EFEITOSDA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE
DE FUNGOSNO CONTROLE BIOLOGICO DE
Meloidogyne javanica E M. incognita RACA 3

RESUMO - O efeito de Arthrobotrys conoides, Dud-
dingtonia flagrans, Paecilomyces lilacinus, Paecilomy-
ces variotii, Monacrosporium doedycoides e um isolado
de rizobactéria na reproducdo e crescimento populacio-
nal de Meloidogyne javanica e M. incognita raga 3 em
tomateiro Santa Clara, suscetivel a Meloidogyne spp.,
foi estudado em trés ambientes distintos: 1) casa-de-
vegetacdo sem controle de temperatura; 2) sala climati-
zada com temperatura do ar constante a 24°C; 3) em
banho-maria com temperatura do solo mantida em 29-
30°C, colocado na mesma sala climatizada caracteri-
zada anteriormente. Maior crescimento populacional
de M. javanica e de M. incognita raga 3 ocorreu em
solo aguecido, comparado com aguela em casa-de-
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vegetacdo e sala climatizada, e 0 nimero de galhas
causado por M. javanica e M. incognita raga 3 foi
maior em solo aquecido e em sala climatizada do que
em casa-de-vegetacdn. Em solo aguecido e em sala
climatizada, A. conoides e a rizobactéria reduziram
(P<0,05) o0 nimero de galhas de M. incognita raga 3,
comparado com a testemunha. Em solo aquecido, A.
conoides reduziu o nimero de ovos de M. incognita
raca 3, comparado com a testemunha. Em casa-de-
vegetacdo, todos os antagonistas reduziram o nimero
de ovos de M. incognita raga 3, comparado com a tes-
temunha. Em casa-de-vegetacdo, todos os antagonis-
tas reduziram o nimero de ovos em relacéo a teste-
munha.

TERMOS PARA INDEXACAO: Controle biolégico, Meloidogyne, temperatura.

EFFECT OF SOIL WARMING ON THE BIOLOGICAL CONTROL
OF Meloidogyne javanica AND M. incognita RACE 3

ABSTRACT - The effects of Arthrobotrys conoides,
Duddingtonia  flagrans,  Paecilomyces lilacinus,
Paecilomyces variotii, Monacrosporium doedycoides
and an isolate of rhizobacterium on reproductivity of
Meloidogyne javanica and M. incognita race 3 on Santa
Clara tomato plants, susceptible to Meloidogyne spp.,
were studied in three different environments: 1)
greenhouse without temperature control; 2) room with
air temperature controlled at 24°C; 3) watherbath with
soil temperature controlled at 29-30°C, placed in the
room with the temperature controlled at 24°C. Greatest
M. javanica and M. incognita race 3 reproductivity

occurred in waterbath warmed soil than in greenhouse
and temperature controlled room. Galls number caused
by M. javanica and M. incognita race 3 was greater in
waterbath  warmed soil and temperature controlled
room than in greenhouse. In waterbath warmed soil and
in temperature controlled room, A. conoides and
rhizobacterium reduced (P<0,05) the galls number of
M. incognita race 3 compared to control. A. conoides
also reduced the eggs number of M. incognita race 3
compared to control in waterbath warmed soil. In
greenhouse, al antagonistics used reduced the eggs
number compared to control.

INDEX TERMS: Biological control, Meloidogyne, temperature.
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INTRODUCAO

A temperatura é fator abidtico que afeta plantas e
popul agBes de microrganismos no solo. As temperaturas
6timas para a eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2)
de M. incognita e M. javanica variam de 25 a 30°C (Ti-
hohod, 1993). A taxa de embriogénese em M. javanica
em temperatura de 15°C foi aproximadamente 4 a5 ve-
zes menor do que aquela a 30°C (Bird, 1972). Maior ta-
xa de penetracéo de J2 de M. javanica, M. incognita e
M. arenaria em plantas de soja ocorreram em tempera-
tura média de 21°C (Herman et al., 1991; Gourd €t al.,
1993; Pedrosaet al. 1996). Porém, quando atemperatu-
ra do solo é superior a 28°C, aresisténcia do tomateiro
com o gene Mi é reduzida (Dropkin, 1969; Ammati et
al., 1986). Mesmo em plantas suscetiveis, o crescimento
populacional de Meloidogyne spp. € sempre maior
guando a temperatura do solo € maior que 28°C (Am-
mati et al, 1986). De fato, de nove gendtipos de tomatei-
ro testados, sete apresentaram significativo aumento no
nimero de galhas causadas por M. incognita raga 4,
quando cultivados em solo aquecido a 32,5°C. Além do
tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.), estudos de-
monstram, que outras culturas podem ter suas resistén-
cias diminuidas quando cultivadas em solo com tempe-
raturas superiores a 28°C, como o feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.), afafa (Mendicago sativa L.), batata-doce
[Ipomoea batatas (L.) Lam] e péssego [Prunus pérsica
(L.) Batsch].

Os fungos de solo também séo afetados pela ele-
vacdo de temperatura. Desse modo, alguns autores ja
observaram que o parasitismo de alguns fungos sobre
populacBes de Mel oidogyne spp. € maior em temperatu-
ras variando de 23 a 25°C do que 18 a 32°C (Al-Hazmi
et al., 1982).

Fungos e bactérias antagonistas de nemat6ides
tém reduzido a populagdo de Meloidogyne spp. em
condicbes de casa-de-vegetacdo (Naves & Campos,
1991). Realmente, Coimbra (1998) obteve 130 isola-
dos bacterianos de vérias culturas e avaliou a eficién-
cia dessas rizobactérias para controle de M. javanica,
dos quais 40,76 % foram eficientes antagonistas ao
nematéide em uma primeira avaliagdo. Entretanto,
ainda ndo se conhece o comportamento desses orga-
nismos em temperaturas altas do solo. Dessa forma,
objetivou-se neste trabalho estudar o efeito de tempe-
raturas altas na eficacia do antagonismo de fungos e
de rizobactéria sobre M. javanica e M. incognita raca
3 em tomateiro.

MATERIAL E METODOS

Os fungos antagonistas Paecilomyces lilacinus
(Thom) Sanson, Paecilomyces variotii Barn, Monacros-
porium doedycoides (Drechsler) Cooke & Dickinson,
Arthrobotrys conoides Drechsler foram isolados do solo
e de massas de ovos de Meloidogyne spp. O fungo
Duddingtonia flagrans foi fornecido pelo Laboratério
de Parasitologia do Departamento de Medicina Veteri-
nariada UFLA, Lavras-MG.

As culturas dos fungos foram repicadas em c&
mara de fluxo laminar para placas de Petri contendo
meia batata-dextrose-agar (BDA), as quais foram incu-
badas em cémara de crescimento (BOD) a 25°C. Quinze
dias apods, discos de 5 mm de didmetro foram retirados
das bordas das colénias flingicas e repicados para fras-
cos de vidro de 500 ml contendo 100 g de gréos de trigo
pré-cozidos por um periodo de 10 minutos, e esteriliza-
dos em autoclave a 120°C por 1 hora/dia durante trés
dias consecutivos. A seguir, os frascos foram mantidos a
24°C por vinte e um dias.

Dez gramas de gréos de trigo colonizados foram
triturados em liquidificador por 30 segundos. Determi-
naram-se 0 numero total de esporos com auxilio de c&
mara de neubauer e o peso das hifas + esporos flingicos
em 10 g de trigo colonizado. O nimero de esporos foi
de 2,13 x 10", 7,61 x 10", 1,34 x 10°, 1,88 x 10" e
2,90 x 10’ para P. lilacinus, P. variotii, M. doedycoi-
des, A. conoides e D. flagrans, respectivamente, e 0s
pesos das hifas e esporos foram 0,98; 1,75; 0,24;
1,30 e 1,80 g para os respectivos fungos. Utilizaram-
se 10 g do trigo colonizado por litro de substrato co-
mo indculo fungico na conducgéo dos ensaios experi-
mentais.

Foi utilizado o isolado rizobacteriano n... 136 de
tomateiro obtido por Coimbra (1998), o qual estava pre-
servado em “deep freezer” a —80°C. Apbs o desconge-
lamento, esse isolado foi repicado, com auxilio de uma
alca de cromo niquel, para placas de Petri contendo o
meio “trypic soy Agar” (TSA), que foram incubadas a
25°C em BOD. Ap06s 48 h, foram preparadas suspenses
adicionando-se as placas solucdo de sulfato de magné-
sio (MgSO,) 0,1M e desprendendo-se as coldnias bacte-
rianas com auixilio de uma alga de Drigalski. A concen-
trac8o dessa suspensdo foi gjustada em espectrofotéme-
tro para Asso = 1,0, aproximadamente 10° células bacte-
rianas por mL.

Meloidogyne javanica e M. incognita raga 3 fo-
ram multiplicadas e mantidas em raizes de tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.) cultivar Santa Clara,
em casa-de-vegetacdo. Apds 70 dias da inoculagdo das
plantas, realizaram-se a extragdo e a contagem de ovos
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do sistema radicular do tomateiro, empregando-se uma
técnica modificada por Bonetti & Ferraz (1981). Em se-
guida, fez-se a contagem de ovos para quantificagdo do
in6culo inicial aser usado no experimento.

O substrato formado de areia, solo e esterco na
propor¢cdo de 2:1:1, esterilizado, foi infestado com os
fungos antagonistas, homogeneizando-se 10 g do trigo
colonizado por recipiente. Logo ap6s a infestagdo do so-
lo com os fungos antagonistas, mudas de tomateiro cul-
tivar Santa Clara foram transplantadas para os vasos,
onde permaneceram até a inoculagdo de M. javanica ou
M. incognita raga 3 com 15.000 ovos de M. javanica ou
de M. incognita raga 3, que acorreu 14 dias mais tarde.

A inoculagdo das plantas com a rizobactéria foi
feita pela bacterizagdo das raizes antes do transplantio,
distribuindo as mudas dentro de um béguer contendo a
suspensdo bacteriana, onde foram imersas por 10 minu-
tos, e a seguir transplantadas para vasos onde permane-
ceram por 10 dias, até que fosse feita a inoculagdo com
M. javanica ou M. incognita raca 3.

Para cada antagonista testado, foram feitas 15
repeti¢des, sendo colocadas cinco delas em cada um dos
trés ambientes diferentes com relagdo a temperatura do
solo. O ambiente 1 foi caracterizado como solo aqueci-
do. Um aguecedor tipo banho-maria foi construido es-
pecialmente para aquecer solo a 29-31°C no interior de
recipientes de ago inoxidavel de 1,2 kg (Figura 1), o
qual foi colocado numa sala climatizada (24-26°C).
Desse modo, no ambiente 1, o solo era mantido a 29-
31°C, atemperaturado ar a 24-26°C e ailuminacdo den-
tro do espectro visivel (380-780 nm). O ambiente 2
constou de solo ndo aquecido, porém as plantas foram
mantidas na mesma sala climatizada com temperatura
do ar de 24-26°C e iluminadas da mesma forma do am-
biente 1. O ambiente 3 foi o de casa-de-vegetagdo, sem
controle de temperatura do ar e do solo, com 0s recipi-
entes de ago inoxidavel acondicionados em vasos plés-
ticos de 4 L de capacidade envoltos em areia umedecida
para evitar 0 aquecimento excessivo do solo. Nos trés am-
bientes, foram colocados sensores imersos no substrato
contido nos recipientes onde estavam as plantas, para me-
dir aumidade e temperatura do solo. Sensores também fo-
ram colocados suspensos a aproximadamente 1,5 m acima
dos recipientes, para registrar a umidade e temperatura do
ar. Esses sensores foram conectados a cabos ligados a
‘datallogers’, os quais registravam todos os dados a
cada 60 minutos. Os dados dos ‘datallogers’ fo-
ram
descarregados em computador por meio do programa
Pclink 4.0, desenvolvido exclusivamente para esse fim.

O delineamento estatistico foi distribuicdo intei-
ramente casualizada com dois fatores. O fator 1 consti-
tuiu-se de sete tratamentos, que foram: P. lilacinus, P.
variotii, M. doedycoides, A. conoides, D. flagrans, a ri-
zobactéria e testemunha (plantas de tomate inoculadas
com nematéides mas ndo tratadas com antagonista). O
fator 2 constituiu-se dos ambientes, solo aquecido, casa-
de-vegetacdo e salaclimatizada.

Para andlise estatistica, utilizou-se 0 programa
SAEG e os dados foram transformados em vV x + 1.

Vinte e oito dias ap6s a inoculagdo das plantas
com o0s nematdides, cortou-se a parte aérea das plantas, la-
vou-se 0 sistema radicular e contaram-se as galhas de todo
o sistemaradicular livre de detritos. Em seguida, o sistema
radicular foi pesado para obtencdo do peso fresco das rai-
zes por planta, e calculou-se, para efeito de padronizagéo,
0 nimero de galhas por 5 g de raizes. Todo o sistema radi-
cular de cada planta, livre de solo e detritos organicos, foi
cortado em pedacos de 0,5 cm e cada por¢do de 50 a 100
gramas de raizes foi colocada por vez em liquidificador
com 200 mL de hipoclorito de sodio a 0,5 % e trituradas
durante 1 minuto, segundo o méodo modificado por Bo-
netti & Ferraz (1981). Dessa suspensdo, foram obtidas trés
aiquotas de 1 mL cada uma e contados 0s ovos em mi-
croscopio de objetiva invertida, obtendo-se a média. O
ndmero de ovos/ml da suspensdo foi multiplicado pelo vo-
lume total da suspensdo e obtido o nlimero de ovos por Sis-
temaradicular (populagéo final).

Determinacdo do acimulo de graus-dias du-
rante os experimentos

O célculo dos graus-dias foi feito utilizando-se a
expressdo citada por Silveira Neto et a. (1976). Tal ex-
pressdo foi primeiramente utilizada em trabalhos nema-
toldgicos por Tyler (1933), que estimou o limiar de desen-
volvimento para Meloidogyne spp. em 10 °C. A equagéo
K=y(t-Tb), em que K = constante térmica expressa em
graus-dias; y = nimero de dias para o ciclo total; t = tem-
peratura (cmara de crescimento ou campo); Th = tempe-
ratura base (10°C), foi empregada nos céalculos.

Assim, com os dados de temperatura e utilizando
a equacdo acima, calculou-se a demanda de energia
térmica em graus-dias durante o periodo experimental.

O acimulo de graus-dias em cada ambiente, isto
€, casa-de-vegetacdo, sala climatizada sem aquecimento
do solo e com o solo aquecido foi de 8.400,0, 9.273,6 €
12.969,0, respectivamente.
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FIGURA 1 - Banho-maria para aquecimento do solo em 24 recipientes de ago inoxidavel de 1,2 Kg de capacidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O aquecimento do solo a 29,3°C induziu a um
aumento significativo na reproducdo de M. javanica e
M. incognita raga 3, comparado com aguela em casa-de-
vegetacdo e sala climatizada (Tabela 1), em razdo, tal-
vez, damaior penetragdo de juvenis do segundo estédio
(J2) nas raizes das plantas, como constatado por Kaur &
Mahajan (1992), trabalhando com gendtipos de tomatei-
ro inoculados com M. incognita em diversas temperatu-
ras. Entretanto, aformagdo de galhas foi semelhante en-
tre as plantas mantidas em solo aquecido e na sda cli-
matizada, e diferente (P < 0,05) daguela em casa-de-
vegetagdo (Tabela 1), demonstrando que o pequeno a-
créscimo na temperatura do solo na sala climatizada
aumentou significativamente a formagéo de galhas, mas
ndo a reproducdo. Ammati et al. (1986) verificaram que
0s nematoides formadores de galhas sdo muito ativos
em temperaturas atas do solo, podendo penetrar efici-
entemente nas raizes das plantas, mesmo na presenca de
fungos antagonistas.

O numero de gahas produzido por M. incognita
raca 3 foi significativamente reduzido pelas inocul agbes
de Arthrobotrys conoides e rizobactéria, comparado
com a testemunha (Tabela 2). Esses dados estdo de a
cordo com agueles encontrados por Al-Hazmi et al.
(1982), que em testes em casa-de-vegetagdo observaram
uma reducdo de 67-84 % do nlimero de galhas causadas

por M. incognita em raizes de milho em vasos tratados
com A. conoides, quando comparado com aqueles tra-
tamentos que ndo receberam o fungo.

O ndmero de gahas produzido por M. javanica
nos trés ambientes testados foi igual somente quando se
inoculou A. conoides (Tabela 3). Quando se utilizou es-
se mesmo fungo observou-se igual nimero de galhas e
de ovos produzidos por M. incognita raga 3 nos trés
ambientes. Como esse fungo se mostrou eficiente no bi-
ocontrole de Meloidogyne incognita nos trés ambientes,
A. conoides pode ser uma boa opg¢éo para controle bio-
|6gico de Meloidogyne spp. em regifes onde temperatu-
ras médias sdo elevadas, como é o caso do Nordeste,
onde Meloidogyne incognita é altamente difundido e
causa consideravels prejuizos a vérias culturas. Todavi-
a, estudos em condic¢des de campo sdo necessarios. Em-
bora ndo hgja relatos sobre o efeito de temperatura na
atividade de A. conoides sobre Meloidogyne spp., Den
Belder & Jansen (1994) demonstraram que o melhor in-
tervalo de temperatura para crescimento micelia de A.
conoides foi de 23 a 28°C. J4 em outro estudo realizado
em casa-de-vegetacdo, Al-Hazmi et al. (1982) observa-
ram uma reducdo de 67-84% do nimero de galhas cau-
sadas por M.incognita em raizes de milho em vasos tra-
tados com A. conoides, quando comparado com agqueles
tratamentos que ndo receberam o fungo.
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Paecilomyces lilacinus reduziu significativamen-
te 0 nimero de ovos de M. incognita raga 3 em casa-de-
vegetagdo, quando comparado aos demais ambientes.
Além disso, 0 nimero de galhas causadas por M. java-
nica e M. incognita raga 3 foi menor em casa-de-
vegetagdo e sala climatizada em relagdo ao ambiente
com solo aquecido (Tabela 3), o que pode ser explicado
pelo fato de a temperatura de solo entre 29 e 31°C ser
mais propicia a répida eclosdo de J2 (Kaur & Mahgjan,
1992), ndo permitindo que o fungo tivesse tempo para
parasitar os nematoides.

A rizobactéria reduziu (P < 0,05) o nimero de
galhas de M. incognita raga 3 nas plantas crescidas em
solo aquecido e em sala climatizada e nimero de ovos
em casa-de-vegetacdo (Tabela 3). Embora pouca énfase
tenha sido dada ao controle de fitonemat6ides por rizo-
bactérias, muitos autores relatam a eficiéncia de alguns
géneros dessas bactérias para o biocontrole desses pat6-
genos (Kloepper et al., 1991; Racke & Sikora, 1992;
Westcott & Kluepfel, 1993). De fato, Coimbra (1998),

numa primeira selecdo de 130 isolados rizobacterianos,
obteve 40,76% deles com efeito antagonista a M. java-
nica. Ja, Naves (2000) avaliou o potencial de 40 isola-
dos de bactérias endofiticas no controle de M. javanica
e observou que todos os isolados reduziram o nlimero
de galhas em 18,97-56,68 %. Com exce¢do de apenas
trés isolados, os demais reduziram em 20,75-64,87% o
ndmero de ovos em testes em casa-de-vegetacao.

Em casa-de-vegetacdo todos o0s antagonistas tes-
tados reduziram o nimero de ovos de M. incognita raca
3, comparado com a testemunha, demonstrando maior
efeito quando a populagdo do nematbide € mais baixa.
Realmente, no campo, onde ha condicdes extremamente
favoraveis a reproducdo de Meloidogyne spp., como so-
lo arenoso, umidade adequada e temperaturas elevadas,
condi¢Bes essas observadas no ambiente com solo a
guecido durante o periodo experimental, a populagdo do
nematdide atinge nivels téo altos, que medidas de con-
trole, ainda que integradas, sdo, muitas vezes, pouco e-
ficientes.

TABELA 1 - Efeito dos ambientes de crescimento dos tomateiros no nimero de galhas e de ovos produzidos por
Meloidogyne javanica (Mj) e Meloidogyne incognita raga 3 (Mi).

Ternscrjlirgtcu)rf do N°... degalhas/5gderaiz NO... total de ovos
Ambientes Mj Mi Mj Mi
Solo aguecido 29,3 579,7 b 468,1 b 33027,7 b 30914,1 b
Casa-de-vegetacdo 22,5 756 a 51,1 a 161,7 a 140,0 a
Sala climatizada 238 589,6 b 4014 b 1988 a 2125 a

M édia dos dados registrados a cada hora em “datallogers” durante o periodo experimental
M édias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

TABELA 2 - Efeito dos diversos organismos antagonistas de nemat6ides testados no niimero galhas e de ovos pro-
duzidos por Meloidogyne javanica (Mj) e Meloidogyne incognitaraga 3 (Mi).

N°... degalhas/5gderaiz

N°... total de ovos

Antagonistas Mj Mi Mj Mi

Paecilomyces lilacinus 8299 b 4845 ab 17924,1 a 142210 a
Paecilomyces variotii 466,6 ab 196,0 ab 11268,6 a 12572,8 a
Monacrosporium doedycoides 497,7 ab 457,0 ab 3701,1 a 90817 a
Arthrobotrys conoides 2015 a 1140 a 10297,5 a 26924 a
Duddingtonia flagrans 3140 a 2434 &b 10297,5 a 13155,7 a
Rizobactéria 2852 a 1153 a 5264,4 a 10195,9 a
Testemunha 3548 a 6025 b 10583,5 a 12508,2 a

M édias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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TABELA 3 - Efeito dos antagonistas de nemat6ides testados em trés ambientes diferentes: solo aguecido em sala
climatizada, casa-de-vegetagdo e sala climatizada, no nimero galhas e de ovos produzidos por Meloidogyne javani-

ca e Meloidogyne incognita raga 3.

Meloidogyne javanica

N°... degalhas/5gderaiz

N°... total de ovos

Organismos antagonistas Solo Casade Sda Solo Casa-de- _Sala
aquecido vegetacdo climatizada  aquecido vegetacdo  climatizada
Paecilomyces lilacinus 1156,3bB 56,0 aA 906,3bB  414350aB 114,0aA 350,0aA
Paecilomyces variotii 1070,0ab B 56,0aA 2740abAB 33644,6aB 131,0aA 30,3aA
Monacrosporium doedycoides  423,0abAB  75,3a A 9450bB 253440aB 127,3aA 60,6 aA
Arthrobotrys conoides 346,0abA 1087a A 150,0aA 30621,7aB 1632aA 107,5aA
Duddingtonia flagrans 184,7 aA 735aA 683,7abB 15569,7 aB 157,0aA 66,5aA
Rizobactéria 662,5ab B 225aA 662,3abB 543885aB  106,0aA 752,0aA
Testemunha 646,5ab B 1322aA 621,3abB 41471,0aB 321,3aA 99,3aA
Meloidogyne incognitaraca 3 Ne°... degalhas/5gderaiz Ne... total de ovos
Organismos antagonistas Solo Casade- S Solo Casa-de- _Sdla
aquecido vegetagdo climatizada  aquecido vegetagdo  climatizada
Paecilomyces lilacinus 979,5ab B 750aA 3706abAB 390150bB 86,5aA 86abA
Paecilomyces variotii 287,0bc B 17,3 aA 550,0abB 374100bB 145,6 aA 180,0ab A
Monacrosporium doedycoides  578,3abc AB 117,7aA 7880abB 299860abB 1585aA 75,0ab A
Arthrobotrys conoides 65,2aA 22,0aA 2547 aA 7949,5aA 1142 aA 13,5aA
Duddingtonia flagrans 251,0aAB 61,6aA 3722abB 36041,0abB  27,0aA 117,0ab A
Rizobactéria 173,2aA 14,7 aA 158,2aA 29640,0abB  108,2aA 8395b A
Testemunha 1295,0cB 188,0aA 5553bAB 47839,0bB 9786bA 4886 ab A

M édias seguidas de letras mindsculas e mailsculas diferentes nas colunas e linhas, respectivamente, diferem
entresi ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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