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ABSTRACT

Stroze, C. T., D. C. Santiago, and F. C. Baida. 2013. Isolation, characterization and evaluation of the potential of
nematophagous fungi in the parasitism of Meloidogyne javanica “in vitro”. Nematropica 43:18-23.

The objective of this research was to isolate and identify nematophagous fungi of the genera Paecilomyces and
Pochonia and to study the potential of these fungi for egg parasitism of M. javanica at different incubation temperatures.
Twenty-one specimens were examined from soils, plated and identified, obtaining pure cultures of various isolates. The
determination of the mycelial growth and parasitism “in vitro” isolates on M. javanica was conducted in Petri dishes
containing media PDA and water agar, respectively. The isolates were incubated in BOD at temperatures of 15, 20, 25, 30
and 35 C+ 2 with a twelve hour photoperiod. The mycelial growth of the colony diameter was measured after eight and
the determination of parasitism was measured after two weeks of incubation, calculating the percentage of parasitized
eggs. Seventeen isolates of P. [ilacinus and three isolates of P chlamydosporia var. chlamydosporia were obtained
and identified. The isolates of P. /ilacinus differed with respect to the growth rate and were temperature dependant in
their ability to infect eggs of M. javanica. The three isolates of P. chlamydosporia var. chlamydosporia behaved as egg
parasites.
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RESUMO

Stroze, C. T., D. C. Santiago, F. C. Baida. 2013. Isolamento, caracterizagdo ¢ avaliagdo do potencial de fungos
nematdfagos no parasitismo de Meloidogyne javanica “in vitro”. Nematropica 43:18-23.

Objetivou-se isolar e identificar fungos nematofagos dos géneros Paecilomyces e Pochonia e avaliar o
potencial destes no parasitismo de ovos de M. javanica sob diferentes temperaturas de incubagdo. Vinte e
uma amostras de solos foram examinadas, plaqueadas e identificadas, obtendo-se culturas puras de diferentes
isolados. A determinagdo do crescimento micelial e do parasitismo “in vitro” dos isolados sobre M. javanica foi
realizada em placas de Petri contendo meio BDA e agar-agua, respectivamente. Os isolados foram incubados em
BOD a temperaturas de 15, 20, 25, 30 ¢ 35°C £ 2 com 12 doze horas de fotoperiodo. A avaliagdo do crescimento
foi durante oito dias medindo-se o didmetro das colonias e a determinagao do parasitismo foi realizada depois de
duas semanas de incubagao, calculando-se a porcentagem de ovos parasitados. Dezessete isolados de P. lilacinus
e trés isolados de P. chlamydosporia var. chlamydosporia, foram identificados. Os isolados de P. lilacinus
apresentaram diferenga quanto a velocidade de crescimento, ¢ mostraram dependéncia da temperatura quanto
ao parasitismo. Os trés isolados de P. chlamydosporia var. chlamydosporia comportaram-se como parasitas de
0VO0s.

Palabras clave: Controle biologico. Meloidogyne spp. Paecilomyces lilacinus. Pochonia chlamydosporia.

Para o manejo dos fitonematoides normalmente se ~ os géneros Meloidogyne spp. (nematoides das galhas)
recorre ao controle quimico, cujo uso ¢ mais limitado  Heterodera spp. (nematoides de cisto), o controle
devido a alta toxicidade, risco de contaminagdo  quimico ndo ¢ muito eficiente, tornando-se essencial a
ambiental, alto custo e baixa eficacia de controle depois  busca por controle alternativo, como o controle através
de repetidas aplicagdes (Dong e Zhang, 2006), para  de agentes bioldgicos (Araﬁjo et al., 2002).
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Tabela 1. Localidades das amostras de solo das diferentes regidoes do Brasil e ocorréncia de fungos
parasitas de ovos de nematoide por regiao.

Amostra
de solo Localidades Fungos isolados Codigo de referencia
1 Chapadao do Sul - MS P, lilacinus” PAE 1101
2 Chapadao do Céu - GO P. lilacinus PAE 1102
3 Chapadao do Céu - GO P. lilacinus PAE 1103
4 Jatai - GO P. lilacinus PAE 1104
5 Jatai - GO P, lilacinus PAE 1105
6 Jatai - GO P. lilacinus PAE 1106
7 Mineiros - GO P lilacinus PAE 1107
8 Jatai - GO P lilacinus PAE 1108
P. chlamydosporia® POC 1108
9 Chapadao do Céu - GO P, lilacinus PAE 1109
P. chlamydosporia POC 1109
10 Lucas do Rio Verde - MT P lilacinus PAE 1110
11 Lucas do Rio Verde - MT P lilacinus PAE 1111
12 Promissao - SP P. lilacinus PAE 1112
13 Bom Jesus da Lapa - BA P. lilacinus PAE 1113
14 Chapadao do Céu - GO P. lilacinus PAE 1114
16 Chapadao do Céu - GO P. lilacinus PAE 1116
P. chlamydosporia POC 1116
17 Campo Novo do Parecis - MT P. lilacinus PAE 1117
18 Bom Jesus da Lapa - BA P. lilacinus PAE 1118

YPaecilomyces lilacinus
“Pochonia chlamydosporia

Tabela 2. Caracterizagao dos isolados de Pochonia chlamydosporia quanto a coloracao das colonias
parte superior e no reverso da placa, presen¢a ou nio de clamidosporos, crescidos em meio BDA
(Batata, Dextrose, Agar) a 25°C.

Coloracao da colonia

Isolado Superficie Reverso Formagao de clamid6sporos
POC 1108 Branca Creme Externo
POC 1109 Branca Creme Externo
POC 1116 Branca Creme Externo

Tabela 3. Medigdo das estruturas reprodutivas dos isolados de Pochonia chlamydosporia.

Fialide (um) Conidio (um) Clamidoésporos (um)
Isolado n° comprimento largura  comprimento largura ~ comprimento
POC 1108 2 18,3 1,3 4.2 23,1 20,5
POC 1109 3 12,1 1,5 3,7 243 19,3
POC 1116 3 22,6 22 4.4 24,1 18,2
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O controle biologico apresenta vérias vantagens
em relagdo ao quimico, pois nao desequilibra o meio
ambiente, ndo deixa residuo e ¢ de facil aplicacdo
(De Leij e Kerry, 1991). Dentre o grande niimero de
fungos parasitas de ovos conhecidos, Paecilomyces
lilacinus (Thom.) Samsom e Pochonia chlamydosporia
(Goddard) Zare e Gams, t€m apresentado os melhores
resultados (Santiago et al., 2006; Cadioli et al., 2009;
Franco-Navarro ef al., 2009; Nunes ef al., 2010).

Paecilomyces lilacinus parasita de ovos, fémeas
e de cistos de nematoides, detectado em diferentes
tipos de hospedeiros e solos, e sua eficicia varia entre
os isolados (Goettel et al., 2001; Sosa-Gomez, 2002;
Jacobs et al., 2003). Pochonia chlamydosporia parasita
de nematoides de galha e tem sido descrito, também,
como parasita de fungos patogénicos de plantas, com
propriedades que o tornam um potencial bioagente de
controle de doengas de plantas (Kerry et al., 1984; De
Leij et al., 1993, Hidalgo-Diaz et al., 2000; Monfort et
al., 2005).

Para que se possa saber se os isolados fungicos
podem, ou ndo, ser utilizados no controle de nematoides,
¢ necessario conhecer as melhores condigdes de
multiplicagdo, principalmente no que se refere a
temperatura, pelo fato da exposigao a variagdo térmica
que ocorre no solo durante o ano (Fioretto & Villacorta,
1981).

Devido a importancia desses microrganismos
na agricultura, este trabalho teve por objetivo isolar
e identificar fungos nematofagos P. lilacinus e P.
chlamydosporia e avaliar o potencial desses no
parasitismo de ovos de M. javanica em diferentes
temperaturas de incubagao.

Amostras de solo de diferentes regides do Brasil
(Tabela 1) foram utilizadas para o isolamento das
espécies fungicas. Para o isolamento de Paecilomyces
foi empregada a técnica de diluigdo seriada até 1
x 107 utilizando-se 10 g de cada solo amostrado,
separadamente, em Erlenmeyer de 200 mL, contendo
90 mL de agua esterilizada, aliquota de 1 mL desta
diluigdo foi plaqueada em meio de cultura semi-seletivo
de Alves et al. (1998), modificado segundo proposto por
Santiago et. al. (2006). Os isolados foram transferidos
para placas de Petri contendo meio BDA (200 g batata,
1000 mL de agua destilada, 20 g dextrose, 20 g 4gar),
e incubados em BOD (Biochemical Oxygen Demand)
a 25°C £2, para o desenvolvimento das colonias
puras. As colonias foram caracterizadas pela medi¢do
do crescimento radial (duas medidas diametralmente
opostas), considerando suas hifas vegetativas com
didmetro variavel entre 2,5-4,0 um, as quais consistem
de micélio floconoso, inicialmente branco, e que
durante a esporulagao apresenta uma coloragao violacea
(Samsom, 1974).

Para a obtengao dos isolados de Pochonia, amostras
de 10 g de solo foram adicionadas em 90 mL de 4dgua
esterilizada, e agitadas por 30 minutos, para posterior
dilui¢des em série 1 x 10, uma aliquota de 1 mL de cada
amostra foi distribuida em placas de Petri com meio

semi-seletivo (Gaspard ef al., 1990). As placas foram
armazenadas a 26°C +2 no escuro até o crescimento das
colonias fungicas, que foram transferidos para placas
de Petri com meio de cultura ‘Com Meal Agar’ (CMA),
posterior, discos de micélio de 5 mm foram transferidos
para placas de Petri com meio BDA, armazenadas no
escuro a 25°C +2 por 10 dias. A caracterizacdo foi
realizada medindo o crescimento radial (duas medidas
diametralmente opostas), coloragdo das coldnias (na
parte superior e no reverso da placa), presenca ou ndo
de clamidosporos ¢ medigdo de estruturas reprodutivas
(Gams, 1988).

Para a avaliagdo da medicdo de estruturas
reprodutivas dos isolados de Pochonia foi utilizada a
técnica de microcultura (Martins et al., 2008). Apos as
laminas foram observadas a microscopio de luz com
camera de video digital (Moticam 2300) acoplado,
medindo o comprimento e largura das fidlides, conidios
e clamidosporos.

Populagdo de M. javanica foi obtida de raizes
de tomate (Solanum lycopersicum) cv. Santa Cruz
cultivadas durante 45 dias em casa de vegetacdo.
As raizes foram coletadas, lavadas cuidadosamente
¢ submetidas a técnica de Bonetti e Ferraz (1981), a
suspensdo obtida foi ajustada para uma concentragdo
média de 300 ovos + juvenis (J,)/ mL.

Para a avaliacdo do potencial dos isolados sobre
0 M. javanica, discos de micélio (5 mm) foram
removidos das culturas puras, mantidas em meio
BDA, e transferidos para placas de Petri com agar-
agua a 2%, adicionado 1 mL/placa da suspensdo de
nematoides. Estas foram incubadas em cinco diferentes
temperaturas (15, 20, 25, 30 e 35°C £ 2), com 12 horas
de fotoperiodo, com trés repeti¢oes por isolados.

Apdés duas semanas avaliou-se 15 ovos
aleatoriamente por placa, com auxilio de microscopio
de luz, acrescido de algumas gotas de lactofenol,
obtendo as porcentagens de parasitismo. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e ao teste de
Scott Knott a 5% de significancia.

Das amostras de solos analisados foram obtidos e
caracterizados 17 isolados de P. lilacinus e trés de P,
chlamydosporia, observando P. lilacinus em 80% das
amostras (Tabela 1). Todos os isolados de Pochonia
apresentaram producdo de clamidésporos externos
no micélio e coloragdo no reverso da placa creme
(Tabela 2), as medidas das estruturas reprodutivas
foram utilizadas para identificagdo das espécies dos
isolados (Tabela 3). Caracterizando as espécies como
P. chlamydosporia var. chlamydosporia, apresentando
conidios hialinos subglobosos a elipsoide, produzindo
agrupamentos de conidios em cabega (Hidalgo et al.,
2000; Zare et al., 2001; Zare e Gams, 2004).

Com relagdo a média do crescimento micelial
(Tabela 4) dos isolados de P. lilacinus, houve diferenca
estatistica, observando que os isolados PAEI1101,
PAE1103, PAE1106, PAE1112, PAE1116 ¢ PAE1118
apresentaram um desenvolvimento micelial superior
em comparag¢do com os demais, corroborado Cadioli et
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Tabela 4. Crescimento micelial e parasitismo em diferentes temperaturas dos ovos de Meloidogyne javanica pelos
isolados de Paecilomyces lilacinus “in vitro”.

% Parasitismo

Crescimento

Isolado micelial 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
PAE1101 3,95¥ a* 59,7 ¢ 55,6 b 77,6 a 733 b 68,9 b
PAE1102 3,71 b 68,9 c 68,9 a 533 b 57,8 ¢ 73,3 b
PAE1103 3,82 a 71,1 ¢ 71,1 a 66,7 b 80,0 b 71,1 b
PAE1104 371 b 60,0 ¢ 553 b 75,6 a 57,7 ¢ 68,9 b
PAEI1105 373 b 62,3 ¢ 55,6 b 68,9 b 73,3 b 68,8 b
PAEI1106 3,96 a 71,1 ¢ 73,3 a 71,1 b 60,0 c 62,2 b
PAE1107 3,77 b 80,0 b 689 a 66,7 b 71,1 b 80,0 a
PAE1108 371 b 643 ¢ 64,7 b 578 b 71,1 b 82,2 a
PAEI1109 3,60 b 66,7 ¢ 80,0 a 91,1 a 84,4 a 933 a
PAEIL110 3,71 b 66,7 ¢ 66,7 a 66,7 b 66,6 ¢ 644 b
PAE1111 3,70 b 53,0 ¢ 66,7 a 73,3 a 73,3 b 533 b
PAE1112 3,92 a 62,2 ¢ 60,0 b 933 a 75,5 b 62,2 b
PAEI1113 3,60 b 68,8 ¢ 68,9 a 82,3 a 55,5 ¢ 333 ¢
PAEI1114 3,70 b 91,1 a 77,6 a 75,6 a 91,1 a 40,0 ¢
PAEIl116 393 a 80,0 b 73,3 a 60,0 b 60,0 c 62,2 b
PAE1117 3,70 b 75,7 b 71,1 a 73,3 a 75,5 b 57,7 b
PAE1118 394 a 91,1 a 88,6 a 75,6 a 933 a 62,2 b
Testemunha - 0,0 d 0,0 ¢ 0,0 ¢ 0,0 d 0,0 d
C.V. (%) 3,89 12,0 13,39 14,56 12,48 14,63

¥ Dados referentes a médias de trés repetigdes.
“ Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scoot-Knott em nivel de 5% de
significancia.

Tabela 5. Crescimento micelial e parasitismo em diferentes temperaturas dos ovos de Meloidogyne javanica pelos
isolados de Pochonia chlamydosporia “in vitro™.

% Parasitismo

Crescimento
Isolado micelial 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
POC 1108 4,0 a* 75,5 a 75,5 a 73,3 a 422 a 64,4 a
POC 1109 43 a 73,3 a 77,8 a 77,8 a 53,3 a 73,3 a
POC 1116 38 a 64,4 a 5777 b 75,5 a 46,6 a 444 a
Testemunha - 0,0 b 0,0 ¢ 0,0 b 0,0 b 0,0 b
C.V. (%) 5,04 13,49 10,95 14,0 17,12 27,05

¥ Dados referentes a médias de trés repetigdes.
“ Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scoot-Knott em nivel de 5% de
significancia.
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al., (2007). No entanto para o crescimento micelial de
P. chlamydosporia var. chlamydosporia nao observou-
se diferenca estatistica significativa (Tabela 5).

Quanto a avaliagdo do potencial de parasitismo
todos os isolados foram habeis para parasitar ovos de
M. javanica, diferindo estatisticamente entre si e entre
as temperaturas (Tabela 4) indicando uma dependéncia
de temperatura para o parasitismo de P. lilacinus.

Os isolados PAE1114 e PAE1118 destacaram-se na
temperatura de 15C, com percentuais de parasitismo
de 91,1%. Para 30°C, PAE1109, PAE1114 ¢ PAE1118
variaram de 93,3 a 84,4% de parasitismo e os isolados
PAE1107, PAE1108 ¢ PAE1109 apresentaram maior
porcentagem de parasitismo a 35°C. Freitas et al. (1995)
observaram a efetividade dos isolados de P. lilacinus
sobre M. javanica “in vitro” e casa de vegetacgao.

Na Tabela 5 para a temperatura de 20°C os
isolados POC1108 e POC 1109 apresentaram diferenca
estatistica quanto ao parasitismo dos ovos, caracteristica
observada por Arevalo et al. (2009). Variagdes quanto
a capacidade de colonizar os ovos de nematoides sao
comumente observadas dentro de uma mesma espécie
fungica, Stirling ¢ West (1991) observaram que isolados
de Verticillium chlamydosporium e de P. lilacinus
apresentaram variabilidade na patogenicidade.

Os resultados apresentados no estudo confirmam
pelo teste “in vitro” o potencial de parasitismo dos
isolados nematofagos. Estes isolados serdo melhores
estudados em casa de vegetagdo ¢ a campo, a fim de
escolher o melhor para aplicagdo no manejo contra M.
Jjavanica.
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