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RESUMO

Barbosa, R. T., T. S. A. Monteiro, R. R. Coutinho, J. G. Silva, ¢ L. G. Freitas. 2019. Pochonia
chlamydosporia no controle do nematoide de galhas em bananeira. Nematropica 49:99-106.

A bananicultura sofre grandes perdas econdmicas com danos causados por nematoides, em especial
os nematoides de galhas. Esses nematoides sdo de dificil manejo e o controle bioldgico tem sido utilizado
a fim de minimizar os prejuizos gerados por esses patogenos. Sendo assim, foi avaliados a capacidade do
fungo Pochonia chlamydosporia controlar o nematoide Meloidogyne javanica, promover o crescimento e
colonizar o sistema radicular de mudas de banana. Um produto comercial, a base do isolado Pc-10 do fungo
P. chlamydosporia, foi aplicado em mudas micropropagadas de bananeira durante o periodo de aclimatagao
e no momento do plantio nas concentragdes de 2.000, 3.000, 4.000 e 5.000 clamidosporos/g de substrato.
As diferentes concentragdes do fungo testadas resultaram em redu¢do do nimero de ovos de M. javanica
por grama de raiz de bananeira, sendo que na concentragdo de 5.000 clamidosporos/g e essa variavel foi
reduzida em 67%, em relagdo ao tratamento controle. A altura da parte aérea, massa da parte aérea seca,
diametro do pseudocaule e massa da raiz fresca de bananeira tiveram maior incremento na concentragdo de
5.000 clamiddsporos/g de substrato quando comparado ao controle. O fungo foi detectado associado as
raizes das plantas bem como no substrato ao final dos experimentos, mostrando sua capacidade de se
estabelecer, multiplicar e sobreviver no ambiente da muda micropropagada. Pochonia chlamydosporia foi
eficiente na reducdo dos danos causados por M. javanica € na promogdo do crescimento das mudas de
bananeira.

Palavras-chave: Fungo nematofago, Meloidogyne javanica, promogao de crescimento

ABSTRACT

Barbosa, R. T., T. S. A. Monteiro, R. R. Coutinho, J. G. Silva, and L. G. Freitas. 2019. Pochonia
chlamydosporia for controlling root-knot nematode in banana. Nematropica 49:99-106.

Nematodes, especially root-knot nematodes, cause important damages in banana plants. These
nematodes are difficult to manage and biological control has been used to minimize the losses generated
by these pathogens. Thus, we assessed the ability of the fungus Pochonia chlamydosporia to control
Meloidogyne javanica, promote banana growth, and colonize the root system of banana seedlings. A
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commercial product based on P. chlamydosporia Pc-10 isolate was applied to micropropagated banana
plants during the acclimatization period and at planting in concentrations of 2,000, 3,000, 4,000 and 5,000
chlamydospores/g of substrate. The different concentrations of the fungus resulted in a reduction in the
number of eggs of M. javanica/g of root. The number of eggs of M. javanica/g of roots, at the concentration
of 5,000 chlamydospores/g substrate, was reduced to 67%, relative to the control treatment. Shoot height,
dry shoot mass, pseudostem diameter, and fresh mass of banana roots were greatest in those plants treated
with 5,000 chlamydospores/g substrate when compared to the control. The fungus was detected in
association with the roots of the plants and the substrate at the end of the experiment, showing its ability to
establish, multiply, and survive in the micropropagated seedlings. Pochonia chlamydosporia is efficient in
reducing the damage caused by M. javanica and in promoting the growth of banana seedlings.

Key words: Growth promotion, Meloidogyne javanica, nematophagous fungus

INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) é o fruto tropical mais
consumido no mundo e o Brasil ¢ o quinto maior
produtor mundial, atras da India, China, Filipinas e
Equador (FAO, 2015), produzindo cerca de 7
milhdes de toneladas em cerca de 500 mil hectares
plantados (IBGE, 2016). A banana, o arroz, trigo e
o milho sdo considerados as principais fontes de
alimento do mundo (Perrier et al., 2011).

Atualmente, essa fruteira tem sido cultivada
por meio de micropropagacdo que garante a
eliminagdo de possiveis fitopatogenos e o
transplantio de material vegetativo sadio. Além
disso, permite maior produ¢do em menor tempo e
espaco fisico (Crocomo, 1986), tornando essa
pratica cada vez mais presente no sistema de
producdo. A qualidade da muda ¢ o fator mais
importante, pois possibilita uma uniformidade no
plantel, maior produgdo, produtividade e sanidade
do bananal (Couceiro et al., 2001).

A bananeira € hospedeira de diferentes
patogenos que afetam a sua produtividade. Dentre
eles, destacam-se Fusarium oxysporum f.sp.
cubense, que causa o Mal do Panama,
Mycosphaerella fijiensis ¢ M. musicola, que
causam as manchas foliares de sigatoka e os
nematoides parasitas de raizes, principalmente
Radopholus  similis,  Pratylenchus  coffeae,
Helicotylenchus multicinctus e Meloidogyne spp..
As espécies de nematoides de galhas mais
frequentes nas regides brasileiras produtoras de
banana sdo Meloidogyne javanica ¢ Meloidogyne
incognita (Cofcewicz et al., 2004). Uma  Unica
pratica de manejo ndo ¢ suficiente no controle de
fitonematoides, bem como do ematoide de galhas,

sendo necessaria a implantagdo do manejo
integrado.

Dentro do manejo integrado, o controle
biolégico tem ganhado destaque por ser uma
pratica  sustentavel e, atualmente, serem
disponibilizados, pela industria, organismos
eficientes na redugdo dos danos causados por esse
patogenos. Dentre os organismos conhecidos como
agentes de controle biologico de fitonematoides,
destaca-se o fungo Pochonia chlamydosporia. Esse
género foi descrito pela primeira vez apos seu
isolamento de amostras de solo coletadas no
Nordeste brasileiro (Batista and Fonseca, 1965).
No entanto, o primeiro relato como antagonista de
fitonematoides ocorreu por Willcox and Tribe
(1974), apos ter sido isolado de ovos de Heterodera
schachtii e Heterodera avenae (Kerry, 1975). Esse
organismo ¢ parasita de ovos de nematoides e
possui ainda a capacidade de colonizar o sistema
radicular de espécies cultivadas, promover o
crescimento vegetal e solubilizar P
(ManzanillaLopez et al., 2013; Gouveia et al.,
2018).

Diante da eficiéncia de P. chlamydosporia
como agente de controle Dbioldgico de
fitonematoides, da importancia da bananicultura ao
Brasil bem como dos danos que os nematoides de
galhas causam a essa cultura, este trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial do fungo no
controle de M. javanica em bananeira Prata Ana e
na promogao de desenvolvimento vegetal.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do inoculo de Meloidogyne javanica
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Ovos do nematoide M. javanica foram obtidos
de raizes de tomateiros e extraidos pela técnica de
Hussey e Barker (1973). A suspensdo aquosa foi
vertida em duas peneiras granulométricas
sobrepostas, sendo a superior com abertura de
malha de 0,074 mm (200 mesh) e a inferior com
abertura de 0,025 mm (500 mesh). Os ovos retidos
na ultima peneira foram lavados em agua corrente
e, com o auxilio de uma piseta, recolhidos em um
béquer com capacidade de 250 mL.
Posteriormente, a concentracdo do indculo foi
ajustada para 5000 ovos por ml utilizando uma
camara de Peters.

Preparo da concentragdo do fungo Pochonia
chlamydosporia a base do isolado Pc-10

O isolado Pc-10 de P. chlamydosporia var.
chlamydosporia € o componente ativo do produto
Rizotec® (Rizoflora Biotecnologia). O produto é
formulado em p6 e constituido de clamiddsporos
do fungo, que foram suspendidos em agua ¢ a
suspensao ajustada nas concentragoes 2.000, 3.000,
4.000 ¢ 5.000 clamidésporos/g de substrato.

Preparo de mudas micropropagadas

As mudas micropropagadas utilizadas foram
do cultivar Prata Ana clone Gorutuba, oriundas de
meristemas retirados de mudas do tipo “chifrinho”.
Os meristemas foram estabelecidos, in vitro, em
meio de cultura de Murashige and Skoog-(MS)
(Murashige and Skoog, 1962), previamente
gelificado com 6 g/L de agar, acrescentado 30 g/L
de sacarose e 4 mg/L da citocinina BAP (6-
benzilaminopurina). A cada més foram realizados
subcultivos, totalizando cinco  subcultivos,
mantidos no mesmo meio de cultura MS, em sala
de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, e
com fotoperiodo de 12 horas.

A partir do quinto subcultivo, as gemas foram
individualizadas e estabelecidas em frascos de 250
mL contendo 50 mL de meio de cultura MS,
previamente autoclavado, suplementado com 0,1
mg/L de auxina ANA (4cido naftaleno acético), 0,1
mg/L inositol ¢ acrescido de 30 g/L de sacarose ¢ a
presencga de 0,3 g/L de carvdo ativado, gelificado
com 9,7 g/L de agar e o pH foi ajustado para 5,8.
Posteriormente, os frascos de cultivo com as gemas
estabelecidas foram mantidos nas mesmas
condigdes da etapa anterior por um periodo de 30

dias.

Apoés essa fase de enraizamento, as mudas
apresentaram cerca de 5,5 cm de altura, com trés
folhas definitivas e raizes bem formadas. Em
seguida, na fase de aclimatacdo, foram
transplantadas  individualmente para  vasos
plasticos (500 mL) contendo 300 mL de substrato
comercial Tropstrato HT e receberam as
suspensoes com concentragdes de 0, 2.000, 3.000,
4.000 ou 5.000 clamiddsporos do fungo por g de
substrato. As parcelas experimentais foram
cobertas com saco plastico transparente,
transferidas para camara de crescimento a 28°C,
dispostas em blocos casualizados e armazenadas
por 15 dias. Apds esse periodo, os sacos foram
removidos, as mudas foram cultivadas durante 30
dias e foram transferidas para casa de vegetacao.

Condugao dos experimentos em casa de vegetagdo

O experimento foi conduzido em duas épocas.
O primeiro foi conduzido no final do outono e
durante inverno, com média das temperaturas
maximas de 26,6°C e média das temperaturas
minimas de 17,9°C. O segundo ensaio ocorreu no
final do inverno e durante primavera, com a média
das temperaturas maximas de 37,3°C e a média das
temperaturas minimas de 20,4°C. Ambos os
ensaios foram conduzidos em casa de vegetagdo.
Vasos plasticos foram preenchidos com 5 L de
mistura de solo de barranco e areia, na propor¢do
1:1 (v:v), previamente esterilizado com Basamid®.
O fungo foi aplicado ao substrato de cada vaso em
concentracdes de 0, 2.000, 3.000, 4.000 ou 5.000
clamidésporos/g de substrato. Em seguida, 5 ml de
suspensdo com 5.000 ovos de M. javanica, foram
distribuidos em quatro cavidades de 5 cm de
profundidade no substrato. Apds 15 dias de
infestagdo do substrato com o fungo ¢ com o
nematoide, as mudas provenientes da fase de
aclimatagdo foram transplantadas para cada vaso.

O cultivo da bananeira foi conduzido por 60
dias apds o transplantio. Posteriormente, foram
avaliadas as seguintes variaveis: altura de parte
aérea, massa da parte aérea seca, didmetro do
pseudocaule, massa da raiz fresca e nimero de
ovos de nematoide por grama de raiz de bananeira.
Para a extragdo dos ovos utilizou a técnica de
Hussey e Barker (1973) e o nimero de ovos foi
estimado utilizando o microscopio estereoscopio
com auxilio de camara de Peters.
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O delineamento experimental adotado foi em
blocos ao acaso (DBC) com sete blocos e cinco
tratamentos, representando as concentragdes de
clamidésporos por grama de substrato para o
controle de M. javanica em plantas de bananeira. A
unidade experimental foi constituida por um vaso
de 5 L com uma planta.

A avaliagdo da populacdo de Pc-10 no solo ao
final do experimento foi realizada por meio da
quantificagdo das unidades formadoras de colonia
(UFC). No final do experimento, foi coletado 1 g
de substrato de cada vaso e realizado o
plaqueamento em meio semi-seletivo, conforme
Gaspard et al. (1990), com trés repetigdes por
tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste LSD e regressdo linear em
5% e 1% de significancia.

Andlise da colonizagdo endofitica em raizes de
banana

Ao final da fase de aclimatacdo das mudas
micropropagadas, 0,5 g de fragmento de raizes de
bananeira de 1-2 cm de comprimento foi coletado
em todas as parcelas. Nesse ensaio, foram
utilizadas  apenas raizes dos tratamentos
testemunha (0 clamidosporos/g) e  5.000
clamidoésporos/g de substrato. Posteriormente, as
raizes foram diafanizadas em KOH 10% (p:v) por
12 horas, submetidas a sucessivas lavagens e
acidificadas com HCI 1% (p:v) por 5 min., Em
seguida adicionou-se o azul de tripano 0,05% em
lactoglicerol (p:v), & 70°C por 60 min, e as raizes
permaneceram estocadas em lactoglicerol (Phillips
and Hayman, 1970; Brundett et al., 1996). Para a
confirmacdo da presenca do fungo, foram
montadas preparacdes de lamina e laminula com
agua e feitas observagdes em microscopio de luz
(modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo,
Japao) acoplado a cémera fotografica digital
(modelo Zeiss AxioCam HRe, Gottinger
Alemanha) e microcomputador com o programa de
captura de imagens Axion Vision.

RESULTADOS

Doses crescentes de clamidosporos de P.
chlamydosporia por grama de substrato reduziram

o numero de ovos de M. javanica por grama de raiz
de bananeira (Fig. 1). Na maior concentracao,
5.000 clamiddsporos/g de substrato, a redugdo foi
em média de 67%.

A aplicagdo de Pc-10 resultou em incremento
das variaveis altura da parte aérea, massa da parte
acrea seca, didmetro do pseudocaule e massa da
raiz fresca de bananeira a medida que aumentava a
concentracdo do fungo (Figs. 2 e 3). Com o
aumento das doses, houve um melhor
desenvolvimento das mudas.

Para o nimero de UFC de Pc-10 por grama de
substrato,  verificou-se que houve efeito
significativo nas diferentes concentracdes do
fungo. Ocorreu um efeito linear crescente no
ntmero de UFC de Pc-10 no substrato (Fig. 4) em
ambos 0s experimentos.

Quando avaliou-se a colonizagdo de P.
chlamydosporia em raizes de bananeira Prata Ana,
foi constatado que o fungo associou-se as raizes

(Fig. 5).
DISCUSSAO

A utiliza¢do do fungo P. chlamydosporia na
fase de aclimata¢do das mudas de bananeira Prata
Ana, produzidas em cultura de tecido, e adigdo ao
substrato protegeram as plantas contra o nematoide
de galhas, M. javanica. Esse fungo ¢ um eficiente
parasita de ovos de nematoides. Na fase de ovo, o
nematoide de galhas encontra-se mais suscetivel ao
ataque de antagonistas, devido ao fato dos ovos
estarem localizados geralmente sobre a superficie
das raizes e, assim, ficam expostos mais facilmente
ao parasitismo de fungos, como a exemplo de P.
chlamydosporia.

A aplicagio de P. chlamydosporia
proporcionou efeito significativo na redugdo do
nematoide com o aumento das doses de
clamidosporos do fungo. A maior dose aplicada
(5.000 cl/g de solo) favoreceu o maior controle de
M. javanica. Nessa mesma dose, foi observado
maior numero de UFC do fungo no solo. Resultado
semelhante foi encontrado por Bourne and Kerry
(1999) que verificaram que aplicagdo de doses
crescentes de P. chlamydosporia (5.000, 10.000 e
50.000 clamidosporos/g de solo) aumenta a
colonizagdo do solo ¢ da rizosfera de diferentes
plantas hospedeiras pelo fungo. Segundo De Leij
and Kerry (1991), a concentracio de P.
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Figura 1. Numero de ovos Meloidogyne javanica em raizes de bananeira tratadas com 1.000,
2.000, 3.000, 4.000 e 5.000 clamidésporos de Pochonia chlamydosporia por grama de solo.

Experimento 1 (A) e 2 (B).

chlamydosporia no solo pode aumentar de 10* para
10° UFC/g de solo, no decorrer de um periodo de
30 dias, principalmente em raizes com presenga de
galhas, uma vez que a intensa liberagdo de
exsudatos pelas raizes infectadas por nematoides
estimula o desenvolvimento do fungo.

Além de ser parasita de ovos de nematoides,
P. chlamydosporia é capaz de crescer na rizosfera
de diferentes plantas como endofitico. (Bourne et
al., 1996; Bordallo et al., 2002; Dallemole-Giaretta
et al.,2015; Monteiro et al., 2018). Nesse trabalho,
observamos pela primeira vez a presenga de
clamidoésporos associados a raizes de bananeira.

Além da habilidade de parasitismo de ovos e
colonizagdo de raizes esse fungo tem a capacidade

de solubilizar P, aumentar o conteudo de nutrientes
em plantas e produzir hormonios importantes para
o desenvolvimento vegetal, como auxina (Zavala-
Gonzales et al., 2015; Monteiro et al., 2018;
Gouveia et al., 2019). Essas acdes de P.
chlamydosporia somadas a redugdo da populagdo
do nematoide podem ter melhorado o
desenvolvimento das plantas.

CONCLUSOES

Esses estudos preliminares indicam que fungo
P. chlamydopsporia pode ser utilizado na cultura
da banana no controle do nematoide de galhas bem
como para melhoria do desenvolvimento das
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Figura 2. Altura e massa da parte aérea seca das plantas de bananeira tratadas com 1.000, 2.000, 3.000, 4.000 e
5.000 clamiddsporos de Pochonia chlamydosporia por grama de solo. Experimento 1 (Ae C)e 2 (B e D).

Didmetro (D - cm)

Didmetro (D - cm)

D=4E-05 C + 23139
R:=0673 p <0005

- - —

/.

D = 5E-07 C + 0,3917
R*=0,6052 p <0001

0 1000 2000 3000 4000 5000

Concentracdo de P. chlamydosporia
(clamiddsporos/g de solo)

Massa da raiz fresca [ MF - g)

Massa da raiz fresca [ MF - g)

195

185

175

165

155

145

195

185

175

165

155

145

C
MF=0,0033 C + 148,38
R? =0,6963 p <0053
//
. s . . ,
D
-
. -
MF=0,0041 C+ 17228
R® =10,7832 p<0.,007
0 1000 2000 3000 4000 5000

Concentragdo de P. chlamydosporia
(clamiddsporos/g de solo)

Figura 3. Diametro do pseudocaule e massa da raiz fresca das plantas de bananeira tratadas com 1.000, 2.000,
3.000, 4.000 ¢ 5.000 clamiddésporos de Pochonia chlamydosporia por grama de solo. Experimento 1 (A e C) e 2
(BeD).
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Figura 4. Unidades formadoras de colonias de Pochonia chlamydosporia no solo cultivado com banana e tratado
com 1.000, 2.000, 3.000, 4.000 ou 5.000 clamidosporos de fungo por grama de solo. Experimento 1 (A) e 2 (B).

plantas. A facilidade de associar as raizes,
beneficiar as plantas, se desenvolver no solo, além
da acdo sobre fitonematoides, facilitam a utilizagado
desse fungo como a gente de controle bioldgico.
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