente foi armazenada em sacos de papel
em ambiente fresco e arejado para posterior analise foliar de nutrientes.

O sistema radicular das plantas foi lavado e pesado em balanga digital para determinar
0 peso de raiz fresca (g). Apos, avaliou-se as deformacdes provocadas pelos fitonematoides nas
raizes (galhas). Assim, determinou-se o indice de galhas por sistema radicular seguindo a
metodologia descrita por Taylor e Sasser (1978), em que: 0= auséncia de galhas no sistema
radicular; 1= 1 a 2 galhas; 2= 3 a 10 galhas; 3= 11 a 30 galhas; 4= 31 a 100 galhas; e 5= mais
de 100 galhas por sistema radicular. Em seguida, as raizes foram utilizadas para quantificacao
do nimero de ovos + J2 por grama de raiz. Para tal, utilizou-se a técnica de Boneti e Ferraz
(1981) associada a técnica de Jenkins (1964), conforme descrito no item 2.3. Também, avaliou-
se a quantidade de J2 no solo remanescente das manilhas. Para tal, amostras foram coletadas
nas manilhas em regido préximo do local de onde foram retiradas as plantas, até 20 cm de
profundidade. Apds, as amostras por manilhas foram homogeneizadas e padronizadas para 150
cm?®. A extracio foi realizada pelo método de flotagio centrifuga em solucdo de sacarose
desenvolvido por Jenkins (1964), descrito anteriormente neste item.

O experimento seguiu o delineamento em blocos ao acaso com seis tratamentos e quatro
repeticdes. A parcela experimental foi constituida de uma manilha (~1 m?) contendo 2 plantas
(~20 mil plantas/ha).

2.10 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos aos pressupostos da analise de variancia utilizando o
teste de Shapiro-Wilk para normalidade dos erros e o teste de Bartlett para homogeneidade das
variancias. Os dados foram submetidos a significancia pelo teste F em 5% de probabilidade. Os
dados significativos foram ajustados ao modelo de regressdo. As analises foram implementadas
no software estatistico R versdo 4.0.3 (R CORE TEAM, 2023).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito in vitro do extrato aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre o
crescimento micelial e a germinacdo de microconidios de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici raga 3

Na avaliagdo in vitro do extrato aquoso sobre o crescimento micelial de Fol 3 observou-
se diferenca estatistica entre as concentracdes (p-valor < 0,001; coeficiente de variagdo =
5,84%). Todavia, essa diferenca entre as concentracdes foi traduzida em efeitos de incremento
e ndo sobre a inibicdo do crescimento micelial do fungo.

O incremento sobre o crescimento micelial de Fol 3 pelas concentragdes do extrato
aquoso foi representado pela Linear Response Plateau. Ap6s obter a funcdo Plateau, nota-se
que, a partir de determinado ponto (Fx) ndo ha mais efeito de concentracdo dependente (x), ou
seja, com o aumento das concentrac@es ndo ha progresso do crescimento micelial do fungo,
com tendéncia a estabilizacdo. A concentracdo maxima do extrato aquoso foi de 62,95% e o
crescimento micelial maximo estavel foi de 7,37 cm (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Linear Response Plateau para a avaliacdo in vitro do crescimento micelial de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3 em funcdo das concentragdes crescentes do
extrato aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor apds 8 dias de incubacdo. X =
concentracdo (%) maxima do extrato aquoso sobre o crescimento micelial de Fol 3 ap6s 8 dias
de incubacdo; F(x) = crescimento micelial (cm) méaximo estavel de Fol 3.
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Figura 4. Crescimento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3 em
funcdo das concentrac@es crescentes do extrato aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor
apos 8 dias de incubac&o.
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Fonte: Do autor (2023)

Na avaliacdo in vitro do extrato aquoso sobre a germinacdo de microconidios de Fol 3
foi possivel observar diferenca estatistica entre as concentragdes (p-valor < 0,001; coeficiente
de variagdo = 13,3%). A germinacdo foi reduzida drasticamente em 84,32% pela menor
concentracdo do extrato (10%). A germinacéo de microconidios de Fol 3 pelas concentracdes
do extrato aquoso foi representada pela Linear Response Plateau. Apds obter a funcéo Plateau,
nota-se que, com 0 aumento das concentragdes do extrato ndo ha mais germinacdo de
microconidios do fungo, com tendéncia a estabilizacdo. A concentracdo méxima do extrato

aquoso foi de 11,63%, e a taxa de germinacdo maxima estavel foi de 1,1% (Figura 5).

Figura 5. Linear Response Plateau para a avaliacdo in vitro da germinacdo de microconidios
de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3 em fungdo das concentragdes crescentes do
extrato aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor ap6s 6 horas de incubagdo. X=
concentracdo (%) méaxima estavel do extrato aquoso sobre a germinagdo de microconidios de
Fol 3 ap6s 6 horas de incubacdo; F(x) = germinacao (%) maxima estavel de Fol 3.
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3.2 Efeito in vitro do extrato aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre a
mobilidade, a mortalidade e a eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita raca 1

Na avaliacdo in vitro do extrato aquoso sobre a mobilidade de J2 de M. incognita, as
concentragOes avaliadas diferiram estatisticamente entre si para todos os periodos de avaliacdo
(24, 48, 72 e 96 horas; p-valor < 0,001; coeficiente de variacdo = 2,26; 0,44; 0,50; 0,92,
respectivamente).

Na concentracdo de 10% do extrato foi possivel observar um efeito nematostatico
drastico de até 93,0% em relagdo ao controle para o periodo de 24 horas de incubagdo. A
imobilidade de J2 de M. incognita pelas concentracGes do extrato aquoso foi representada pela
Linear Response Plateau. Apos obter a funcdo Plateau, nota-se que, com o aumento das
concentragdes ndo ha mais reducdo da mobilidade de J2 do fitonematoide, com tendéncia a
estabilizacdo. A concentracdo maxima do extrato aquoso no periodo de 24 horas de incubacéo
foi de 10,1%, e a taxa de imobilidade maxima estavel foi de 97,9%. Nos periodos de 48, 72 e
96 horas de incubacdo, a concentracdo maxima do extrato aquoso permaneceu entre 10,07 a
10,1%, e a taxa de imobilidade entre 99,7 a 100% (Figura 6).

Figura 6. Linear Response Plateau para a avaliacdo in vitro da mobilidade de juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita raca 1 em funcéo das concentracdes crescentes
do extrato aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor apds 24 horas de incubacdo. X=
concentracdo (%) maxima estavel do extrato aquoso sobre a imobilidade de J2 de M. incognita
apos 24 horas de incubacédo; F(x) = imobilidade (%) maxima estavel de M. incognita.
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Na avaliagéo in vitro do extrato aquoso sobre a mortalidade de J2 de M. incognita, houve
diferenca estatistica para as concentracdes para todos os periodos de avaliagdo (24, 48, 72 e 96
horas de incubacdo; p-valor < 0,001; coeficiente de variacdo = 10,58; 8,96; 9,56; 4,04,
respectivamente). Para as avaliacbes com 24 e 96 horas de incubacdo, a mortalidade de J2 de
M. incognita pelas concentracdes do extrato aquoso foi representada pela Linear Response
Plateau (Figura 7). J& para as avaliagdes com 48 e 72 horas de incubagdo, os dados
apresentaram comportamento linear crescente (Figura 8).

Com 24 horas de incubagdo as concentracfes do extrato aquoso nao apresentaram
considerada mortalidade em relacdo ao controle. Apds obter a funcéo Plateau, nota-se que, com
0 aumento das concentra¢fes ndo ha mortalidade de J2 do fitonematoide, com tendéncia a
estabilizacdo. A concentracdo maxima do extrato aquoso no periodo de 24 horas de incubacéo
foi de 14,0%, e a taxa de mortalidade maxima estavel foi de 10,5%. Ja para o periodo de 96
horas de incubacgdo foi possivel observar para a concentragdo de 10% do extrato aquoso
eficiéncia na mortalidade de J2 de até 79,8% em relacdo ao controle. A concentra¢do maxima
do extrato foi de 11,63% e a taxa de mortalidade estavel de 92,63%.

Nos periodos de 48 e 72 horas, a mortalidade de J2 aumentou com as crescentes
concentragfes crescentes do extrato aquoso. Na concentracdo minima do extrato de 10% foi
possivel obter eficiéncia de 41,0 e 43,0 % em relacdo ao controle para 48 e 72 horas de

incubacéo, respectivamente.
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Figura 7. Linear Response Plateau para a avaliagdo in vitro da mortalidade de juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita raca 1 em funcao das concentragdes crescentes
do extrato aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor apos 24 e 96 horas de incubacgdo. X=
concentracdo (%) maxima estavel do extrato aquoso sobre a mortalidade de J2 de M. incognita
apos 96 horas de incubacdo; F(x) = mortalidade (%) méxima estavel de J2 de M. incognita.
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Figura 8. Avaliacdo da mortalidade in vitro de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita raca 1 em funcdo das concentracfes crescentes do extrato aquoso do residuo da larva
de Tenebrio molitor apds 48 e 72 horas de incubagdo.
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Na avaliacdo in vitro do extrato aquoso sobre a eclosdo de J2 de M. incognita, as
concentracdes avaliadas diferiram estatisticamente entre si (p-valor < 0,001; coeficiente de
variacdo = 8,49%). A taxa de ecloséo foi reduzida drasticamente na concentracdo de 10% do
extrato, com reducdo de até 86,23% em relacdo ao controle. A eclosdo de J2 de M. incognita

pelas concentragcdes do extrato aquoso foi representada pela Linear Response Plateau. Apods
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obtida a funcdo Plateau, nota-se que, a partir do aumento das concentrag¢fes do extrato ndo ha
mais eclosdo de J2 do fitonematoide, com tendéncia a estabilizagdo. A concentragdo maxima

do extrato aquoso foi de 11,54% e a taxa de eclosdo maxima estavel foi de 0,25% (Figura 9).

Figura 9. Linear Response Plateau para a avaliacdo in vitro da ecloséo de juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne incognita raca 1 em funcdo das concentracfes crescentes do extrato
aquoso do residuo da larva de Tenebrio molitor ap6s 10 dias de incubagdo. X= concentracdo
(%) maxima estavel do extrato aquoso sobre a eclosdo de J2 de M. incognita apds 10 dias de
incubacdo; F(x) = eclosdo (%) méxima estavel de J2 de M. incognita.

=3 y = 54,50 — 4,70*X
__— F(x) =0,25
s _
=~ x=115
o @ p-valor < 0,001
@
o _
[
Ll O |
o4
O - * .
I I I I I I
0 10 20 30 40 a0

Concentracies (%)

Fonte: Do autor (2023)

3.3 Efeito in vitro de compostos volateis do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3

Na avaliacdo in vitro de compostos volateis emitidos pelo residuo sobre o crescimento
micelial de Fol 3 observou-se diferenca estatistica entre as concentracdes (p-valor < 0,001;
coeficiente de variacdo = 3,88%). Essa diferenca foi traduzida em efeitos de inibicdo do
crescimento micelial do fungo. Tal efeito ocorreu apos a formacao da camara de gas no interior
da placa de Petri apds sua vedacdo, ou seja, a emissdo de compostos volateis do residuo foi
toxica a Fol 3. Vale ressaltar que o controle sem vedacgdo nédo se diferenciou do controle com
vedacdo, ou seja, houve semelhante crescimento micelial do fungo.

Na maior concentracdo do residuo de 5% a inibi¢do do crescimento micelial de Fol 3

foi reduzida em 36,4% em relacdo ao controle. O crescimento micelial de Fol 3 pelas
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concentragdes do residuo foi representada pela Linear Response Plateau. Apos obter a funcéo
Plateau, nota-se que, com 0 aumento das concentracdes do residuo ndo ha mais crescimento
micelial do fungo, com tendéncia a estabilizacdo. A concentracdo maxima do residuo foi de

2,58%, e o crescimento micelial maximo estavel foi de 2,25 cm (Figuras 10 e 11).

Figura 10. Linear Response Plateau para a avaliagdo in vitro do crescimento micelial de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 3 em funcdo de compostos volateis emitidos pelas
concentragdes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor apds 5 dias de exposicdo. X
= concentracao (%) maxima estavel de compostos volateis sobre o crescimento micelial de Fol
3 apos 5 dias de exposicao; F(x) = crescimento micelial (cm) méximo estavel de Fol 3.
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Fonte: Do autor (2023)
Figura 11. Crescimento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3 em

funcdo de compostos volateis emitidos pelas concentracfes crescentes do residuo da larva de
Tenebrio molitor apos 5 dias de exposi¢do. 0* = controle sem vedacao.

Fonte: Do autor (2023)
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3.4 Efeito in vitro de compostos volateis do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre a
mobilidade, a mortalidade e a eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita raca 1

Na avaliacdo in vitro de compostos volateis emitidos pelo residuo sobre a mobilidade
de J2 de M. incognita, as concentrag¢Oes avaliadas diferiram estatisticamente entre si para todos
os periodos de avaliacdo (24, 48, 72 e 96 horas; p-valor < 0,001; coeficiente de varia¢do = 2,07,
1,56; 1,22; 2,27, respectivamente).

Na concentracdo de 1% do residuo incorporado ao solo foi possivel observar um efeito
nematostatico drastico de até 90,9% em relacdo ao controle para o periodo de 24 horas de
exposicao. A mobilidade de J2 de M. incognita pelas concentracdes do residuo foi representada
pela Linear Response Plateau. Apds obter a funcdo Plateau, nota-se que, com o aumento das
concentracdes ndo ha mais mobilidade de J2 do fitonematoide, com tendéncia a estabilizagéo.
A concentragdo méaxima do residuo no periodo de 24 horas de exposicao foi de 1,09% e a taxa
de imobilidade mé&xima estavel foi de 99,1%. Nos periodos de 48, 72 e 96 horas de incubacéo,
a concentracdo maxima do residuo permaneceu entre 1,00 a 1,01% e a taxa de imobilidade

méaxima entre 98,9 a 99,2%, respectivamente (Figura 12).

Figura 12. Linear Response Plateau para a avaliacdo in vitro da mobilidade de juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita raca 1 em funcdo de compostos volateis
emitidos pelas concentracfes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor ap6s 24 horas
de exposicdo. X= concentracdo (%) maxima estavel do residuo sobre a imobilidade de J2 de M.
incognita apds 24 horas de exposic¢do; F(x) = imobilidade (%) maxima estavel de J2 de M.
incognita.
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Na avaliacdo in vitro de compostos volateis emitidos pelo residuo sobre a mortalidade
de J2 de M. incognita, houve diferenca estatistica para as concentra¢cdes em todos os periodos
de avaliacao (24, 48, 72 e 96 horas; p-valor < 0,001; coeficiente de variacdo = 3,03; 1,51; 1,19;
1,29, respectivamente). Na concentracdo de 2% do residuo incorporado ao solo observou-se um
efeito nematicida dréstico de até 96,8% em relagdo ao controle para o periodo de 24 horas de
exposi¢do. Ja na concentragdo de 1% do residuo foi possivel observar um efeito nematicida de
até 85,5% em relacdo ao controle para o periodo de 48 horas de exposicéo.

Para ambos os periodos de exposicdo, 24 e 48 horas, a mortalidade de J2 de M. incognita
pelas concentracbes do residuo foi representada pela Linear Response Plateau (Figuras 13 e
14). Apbs obter a fungdo Plateau, nota-se que, com o aumento das concentra¢cdes do residuo
ndo ha mortalidade de J2 do fitonematoide, com tendéncia a estabilizacdo. A concentracdo
méaxima do residuo no periodo de 24 horas de exposicao foi de 2,36%, e a taxa de mortalidade
maxima estavel foi de 99,3%. J& para o periodo de 48 horas de exposi¢do, a concentracdo
maxima do residuo foi de 1,17% e a taxa de mortalidade estavel de 99,1%. Nos periodos de 72
e 96 horas, a concentracdo maxima do residuo permaneceu entre 1,00 a 1,01%, e a taxa de

mortalidade méxima entre 99,5 a 100%.

Figura 13. Linear Response Plateau para a avalia¢do in vitro da mortalidade de juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita raca 1 em funcdo de compostos volateis
emitidos pelas concentracfes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor ap6s 24 horas
de exposicdo. X= concentracdo (%) maxima estavel do residuo sobre a mortalidade de J2 de M.
incognita apds 24 horas de exposicdo; F(x) = mortalidade (%) maxima estavel de J2 de M.
incognita.
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Figura 14. Linear Response Plateau para a avaliacdo in vitro da mortalidade de juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita raca 1 em funcdo de compostos volateis
emitidos pelas concentracfes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor ap6s 48 horas
de exposicdo. X= concentracdo (%) maxima estavel do residuo sobre a mortalidade de J2 de M.
incognita apds 48 horas de exposicao aos compostos volateis; F(x) = mortalidade (%) méxima
estavel de J2 de M. incognita.
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Na avaliacao in vitro de compostos volateis emitidos pelo residuo sobre a eclosdo de J2
de M. incognita, as concentracdes avaliadas diferiram estatisticamente entre si (p-valor < 0,001;
coeficiente de variagdo = 7,48%).

A taxa de ecloséo foi reduzida drasticamente na concentracdo de 1% do residuo, com
97,3% de reducdo em relacdo ao controle. A eclosdo de J2 de M. incognita pelas concentracdes
do residuo foi representada pela Linear Response Plateau. Apos obtida a funcéo Plateau, nota-
se que, a partir do aumento das concentracdes ndo ha mais eclosao de J2 do fitonematoide, com
tendéncia a estabilizagdo. A concentracdo méaxima do residuo foi de 1,0% e a taxa de eclosdo

méaxima estavel foi de 0,85% (Figura 15).
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Figura 15. Linear Response Plateau para a avaliacdo in vitro da eclosdo de juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne incognita raca 1 em funcdo de compostos volateis emitidos pelas
concentragOes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor apos 10 dias de exposi¢&o.
X= concentracao (%) maxima estavel do residuo sobre a eclosdo de J2 de M. incognita apos 10
dias de exposicdo; F(x) = eclosdo (%) maxima estavel de J2 de M. incognita.
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3.5 Supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici raca 3 em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em condic¢des controladas

Para altura de plantas aos 20 e 40 dias ap6s o transplantio das mudas (DAT) ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos (p-valor = 0,702 e 0,987; coeficiente de variacdo =
9,88 e 7,48%, respectivamente). Apenas aos 60 e 75 DAT os tratamentos apresentaram
significancia para a variavel altura de plantas (p-valor < 0,001; coeficiente de variacdo = 6,03
e 7,43%, respectivamente). Houve reducdo de crescimento vegetal pelas concentracdes
crescentes do residuo em relacdo ao controle aos 60 e 75 DAT, com comportamento linear
decrescente dos dados (Figuras 16, 17 e 18).

Para didmetro de caule houve significancia entre os tratamentos (p-valor < 0,001;
coeficiente de variacdo = 6,03%), e todas as concentragdes do residuo propiciaram maior

crescimento em relagdo ao controle, com comportamento linear crescente para os dados (Figura
16).
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Figura 16. Avaliacdo da altura de plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) aos 60 e 75
dias ap0s o transplantio, e diametro de caule em funcao das concentracdes crescentes do residuo
da larva de Tenebrio molitor incorporado ao solo infestado com Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici raga 3.
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Figura 17. Altura de plantas aos 20 e 40 dias ap6s o transplantio em fungéo das concentragdes
crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor incorporado ao solo infestado com Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici raga 3.
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Figura 18. Altura de plantas aos 60 e 75 dias ap6s o transplantio em fungéo das concentragdes

crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor incorporado ao solo infestado com Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici raga 3.
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Para as variaveis de trocas gasosas da planta houve diferenca estatistica entre os
tratamentos para transpiracdo (p-valor < 0,001 ; coeficiente de varia¢do = 29,51%), fotossintese
(p-valor = 0,012 ; coeficiente de variagdo = 25,03%), eficiéncia do uso da agua (p-valor < 0,001
; coeficiente de variacdo = 16,91%), condutancia estomatica (p-valor = 0,003 ; coeficiente de
variagdo = 27,78%) e relacdo entre a concentracao interna (Ci) e externa (Ca) de CO> (p-valor
= 0,002 ; coeficiente de variacdo = 24,68%).

Os dados de trocas gasosas da planta apresentaram comportamento linear (Figura 19).
A taxa transpiratoria das plantas foi inversamente proporcional a taxa fotossintética, ou seja, a
transpiracdo diminuiu e a fotossintese aumentou com as concentragdes crescentes do residuo.
A concentracdo de 5% do residuo promoveu um aumento de 69,3% sobre a fotossintese em
relacdo ao controle.

A eficiéncia do uso da agua foi diretamente proporcional com o aumento das
concentragfes do residuo, com destaque para a concentracdo de 5%, que foi 252,3% mais
eficiente em relacdo ao controle. Todavia, as concentracfes crescentes do residuo influenciaram
inversamente sobre a condutancia estomatica e a relacdo entre a concentracdo interna (Ci) e
externa (Ca) de CO..
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Figura 19. Avaliacdo de transpiracdo, fotossintese, condutancia estomatica, relacdo entre a
concentracédo interna (Ci) e externa (Ca) de CO2 e eficiéncia do uso da agua em tomateiro
(Solanum lycopersicum L.) em funcdo das concentracdes crescentes do residuo da larva de
Tenebrio molitor incorporado ao solo infestado com Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca
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Para as varaveis vegetativas houve efeito significativo entre os tratamentos para peso de
parte aérea fresca e seca, e peso de raiz fresca e seca (p-valor < 0,001 e coeficiente de variacao
=13,56; 11,58; 7,47; 4,59%, respectivamente). Todas as concentracdes do residuo propiciaram
maior desenvolvimento das plantas em relagdo ao controle, com comportamento linear dos
dados (Figuras 20 e 21). A concentragdo de 5% do residuo propiciou 0s maiores valores de

biomassa aérea e radicular em relacdo ao controle, com até 328,5% de incremento.
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Na tabela 1 s&o expressos os resultados da andlise nutricional foliar dos tratamentos, em

que é possivel observar que o acimulo de manganés (Mn) é diretamente proporcional as

concentragdes crescentes do residuo. Tambem, € possivel observar um acimulo de soédio (Na)

e ferro (Fe) similar a uma curva quadratica.

Tabela 1. Resultado da andlise nutricional foliar dos tratamentos estudados no ensaio de
supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

raca 3 em tomateiro (Solanum lycopersicum L.).

Concentraces P K Ca Mg Al Na
% a/kg g/kg g/kg g/kg g/kg g/kg
0 2,6 13,4 14,0 4,0 0,13 0,37
1 2,1 12,0 14,8 4,2 0,12 0,40
2 2,0 13,0 14,0 3,9 0,15 0,44
3 2,0 14,2 14,8 4,5 0,14 0,47
4 2,1 16,5 16,1 4,9 0,18 0,54
5 2,1 14,4 14,4 4.4 0,10 0,47

Fe Cu Mn Zn
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
0 156 1,01 64,9 34,2
1 165 4,05 102 49,1
2 210 1,51 166 50,9
3 201 1,30 241 43,1
4 229 0,80 333 46,3
S 185 1,0 332 47,0

Fonte: Do autor (2023)
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Figura 20. Avaliacdo de peso de parte aérea fresca e seca, e peso de raiz fresca e seca em fungédo
das concentracdes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor incorporado ao solo
infestado com Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3.
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Fonte: Do autor (2023)

Figura 21. Sistema radicular de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em funcdo das
concentracgdes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor incorporado ao solo infestado
com Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3.
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Quando analisada a severidade interna, os tratamentos ndo diferiram estatisticamente
entre si (p-valor = 0,909 ; coeficiente de variagéo = 28,81%). Todavia, para a severidade externa
(p-valor < 0,001 ; coeficiente de variacdo = 9,68%), representada pela area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD), todas as concentraces do residuo reduziram a murcha-de-
Fusarium no tomateiro em relagéo ao controle. Os dados da AACPD foram representados por
uma resposta linear (Figura 22). A concentracdo de 5% do residuo apresentou a maior eficacia

de reducdo da severidade externa da doenca, com 17,8% em relacdo ao controle.

Figura 22. Area abaixo da curva de progresso da murcha-de-Fusarium (Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici raca 3) em funcdo da incorporacdo das concentracdes crescentes do residuo da
larva de Tenebrio molitor ao solo em cultivo de tomateiro (Solanum lycopersicum L.).
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Fonte: Do autor (2023)

3.6 Supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor sobre Meloidogyne incognita
raca 1 em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em condi¢des de campo

Na avaliagdo de J2 inicial de M. incognita presente nas areas dos experimentos nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos (ensaio primavera-verdao: media = 48 J2/150cm3
solo; p-valor = 0,367 e coeficiente de variagdo = 26,95% ; ensaio outono-inverno: média = 382
J2/150cm? solo, p-valor = 0,494 e coeficiente de variagéo = 26,80% ), 0 que pode considerar-
se homogeneidade da populacdo inicial no solo nas manilhas para os tratamentos.

Ao término dos experimentos, aos 80 dias ap0ds o transplantio das mudas (DAT), foi
possivel observar diferenca estatistica para as concentrac¢6es do residuo para a populagéo final

de J2 no solo (ensaio primavera-verdo: p-valor = 0,001 e coeficiente de variacdo = 31,73% ;
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ensaio outono-inverno: p-valor < 0,001 e coeficiente de variagdo = 25,87% ). Em ambos os
ensaios, a populacédo final de J2 aumentou para todos os tratamentos em rela¢do a populacao
inicial. A populacdo final de M. incognita no solo foi representada por uma curva linear
crescente no ensaio primavera-verdo e uma curva linear decrescente no ensaio outono-inverno
(Figura 23). No ensaio outono-inverno a concentracdo de 5% apresentou a maior reducdo da
populagéo de J2 no solo, com 87,8% em relacdo ao controle.

Quando analisada a populacdo de M. incognita nas raizes, os tratamentos diferiram
estatisticamente entre si para o indice de galhas e para o0 nimero de ovos+J2 por grama de raiz
somente no ensaio outono-inverno (ensaio primavera-verdo: p-valor = 0,136 e 0,131 ;
coeficiente de variagdo = 11,78 e 35,05 %, respectivamente ; ensaio outono-inverno: p-valor =
0,006 e 0,002 ; coeficiente de variacdo = 8,09 e 23,69%, respectivamente). Todavia, todas as
concentracdes do residuo reduziram a populacdo do fitonematoide na raiz em relacdo ao
controle para ambos os ensaios. A concentracdo de 5% apresentou a maior reducdo de galhas
(24%) e do nimero de ovos+J2 por grama de raiz (57%) em relacéo ao controle.

Figura 23. Avaliacdo do nimero de juvenis de segundo estadio (J2) final no solo, indice de
galhas e numero de ovos + juvenis de segundo estadio (J2) por grama de raiz em tomateiro
(Solanum lycopersicum L.) em funcdo das concentracdes crescentes do residuo da larva de
Tenebrio molitor incorporado ao solo infestado com Meloidogyne incognita raga 1.
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Em relacdo as variaveis vegetativas, altura de plantas aos 25, 50 e 80 DAT foi
significativa para os tratamentos (ensaio primavera-verdo: p-valor = 0,035; 0,027 e 0,05 ;
coeficiente de variacdo = 13,67; 11,07 e 15,89%, respectivamente ; ensaio outono-inverno: p-
valor = 0,009; 0,016 e 0,029 ; coeficiente de variacdo = 9,29; 9,19 e 9,42%, respectivamente).
As concentragdes do residuo proporcionaram as plantas maior crescimento vegetal em relagéo
ao controle em todas as avaliagdes. O comportamento dos dados foi representado por uma
resposta linear para altura aos 25 DAT e quadratica para altura aos 50 e 80 DAT para 0 ensaio
primavera-verdo, e linear para todas para o ensaio outono-inverno (Figuras 24, 25, 26 e 27).

Para diametro de caule, peso de parte aérea fresca, peso de parte aérea seca e peso de
raiz fresca houve diferenca estatistica entre os tratamentos (ensaio primavera-verdo: p-valor =
0,003; 0,006; 0,002 e 0,001 ; coeficiente de variacdo = 9,84; 26,16; 23,05 e 19,01%,
respectivamente ; ensaio outono-inverno: p-valor = 0,038; 0,014; 0,002 e 0,036 ; coeficiente de
variacdo = 10,51; 19,77; 16,69 e 18,55%, respectivamente). Os dados apresentaram resposta
linear para todas as variaveis, exceto para peso de raiz fresca (Figuras 28 e 29). Todas as
concentracdes do residuo propiciaram maior desenvolvimento das plantas em relacdo ao

controle em ambos 0s ensaios.
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Figura 24. Avaliacdo da altura de plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) aos 25, 50
e 80 dias apos o transplantio em funcdo das concentracGes crescentes do residuo da larva de
Tenebrio molitor incorporado ao solo infestado com Meloidogyne incognita raga 1.
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Fonte: Do autor (2023)
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Figura 25. Altura de plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) aos 25 dias ap6s o

transplantio em funcéo das concentracBes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor
incorporado ao solo infestado com Meloidogyne incognita raca 1.
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Figura 26. Altura de plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) aos 50 dias ap6s o
transplantio em funcéo das concentracBes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor
incorporado ao solo infestado com Meloidogyne incognita raca 1.
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Figura 27. Altura de plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) aos 80 dias ap6s o
transplantio em funcéo das concentracBes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor
incorporado ao solo infestado com Meloidogyne incognita raca 1.

Fonte: Do autor (2023)
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Figura 28. Avaliacdo de didmetro de caule, peso de parte aérea fresca e seca, e peso de raiz
fresca de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em funcdo das concentracdes crescentes do
residuo da larva de Tenebrio molitor incorporado ao solo infestado com Meloidogyne incognita
raca 1.
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Fonte: Do autor (2023)
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Figura 29. Sistema radicular de plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em fungéo
das concentragdes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor incorporado ao solo
infestado com Meloidogyne incognita raga 1.

Fonte: Do autor (2023)

Na tabela 2 sdo expressos os resultados da andlise nutricional foliar dos tratamentos do
ensaio primavera-verdo, em que € possivel observar os maiores acumulos de fosforo (P),

aluminio (Al), ferro (Fe), cobre (Cu) e manganés (Mn), similar a uma curva quadratica. J& na
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tabela 3 sdo expressos os resultados da analise nutricional foliar dos tratamentos do ensaio
outono-inverno, observando um acimulo semelhante de P, Al, Fe e Cu a uma curva quadrética.
Os niveis de manganés (Mn) e zinco (Zn) sdo diretamente proporcionais as concentracdes

crescentes do residuo.

Tabela 2. Resultado da anélise nutricional foliar dos tratamentos estudados no ensaio
primavera-verdo de supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor a Meloidogyne
incognita raca 1 em tomateiro (Solanum lycopersicum L.).

Concentrac0es P K Ca Mg Al Na
% a/kg g/kg g/kg g/kg g/kg g/kg
0 2,1 13,5 47,0 8,2 0,8 0,40
1 2,3 14,4 50,0 7,8 1,6 0,45
2 2,7 14,5 47,0 7,2 2,5 0,38
3 3,0 11,0 36,0 6,6 1,6 0,41
4 3,0 13,8 43,2 8,1 2,3 0,34
5 2,9 12,4 44,5 8,2 1,8 0,35

Fe Cu Mn Zn

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

0 573 170 49,5 6,7
1 869 247 58,0 6,3
2 1210 256 56,1 6,3
3 1311 333 59,0 7,3
4 1008 376 57,1 55
S 973 335 69,0 5,6

Fonte: Do autor (2023)

Tabela 3. Resultado da andlise nutricional foliar dos tratamentos estudados no ensaio outono-
inverno de supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor a Meloidogyne incognita
raca 1 em tomateiro (Solanum lycopersicum L.).

Concentracoes P K Ca Mg Al Na
% g/kg a/kg g/kg g/kg g/kg a/kg
0 18 12,0 40,9 4,9 3,4 0,53
1 2,3 11,0 41,7 45 8,9 0,45
2 2,2 11,6 46,3 49 2,7 0,40
3 2,6 11,3 47,3 51 6,7 0,37
4 2,4 12,2 43,4 5,0 6,8 0,37
5 3,2 14,2 45,3 5,6 53 0,37

Fe Cu Mn Zn

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

0 1711 16,2 76,8 59
1 3529 21,7 79,2 7,0
2 1448 17,0 86,6 6,3
3 2943 16,6 91,2 7,0
4 2881 15,6 90,0 8,0
S 2358 18,5 1110 8,0

Fonte: Do autor (2023)
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Em relacdo as varidveis de trocas gasosas da planta, fotossintese, transpiragéo,
condutancia estomaética, relacdo entre a concentracdo interna e externa de COy, e eficiéncia do
uso da agua, houve diferenca estatistica entre os tratamentos para todas apenas no ensaio
primavera-verdo, exceto eficiéncia do uso da agua (ensaio primavera-verdo: p-valor = 0,010;
0,002; 0,000; 0,047 e 0,213 ; coeficiente de variagdo = 27,70; 17,56; 24,21; 13,36 e 24,03%,
respectivamente ; ensaio outono-inverno: p-valor = 0,179; 0,400; 0,098; 0,197 e 0,533,
coeficiente de variacdo = 11,07, 8,04; 14,77; 5,72 e 9,02%, respectivamente).

No ensaio primavera-verdo todas as concentracdes do residuo apresentaram reducao dos
danos fisiolégicos nas plantas desencadeados pelo fitonematoide no final do experimento, fase
em que h& o inicio da colheita dos primeiros cachos de tomate, com intensa demanda de
acucares para os 6rgdos drenos frutos. Os dados de transpiracdo, fotossintese e condutancia
estomatica apresentaram um comportamento quadratico, e os de relacdo entre a concentracdo

interna e externa de CO, apresentaram uma resposta linear (Figura 30).

Figura 30. Avaliacdo de transpiracdo, fotossintese, condutancia estomatica e relacédo entre a
concentragéo interna (Ci) e externa (Ca) de CO2 em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em
funcdo das concentracGes crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor incorporado ao
solo infestado com Meloidogyne incognita raga 1.
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Fonte: Do autor (2023)



89

Sobre as variaveis de producdo, nimero de frutos, produtividade por planta e peso médio
de frutos, houve diferenca estatistica entre os tratamentos para ambos 0s ensaios (ensaio
primavera-verdo: p-valor = 0,033; 0,014 e 0,034 ; coeficiente de variacdo = 19,77; 27,63 e
19,71%, respectivamente ; ensaio outono-inverno: p-valor = 0,010; 0,004 e 0,034 ; coeficiente
de variacéo = 14,25; 20,40 e 14,29%, respectivamente). Os dados apresentaram resposta linear
crescente (Figura 31). Em ambos os ensaios, houve incremento de produtividade de frutos por
planta para todas as concentracdes do residuo, com mais de 50,5% de incremento e de até

163,1% em relacgéo ao controle.

Figura 31. Avaliacdo de numero de frutos por planta, produtividade de frutos por planta e peso
médio de frutos em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em funcdo das concentracdes
crescentes do residuo da larva de Tenebrio molitor incorporado ao solo infestado com
Meloidogyne incognita raca 1.
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4 DISCUSSAO

Em ensaios in vitro com o extrato aquoso, as concentracdes crescentes do residuo
estimularam o crescimento micelial de Fol 3. Tal efeito pode ser explicado pelas alteracGes das
propriedades do extrato no processo de esterilizacdo em autoclave, como o aumento da
mineralizacdo dos nutrientes, aumentado o valor nutricional no meio de cultura. Na germinacéo
de microconidios de Fol 3 houve inibicao pelas concentracfes crescentes do residuo. Esse efeito
pode estar relacionado a metabolitos presentes no extrato apos a esterilizacdo por filtro, ou
ainda, pela reducdo do pH no meio, formando um ambiente desfavoravel a germinacdo do
fungo. Avaliando o efeito de concentragdes crescentes do extrato aquoso de biochar sobre Fol
3 Silva et al. (2020) atribuiram a inibicdo da germinacdo de microconidios a presenca de
compostos toxicos termossensiveis, uma vez que a esterilizacdo do extrato aquoso em autoclave
ndo inibiu o crescimento micelial, mas a esterilizacdo por filtro inibiu a germinacao.

O extrato aquoso do residuo apresentou drastico efeito nematostatico a M. incognita.
Todas as concentragBes conseguiram imobilizar os juvenis de segundo estadio (J2) de M.
incognita em 24 horas de incubacdo. Na avaliacdo de mortalidade de J2, a porcentagem de
mortos foi diretamente proporcional com as crescentes concentracdes do extrato aquoso para
48 e 72 horas de incubacdo. Todas as concentragdes apresentaram forte efeito nematicida no
periodo de 96 horas de incubacdo. Também, interferiram negativamente na ecloséo de J2. As
acOes nematostatica e nematicida do extrato aquoso podem estar relacionadas aos mecanismos
de acdo direta dos microrganismos presentes no residuo e de compostos toxicos. Extratos
aquosos de materiais organicos como o de esterco bovino interferem na eclosdo e na atividade
de Meloidogyne spp. (OKA e YERMIYAHU, 2002; OSEI et al., 2011). Estudando extratos
aquosos de esterco bovino, de coelho e de pombo Mokbel (2007) relacionaram o efeito
nematostatico e nematicida sobre J2 de M. incognita a aménia, aos &cidos organicos, aos
sulfetos e aos nitritos presentes nos extratos.

Compostos volateis emitidos pelas concentracdes crescentes do residuo incorporado ao
solo inibiram o crescimento micelial de Fol 3. Possivelmente gases tdxicos como a amonia e
0s acidos graxos volateis (AGVs) foram capazes de inibir o desenvolvimento do fungo.
Residuos ricos em nitrogénio liberam compostos volateis tdxicos a fitopatdgenos, como 0s
acidos glicolico, acético, férmico, n-butirico e propidnico (ABBASI et al., 2009). Avaliando a
incorporacdo de hidrolisado de peixe ao solo Bettiol et al. (2014) observaram a presenca de
AGVs como os acidos glicolico, acético, n-butirico, propidnico, férmico, iso-butirico e iso-

valérico no controle de Fol 3.
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Os microrganismos podem emitir compostos volateis toxicos a varios fitonematoides,
como os &cidos organicos, as cetonas e os sulfetos (BUI et al., 2021). Em estudo de identificacdo
de bactérias isoladas de esterco bovino LU et al. (2014) relataram quatorze cepas bacterianas
capazes de produzir compostos volateis com atividade nematicida a J2 de M. incognita. A
emissdo de compostos volateis pela microbiota do residuo de T. molitor também contribui para
as acBes nematostatica e nematicida observadas nos ensaios in vitro. Somado aos gases toxicos
e AVGs citados anteriormente, os compostos volateis foram toxicos aos J2 de M. incognita,
com dréastica imobilidade quando expostos a 24 horas de incubacdo. Na avaliacdo de
mortalidade, todas as concentracfes do residuo ocasionaram forte efeito nematicida sobre os J2
com 48 horas de exposicdo, interferindo também negativamente em sua eclosao.

A incorporacdo de residuos organicos ao solo apresenta varios efeitos benéficos em
longo prazo. Dentre esses efeitos incluem: capacidade de retencdo de agua, maior oferta de
nutrientes e maior quantidade de nitrogénio organico (URRA et al., 2019). E relatado também
que a mineralizacdo do residuo de T. molitor leva a uma rapida presenca de NPK mais
prontamente disponiveis a planta (HOUBEN et al., 2020; HOUBEN et al., 2021). No ensaio de
supressividade do residuo a Fol 3 em cultivo de tomateiro, as concentragfes crescentes
propiciaram maior desenvolvimento vegetativo em relacdo ao controle, com excecdo as
avaliacdes de altura de plantas aos 60 e 75 dias apds o transplantio (DAT). Como relatado no
capitulo anterior, 0s niveis nutricionais de fosforo (P), potassio (K), sédio (Na), calcio (Ca),
magnésio (Mg), manganés (Mn), cobre (Cu) e zinco (Zn) no solo foram diretamente
proporcionais as concentracdes crescentes do residuo. Possivelmente, com a oferta gradual de
outros nutrientes, estdo envolvidos em uma melhor nutricdo as plantas, propiciando maior
incremento de biomassa aérea e radicular. Alteracdes quimicas e bioldgicas do solo podem estar
relacionadas a menor altura de plantas observada.

Nas avaliacOes de trocas gasosas das plantas no ensaio de supressividade do residuo a
Fol 3, todas as concentragdes incrementaram a taxa fotossintética e a eficiéncia do uso da agua.
A taxa fotossintética esta relacionada com o aumento de biomassa das plantas. Plantas mais
eficientes na utilizagdo da agua produzem mais matéria seca por grama de &gua transpirada
(MACHADO et al., 2010). Com as concentracdes crescentes do residuo foi observado reducéo
da taxa transpiratdria, da condutancia estomaética e da relagdo entre a concentracéo interna (Ci)
e externa (Ca) de CO». Maior valor de Ci/Ca nas plantas controle pode ser um indicativo de
que a carboxilagdo esta ocorrendo de forma mais lenta, com isso a relagdo Ci/Ca aumenta pelo

acumulo de carbono na camara subestomatica (Ci). O fechamento dos estdmatos e a queda na
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taxa de transpiragdo com a utilizacdo do residuo sugerem que as plantas diminuiram as perdas
de 4gua sob condicdo de estresse hidrico, possivelmente desencadeado por Fol 3.

A incorporacéo do residuo de T. molitor ao solo foi eficiente na reducéo da severidade
externa da murcha-de-Fusarium do tomateiro, representada pela AACPD, em condicdes
controladas. Avaliando a utilizag&o de biochar sobre Fol 3 em tomateiro Silva et al. (2020)
atribuiram a reducdo da doenca pela indugéo de resisténcia sistémica nas plantas, observando
aumento de biomassa aérea e radicular. Uma vez que o patdgeno acomete o sistema vascular
das plantas, interferindo na absorcdo de agua, nutrientes e fotoassimilados. Efeitos em maior
biomassa de plantas podem estar relacionadas com as mudancas das propriedades fisico-
quimicas do solo. O incremento da populacdo microbiana no solo pode interferir diretamente
na supressao da doenca por atuarem na promocao de crescimento vegetal. O incremento da
comunidade bacteriana correlaciona-se positivamente com a supressividade a murchas
desencadeados por Fusarium spp. (BONANOMI et al., 2007; HECK et al., 2019).

No ensaio de supressividade do residuo a M. incognita em condic¢Ges de campo todas as
concentracdes propiciaram maior crescimento e desenvolvimento de plantas. Alteracfes nas
propriedades fisico-quimicas do solo podem contribuir para os incrementos observados, como
a maior disponibilidade e oferta gradual de nutrientes, propiciando maior biomassa aérea e
radicular. Varios residuos organicos sdo relatados como supressores a fitonematoides atuando
como promotores do crescimento vegetal, principalmente por melhorarem as caracteristicas do
solo, como a retencdo e a infiltracdo de agua, a aeracdo e a fertilidade (RENCO, 2013). Para
peso de raiz fresca, as concentracdes finais do residuo apresentaram declinio na curva
quadrética, que pode ser explicado pela reducdo do nimero de galhas observado no sistema
radicular, as quais incrementam o valor de peso de raiz.

As maiores taxas de transpiracdo e de fotossintese pelas concentracGes do residuo estdo
relacionadas com maior condutancia estomatica das plantas, a qual reduz as limitacdes
estomaticas regulando a fotossintese. O CO» difunde da atmosfera até o sitio de carboxilacédo
da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO) através dos estdbmatos. Assim, a
maior condutancia estomética promove maior captacdo de CO> e eleva sua concentragao interna
e, consequentemente, aumenta a taxa fotossintética e a relagdo Ci/Ca. A maior taxa
fotossintética responde aos aumentos da Ci dependendo da atividade da RuBisCO e da
regeneracao de ribulose bifosfato (RuBP) (BELLASIO et al., 2018; GALVEZ et al., 2019).

As maiores taxas fotossintéticas observadas nos tratamentos com incorpora¢do do
residuo explicam também o aumento do crescimento e do desenvolvimento das plantas. Uma

vez que a conversdo de energia luminosa em biomassa € movida pela extracdo de elétrons da
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molécula de agua pela fotossintese (ZAVREL et al., 2018), as maiores taxas fotossintéticas
observadas podem explicar maiores valores para biomassa de parte aérea e radicular.

Na avaliacdo sobre a populacdo final de J2 de M. incognita no solo, a diferenca de
comportamento dos dados lineares pode ser explicada pelo periodo dos ensaios, em que 0 1°
ensaio ocorreu durante as estacOes primavera-verdo, e 0 2° ensaio durante as estacdes outono-
inverno. Altas temperatura e umidade relativa do ar sdo mais favoraveis a multiplicacao de M.
incognita. Entretanto, em ambos 0s ensaios, as concentra¢des do residuo reduziram a populacéo
de M. incognita no sistema radicular. Possiveis mecanismos como a liberacdo de compostos
nematicidas, como amdnia e acidos graxos; introducéo e intensificacdo de agentes de controle
bioldgico; inducdo de resisténcia sistémica; e mudancas nas propriedades fisico-quimicas do
solo contribuem para a explicacdo da supressdo a M. incognita. Combinagdes desses
mecanismos, em vez de um Unico, sdo mais evidenciados na supressdo de fitonematoides por
residuos organicos (OKA, 2010).

No residuo da larva de T. molitor também é encontrado uma grande quantidade de
membrana peritrofica, composta de proteinas (peritrofinas) e quitina (MOREIRA, 2013). Como
beneficios da utilizacdo da quitina na agricultura, pode-se citar a ativacdo de acdes de defesa e
respostas da planta contra o ataque de patégenos. Na presenca de quitosana, um polissacarideo
obtido da desacetilacdo da quitina considerado um elicitor abidtico, sdo favorecidas
fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese, quitinases, glucanases e espécies reativas de
oxigénio (ANUSUYA e SATHIYABAMA, 2016; SATHIYABAMA et al., 2013). A quitosana
também atua na promocao de crescimento de plantas (HOSSAIN e IQBAL, 2016; SALACHNA
e ZAWADZINSKA, 2014); na indugdo a tolerancia a estresse abidtico (PANDEY e DE, 2017);
no aumento da condutancia estomatica e reducdo da transpiracdo (IRITI et al., 2009); na
retencdo de agua no solo (NARAYANAN e DHAMODHARAN, 2015); na remediacdo de
metais pesados (KAMARI et al., 2011); como condicionante de solo (ANGELIM et al., 2013);
como antifingico, através do sistema de endomembrana, afetando especialmente a integridade
dos vacuolos (ALEKSANDROWICZ-TRZCINSKA et al., 2015; BERGER et al., 2016; RAUT
etal., 2014); e como bionematicida, principalmente promovendo microrganismos quitinoliticos
gue destroem ovos e degradam a cuticula de juvenis de fitonematoides (ESCUDERO et al.,
2016; KHALIL e BADAWY, 2012; SILVA et al., 2014).

Este é o primeiro estudo relacionando o residuo da larva de T. molitor e seu efeito
supressivo a fitopatdgenos, Fol 3 e M. incognita. Oligbmeros de quitina provenientes da
degradacdo enzimética da quitina pelos microrganismos possivelmente estdo contidos no

extrato aquoso do residuo de T. molitor. Esses oligdbmeros e outros compostos toxicos, volateis
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ou ndo, estdo envolvidos na reducdo da mobilidade, aumento da mortalidade e reducdo da
eclosdo de J2 de M. incognita raca 1, além da reducdo do crescimento micelial e da germinagéo
de microconidios de Fol 3. Efeito supressivo foi observado pelas concentraces do residuo
sobre a murcha-de-Fusarium em tomateiro em condic¢des controladas e sobre M. incognita em
tomateiro em condicbes de campo. Combinagdes de varios mecanismos provavelmente estao

envolvidos na supressividade aos patdgenos pelo residuo da larva de T. molitor.

5 CONCLUSAO

A utilizacdo do extrato aquoso do residuo reduziu a germinacdo de microconidios de
Fol 3 e incrementou o crescimento micelial do fungo. Também reduziu a mobilidade, a eclosdo
e proporcionou mortalidade de J2 de M. incognita raca 1.

Os compostos volateis emitidos pelo residuo reduziram o crescimento micelial de Fol
3. Bem como reduziram a mobilidade, a eclosdo e ocasionaram mortalidade de J2 de M.
incognita raga 1.

Houve efeito supressivo sobre a murcha-de-Fusarium no tomateiro, com incremento
sobre as trocas gasosas da planta, e sobre a biomassa aérea e radicular. Assim como
supressividade a M. incognita, com reducdo da populagdo no solo e no sistema radicular em
tomateiro, com incremento sobre as trocas gasosas da planta, sobre a biomassa aérea e radicular,

e sobre a produtividade.
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ANEXOS

Anexo 1. Manejo fitossanitério realizado durante o ensaio de supressividade do residuo da
larva de Tenebrio molitor a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3 em tomateiro
(Solanum lycopersicum L.).

Data Objetivo da aplicacao Produtos Aplicados
20/03/2023 Polytrin
24/03/2023 Polytrin
24/03/2023 Engeo Pleno S
24/03/2023 Absoluto Fix
01/04/2023 Polytrin
01/04/2023 Engeo Pleno S
01/04/2023 Absoluto Fix
08/04/2023 Polytrin
08/04/2023 Engeo Pleno S
08/04/2023 Absoluto Fix
16/04/2023 Polytrin
16/04/2023 Engeo Pleno S
16/04/2023 Manutencio Absoluto Fix
23/04/2023 Polytrin
23/04/2023 Engeo Pleno S
23/04/2023 Absoluto Fix
30/04/2023 Polytrin
30/04/2023 Engeo Pleno S
30/04/2023 Absoluto Fix
13/05/2023 Polytrin
13/05/2023 Engeo Pleno S
13/05/2023 Absoluto Fix
20/05/2023 Polytrin
20/05/2023 Engeo Pleno S
20/05/2023 Absoluto Fix
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Anexo 2. Manejo fitossanitario realizado durante o 1° ensaio (primavera-verdo) de
supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor a Meloidogyne incognita raca 1 em
tomateiro (Solanum lycopersicum L.).

Data Objetivo da aplicacéo Produtos Aplicados
05/11/2021 Engeo Pleno S
05/11/2021 Match EC
05/11/2021 Score
12/11/2021 Engeo Pleno S
12/11/2021 Match EC
12/11/2021 Score
12/11/2021 Revus
12/11/2021 Tutor
19/11/2021 Engeo Pleno S
19/11/2021 Match EC
19/11/2021 Score
19/11/2021 Revus
19/11/2021 Tutor
26/11/2021 Engeo Pleno S
26/11/2021 Match EC
26/11/2021 Score
26/11/2021 Revus
26/11/2021 Tutor
03/12/2021 Imunit
03/12/2021 Tiger 100 EC
03/12/2021 Orkestra
03/12/2021 Tutor
07/12/2021 Engeo Pleno S
07/12/2021 Manutencao Match EC
10/12/2021 Imunit
10/12/2021 Tiger 100 EC
10/12/2021 Orkestra
10/12/2021 Tutor
16/12/2021 Engeo Pleno S
16/12/2021 Match EC
16/12/2021 Imunit
16/12/2021 Tiger 100 EC
16/12/2021 Orkestra
16/12/2021 Score
16/12/2021 Revus
23/12/2021 Engeo Pleno S
23/12/2021 Match EC
23/12/2021 Tiger 100 EC
30/12/2021 Match EC
30/12/2021 Imunit
30/12/2021 Ampligo
30/12/2021 Orkestra
05/01/2022 Match EC
05/01/2022 Imunit
05/01/2022 Ampligo
05/01/2022 Orkestra
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Anexo 3. Dados climatologicos diérios durante a realizacdo do 1° ensaio (primavera-verdo) de
supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor a Meloidogyne incognita raca 1 em
tomateiro (Solanum Lycopersicum L.).

Novembro/2021 Dezembro/2021

Data | Temperatura (°C)  Chuva = Smidade Temp:aratura Chuva = YUmidade

: , (mm) Relativa ; (°C) , i) Relativa
Min. Max. (%) Min. Max. (%)
1 17,0 25,4 54 85,5 19,4 28,4 13,4 80,3
2 17,8 27,2 33,0 84,6 18,7 28,7 0,0 82,9
3 19,3 27,8 19,6 83,8 17,6 28,9 1,8 80,1
4 19,1 28,8 0,2 81,0 19,5 28,8 0,0 78,7
5 19,1 29,2 0,0 74,8 19,2 28,5 38,8 80,8
6 19,3 31,3 24,6 74,4 17,6 27,7 2,2 82,5
7 20,2 29,3 0,0 78,4 19,3 27,7 0,2 79,4
8 17,9 29,0 11,8 81,9 17,4 28,2 0,0 75,4
9 18,7 28,0 0,0 80,6 17,8 28,4 0,0 73,4
10 20,0 28,1 214 81,6 19,1 30,2 0,0 71,6
11 17,9 22,1 34,8 84,2 194 30,3 2,2 73,1
12 18,7 25,1 13,6 84,6 19,3 28,9 1,0 81,6
13 19,1 24,7 0,0 84,6 20,2 28,2 9,6 81,1
14 18,3 25,4 2,0 85,1 19,7 24,9 18,8 79,8
15 17,1 26,4 0,0 81,0 19,1 24,8 20,8 79,3
16 18,7 24,1 0,0 84,8 19,3 25,6 2,6 80,5
17 18,6 24,7 27,2 83,8 19,1 27,6 2,4 82,7
18 18,8 22,6 27,0 82,1 19,7 27,6 1,6 78,9
19 19,1 26,6 1,8 81,9 18,1 26,3 51,2 82,9
20 19,0 27,8 7,2 80,3 17,8 27,8 15,6 82,7
21 20,3 26,3 12,8 84,1 20,2 27,5 0,0 81,6
22 194 28,8 0,6 80,9 20,1 28,8 0,0 81,0
23 20,3 28,9 0,0 79,5 19,9 28,8 6,8 80,8
24 20,2 30,1 0,0 73,0 18,6 24,4 3,0 82,2
25 20,7 29,4 0,0 68,6 18,5 27,3 0,2 78,4
26 20,6 29,7 3,4 75,9 18,0 28,3 0,2 77,0
27 19,5 28,6 3,2 82,4 19,1 30,2 0,0 71,0
28 19,2 28,9 22,0 83,3 19,2 29,3 0,0 78,0
29 18,3 25,6 1,6 83,0 18,2 28,3 41,0 82,5
30 18,9 27,2 3,6 84,8 17,7 23,4 17,8 81,7
31 - - - - 18,8 25,1 0,4 81,1
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Janeiro/2022

Fevereiro/2022

Data Tempfratu ra Chuva Umidf_slde Tempoeratu ra Chuva Umidgde
(°C) (i) Relativa (°C) () Relativa
Min. Max. (%) Min. Max. (%)
1 18,7 23,1 3,6 83,8 - - - -
2 19,2 26,4 14,6 81,8 - - - -
3 18,9 27,5 0,0 79,8 - - - -
4 19,8 27,2 7,8 80,2 - - - -
5 19,0 27,4 0,8 814 - - - -
6 19,7 26,6 25,4 81,9 - - - -
7 18,4 25,0 44,2 80,6 - - - -
8 18,7 25,7 11,4 79,4 - - - -
9 19,2 25,4 21,4 79,6 - - - -
10 17,6 24,2 46,4 80,8 - - - -
11 17,6 239 18,6 79,5 - - - -
12 18 23,1 7,6 80,6 - - - -
13 18,2 26,8 0,2 81,1 - - - -
14 18,9 29,7 0,0 77,6 - - - -
15 18,6 29,9 0,0 66,2 - - - -
16 19,8 28,9 0,0 67,3 - - - -
17 18 28,5 0,2 80,6 - - - -
18 17,7 28,8 42,6 79,1 - - - -
19 17,5 28,8 4,0 82,8 - - - -
20 18,2 30,1 0,0 76,7 - - - -
21 18,7 23,1 3,6 83,8 - - - -
22 - - - - - - - -
23 - - - - - - - -
24 - - - - - - - -
25 - - - - - - - -
26 - - - - - - - -
27 - - - - - - - -
28 - - - - - - - -
29 - - - - - - - -
30 - - - - - - - -
31 - - - - - - - -
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Anexo 4. Manejo fitossanitario realizado durante o 2° ensaio (outono-inverno) de
supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor a Meloidogyne incognita raca 1 em
tomateiro (Solanum lycopersicum L.).

Data Objetivo da aplicacéo Produtos Aplicados
20/07/2022 Engeo Pleno S
20/07/2022 Match EC
20/07/2022 Kocide
27/07/2022 Engeo Pleno S
27/07/2022 Revus Opti
27/07/2022 Kocide
27/07/2022 Polytrin
01/08/2022 Ampligo
01/08/2022 Polytrin
08/08/2022 Polytrin
08/08/2022 Match EC
08/08/2022 Score
12/08/2022 Orkestra
12/08/2022 Match EC
12/08/2022 Engeo Pleno S
16/08/2022 Match EC
16/08/2022 Polytrin
19/08/2022 Match EC
19/08/2022 Manutengao Polytrin
22/08/2022 Absoluto Fix
22/08/2022 Imunit
22/08/2022 Polytrin
25/08/2022 Polytrin
25/08/2022 Match EC
25/08/2022 Engeo Pleno S
29/08/2022 Score
29/08/2022 Imunit
29/08/2022 Polytrin
29/08/2022 Ampligo
02/09/2022 Polytrin
02/09/2022 Eleitto
06/09/2022 Ampligo
06/09/2022 Voliam Targo
06/09/2022 Karate Zeon 50 CS
09/09/2022 Polytrin
09/09/2022 Match EC
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Anexo 5. Dados climatoldgicos diarios durante a realizacdo do 2° ensaio (outono-inverno) de
supressividade do residuo da larva de Tenebrio molitor a Meloidogyne incognita raca 1 em
tomateiro (Solanum Lycopersicum L.).

Junho/2022 Julho/2022

Data | TS | chova | UIGEE | Temperara(O) | chuva | {00

Min.  Max. (%) Min. Max. (%)
1 - - - 15,5 27,5 0,0 54,2
2 - - - 15,1 26,7 0,0 59,3
3 - - - 16,2 26,5 0,0 61,8
4 - - - 14,8 25,4 0,0 58,4
5 - - - 11,2 24,7 0,0 60,9
6 - - - 14,8 25,9 0,0 56,5
7 - - - 14,5 26,3 0,0 58,2
8 - - - 16,1 26,3 0,0 60,5
9 - - - 15,2 25,6 0,0 57,5
10 - - - 15,0 25,7 0,0 60,5
11 - - - 14,0 25,4 0,0 59,0
12 - - - 14,0 26,9 0,0 56,3
13 - - - 15,6 26,9 0,0 50,1
14 - - - 15,8 27,5 0,0 53,2
15 - - - 16,2 27,6 0,0 54,2
16 - - - 16,8 27,2 0,0 53,2
17 - - - 14,2 25,8 0,0 56,8
18 - - - 13,8 24,9 0,0 60,8
19 - - - 12,3 24,9 0,0 55,0
20 - - - 13,9 26,9 0,0 50,9
21 - - - 16,5 27.8 0,0 49,6
22 - - - 15,1 27,3 0,0 55,3
23 - - - 16,1 27,0 0,0 51,1
24 14,8 26,3 0,0 59,9 14,9 26,2 0,0 52,5
25 14,8 26,4 0,0 57,5 15,7 26,5 0,0 54,1
26 13,9 25,3 0,0 58,1 15,3 26,7 0,0 54,2
27 14,9 25,9 0,0 61,8 16,7 27,3 0,0 51,2
28 13,9 25,5 0,0 64,5 16,4 26,9 0,0 54,5
29 14,8 26,7 0,0 61,4 15,8 26,3 0,0 495
30 15,3 25,8 0,0 59,8 14,5 26,5 0,0 49,9
31 - - - 14,9 26,8 0,0 50,9
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Agosto/2022 Setembro/2022
Data Tempfratu ra Chuva Umid{;\de Tempoeratu ra Chuva Umidgde
(°C) (i) Relativa (9] () Relativa

Min. Max. (%) Min. Max. (%)
1 16,6 29,8 0,0 45,6 14,7 27,3 0,0 50,1
2 18,6 29,8 0,0 50,7 14,8 29,1 0,0 42,2
3 18,8 29,4 0,0 49,2 17,0 31,7 0,0 40,9
4 17,6 30,0 0,0 47,5 17,3 32,2 0,0 40,8
5 18,6 30,5 0,0 43,0 18,1 31,7 0,0 45,3
6 18,3 31,1 0,0 36,4 18,6 30,3 0,0 51,1
7 20,3 31,4 0,0 35,7 16,6 30,3 0,0 51,5
8 18,1 26,0 0,0 54,8 17,1 32,1 0,0 46,2
9 16,7 28,2 14 64,9 19,8 32,7 0,0 38,3
10 9,4 17,4 0,8 79,8 20,7 33,8 0,0 32,5
11 5,6 23,0 0,0 64,0 21,9 34,4 0,0 33,0
12 10,6 28,2 0,0 54,1 19,8 34,1 0,0 32,0
13 15,7 29,1 0,0 46,1 - - - -
14 16,0 28,6 0,0 51,8 - - - -
15 16,0 29,8 0,0 47 4 - - - R
16 18,5 31,0 0,0 41,4 - - - -
17 19.4 31,6 0,0 40,7 - - - -
18 15,9 31,8 0,0 46,1 - - - -
19 12,3 22,1 0,0 75,1 - - - -
20 12,6 27,4 0,0 64,1 - - - -
21 15,2 26,3 0,0 58,2 - - - -
22 15,1 26,5 0,0 56,7 - - - -
23 15,2 26,7 0,0 489 - - - -
24 16,2 27,4 0,0 45,3 - - - -
25 16,4 28,2 0,0 41,6 - - - -
26 16,8 30,0 0,0 437 - - - -
27 17,7 29,9 0,0 44,1 - - - §
28 18,9 30,8 0,0 42,3 - - - -
29 17,8 31,1 0,0 40,4 - - - -
30 15,7 29,5 0,0 53,9 - - - -
31 16,2 26,8 0,0 60,4 - - - -




