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Incorporagéo ao solo de substrato contendo micélio e conidios de Pochonia
chlamydosporia para o0 manejo de Meloidogyne javanica

Soil amendment with substrate containing mycelium and conidia of Pochonia
chlamydosporia for the management of Meloidogyne javanica
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Ronaldo Jodo Falcdo Zooca" Silamar Ferraz" Everaldo Antonio Lopes'"

RESUMO

Os clamidoésporos sdo os principais propagulos
utilizados como fonte de inéculo de Pochonia chlamydosporia
em experimentos envolvendo o biocontrole do nematoide das
galhas. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o controle
de Meloidogyne javanica em tomateiro por meio da aplicagéo ao
solo de gréos de arroz colonizados pelo fungo contendo apenas
micélio e conidio, sem a presenca de clamidésporos. O isolado de
P. chlamydosporia Pc-10 foi cultivado por 15 dias a 26°C em arroz
previamente esterilizado em forno microondas. Dois experimentos
foram conduzidos simultaneamente em casa de vegetagdo. No
experimento 1, vasos de 2L de capacidade foram preenchidos com
mistura solo:areia (1:1, v:v), contendo 3g kg* de solo de gréos
de arroz colonizados pelo antagonista. No experimento 2, o fungo
foi adicionado ao solo de vasos de 0,5L nas doses de 1, 5, 10,
15, 20, 25 ou 30g kg™ de solo. Em seguida, o substrato de cada
vaso foi infestado com 4.000 ovos de M. javanica e, apds 15 dias,
uma plantula de tomate foi transplantada. No experimento 1, a
aplicacao do fungo ao solo reduziu o niumero de galhas e de ovos
do nematoide em 40% e 72,83%, respectivamente. No experimento
2, houve reducéo do nimero de ovos a partir de doses de 5g kg*de
solo e no nimero de galhas, principalmente, nas doses de 25 e 30g
kg™ de solo. Conclui-se que P. chlamydosporia Pc-10 controlou M.
javanica em tomateiro, mesmo quando aplicado ao solo na forma
de gréos de arroz colonizados e sem a presenca de clamidosporos.

Palavras-chave: controle biolégico, fungo nematéfago, nematoide
das galhas.

ABSTRACT

Chlamydospores are the main propagules used as
source of inoculum of Pochonia chlamydosporia in biocontrol
experiments of root-knot nematodes. The objective of this study
was to evaluate the control of Meloidogyne javanica on tomato
plants by the soil application of rice grains colonized by Pochonia

chlamydosporia containing just mycelium and conidia, without
chlamydospores. The fungus (isolate Pc-10) was grown for 15
days at 26°C on grains of rice, previously sterilized in microwave
oven. Two experiments were simultaneously carried out under
greenhouse conditions. In the experiment 1, 2-L pots were filled
with a soil:sand mixture (1:1, v:v) containing 3g kg* of soil of rice
grains colonized by the antagonist. In the experiment 2, the fungus
was added into the soil of 0.5L pots at the doses of 5, 10, 15, 20,
25 or 30g kg™ of soil. The soil of each pot was infested with 4,000
eggs of M. javanica and one tomato seedling was transplanted in
each pot after fifteen days. In the experiment 1, the application of
the fungus into the soil reduced the number of galls and eggs of the
nematode by 40% and 72.83%, respectively. In the experiment 2, it
was observed the reduction of the number of eggs from the dose of
5 g kg of soil and of the number of galls, particularly at the doses
of 25 and 30g kg of soil. As a conclusion, P. chlamydosporia
controlled M. javanica on tomato plants even when applied into
the soil as colonized-rice grains and without chlamydospores.

Key words: biological control, nematophagous fungus, root-knot
nematode.

INTRODUCAO

O fungo  nematéfago Pochonia
chlamydosporia Zare & Gams (sin. Verticillium
chlamydosporium Goddard) é um parasita facultativo
de ovos de nematoides e tem sido comumente
estudado como agente de controle bioldgico do
nematoide das galhas e de cistos (HIDALGO-DIAZ
et al., 2000; KERRY & BOURNE, 2002; LOPES et
al., 2007; DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2012).
Além disso, o antagonista pode reduzir a populagdo
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de outras espécies de fitonematoides, como, por
exemplo, Rotylenchulus reniformis Linford &
Oliveira, Nacobbus aberrans (Thorne) Thorne
& Allen, Pratylenchus sp. Filipjev, Radopholus
similis (Cobb) Thorne e Helicotylenchus sp. Steiner
(WANG et al., 2005; PEREZ-RODRIGUEZ et al.,
2007; FREITAS et al., 2009).

Aliada a capacidade de reducdo da
producdo de ovos dos patdgenos nas raizes das
plantas, a habilidade de P. chlamydosporia em
produzir clamidésporos durante o cultivo massal
em substrato sélido é um dos critérios usualmente
utilizados para a selecdo de isolados em programas
de controle biol6gico de nematoides (KERRY &
BOURNE, 2002). Os clamidosporos sdo estruturas
responsaveis pela sobrevivéncia do fungo no solo e, por
isso, sdo preferencialmente utilizados como fonte de
indculo, em detrimento ao micélio e conidios (KERRY
& BOURNE, 2002; MAUCHLINE et al., 2002).

No entanto, é possivel que o fungo possa
controlar nematoides e ainda sobreviver no solo sem
que clamiddsporos tenham sido adicionados como
fonte de indculo. Com base em tal hipétese, o objetivo
do trabalho foi avaliar o controle de Meloidogyne
javanica (Treub) Chitwood em tomateiros cultivados
em casa de vegetacdo por P. chlamydosporia Pc-
10, aplicado ao solo por meio de grdos de arroz
colonizados, contendo apenas somente conidios e
fragmentos de micélio do fungo.

MATERIAL E METODOS

Cultivo de P. chlamydosporia var. chlamydosporia
Pc-10

Em sacos de polipropileno autoclavaveis
(38cm de largura x 45cm de comprimento), foram
colocados 100g de grdos de arroz e 70mL de agua
destilada. Ap6s uma hora de repouso, 0 substrato
presente em cada embalagem foi manualmente
distribuido até a obtencdo de uma camada de
aproximadamente 2cm de altura. Em seguida, cada
embalagem foi colocada individualmente no interior
de forno de micro-ondas (Panasonic®, Modelo
NN72098H, 900 W) e o substrato foi esterilizado
utilizando a poténcia maxima do equipamento
durante trés minutos. No final da esterilizagdo,
cada embalagem foi lacrada com o auxilio de uma
borracha.

Em condicBes assépticas, cinco discos de
micélio de P. chlamydosporia var. chlamydosporia
Pc-10 (5mm de diametro) foram adicionados em
cada embalagem. O in6culo do fungo foi obtido apds
cultivo por quinze dias em ‘Corn Meal Agar’ (CMA)

a 25°C. Em seguida, os sacos foram armazenados
por 15 dias no escuro a 25°C. Ao final deste periodo,
coletaram-se amostras do arroz colonizado pelo fungo
para analise ao microscépio (KERRY & BOURNE,
2002). O fungo ndo produziu clamidésporos no
substrato, apenas micélio e conidios.

Montagem dos experimentos

Dois experimentos foram realizados
simultaneamente em casa de vegetagdo do
Departamento de Fitopatologia, da Universidade
Federal de Vicosa, Vicosa— MG, Brasil. Atemperatura
média durante os experimentos foi de 22,3°C, a média
das maximas foi 29,3°C e a média das minimas foi
15,3°C.

O substrato utilizado para o cultivo dos
tomateiros cv. “Santa Clara” foi composto por
uma mistura solo e areia, na propor¢édo 1:1 (v:v),
previamente tratada com brometo de metila. O in6culo
de M. javanica foi constituido de ovos obtidos de
populacdes puras, coletadas de raizes de tomateiros
mantidos em casa de vegetagcdo. Os ovos foram
extraidos pela técnica de HUSSEY & BARKER
(1973), modificada por BONETI & FERRAZ (1981).

No experimento 1, vasos plasticos de
2L de capacidade foram preenchidos com 2kg da
mistura solo:areia e 6 g de substrato colonizado por
P. chlamydosporia, correspondendo a 3g de in6culo
fungico por kg de solo. Em seguida, o solo de cada
vaso foi infestado com 2mL contendo 4.000 ovos de
M. javanica. O indculo do nematoide foi adicionado
em quatro orificios de aproximadamente 5cm de
profundidade, equidistantes 5cm na parte central
do vaso. O solo foi mantido Umido em 60% da
capacidade de campo por quinze dias, quando uma
plantula de tomateiro Santa Clara foi transplantada
em cada vaso. Plantas cultivadas em solo sem P.
chlamydosporia e infestado ou ndo com M. javanica
foram mantidas como testemunhas.

No experimento 2, 0S mesmos
procedimentos metodoldgicos do experimento 1
foram adotados, exceto pelo cultivo das plantas em
vasos plasticos de 0,5L, contendo 0,5kg de solo e
a aplicagdo de diferentes quantidades de substrato
colonizado pelo fungo (1, 5, 10, 15, 20, 25 ou 30g
kg* de solo).

O delineamento estatistico de ambos o0s
experimentos foi do tipo inteiramente casualizado,
com oito repeti¢des por tratamento e a parcela
experimental representada por uma planta mantida
em vaso. A altura das plantas, a massa da parte aérea
e das raizes e os nimeros de galhas e de ovos por
sistema radicular foram avaliados 45 dias ap6s o
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transplantio das plantulas. Os ovos foram extraidos
das raizes similarmente ao realizado durante o preparo
do inéculo do nematoide. Os numeros de galhas e de
ovos foram determinados apds contagem direta a olho
nu ou com auxilio de camara de Peters e observacao
em microscopio estereoscopico, respectivamente.
Além disso, a populagdo do fungo no solo foi avaliada
no experimento 2. Para isso, uma amostra de 10g de
solo foi coletada em cada repeticdo e formou-se uma
amostra composta por tratamento. Diluicdes em série
(até 10®) foram realizadas a partir de 1g do solo da
amostra composta (KERRY & BOURNE, 2002). As
suspensdes de solo foram distribuidas na superficie
de meio semi-seletivo (GASPARD et al.,1990),
com trés repeticBes por tratamento. As placas foram
armazenadas em camara de crescimento a 25°C no
escuro. O nimero de unidades formadoras de colnia
(UFC) foi avaliado ao final de 15 dias.

Os dados obtidos foram submetidos a
analise estatistica (teste F, 5% de probabilidade).
No experimento 2, as médias dos tratamentos foram
comparadas com a testemunha infestada por meio do
teste de Dunnett (5% de probabilidade) e analise de
regressdo (5% de probabilidade) foi realizada para
avaliacdo do efeito das doses do substrato colonizado
por P. chlamydosporia sobre M. javanica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A incorporacdo ao solo de 3g kg* de solo
de substrato colonizado por P. chlamydosporia nédo
aumentou a altura e a fitomassa dos tomateiros no
experimento 1, mesmo quando comparado com a
testemunha infestada com M. javanica (Tabela 1).
Similarmente, nenhuma dose do substrato colonizado
pelo fungo teve efeito na altura e na massa de raizes da
planta no experimento 2 (Tabela 2). Todavia, a massa
da parte aérea foi incrementada de 16,74% a 33,13%
em plantas cultivadas em vasos que receberam doses
do fungo a partir de 5g kg* de solo (Tabela 2).

A promocgdo de crescimento de plantas
promovida por P. chlamydosporia ja foi constatada
em plantas de tomate, trigo e cevada (HIDALGO-
DIAZ et al., 2000; MONFORT et al., 2005; MACIA-
VICENTE et al., 2009). No presente trabalho, a
habilidade do fungo em aumentar a massa da parte
aérea foi dependente da dose aplicada ao solo.
Adicionalmente, a maior quantidade de matéria
organica proveniente dos graos de arroz colonizados
pelo fungo em parcelas com mais de 5g do substrato/
kg de solo, em comparagdo com o experimento 1
(3g kg* de solo), também podem ter influenciado

no crescimento das plantas. Todavia, em pesquisa
envolvendo o mesmo patossistema do presente
trabalho, a adicdo de 2,5g de arroz ndo colonizado
por Paecilomyces lilacinus por 250g de solo nédo
aumentou no crescimento de tomateiros infectados
por M. javanica (FREITAS et al., 1999). Assim, é
possivel que a interagdo de P. chlamydosporia com a
planta, mais do que a matéria organica do substrato,
tenha sido responsavel por estimular o crescimento
das plantas (MONFORT et al., 2005). No entanto,
novos estudos envolvendo a incorporacdo de
diferentes doses de gréos de arroz colonizados ou
ndo pelo fungo seriam necessarios para elucidar se o
efeito tdnico nas plantas deve-se a acdo do fungo Pc-
10 ou da matéria organica.

O fungo P. chlamydosporia reduziu o
nimero de galhas e de ovos de M. javanica em
ambos os experimentos (Tabelas 1 e 2, Figura 1). No
experimento 1, as reducdes foram de 40% e 72,83%
sobre o numero de galhas e ovos do nematoide,
respectivamente. No experimento 2, a redugdo
no nimero de ovos de M. javanica apenas foi
observada quando o fungo foi incorporado no solo em
doses a partir de 5g kg* de solo (Figura 1), segundo
modelo Y=22125-1362,4.X+26,036.X? (r>=0,73).
Em comparagdo com o tratamento testemunha com
nematoide, as reducfes do nimero de ovos variaram
entre 14,20% a 79,64%, quando foram incorporados
ao solo doses entre 5 a 30g de substrato colonizado
por kg de solo, respectivamente.

Por outro lado, ndo foi possivel ajustar
um modelo de regressdo para analisar o efeito das
doses do fungo na reducdo de galhas do nematoide
nas raizes de tomateiros. Assim, o efeito de
cada dose foi individualmente comparado com a
testemunha infestada. Em parcelas tratadas com 15,
20 ou 30g kg*'de solo de substrato colonizado por
P. chlamydosporia, as redugdes nos numeros de
galhas foram de aproximadamente 40% em relacéo
ao tratamento testemunha (Tabela 2). Os resultados
deste trabalho confirmam o potencial antagdnico do
isolado Pc-10 de P. chlamydosporia no controle de
M. javanica, assim como foi previamente reportado
em outro estudo (DALLEMOLE-GIARETTA et al.,
2012). Todavia, a principal diferenca entre o presente
trabalho e os experimentos anteriores € que nao
foram utilizados 5.000 clamiddsporos/g de solo como
fonte de indculo e sim substrato contendo apenas
micélio e conidios do fungo. Os clamidoésporos
sdo usualmente utilizados como fonte de indculo
do fungo por serem estruturas que garantem maior
sobrevivéncia do fungo no solo e aumentam a vida-
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Tabela 1 - Efeito da aplicacéo ao solo de substrato de arroz colonizado por Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia isolado Pc-10
sem presenca de clamidosporos sobre nimero de galhas e ovos de Meloidogyne javanica em raizes de tomateiros e sobre o
desenvolvimento da planta em casa de vegetagao - Experimento 1.

Tratamentos Altura (cm)  Massa da parte aérea (g) ~ Massa de raizes (g) N°de galhas*  N°de ovos*
Testemunha (sem nematoide) 70,6 ™ 52,6 11,9™ - -
Testemunha (com nematoide) 68,4 49,8 10,9 530 a 89.039 a
Pochonia chlamydosporia 70,0 55,2 12,2 318b 24.184 b

Médias de oito repeticdes. "“Ndo significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. *Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem
entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. Os dados dos nimeros de ovos foram transformados em Log:o(X) para andlise estatistica. Valores

originais sdo apresentados na tabela.

de-prateleira dos produtos formulados a partir do
antagonista (KERRY & BOURNE, 2002; FERRAZ
et al., 2010). No entanto, observou-se que, mesmo
sem a presenca de clamiddsporo no substrato, o
fungo foi capaz de controlar M. javanica (Tabelas
1 e 2, Figura 1) e sobreviver no solo (Tabela 2). Os
valores de unidades formadoras de col6nias (UFCs)
do fungo nas amostras de solo coletadas em parcelas
dos diferentes tratamentos aos 45 dias apés o inicio
do experimento variaram de 4,5x10° a 4,0x10* por
grama de solo (Tabela 2). Estes valores de UFCs
de P. chlamydosporia sdo semelhantes aqueles
obtidos em outros estudos, quando foi aplicado
apenas clamidésporos do fungo no solo e houve
controle do nematoide das galhas (HIDALGO-
DIAZ et al.,, 2000; DALLEMOLE-GIARETTA et
al., 2011; DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2012).
No presente estudo, os grdos de arroz atuaram como
fonte de matéria organica e garantiram a energia
necessaria para o estabelecimento e crescimento do
fungo no solo (LOPES et al., 2007).

No processo de produgdo de bionematicida
a base de P. chlamydosporia, apenas os clamiddsporos
sdo extraidos do substrato de cultivo do fungo.
Consequentemente, 0s grdos de arroz contendo apenas
micélio, conidios e, possivelmente, uma pequena
quantidade de clamiddsporos do fungo, contidos
internamente no substrato, s&0 comumente considerados
como subprodutos do processo. Portanto, considerando
0s resultados do presente trabalho, tal subproduto ndo
deve ser descartado, pois contém propagulos do fungo
e fonte adicional de energia que garantem o controle de
M. javanica e o estabelecimento do antagonista no solo.

CONCLUSAO

A incorporacéo ao solo de gréos de arroz
colonizados por P. chlamydosporia contendo apenas
micélio e conidios do fungo foi eficiente no controle
de M. javanica, principalmente em doses superiores
a 5g kg* de solo.

Tabela 2 - Efeito da aplicagdo ao solo de diferentes quantidades de grdos de arroz colonizados por Pochonia chlamydosporia var.
chlamydosporia isolado Pc-10 sem presenca de clamidésporos sobre o desenvolvimento de tomateiro, o nimero de galhas de
Meloidogyne javanica nas raizes e a populacéo do fungo no solo. Experimento 2.

Doses de grdos de arroz

colonizados (g kg™ de solo) Altura (cm)  Massa da parte aérea (g) Massa de raizes (g) N© de galhas UFCs g™ de solo
0 (sem nematoide) 66,3 37,5 10,0™ - -

0 (com nematoide) 59,0 35,2 8,8 615 -

1 65,8 37,3 8,8 642 45x10%

5 62,8 41,2* 10,9 593 24x10*

10 71,8 42,3* 10,9 428 35x10*

15 63,9 42,2* 9,5 351* 40x10*

20 68,3 44,7* 9,4 418 1,8x10*

25 64,1 44, 5* 11,5 359* 24x104

30 61,7 46,9* 10,7 378* 1,4x10*

Meédias de oito repeticdes. “N&o significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. *Médias que diferem do controle com nematoide pelo
teste de Dunnett, a 5% de probabilidade. *Populagéo de Pochonia chlamydosporia Pc-10 no solo infestado com Meloidogyne javanica aos

45 dias apos o transplantio das plantulas de tomateiro.
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