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RESUMO

MONTEIRO, Thalita Suelen Avelar, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2013. Controle bioldgico do nematoide das galhas, Meloidogyne javanica, e promocao
de crescimento vegetal com os fungos Pochonia chlamydosporia e Duddingtonia
flagrans. Orientador: Leandro Grassi de Freitas. Coorientador: Silamar Ferraz.

Testes in vitro e em casa de vegetagdo foram realizados com os objetivos de: (i) avaliar a
compatibilidade dos fungos nemat6fagos Pochonia chlamydosporia (Pc) e Duddingtonia
flagrans (Df); (ii) avaliar a influéncia do nematoide Meloidogyne javanica ¢ de ambos os
fungos nematofagos no desenvolvimento de plantas de tomate; (iii) estudar a acdo dos
fungos sobre o estado nutricional das plantas. Nos ensaios de compatibilidade de Pc e Df in
vitro, com excecdo do teste de antibiose, todos os testes de compatibilidade dos isolados
indicaram que os organismos sdo compativeis. No primeiro experimento no solo em
microcosmo em que foi avaliado a predagdo de M. javanica por Df, houve redugdo no
nimero de juvenis em até 72,7%. No segundo experimento em microcosmo, em que foram
avaliadas doses dos fungos em conjunto e em separado, a aplicacdo em conjunto dos dois
organismos aumentou o controle, reduzindo em até 81,35% o niimero de juvenis quando
10.000 clamidosporos de cada fungo foram aplicados por g de solo. Dois experimentos
foram realizados em casa de vegetagdo para avaliar o efeito de diferentes concentragdes
dos fungos nematdfagos Pc e Df, isoladamente ou em mistura, no controle de M. javanica
e no crescimento do tomateiro. Foram avaliadas as variaveis: nimero de galhas g-' de raiz,
numero de ovos g-' de raiz, altura e massa seca das plantas. Em ambos os experimentos
observou-se o efeito dos dois antagonistas na redu¢do do numero de galhas e de ovos do
nematoide das galhas. Os tratamentos ndo influenciaram a altura das plantas nos dois
experimentos. No experimento 1, a adi¢do de Pc aumentou a massa seca das plantas, o que
nao ocorreu no experimento 2. Um ensaio em casa de vegetacao também foi realizado para
avaliar a promocao de crescimento e aquisicdo de nutrientes minerais no tomateiro em
fun¢do da aplicacdo de ambos os fungos. Apds 60 dias avaliou-se a massa seca das plantas
e o conteudo de N, P, K, Ca, Mg e S. Houve efeito positivo dos dois fungos aplicados
sobre a massa seca total do tomateiro e contetido de nutrientes minerais nas plantas. Dos
resultados obtidos, conclui-se que a agdo conjunta dos dois antagonistas proporciona maior
controle do nematoide das galhas, mostrando-se uma estratégia promissora no controle
bioldgico de fitonematoides. Adicionalmente, a promocdo de crescimento vegetal pelos

dois fungos estudados, associada a melhoria do estado nutricional das plantas, indica o
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potencial de uso agricola desses organismos, ndo apenas para o controle de nematoides,
mas também por sua agdo direta no desenvolvimento do tomateiro e na economia de

fertilizantes.
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ABSTRACT

MONTEIRO, Thalita Suelen Avelar, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, february,
2013. Biological control of the rot-knot nematode Meloidogyne javanica and plant
growth promotion by the fungus Pochonia chlamydosporia and Duddingtonia flagrans.
Adviser: Leandro Grassi de Freitas. Co-adviser: Silamar Ferraz.

In vitro and greenhouse tests were carried out in order to: (i) assess the compatibility of the
nematophagous fungi Pochonia chlamydosporia and Duddingtonia flagrans; (ii) evaluate
the control of Meloidogyne javanica by the nematophagous fungi applied together and
separately; (iii) evaluate the development of tomato plants inoculated with the
nematophagous fungi and study the action of the fungi on plant nutritional status. All the
compatibility tests, with the exception of an antibiosis test, indicated that P.
chlamydosporia and D. flagrans are compatible to be applied toghether. An experiment in
microcosm soil, in which predation of M. javanica by D. flagrans was assessed, the
number of juveniles reduced in up to 72.7%. In a second assay, in microcosm soil, with
different doses of the fungi applied together and separately, the application of P.
chlamydosporia and D. flagrans reduced in up to 81.35% the number of juveniles when
10.000 chlamydospores of each fungus were applied per g of soil. Two experiments were
conducted in a greenhouse to evaluate the effect of different concentration of P.
chlamydosporia and D. flagrans in the control M. javanica and growth of tomato. The
number of galls, number of eggs, height and dry weight of plants were evaluated. In both
experiments the antagonists reduced the number of galls and egg production of root-knot
nematode and did not affect plant height. In the first experiment, the addition of P.
chlamydosporia increased plant dry matter, what was not observed in second one. An
assay, in greenhouse conditions, was also carried out to evaluate growth promotion and
mineral nutrients content in the tomato plants depending on the application of P.
chlamydosporia and D. flagrans in combination and separated. The content of N, P, K, Ca,
Mg and S and dry matter of the plants were evaluated. The two fungi increased total dry
matter and mineral nutrients content in tomato plants. The combination of the two
antagonists provides greater control of root-knot nematode and proved to be a promising
strategy in the biological control of plant nematodes. Growth promotion and the positive
effect in the nutritional status of the plants inoculated with the studied fungi indicated the

great potential of these organisms for agricultural use, not only for the control of
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nematodes but also by its direct effect on plant growth and for providing better use of

fertilizers.



1. INTRODUCAO GERAL

Os nematoides fitoparasitas causam prejuizos em diversas culturas agricolas
em todo o mundo com perdas estimadas em 12% (Sasser e Freckman, 1987). Os
fitonematoides do género Meloidogyne Goeldi sdao os mais importantes por sua
agressividade e por estarem amplamente disseminados (Moura, 1996; Whitehead, 1998). O
controle desses patdgenos pode ser obtido com a utilizagdo de nematicidas, entretanto,
esses produtos sofrem restricdo de uso em varios paises por apresentarem toxicidade
elevada e persisténcia no ambiente (Ferraz e Freitas, 2004), demandando o
desenvolvimento de novas medidas de controle. Assim, métodos alternativos de manejo
tém sido propostos, em substituicdo ao emprego de nematicidas sintéticos (Campos et al.,
1998; Barker, 2003; Ward et al., 2012), entre os quais o controle bioloégico tem ganhado
destaque.

Viarios organismos sdo antagonistas aos fitonematoides, como, por exemplo,
nematoides predadores, tardigrados, virus, artropodes, acaros, fungos e bactérias (Stirling,
1991), sendo os fungos, os mais estudados (Chen e Dickson, 2004).

Fungos predadores e parasitas de ovos ¢ fémeas estdo entre os antagonistas
mais promissores para o controle de fitonematoides, destacando-se por suas habilidades
saprofiticas ¢ facilidade de crescimento in vitro (Soares e Santos, 2004), que sdo
importantes para sua producdo massal. Dentre os fungos que parasitam fémeas e ovos,
Pochonia chlamydosporia Zare e Gams (sinonimia Verticillilum chlamydosporium
Goddard, teleomorfo Metacordyceps chlamydosporia [Zare et al., 2001; Sung et al.,
2007]), espécie caracterizada por conididforos produzindo fidlides e presenca de
dictioclamiddsporos (Zare et al., 2001), tem se destacado por sua efetividade no controle
de nematoides (Kerry e Jaffee, 1997; Freitas et al, 1999; Lopes et al. 2007; Podesta et al.,
2009). Esse fungo ¢ capaz de colonizar a superficie e o interior das raizes de muitas
espécies de plantas e ¢ capaz de eliminar grande quantidade de ovos produzidos pelos
nematoides das galhas (Stirling, 1991). Outras caracteristicas importantes sdo a capacidade
de produgdo de clamidosporos (estruturas de resisténcia) e de promover o desenvolvimento
das plantas (Freitas et al., 2009).

Os fungos predadores produzem estruturas especializadas de captura ao longo
de suas hifas, a exemplo de nddulos adesivos, hifas adesivas, redes adesivas, anéis

constritores ou nao constritores, que sdo formadas em resposta do fungo a presenga do
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nematoide (Ferraz et al., 2010). Apds a adesdo dos fungos a superficie do nematoide, as
hifas penetram a cuticula, atravessam a hipoderme e obtém o alimento na cavidade pseudo-
celomatica da presa (Lopez-Llorca et al., 2006). Fungos desse grupo possuem pouca
especificidade de hospedeiros, embora as espécies de nematoides possam diferir em sua
habilidade de escapar das armadilhas produzidas por diferentes isolados e espécies de
fungos (Kerry, 2000).

Duddingtonia flagrans Cooke, um fungo produtor de armadilhas do tipo redes
adesivas, vem sendo estudado no controle de helmintos, importantes na area veterinaria
(Jobim et al., 2008; Maciel, et al. 2010; Braga, et al. 2011). Essa espécie ¢ caracterizada
pela producdo de conidios na extremidade de conidi6foros, com formato eliptico a ovoide,
septo mediano e medindo 25-50 pm de comprimento por 10-15 pm de largura (Cooke e
Godfrey, 1964; Van Oorschot, 1985); e pela produgdo de numerosos clamidosporos
intercalados as hifas vegetativas (Scholler e Rubner, 1994). Além disso, destaca-se por ter
boa capacidade saprofitica, o que facilita sua multiplicagdo in vitro e o seu estabelecimento
no solo. Entretanto, pouco se sabe da acdo desse fungo sobre nematoides fitopatogénicos.

O fato de P. chlamydosporia parasitar ovos ¢ fémeas do nematoide das galhas e
D. flagrans os nematoides na fase de juvenil, sugere que o segundo pode complementar a
acdo do primeiro e que esses podem agir sinergisticamente, aumentando a eficiéncia do
controle.

Pesquisas tém sido desenvolvidas utilizando mais de um agente de biocontrole
no manejo de fitonematoides (Mendoza e Sikora, 2009; Chaves et al., 2009; Singh et al.,
2012). Esses trabalhos tem evidenciado melhor efetividade das medidas de controle
quando utilizadas de forma integrada, porém, alguns antagonistas podem ser
incompativeis. Assim, estudos de compatibilidade entre agentes de biocontrole sdo
imprescindiveis para o desenvolvimento de novas ferramentas de manejo de nematoides.

E interessante que o agente de biocontrole, além de reduzir a populagio do
patogeno, atue na promoc¢do de crescimento das plantas, de modo a alterar direta e
positivamente a produtividade da cultura de interesse. Diversos sdo os mecanismos de
promogao de crescimento. Ha relatos de aumento da superficie radicular, mineralizagio de
matéria organica ou melhoria na aquisi¢do de nutrientes (Falih e Wainwright, 1996;
Kandeler et al., 1999; Badr et al., 2006). A promocao de crescimento pela aplicagao de P.
chlamydosporia foi observada em pesquisas (Hidalgo-Diaz et al., 2000; Monfort et al.,
2005; Dallemole-Giaretta, 2008). A proliferagdo desse fungo ¢ maior em raizes infectadas

com nematoides, o que tem sido atribuido a maior liberacdo de exsudatos radiculares que
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esses patdgenos induzem durante o seu parasitismo (De Leij e Kerry, 1991; Bourne et al.,
1996). Apesar de nao haver relatos da agdo de D. flagrans como promotor de crescimento
vegetal, aumento de massa total de plantas de tomate com a utilizacdo desse fungo foi
observada em testes preliminares desenvolvidos no Laboratério de Controle Biologico de
Fitonematoides da Universidade Federal de Vicosa (dados nao publicados).

Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivos:

-Avaliar a compatibilidade dos fungos nematéfagos P. chlamydosporia e D.
flagrans in vitro e em casa de vegetagio;

-Avaliar a influéncia do nematoide Meloidogyne javanica Treub e de ambos os
fungos nemat6fagos no desenvolvimento de plantas de tomate;

-Estudar a acdo dos fungos nematdfagos sobre o estado nutricional das plantas.
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CAPITULO 1

Compatibilidade de fungos nematé6fagos no controle de Meloidogne javanica in vitro e

no solo em microcosmo

Resumo: Testes in vitro de compatibilidade entre Pochonia chlamydosporia (Pc) e
Duddingtonia flagrans (Df) e dois ensaios para avaliara predagdao de Meloidogyne javanica
em solo utilizando concentragdes crescentes de Df e combinagdes dos dois fungos
nematofagos foram realizados. Os testes de compatibilidade foram: teste de antagonismo
em confrontacdo direta, de antibiose e do efeito de metabolitos volateis. No primeiro
ensaio de predagdao no solo em microcosmo, o solo de cada pote foi infestado com 1.500
ovos de M. javanica e com clamidosporos de Df nas concentragdes de 0, 2.500, 5.000,
10.000, 15.000, 20.000 ou 25.000 g de solo. O segundo experimento foi realizado como
o primeiro, com modificagdes nos tratamentos, que foram compostos por trés
concentragdes de Pc (0, 5.000 ou 10.000 clamiddsporos g'1 de solo) e trés concentragdes de
Df (0, 5.000 ou 10.000 clamidésporos g' de solo) combinadas em arranjo fatorial
completo (3x3). Todos os testes de compatibilidade dos isolados fungicos, exceto o de
antibiose, indicaram que os organismos sdo compativeis. Isso indica que Pc produz um
composto que inibe o crescimento posterior de Df , quando cultivados no mesmo meio. No
entanto, 1sso ndo consiste em limitagdo para o crescimento conjunto dos dois agentes
(conforme foi evidenciado nos outros testes). No primeiro experimento em solo
microcosmo, a aplicagdo de Df ao solo reduziu o nimero de juvenis em até 72,7%. No
segundo experimento, houve efeito de controle do nematoide por ambos os agentes, em
conjunto e separado. A aplicacdo conjunta dos dois organismos aumentou o controle,
havendo, no melhor tratamento (10.000 Pc + 10.000 Df), redugado de 81,35% do numero de
juvenis. Dessa forma, evidencia-se o potencial do uso combinado dos dois agentes de

biocontrole no manejo de M. javanica.

Palavras-chave: Pochonia chlamydosporia, Duddingtonia flagrans nematoide das galhas,

controle bioldgico.



Compatibility of nematophagous fungi to control Meloidogne javanica in vitro and in

soil microcosm

Abstract: The compatibility between Pochonia chlamydosporia (Pc) and Duddingtonia
flagrans (Df) was evaluated in vitro. Predation of Meloidogyne javanica by Pc and Df was
evaluated in microcosm soil using different concentrations and/or combinations of Pc and
Df. The compatibility tests used were: direct confrontation (antagonism), antibiosis and
effect of volatile metabolites. In the first assay of predation in microcosm soil, the soil in
each pot was infested with 1.500 eggs of M. javanica and inoculated with chlamydospores
of Df at the following concentrations: 0, 2.500, 5.000, 10.000, 15.000, 20.000 and 25.000
chlamydospores g-! of soil. The second experiment was similar to the first, except that the
treatments were: three concentrations of Pc (0, 5.000 or 10.000 chlamydospores g'1 soil)
and three concentrations of Df (0, 5.000 or 10.000 chlamydospores g soil) combined in a
full factorial arrangement (3x3). With the exception of antibiosis test, all compatibility
tests indicated that the organisms are compatible. This suggests that the two fungi are
compatible, but that Pc produce a compound that inhibits further growth of Df grown in the
same medium. However, this is not limiting for the growth of both agents together (what
was observed in other tests). In the first experiment in microcosm soil, the application of
Df reduced the number of juveniles in up to 72.7%. In the second experiment both agents
controlled the nematode and its joint application increased the control. In the best treatment
(10.000 Pc + 10.000 Df) a reduction of 81.35% in the number of juveniles was observed.
Thus, it is evident the potential of the combined use of the two biocontrol agents in the

management of M. javanica.

Keywords: Pochonia chlamydosporia, Duddingtonia flagrans, root-knot nematode,

biological control.



1. INTRODUCAO

Entre os nematoides parasitas de plantas, os nematoides das galhas
(Meloidogyne spp. Goeldi) estdo em entre os fitopatdogenos que causam maiores perdas na
agricultura (Perry et al., 2009). Com o propdsito de reduzir os prejuizos causados por esses
patoégenos, o controle bioldégico vem ganhando destaque por ser utilizado com outros
métodos de controle, ndo deixar residuos nos alimentos e, na maioria dos casos, nao gerar
impactos ao meio ambiente.

Diversos antagonistas tém sido estudados para o controle de nematoides. No
entanto, ndo basta que o organismo reduza a populagdo desses fitopatogenos. E necessario,
dentre outras caracteristicas, que o antagonista se adapte aos ambientes de cultivo agricola
e seja de facil reproducdo em larga escala.

Pochonia chlamydosporia Zare e Gams (sin. Verticillium chlamydosporium
Goddard) ¢ um fungo parasita de ovos e fémeas de nematoides com potencial de
biocontrole confirmado por véarios estudos (Wang et al., 2005; Siddiqui et al., 2009;
Moosavi et al., 2010; Dallemole-Giaretta et al., 2012). Esse fungo possui muitas
caracteristicas interessantes para o uso no controle biolégico, destacando-se a producao de
clamiddésporos, estruturas de resisténcia, que facilitam a sua sobrevivéncia e
estabelecimento no solo (Kerry e Bourne, 2002).

Recentemente, diversos trabalhos tém sido publicados com fungo Duddintonia
flagrans Cooke no controle de nematoides parasitas de animais (Pefia et al., 2002;
Gronvold et al., 2004; De Gives et al., 2006; Santurio et al., 2009; Maciel et al., 2010;
Assis et al., 2012; Tavela et al., 2012). Esse agente de controle bioldgico também produz
clamidosporos (Gronvold et al., 1996a) e sua atividade nematofaga ¢ garantida por meio de
hifas adesivas e redes tridimensionais adesivas (Barron, 1977; Larsen, 2000). Além disso,
os metabdlitos do fungo podem prejudicar significativamente a motilidade de larvas de
nematoides (Bogum et al., 2005).

Tanto P. chlamydosporia quanto D. flagrans sdo faceis de produzir in vitro, o
que facilita a sua multiplicag@o e a aplicacdo no ambiente de cultivo agricola. Além disso,
por terem modos de agao distintos (P. chlamydosporia parasitar ovos e fémeas e D.
flagrans parasita nematoides em fases de juvenil), esses antagonistas podem apresentar
acdo complementar, com maior efetividade de controle de nematoides quando aplicados

conjuntamente.
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O uso combinado de agentes de biocontrole ¢ uma opgao interessante, pois, a
utilizagdo de diferentes organismos que, muitas vezes, possuem mecanismos de controle
distintos, pode implicar em efeitos sinérgicos que favorecem o manejo de fitopatdégenos
(Hallmann et al., 2009). Nesse aspecto, trabalhos tém destacado que o uso de mais de um
organismo pode proporcionar maior eficiéncia de controle comparativamente a sua
utilizagdo isolada (Chaves et al., 2009; Silva et al., 2010; Muthulakshmi et al., 2012).
Singh et al. (2012) observaram que Dactylaria brochopaga Drechseler € Monacrosporium
eudermatum Drechseler em combinagdo exerceram maior controle sobre Meloidogyne
incongnita (Kofoid ¢ White) Chitwood em relagdo as suas aplicagdes em separado.
Todavia, alguns antagonistas podem ser incompativeis. E importante, portanto, conhecer,
antes de implementar as estratégias de manejo, as interacdes entre os agentes de
biocontrole. Assim, estudos de compatibilidade entre antagonistas sdo de grande utilidade
para o desenvolvimento de novas ferramentas de manejo de fitonematoides.

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo o estudo da compatibilidade
entre P. chlamydosporia e D. flagrans in vitro e preda¢ao de Meloidogyne javanica Treub
Chitwood no solo em microcosmo utilizando diferentes concentragdes de D. flagrans e

combinagdes dos fungos nematofagos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencédo e preparo do in6culo de Meloidogyne javanica

O indculo do nematoide foi composto por ovos e juvenis de M. javanica,
coletados de raizes de tomateiro, cultivados em casa-de-vegetacdo. Os ovos foram
extraidos segundo a técnica de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz
(1981), raizes infectadas pelo nematoide foram lavadas cuidadosamente em 4agua de
torneira, cortadas em fragmentos de aproximadamente 2 cm de comprimento, e trituradas
em solugdo de hipoclorito de sddio de 0,5% utilizando liquidificador em baixa velocidade
por 20 segundos. A suspensao aquosa contendo os ovos € juvenis do nematoide foi vertida
em duas peneiras granulométricas sobrepostas, 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 e juvenis do
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nematoide retidos na ultima peneira foram lavados com agua de torneira e, com uma
pisseta, recolhidos em um frasco tipo béquer com capacidade de 250 mL. A suspensao
aquosa contendo ovos do nematoide foi calibrada em camara de Peters e microscopio

esteroscopio para 1.500 ovos/mL inoculada em cada pode (unidade experimental).

2.2. Obtencéo e producao dos in6culos dos fungos

O isolado do fungo P. chlamydosporia (Pc-10) utilizado nos ensaios faz parte
da colecdo do Laboratério de Controle de Fitonematoides da Universidade Federal de
Vigosa e do fungo D. flagrans (AC001) da colecdo do Laboratorio de Parasitologia, do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa.

Para produgdo dos clamidosporos de ambos os fungos, discos de meio de
cultura de 5 mm de diametro, contendo micélio foram transferidos separadamente para
placa de Petri contendo agar-agua (AA) a 2%. Estas placas foram armazenadas por sete
dias a 26 °C no escuro. Apos o crescimento micelial, um disco de 5 mm de didmetro foi
transferido para placa de Petri de 9,0 cm de didmetro contendo o meio de cultivo Batata-
dextrose-agar a 2% (BDA). As placas foram mantidas a 26 °C, em ambiente escuro, por 10
dias e em seguida os fungos foram repicados para sacos pléasticos contendo milho triturado
ou arroz, com a finalidade de produc¢do dos inoculos fingicos.

O inb6culo de D. flagrans foi produzido em milho triturado (canjiquinha),
conforme descrito por Dalla Pria (1992). Os graos do cereal foram depositados em sacos
plasticos com filtro microbiologico de ar, na quantidade de 300 gramas mais 80 mL de
agua destilada, e foram autoclavados por 20 minutos a 120 °C. Cada saco plastico, apos
atingir a temperatura ambiente, em condicdes assépticas recebeu seis discos de micélio de
9 mm de didmetro da cultura fingica descrita anteriormente, permanecendo por 15 dias no
escuro, a 25 °C. O indculo de P. chlamydosporia foi produzido em arroz beneficiado
conforme descrito por Freitas et al. (1999). O processo de produgdo foi semelhante ao

anterior, com exce¢do do periodo de crescimento fungico que foi de 21 dias.
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2.3. Compatibilidade dos fungos nematéfagos Pochonia chlamydosporia e

Duddingtonia flagrans

Os fungos P. chlamydosporia e D. flagrans foram submetidos a testes de
antagonismo em confronta¢do direta, antibiose e avaliacdo do efeito de metabolitos
volateis, como descrito por Martins-Corder e Melo (1998), modificado pelo uso de meio de

cultivo BDA (Ferreira et al., 2008).

2.3.1 Teste de antagonismo em confrontacgao direta

Em placas de Petri de 9 cm de diametro contendo meio de cultivo BDA foi
colocado separadamente um disco de 5 mm de didmetro contendo micélio e conidios de P.
chlamydosporia a uma distancia de 1 cm da borda da placa. As placas foram armazenadas
por 10 dias, a 26 °C, na auséncia de luz. Em seguida, foi colocado um disco de micélio de
D. flagrans nas placas de Petri, em posi¢do oposta a colonia de P. chlamydosporia, sendo
que para o controle foram confrontadas as colonias entre si. As colonias foram incubadas a
26 °C por cinco dias em fotoperiodo de 12 horas. Nas avalia¢des, foi utilizada uma escala
de notas adaptada, proposta por Bell et al. (1982), sendo 1 — colonizagdo completa da placa
por P. chlamydosporia; 2 — coloniza¢do de 2/3 da placa por P. chlamydosporia; 3 —
colonizagdo de 50% da placa por cada fungo; 4 — colonizagdo de 2/3 da placa por D.
flagrans; 5 — colonizagdo completa da placa por D. flagrans. O delineamento experimental

utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des por tratamento.

2.3.2. Teste de antibiose

Discos de membrana de celofane (9 cm de diametro) foram colocados em
placas de Petri na superficie do meio de cultura BDA. A seguir, discos de micélio de D.
flagrans ou de P. chlamydosporia foram colocados separadamente no centro da placa

(Dennis e Webster, 1971). As colonias foram mantidas por 48 horas a 26 °C, sob luz
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continua. O diametro médio das coldnias foi demarcado e o papel celofane (juntamente
com a respectiva colonia) foi removido da placa. As placas foram invertidas e 1 mL de
cloroférmio foi adicionado na sua parte inferior, a fim de eliminar possiveis estruturas do
fungo. Apos a evaporacao do produto, as placas foram mantidas na posicdo original e
deixadas por 30 minutos sob irradiacao direta de luz ultravioleta, no interior de camara de
fluxo laminar. Em seguida, uma suspensdo aquosa contendo micélio e conidios de P.
chlamydosporia foi adicionada sobre a superficie do meio de cultura nas placas onde
cresceu o fungo D. flagrans e uma suspensdo de D. flagrans onde cresceu P.
chlamydosporia. Essas suspensdes foram obtidas de colonias previamente cultivadas em
meio de cultivo BDA, por 10 dias, a 26 °C. O mesmo procedimento foi realizado para os
tratamentos controle, consistindo de cultivo de P. chlamydosporia e subsequente cultivo de
suspensdo contendo estruturas de P. chlamydosporia, sendo igual para o controle de D.
flagrans. As placas foram mantidas a 26 °C, fotoperiodo de 12 horas, por cinco dias
quando foi avaliada a presenca ou auséncia do halo de inibigdo ao crescimento de P.
chlamydosporia formado por D. flagrans, ou vice-versa, e de P. chlamydosporia formado
sobre P. chlamydosporia e D. flagrans sobre D. flagrans. O delincamento experimental

utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco repetigdes por tratamento.

2.3.3. Efeito de compostos volateis

O método, baseado em Bharat et al. (1980), consiste em posicionar tampas de
placas de Petri umas sobre as outras, apos ter sido vertido o meio de cultivo BDA em cada
uma delas. Na parte inferior da placa, foi colocado um disco de cultura BDA contendo
micélio de D. flagrans, e na superior, contendo micélio de P. chlamydosporia. Também foi
realizado o contrario e para os tratamentos controle foi feito o cultivo de P.
chlamydosporia na parte inferior e posterior da placa ¢ o mesmo para o controle de D.
flagrans. As placas foram vedadas lateralmente com membrana plastica e mantidas a 26°C,
por 15 dias, sob luz continua.

As avaliagdes foram realizadas por meio da medigao da area das coldnias e
comparagdo com o controle contendo somente um dos organismos nas placas. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco repetigdes

por tratamento.
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2.4. Predacao

2.4.1. Predacdo em solo microcosmo 1

Neste experimento a capacidade predatoria do fungo nematofago D. flagrans,
aplicado em diferentes concentragdes, sobre M. javanica foi testada in vitro.

Potes de polipropileno de 200 mL de capacidade foram preenchidos com 50 g
de solo estéril (microcosmos), infestados com 1.500 ovos de M. javanica e, em seguida,
cada pote recebeu 0, 2.500, 5.000, 10.000, 15.000, 20.000 ou 25.000 clamidodsporos de D.
flagrans por grama de solo e foi incubado por 15 dias a 26 °C. Ao final do periodo de
incubacdo, os juvenis foram recuperados a partir do solo do microcosmo, pela técnica de
funil de Baermann (Baermann, 1917). O volume foi transferido para a cdmara de contagem
Peters e o numero de juvenis quantificados sob um microscopio de luz (40 x). Os
tratamentos foram repetidos quatro vezes e dispostos em delineamento inteiramente

casualizado.

2.4.2. Predacdo em solo microcosmo 2

Nesse experimento, avaliou in vitro a predagdo de M. javanica pelos isolados
de P. chlamydosporia (Pc) e D. flagrans (Df), separados e em combinagdes.

O experimento também foi realizado em potes de polipropileno com 50 g de
solo estéril (microcosmos). O solo foi artificialmente infestado com o nematoide (1.500
ovos). Os tratamentos consistiram de trés concentra¢des de P. chlamydosporia (0, 5.000 ¢
10.000 clamidésporos g de solo) e trés concentragdes de D. flagrans (0, 5.000 e 10.000
clamidosporos g de solo) combinadas no arranjo fatorial completo (3x3). Os potes foram
fechados com suas tampas plasticas proprias e incubados por 15 dias a 26 °C. No final do
periodo de incubagdo, os juvenis foram recuperados do solo através da técnica de funil de
Baermann (Baermann, 1917) e a contagem foi feita conforme descrito anteriormente. O

delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com cinco repetigdes.

15



2.5. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia. Nos testes “Efeito de compostos
volateis” e “Predagdo no solo em microcosmo 2” as médias foram comparadas pelo teste F
a 5% de probabilidade.

Para “Predagdo no solo em microcosmo 1 os fatores quantitativos foram avaliados

por meio de regressdo, a 1% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Compatibilidade dos fungos nematéfagos

No teste de confrontagdo direta, P. chlamydosporia e D. flagrans colonizaram
aproximadamente 50% da placa (equivalente a nota 3), em todos os tratamentos, ou seja,
nao houve crescimento da colonia de um fungo sobre a outra, conforme Figura 1, portanto,
ndo foi constatado antagonismo direto entre eles.

No teste de antibiose formou-se um halo de inibi¢do no tratamento Pochonia x
Duddingtonia (Figura 2 B), indicando que P. chlamydosporia produz algum antibidtico ou
compete por nutrientes com D. flagrans, impedindo seu desenvolvimento, o que ¢
corroborado com relatos de controle de doencas fungicas por P. chlamydosporia
(Ehteshamul et al., 1994; Monfort, 2005). Esse agente de biocontrole produz, dentre outras,
uma proteina denominada serina, do tipo subtilisina. Essa enzima remove a membrana
proteica vitelina externa dos ovos dos nematoides, favorecendo a penetragdo e infec¢ao das
hifas (Segers et al., 1994;1996, Ward et al., 2012). A presenca desse mesmo tipo de
proteina tem sido relatada em espécies de Trichoderma como uma das enzimas envolvidas
no biocontrole de fungos (Seidl et al., 2009; Druzhinina et al., 2011). Por outro lado, o
crescimento prévio de D. flagrans no meio nao resultou em inibigdo de crescimento de P.
chlamydosporia, isto é, ndo houve formagdo de halo de inibi¢do, indicando que D. flagrans

ndo afeta o crescimento de P. chlamydosporia (Figura 2 D).
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FIGURA 1 - Confronto direto de colonias. A: Pochonia chlamydosporia x Pochonia
chlamydosporia. B: Duddingtonia flagrans x Duddingtonia flagrans C:

Duddingtonia flagrans x Pochonia chlamydosporia, crescidas em BDA, a
26 °C, na auséncia de luz.

FIGURA 2 - Teste de antibiose. A: Duddingtonia flagrans x Duddingtonia flagrans; B:
Pochonia chlamydosporia x Duddingtonia flagrans; C: Pochonia
chlamydosporia x Pochonia chlamydosporia; D: Duddingtonia flagrans x
Pochonia chlamydosporia, crescidas em BDA, a 26 °C, sob luz continua.
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Nao houve efeito dos compostos volateis produzidos por P. chlamydosporia
sobre D. flagrans ¢ nem dos compostos volateis produzidos por D. flagrans sobre P.
chlamydosporia (Tabela 1). Ferreira et al. (2008) também nao observaram a produgéo de
compostos volateis de P. chlamydosporia contra Trichoderma spp.. Entretanto, esses
mesmos autores relataram que Trichoderma spp. reduziu o crescimento de P.
chlamydosporia por meio da produgdo de compostos volateis, apesar de em teste de
antibiose e de confronto direto os fungos terem se mostrado compativeis.

Os resultados obtidos in vitro podem ndo representar a realidade no campo,
pois nesse ambiente, o crescimento dos fungos pode ser influenciado por diversos fatores,
como: teor de matéria organica; pH; macro e microporosidade; umidade; textura e estrutura
do solo; troca de gases. A atmosfera do solo esta sujeita a troca de gases enquanto que in
vitro isso ¢ limitado, o que pode alterar o relacionamento entre esses organismos.
Entretanto, os resultados obtidos sdo um indicativo preliminar da compatibilidade desses

fungos, que deve ser melhor investigada.

TABELA 1 - Valores médios e desvio padrao da area de crescimento micelial de Pochonia
chlamydosporia e Duddingtonia flagrans submetidos ao teste de produgdo
de compostos volateis.

Pochonia chlamydosporia Duddingtonia flagrans
(parte superior da placa) (parte superior da placa)
Tratamentos Area (cm?) Tratamentos Area (cm?)
P. chlamydosporia 3,6 £0,38 ns D. flagrans 23,8+ 1,36 ns
X X
D. flagrans P. chlamydosporia
P. chlamydosporia 3,8+ 0,65 D. flagrans 23,4+ 1,80
X X
P. chlamydosporia D. flagrans
CV (%) 13,6 6,4

ns: ndo significativo pelo teste F , a 5% de probabilidade.
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3.2. Predacéo

O incremento nas doses de D. flagrans causou redugdo do ntimero de juvenis
de segundo estagio de M. javanica até a concentracio de 8.201,4 clamidosporos g de solo
(valor estimado por meio do modelo de regressdo utilizado), para a qual houve redugao de
72,7% no nimero de juvenis (Figura 3). A reducdo do numero de juvenis com a aplicagdo
de D. flagrans pode ser explicada pela capacidade desse fungo formar armadilhas em
resposta a presenca e migracdo de nematoides ou a substancias secretadas por eles
(Scholler e Rubner, 1994; Gronvold et al., 1996b). Resultados semelhantes foram
encontrados por Maciel et al. (2010), que observaram redugdo de 73,2% no nimero de
larvas de Ancylostoma spp., recuperadas aos 15 dias, ap6s infestagdo de 10.000
clamidésporos de D. flagrans por grama de solo em microcosmo. A partir da dose em que
houve maior redug@o, o aumento da concentragdo de D. flagrans diminuiu a efetividade do
controle de M. javanica, o que se deve a redugdo da atividade predatoria do agente de
biocontrole em decorréncia do excesso de indculo. Possivelmente ocorreu autoinibicao,
como relatado por Robinson et al. (1989) que, ao cultivarem artrésporos de Geotrichum
candidum Link em meio de cultura, observaram redu¢ao da germinacdo desse fungo em

concentragdes mais elevadas.
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FIGURA 3 - Numero de juvenis de Meloidogyne javanica 15 dias ap6s a aplicagdo de
diferentes concentragdes de clamidoésporos de Duddingtonia flagrans em
solo infestado com 1.500 ovos. ** significativo a 1% pelo teste F.

No segundo experimento com solo em microcosmo, constatou-se que a
aplicacdo conjunta de P. chlamydosporia e D. flagrans, ambos na concentragdo de 10.000
clamidoésporos g'1 de solo, promoveu o maior controle de M. javanica em relagdo aos
demais tratamentos (Tabela 2). Isso demonstra a ac¢do complementar desses dois
antagonistas que deve estar relacionada com seus mecanismos de agdo, uma vez que P.
chlamydosporia ¢ parasita de ovos e de fémeas, enquanto que, D. flagrans é predador de
juvenis. O mesmo foi observado por D’Angieri Filho e Campos (1997), quando utilizaram
Arthrobotrys conoides Dreschesler, Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson e Pochonia
chlamydosporia, e verificaram que a aplica¢ao conjunta foi mais efetiva no controle de M.

javanica em jaborandi, com redug@o de 32,8% na populagédo total desse nematoide.
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TABELA 2 - Predagao de M. javanica por Pochonia chlamydosporia (Pc) e Duddingtonia
flagrans (Df) em diferentes concentragdes e combinagdes.

Tratamentos Concentracdes de Pc no solo (clamidésporos g7)
Concentrac6es de Df no solo 0 5.000 10.000
(clamidésporos g™)

0 203,8 Cc 87,0 Bb 68,2 Ba
5.000 87,0 Bb 48,6 Aa 49,0 Aa
10.000 69,4 Ab 55,2 Aab 38,0 Aa

Médias seguidas da mesma letra maitscula, na linha, ¢ minuscula, na coluna, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Apesar dos resultados obtidos, estudos in vivo sdo necessarios para avaliar a
compatibilidade entre esses agentes no controle de M. javanica, visto que nestas condigdes

ocorrem multiplas interagdes, notadamente, pela presenca da planta e seus exsudados.
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CAPITULO 2

Combinacdes de Pochonia chlamydosporia e Duddingtonia flagrans no controle do

nematoide das galhas em tomateiro

Resumo: O uso combinado de agentes de biocontrole ¢ uma opg¢ao interessante no manejo
de fitopatdégenos, principalmente quando os agentes possuem mecanismos de acao
sinérgicos. Dois experimentos foram realizados em casa de vegetacdo com o objetivo de
avaliar o efeito de diferentes concentragdes dos fungos nematdfagos Pochonia
chlamydosporia (Pc) e Duddingtonia flagrans (Df), isoladamente ou em mistura, no
controle de Meloidogyne javanica ¢ no crescimento de tomateiro. Nos dois ensaios os
tratamentos foram compostos por trés concentragdes de Pc (0, 5.000 ou 10.000 g de solo)
e trés concentragdes de Df (0, 5.000 ou 10.000 g™ de solo) combinadas no arranjo fatorial
completo (3x3). Os experimentos foram realizados no delineamento inteiramente
casualizado com oito repeticdes por tratamento. Foram avaliadas as varidveis: numero de
galhas e ovos g-' de raiz, altura e massa seca das plantas. Em ambos os experimentos
observou-se o efeito dos dois antagonistas na reducao do numero de galhas e de ovos do
nematoide das galhas. Os tratamentos ndo influenciaram a altura das plantas nos dois
ensaios. No experimento 1, a adigdo de Pc aumentou a massa seca das plantas, o que ndo
ocorreu no experimento 2. A ag¢do conjunta dos dois antagonistas proporcionou maior
controle do nematoide das galhas, mostrando-se como estratégia promissora no controle

biologico de fitonematoides.

Palavras-chave: Meloidogyne javanica, fungos nematofagos, controle biologico.
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Combinations of Pochonia chlamydosporia and Duddingtonia flagrans to

control root-knot nematode in tomato plants

Abstract: The combined use of biocontrol agents is an interesting option in plant
pathogens management, especially when agents have synergistic action mechanisms. Two
experiments were conducted in greenhouse conditions to evaluate the control of
Meloidogyne javanica and growth of tomato plants as a function of different
concentrations of the nematophagous fungi Pochonia chlamydosporia (Pc) and
Duddingtonia flagrans (Df). In both trials, treatments consisted of three Pc and Df
concentrations (0, 5.000 and 10.000 chlamydospores g of soil) combined in a complete
factorial arrangement (3x3). The experiments were carried out in a completely randomized
design with eight replications. The following variables were evaluated: number of galls,
number of eggs, height and dry weight of plants. Both the antagonists reduced the number
of galls and egg production of root-knot nematode and did not affect plant height. In
experiment 1, the addition of Pc increased plant dry matter, which was not observed in
experiment 2. The combined action of two antagonists provided greater control of root-
knot nematode, proving to be a promising strategy for the biological control of plant

parasitic nematodes.

Keywords: Meloidogyne javanica, nematophagous fungi, biological control.
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1. INTRODUCAO

Nematoides sdo parasitas obrigatdrios, altamente adaptados, estdo amplamente
distribuidos pelo mundo e parasitam uma vasta gama espécies de plantas (Moens et al.,
2009). A infecgdo por esses organismos afeta a absor¢do e translocacdo de agua e
nutrientes, alterando a fisiologia do hospedeiro, predispondo-o a infec¢do por outros
patogenos e a estresses ambientais, o que resulta em redug¢ao do rendimento da cultura e da
qualidade do produto.

Com o intuito de minimizar as perdas causadas por esses patdgenos, a
utilizagdo do controle bioldgico no manejo integrado dos fitonematoides tem ganhado
importancia no Brasil e no mundo (Guo et al.,, 2004; Dabir¢ et al., 2007; Dallemole-
Giaretta et al., 2012).

Pochonia chlamydosporia Zare e Gams ¢ um fungo parasita facultativo de
ovos e fémeas com conhecido potencial no biocontrole de nematoides (Kerry e Bourne,
2002), por suas caracteristicas favoraveis a multiplicacdo massal e aplicagdo em campo,
como sua capacidade saprofitica, producao de estruturas de resisténcia e capacidade de
colonizar raizes de plantas (Kerry, 2000). Sua eficacia foi comprovada em vérios trabalhos
(Coutinho et al., 2009; Moosavi et al., 2010; Dallemole-Giaretta et al., 2011; Yang et al.,
2012), com eficiéncia de controle, por vezes, superior a 75% (Lopes et al., 2007).

O fungo predador de nematoides em estagio juvenil Duddingtonia flagrans
Cooke ¢ a espécie mais estudada no controle das helmintoses gastrintestinais de animais
domésticos (Waller et al., 2006; Ojeda-Robertos et al., 2009; Paraud et al., 2012). Esse
fungo preda nematoides por meio de hifas adesivas e produz grande quantidade de
clamidosporos (Mota et al., 2003), entretanto sua acdo no controle de nematoides
fitoparasitas foi pouco investigada (Alves e Campos, 2003; Maciel, 2009).

Uma vez que complexos de microrganismos sao mais estaveis e tendem a um
maior equilibrio bioldgico, quando comparados com organismos sozinhos, a maioria dos
casos de controle bioldgico natural provavelmente se da a partir de misturas de
antagonistas e ndo por grandes populagdes de um Unico agente (Cook e Baker, 1983).
Assim, quando variagcdes ambientais produzem condi¢cdes desfavoraveis para um
antagonista, mas nao para o outro, aquele entdo promove o controle bioldgico e vice-versa

(Cook e Baker, 1983).
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Este trabalho visou avaliar o controle biologico de Meloidogyne javanica
Treub com P. chlamydosporia e D. flagrans, aplicados isoladamente ¢ em conjunto, bem
como a influéncia do nematoide e dos fungos nematéfagos no crescimento de plantas de

tomate.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtengéo e preparo do inéculo de Meloidogyne javanica

O inoculo do nematoide utilizado foi constituido de ovos de M. javanica,
coletados de raizes de tomateiro mantidos em casa-de-vegetagdo. As raizes foram
trituradas em liquidificador em baixa velocidade por 20 segundos em solucdo de
hipoclorito de sddio a 0,5 % de cloro ativo. A suspensdo aquosa passou por duas peneiras
granulométricas sobrepostas [aberturas de malha de 0,074 mm (200 mesh) e de 0,025 mm
(500 mesh)]. Os ovos do nematoide retidos na ultima peneira foram recolhidos em um
frasco tipo béquer com capacidade de 250 mL. A suspensdo aquosa contendo ovos do
nematoide, foi calibrada para 1.000 ovos/ mL em camara de Peters, sob microscopio

estereoscopio.

2.2. Preparo das mudas de tomate

Para a montagem dos experimentos, foram utilizadas mudas de tomate cultivar
Santa Clara, previamente crescidas em bandejas de isopor com 128 células, contendo o
substrato organo-mineral inerte (Plantmax®). As mudas de tomate foram transplantadas

com 21 dias de idade.
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2.3. Obtencéo dos fungos e producédo do indculo fungico

O isolado do fungo P. chlamydosporia (Pc-10) utilizado nos ensaios faz parte
da colecao do Laboratério de Controle de Fitonematoides da Universidade Federal de
Vigosa ¢ o isolado de D. flagrans (ACO001) pertence a cole¢do do Laboratorio de
Parasitologia, do Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal de
Vicosa. Ambos isolados sao mantidos a 4 °C em geladeira.

Discos de cultura dos isolados foram transferidos para placa de Petri contendo
agar-agua (AA) a 2%. Estas placas foram armazenadas por sete dias, a 26 °C, no escuro.
Apbs o crescimento micelial, um disco de 5 mm de diametro foi transferido para placa de
Petri contendo meio de cultivo batata-dextrose-dgar (BDA). Estas placas foram
armazenadas a 26 °C, em ambiente escuro, por 10 dias, com a finalidade de obter conidios
e clamidosporos para produgdo do indculo fingico.

O inodculo de D. flagrans (Df) foi produzido em milho triturado (canjiquinha),
conforme descrito por Dalla Pria (1992). Os graos do cereal foram depositados em sacos
plasticos com um filtro bioldgico, para permitir a troca gasosa, na quantidade de 300
gramas, 80 mL de agua e, posteriormente, os sacos foram autoclavados por 20 minutos a
120 °C. Cada frasco, apds atingir a temperatura ambiente, recebeu seis discos de micélio
de 9 mm de didmetro da cultura fingica de D. flagrans descrita anteriormente,
permanecendo por 15 dias no escuro, a 25 °C. O indculo de P. chlamydosporia foi
produzido em arroz beneficiado conforme descrito por Freitas et al. (1999). O processo de
producao foi semelhante ao anterior, com excecao do periodo de crescimento fungico que

foi de 21 dias.

2.4. Conducéo dos experimentos

Dois experimentos foram realizados em épocas distintas. O primeiro foi
conduzido no verdao entre 15/01/2012 e 30/03/2012, com temperatura média na casa de
vegetacdo de 29 °C (média das maximas 36 °C e média das minimas 22 °C). O segundo

experimento foi realizado no periodo de 16/06/2012 a 31/08/2012, com temperatura média
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na casa de vegetacao de 27 °C, sendo que a média das maximas foi 33 °C e a média das
minimas 21 °C.

Vasos de pléastico de 2 L de capacidade foram preenchidos com substrato
constituido de mistura de terrigo e areia, na propor¢ao 1:1 (v:v), previamente tratada com
brometo de metila. Cada vaso recebeu os tratamentos, compostos por trés concentragdes de
P. chlamydosporia (0, 5.000 ou 10.000 clamiddsporos g de solo) e trés concentragdes de
D. flagrans (0, 5.000 ou 10.000 clamiddsporos g" de solo) combinadas no arranjo fatorial
completo (3x3), e foi infestado com 5.000 ovos de M. javanica. Apos 15 dias da infestagdo
foram transplantadas mudas de tomate.

As plantas foram adubadas de acordo com a disponibilidade de nutrientes no
solo, estimada por meio da andlise de solo (Tabela 1), e com a necessidade da cultura. No
primeiro experimento ndo foi realizada a correcdo da acidez do solo, porém no segundo a
corre¢do foi efetuada de modo a elevar a saturagao por bases a 70%. O calcario utilizado
foi o dolomitico.

O cultivo foi conduzido por 60 dias apds o transplantio e, ao fim desse
periodo, foram avaliados a massa das plantas secas, altura, nimero de galhas e o niimero
de ovos do nematoide.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Cada
tratamento foi repetido oito vezes e a parcela experimental foi constituida por um vaso com
uma planta de tomate. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as

médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 1 — Analise quimica e fisica do solo.

pH P K Ca® Mg© APT H+Al SB (1) (M Vv m MO P-rem
H,0 mg/dm® ... emlo/dm®....ooooocee. . cmloy/dm’®..... ... Youerenn dag/kg mg/L
4,75 175,6 22 4,33 0,24 0,10 5,5 4,63 473 10,1 457 2,1 1,49 40,2

Classe Textural - Franco-Argilo-Arenosa

Analise realizada no Laboratorio de Analise de Solos de Vigosa Ltda.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dois experimentos, houve efeito da adi¢ao de ambos antagonistas testados
no controle de M. javanica, com redugdo do numero de galhas ¢ de ovos desse
fitonematoide (Tabela 2 e 3). Esses resultados corroboram muitos trabalhos em que a
utilizagdo de P. chlamydosporia promoveu controle de fitonematoides (Coutinho et al.,
2009; Moosavi et al., 2010; Dallemole-Giaretta et al., 2011; Yang et al., 2012).
Diferentemente, Alves e Campos (2003) ndo observaram reducao de ovos e galhas de M.
javanica em tomateiro com o uso de D. flagrans.

Quando aplicados separadamente, cada fungo promoveu redug¢do do ntimero
de galhas (Pc 5.000 — 56,2% no experimento 1 e Pc 10.000 — 35,0% no experimento 2; Df
5.000 — 25,8% no experimento 1 e Df 10.000 — 38,5% no experimento 2) Entretanto, a
combina¢do dos antagonistas diminuiu a efetividade do controle no experimento 1 e
aumentou no experimento 2. Desse modo, no primeiro ensaio, onde as condi¢des de solo
eram menos favoraveis ao desenvolvimento dos fungos, pois a corre¢do da acidez do solo
ndo havia sido feita, a competicdo entre os antagonistas pode ter sido mais intensa,
prejudicando sua acdo conjunta. Esse resultado confirma as observagdes preliminares
obtidas no capitulo 1, em que o cultivo prévio de P. chlamydosporia inibiu o crescimento
posterior de D. flagrans. Isso evidencia ainda que o controle biologico deve estar sempre
integrado a outras praticas de manejo, como, nesse caso, a calagem.

Deve se destacar que D. flagrans nao tolera ambientes muito acidos, sendo
valores 6timos de pH para seu desenvolvimento entre 5,5-7.5 (Gardner et al., 2000). Desse
modo, a correcdo do solo, realizada no experimento 2, pode ter favorecido os tratamentos
com esse fungo, que apresentou maior eficacia na reducdo de galhas nesse ensaio em todas
as concentragdes ¢ combinagdes testadas.

Apesar do fungo P. chlamydosporia ser pouco influenciado pelas condigdes de
solo (Kerry et al., 1982; Stirling, 1991), sua acdo no biocontrole também pode ter sido
afetada pelo pH, conforme sugere o estudo de Ward et al. (2012) em que a maioria dos
isolados de P. chlamydosporia produziu mais protease quando cultivados em meio com pH
alcalino. Essa enzima ¢ uma das proteinas relacionadas com a patogenicidade, importante

nos estagios iniciais de infeccao do ovo (Segers et al., 1996)
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TABELA 2 - Numero de galhas de Meloidogyne javanica g de raiz em fungdo da
aplicacdo de Pochonia chlamydosporia e Duddingtonia flagrans (Df).

Experimento 1

Tratamentos Concentragdes de Pc no solo
(clamidosporos g™)

Concentragoes de Df no 0 5.000 10.000
solo  (clamidésporos g™)
0 1.243,6 Bb 5443 Aa 617,3 Aa
5.000 922,5 Aa 1.054,9 Ab 991,4 Ab
10.000 1.049,2 Aab 979,4 Ab 972,2 Ab
CV (%) 20,6
Experimento 2
0 265,4 Bb 202,1 ABb 172,5 Aa
5.000 177,0 Aa 112,3 Aa 186,3 Aa
10.000 163,1 Aa 158,8 Aab 149,1 Aa
CV (%) 31,6

Meédias seguidas pela mesma letra, maitiscula na linha e mintiscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Nos dois experimentos, apenas o fungo P. chlamydosporia reduziu o nimero
de ovos de M. javanica quando aplicado isoladamente, com redugdo maxima de 37,2% no
experimento 1 e 40,4% no experimento 2. No entanto, nos dois experimentos houve efeito
da interagdo entre os dois fungos e no segundo a aplicagdo conjunta de 5.000
clamiddsporos reduziu em 70,2% o numero de ovos do nematoide. O efeito sinergistico
obtido no segundo experimento, para ovos e galhas, pode ser explicado por esses agentes
de biocontrole apresentarem mecanismos de ac¢ao diferentes, enquanto P. chlamydosporia
parasita ovos ¢ fémeas, D. flagrans preda os juvenis. Os resultados também sugerem que
P. chlamydosporia deve ser mais estavel que D. flagrans dependendo menos das condi¢des
ambientais para exercer efetivo controle (Kerry et al. 1982; Stirling, 1991). As condigdes
ideais para cada organismo sdo variaveis e, desse modo, o uso de mais de um organismo ¢
mais uma garantia para a estabilidade do biocontrole, visto que, quando as condig¢des do
ambiente agricola ndo sdo adequadas para um dado organismo podem ser para o outro.

Resultados semelhantes aos obtidos nesses trabalhos foram observados por
Muthulakshmi et al. (2012) que relataram a utilizagdo conjunta de P. chlamydosporia,
Pseudomonas fluorescens CHAO e Trichoderma viride Pers com maior redu¢do no nimero

de ovos de Globodera spp. em comparagdo a cada organismo isolado.
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TABELA 3 - Numero de ovos de Meloidogyne javanica g™ de raiz em fungfo da aplicagio
de Pochonia chlamydosporia (Pc) e Duddingtonia flagrans (Df).

Experimento 1

Tratamentos Concentragoes de Pc no solo
(clamidosporos g)

Concentragoes de Df no 0 5.000 10.000
solo (clamidésporos g)
0 450.883,8 Ba 305.378,1 Aba 283.203,5 Aa
5.000 350.869,3 Aa 302.050,6 Aa 287.553,6 Aa
10.000 381.994,8 Ba 236.202,8 Aa 269.206,6 Aa
CV (%) 27,7
Experimento 2
0 34.983,2 Ba 32.956,0 Bc 20.845,8 Aa
5.000 30.378,6 Ba 10.433,6 Aa 28.022,7 Aba
10.000 33.429,7 Aa 24.912,1 Ab 24.656,8 Aa
CV (%) 42,2

Médias seguidas pela mesma letra, maitiscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os tratamentos ndo influenciaram a altura das plantas em ambos os

experimentos (Tabela 4). No experimento 1 as plantas ficaram mais altas e com menor

massa seca em relagdo ao experimento 2 com sintomas de estiolamento). O estiolamento

observado no experimento 1 pode ser resultado da maior populacdo de nematoides

(Peixoto et al., 2011) em comparacdo com o experimento 2 (Tabelas 2 e 3).
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TABELA 4 - Altura das plantas de tomate, inoculadas com nematoide, em func¢do da
aplicagdo de Pochonia chlamydosporia (Pc) e Duddingtonia flagrans (Df).

Experimento 1

Tratamentos Concentragoes de Pc no solo
(clamidosporos g)

Concentragoes de Df no 0 5.000 10.000
solo (clamidésporos g™)
0 80,9 Aa 81,3 Aa 79,1 Aa
5.000 83,7 Aa 82,9 Aa 78,5 Aa
10.000 74,5 Aa 80,4 Aa 74,9 Aa
CV (%) 11,8
Experimento 2
0 65,8 Aa 67,3 Aa 68,3 Aa
5.000 67,4 Aa 62,9 Aa 67,0 Aa
10.000 62,5 Aa 68,2 Aa 70,2 Aa
CV (%) 18,7

Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha e mintiscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

No experimento 1, a adi¢ao de P. chlamydosporia promoveu incremento na
massa seca das plantas, o que ndo ocorreu no experimento 2, no qual essa variavel nao foi
afetada (Tabela 5). Esses resultados indicam que a acdo de P. chlamydosporia na
promoc¢do de crescimento do tomateiro deve ser mais importante em condi¢des mais
restritivas ao desenvolvimento das plantas, visto que, no experimento 1, o ambiente era
menos favoravel. Isto esta de acordo com os estudos onde a promogao de crescimento dada
pela acdo de fungos endofiticos ocorreu nos ambientes mais desfavoraveis ao
desenvolvimento das plantas (Haselwandter e Read,1982; Porras-Alfaro et al. 2008; Khidir
et al., 2010). Além disso, a populagdo do nematoide foi maior no experimento 1 do que no
2, e o crescimento de P. chlamydosporia ¢ mais abundante em raizes infectadas com
nematoides, devido, entre outros fatores, a maior liberacdo de exsudados radiculares, em
decorréncia da infec¢do, que atraem esses fungos (De Leij e Kerry, 1991; Bourne et al.,

1996).
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TABELA 5 - Massa das plantas secas de tomate, inoculadas com nematoide, em funcao da
aplicacdo de Pochonia chlamydosporia (Pc) e Duddingtonia flagrans (Df).

Experimento 1

Tratamentos Concentragoes de Pc no solo
(clamidosporos g)

Concentragoes de Df no solo 0 5.000 10.000
(clamidosporos g™)
0 3,9Ba 4,3 Aa 4,5 Aa
5.000 3,8 Aa 4,4 Aa 4,7 Aa
10.000 3,7 Aa 4,6 Aa 4,2 Aa
CV (%) 18,8
Experimento 2
0 17,5 Aa 16,1 Aa 17,7 Aa
5.000 18,4 Aa 16,2 Aa 16,7 Aa
10.000 16,8 Aa 16,9 Aa 17,1 Aa
CV (%) 11,0

Meédias seguidas pela mesma letra, maiuscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Utilizando técnicas de microscopia, Lopez-Llorca et al. (2002) observaram que
P. chlamydosporia coloniza células da epiderme e do cortex radicular de cevada. Esses
mesmos autores, observaram ainda, a formagdo abundante de apressorios e crescimento
fingico no interior da epiderme sem alteracdes visiveis da célula vegetal, de forma
semelhante ao que ocorre com micorrizas e antagonistas endofiticos (Dong e Zhang, 2006).
Dallemole-Giaretta (2008) documentou a colonizagdo superficial e endofitica de células de
raizes de tomateiro, com formacdo de pelotons semelhantes aos que ocorrem em
associagcdes micorrizicas. Embora estudos com microrganismos endofiticos como P.
chlamydosporia ainda sejam preliminares e sua agdo ainda pouco conhecida, trabalhos tem
apontado a importancia desses organismos na prote¢do € promog¢do de crescimento das
plantas. Os mecanismos envolvidos na interacdo desses organismos com os vegetais
superiores ainda ndo sdo bem esclarecidos, entretanto, alguns trabalhos tem evidenciado
sua importancia na aquisi¢do de nutrientes, dgua e tolerdncia a estresses pela planta.
(Haselwandter e Read, 1982; Jumpponen et al., 1998; Yadav et al., 2010; Porras-Alfaro e
Bayman, 2011).
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CAPITULO 3

Aquisicao de nutrientes minerais e promogao de crescimento em plantas de tomate

induzidas pelos fungos nematofagos Pochonia chlamydosporia e Duddingtonia flagrans

Resumo: Fungos nematofagos podem colonizar raizes, de modo semelhante as micorrizas,
e promover crescimento vegetal, caracteristica interessante para um agente de biocontrole.
Nesse estudo avaliou-se a promog¢ao de crescimento e aquisi¢do de nutrientes minerais no
tomateiro em fungdo da aplicagao de Pochonia chlamydosporia e Duddingtonia flagrans.
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e os tratamentos
foram compostos por trés concentra¢des de P. chlamydosporia (0; 5.000 ou 10.000
clamidosporos g de solo) e quatro concentragdes de D. flagrans (0; 5.000; 10.000 ou
15.000 clamidésporos g de solo) combinadas em arranjo fatorial completo (3x4), com
cinco repeticoes. Apds 60 dias avaliou-se a massa seca das plantas e o conteido de N, P,
K, Ca, Mg e S. Houve efeito positivo dos dois fungos aplicados sobre a massa seca total do
tomateiro e conteudo de nutrientes minerais nas plantas. A promog¢do de crescimento
vegetal pelos dois fungos estudados, associada a melhoria do estado nutricional das
plantas, indica seu bom potencial de uso agricola, ndo apenas para o controle de
nematoides, mas também por sua agdo direta no desenvolvimento do tomateiro e na

economia de fertilizantes.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum, nutrigdo mineral, agentes de controle

bioldgico.
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Acquisition of mineral nutrients and growth promotion in tomato plants induced by
nematophagous fungi Pochonia chlamydosporia and Duddingtonia flagrans

Abstract: Some nematophagous fungi are plant growth promoters and can colonize roots
similarly to mycorrhizas. In this study we evaluated the growth promotion and acquisition
of mineral nutrients in tomato plants as a function of the soil inoculation with different
rates of Pochonia chlamydosporia (Pc) and Duddingtonia flagrans (Df). The experiment
was carried out in a completely randomized design. Treatments were composed of three Pc
concentrations (0, 5.000 and 10.000 chlamydospores g'1 soil) and four Df levels (0, 5.000,
10.000 and 15.000 chlamydospores g soil) combined in a complete factorial arrangement
(3x4) with five replications. After 60 days, plant dry matter and content of N, P, K, Ca, Mg
and S were evaluated. Both fungi increased total dry matter and mineral nutrients content
in tomato plants. The plant growth promotion by the two fungi studied, associated with
improved nutritional status of the plants, indicates the potential of this organisms for
agricultural use not only for the control of nematodes but also by its direct effect in plant

growth and for fertilizers economy.

Keywords: Lycopersicon esculentum, mineral nutrition, biological control agents.
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1. INTRODUCAO

Nematoides afetam diretamente o rendimento das culturas por meio da
alteracdo morfologica e funcional do sistema radicular, que resulta da invasao dos tecidos
da raiz e de sua alimentagcdo (Kerry, 2000). Numerosos fungos tém sido testados com
eficiéncia no controle desses patdogenos. Alguns desses antagonistas possuem a capacidade
de colonizar as raizes, o que os tornam mais eficientes, em fun¢do dos nematoides
geralmente estarem restritos a rizosfera.

Muitos fungos nematofagos sdo parasitas facultativos, podem crescer
saprofiticamente no solo e, na presen¢a de hospedeiros, mudar da fase saprofitica para a
parasitaria (Lopez-Llorca et al, 2006), como ocorre com Pochonia chlamydosporia Zare ¢
Gams, fungo parasita de ovos e fémeas muito eficiente no controle de nematoides do
género Meloidogyne spp. Goeldi. Esse antagonista coloniza raizes, de modo semelhante as
micorrizas ¢ vem sendo relatado como promotor de crescimento vegetal (Hidalgo-Diaz et
al., 2000; Monfort et al., 2005; Dallemole-Giaretta, 2008), caracteristica interessante para
um agente de biocontrole (Reimann et al., 2008). Alguns fungos predadores formadores de
armadilhas também té€m sido relatados colonizando raizes de cevada e tomate, a exemplo
dos fungos Arthrobotrys dactyloides Drechsler e Arthrobotrys oligospora Fresenius
(Persson e Jansson, 1999; Bordallo et al., 2002). Entre os fungos predadores, Duddingtonia
flagrans Cooke, habitante do solo, tem sido estudado para o controle de helmintos de
importancia veterinaria (Maciel, et al. 2010; Aragjo, et al. 2012; Braga, et al. 2013).
Embora seja um dos agentes de biocontrole mais eficientes contra parasitas de animais,
pouco se sabe sobre sua agdo contra fitonematoides, bem como seu relacionamento com as
plantas.

Os mecanismos envolvidos na promog¢do de crescimento vegetal por fungos
nemato6fagos ainda sdo pouco conhecidos. Acredita-se que esses organismos possam atuar,
entre outras formas, na mineralizagdo da matéria organica do solo e, de modo semelhante
as micorrizas, no aumento da superficie de aquisi¢do de agua e nutrientes (Falih e
Wainwright, 1996; Oliveira et al., 2003; Badr et al., 2006). Assim, além de sua agdo
biocontroladora, o fungo deve agir diretamente no crescimento da planta,
contrabalanceando o dano causado pelo patogeno. Contudo, dado o complexo

relacionamento entre plantas e microrganismos no ambiente, a acdo desses organismos
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deve resultar em efeitos variaveis dependendo do prdoprio antagonista, da cultura, do
ambiente e do manejo de cada agroecossitema.
O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de D. flagrans e P.

chlamydosporia no crescimento e na nutrigao do tomateiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo dos fungos e producéo do in6culo fangico

O isolado do fungo P. chlamydosporia (Pc-10), utilizado nos ensaios, pertence
a micoteca do Laboratorio de Controle de Fitonematoides da Universidade Federal de
Vigosa ¢ o isolado do fungo D. flagrans (ACO001) a colecdo do Laboratorio de
Parasitologia, do Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal de
Vicosa.

O ino6culo de D. flagrans (Df) foi produzido em milho triturado (canjiquinha),
conforme descrito por Dalla Pria (1992) e o de P. chlamydosporia (Pc) foi produzido em
arroz beneficiado conforme descrito por Freitas et al. (1999). Os cereais (300 gramas)
foram depositados em sacos plasticos com filtro bioldgico, para permitir a troca gasosa,
junto com 80 mL de agua e, posteriormente, os sacos foram autoclavados por 20 minutos a
120 °C. Cada saco, apos atingir a temperatura ambiente, recebeu seis discos de micélio de
9 mm de diametro da cultura fingica, previamente crescida em placa de Petri com meio de
cultivo batata-dextrose-dgar (BDA). Em seguida, os sacos plasticos permaneceram no
escuro, a 25 °C para produgdo de clamidosporos: 15 dias para D. flagrans e 21 dias para P.

chlamydosporia.

2.2. Ensaio experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em

casa de vegetacdo. Cada unidade experimental consistiu de uma planta cultivada em vaso
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de plastico contendo 2 L de substrato, composto pela mistura de terrico e areia, na
proporcao 1:1, (v:v) e previamente tratado com brometo de metila. Os tratamentos foram
compostos por trés concentragdes de P. chlamydosporia (0; 5.000 ou 10.000
clamiddsporos g' de solo) e quatro concentragdes de D. flagrans (0; 5.000; 10.000 ou
15.000 clamidésporos g' de solo) combinadas em arranjo fatorial completo 3x4, com
cinco repetigoes.

A correcdo de solo foi realizada de modo a elevar a saturagdo por bases a 70%.
As plantas foram adubadas de acordo com a disponibilidade de nutrientes no solo,
estimada por meio da analise de solo (Tabela 1), e com a necessidade da cultura.

O cultivo foi realizado por 60 dias e ao fim desse periodo, foi avaliada a massa

das plantas secas.

TABELA 1 — Anélise quimica e fisica do solo.

H P K Ca® Mg~ A" H+Al SB () (T) V m MO P-rem
P g

H,0 mg/dm’ ... cmlo/dm ..cccccvveveeees e cmlo/dm’...... ... %o daglkg  mg/L

5,34 1184 180 1,33 0,18 0,00 4,7 1,97 197 6,67 29,5 00 132 233

Classe Textural - Franco-Argilo-Arenosa

Analise realizada no Laboratério de Analise de Solos de Vigosa Ltda.

2.3. Avaliagéo do estado nutricional das plantas

Amostras da parte aérea e do sistema radicular das plantas foram enviadas ao
Laboratorio de Analise de Tecido Vegetal da UFV e analisadas quanto aos teores de
macronutrientes.

Para determinacdo dos teores de fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg) e enxofre (S) as amostras de folhas foram submetidas a digestdo
nitroperclorica (Johnson e Ulrich, 1959). O teor de P foi determinado pelo método de
redu¢do do fosfomolibdato pela vitamina C, modificado por Braga e Defelipo (1974); o K
por fotometria de chama; Ca e Mg por espectofotometria de absorcdo atomica (AOAC,
1975); S por turbidimetria do sulfato (Jackson, 1959) e o N, apods a digestdao sulftrica do

material vegetal (Jackson, 1958), de acordo com o método descrito por Bremner (1965).
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2.4. Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, a 5% de probabilidade. Os
efeitos dos fatores quantitativos foram desdobrados por meio de regressio e dos

qualitativos pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito positivo dos dois fungos aplicados sobre a massa seca total do
tomateiro (Figuras 1 e 2), mas ndo da interagdo entre eles. Como nesse experimento
nematoides ndo foram inoculados, esse resultado indica que a agdo desses dois organismos
ndo esta restrita ao controle de nematoides, como muitas vezes relatado na literatura. Isso
¢, 0 maior crescimento das plantas na presen¢a do fungo nao deve ser atribuido somente a

reducdo da populacdo do patdégeno, mas também ao efeito direto do fungo na promogao de

crescimento da planta.
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Concentracao de P. chlamydosporia no solo (clamidésporos g-1)

FIGURA 1 — Massa seca do tomateiro em fungdo da aplicacdo de diferentes concentragdes
de Pochonia chlamydosporia. Médias seguidas da mesma letra nao diferem
pelo teste Duncan a 5% de probabilidade.
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FIGURA 2 — Massa do tomateiro seco em fun¢do da aplicagdo de Duddingtonia flagrans.
**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *significativo a 5% de
probabilidade pelo teste F.

Embora a promogao de crescimento por P. chlamydosporia ja seja conhecida
(Hidalgo-Diaz et al., 2000; Monfort et al., 2005; Dallemole-Giaretta, 2008), ndo havia
registros na literatura desse tipo de agdo para D. flagrans. Alguns mecanismos tém sido
apontados para explicar a promo¢dao de crescimento por microrganismos, como, por
exemplo: aumento da superficie de aquisicdo de agua e nutrientes, mineralizacdo de
matéria organica e produgdo de reguladores de crescimento vegetal (Falih e Wainwright,
1996; Oliveira et al., 2003; Badr et al., 2006).

Monfort et al. (2005) ao estudarem resisténcia induzida de plantas de trigo
observaram, além de promoc¢do de crescimento, redu¢do da atividade de peroxidase e
sugeriram que a agdo de P. chlamydosporia deve estar associada a alteragdo dos
reguladores de crescimento vegetal. Esses autores atribuiram a reducdo da atividade de
peroxidase ao maior vigor das plantas inoculadas com esse fungo.

Neste estudo, a adicdo dos dois fungos aumentou o contetido de nutrientes
minerais nas plantas e, de modo semelhante ao que ocorreu para a varidvel massa seca
total, ndo houve efeito da interacdo entre os dois antagonistas. Isso explica, pelo menos em
parte, o maior desenvolvimento das plantas crescidas em solo inoculado com esses fungos.
A aplicagdo ao solo de 5.000 clamidésporos de Pochonia chlamydosporia aumentou o
contetdo de N (14,3%), P (24,5%) e K (13,3%) (Tabela 2) enquanto que a mesma dose de
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D. flagrans aumentou os teores de P (30,1%), K (22,8%), Ca (19,0%) ¢ Mg (16,8%)
(Figura 3).

O aumento no conteido de alguns nutrientes, notadamente de P e K, foi
superior ao incremento de matéria seca, indicando que os fungos aumentaram o teor desses
elementos nos tecidos das plantas, ou seja, que as plantas estavam mais bem nutridas.
Dessa maneira, o efeito nutricional da adicdo desses organismos deve ter influenciado o
crescimento do tomateiro.

O fungo P. chlamydosporia coloniza as células do cortex das raizes do
tomateiro (Lopez-Llorca et al., 2002; Dallemole-Giaretta, 2008) e, dessa maneira, suas
hifas podem atuar no aumento da superficie de aquisicdo de dgua e nutrientes, de modo
semelhante aos fungos micorrizicos, o que deve ter favorecido a absor¢do desses elementos
pelas plantas. Alguns fungos predadores formadores de armadilhas também podem
colonizar raizes de tomateiros (Persson e Jansson, 1999; Bordallo et al., 2002), o que pode

ter ocorrido com D. flagrans, mas essa colonizagdo deve ser investigada.

TABELA 2 — Contetido de macronutrientes no tomateiro (mg planta ') aos 60 dias de
idade em funcgéo da aplicagdo de Pochonia chlamydosporia.

Concentragao de N P K Ca Mg S
clamidosporos de
P. chlamydosporia g de solo

0 4928B 94,0B 652,9B 4284A 91,0A 217,7AB
5.000 5634A 117,0A 7394 A 4660 A 954 A 2463 A
10.000 540,1 105,4 B 711,7A  432,7A 912A 211,0B
AB

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan a 5%
de probabilidade.

O efeito mais pronunciado sobre a aquisi¢do de P pode estar relacionado a
menor mobilidade desse nutriente no solo, pois esse elemento ¢ transportado
predominantemente, na maioria dos solos, por difusdo (Novais e Smith, 1999). Assim, com
o aumento da superficie de aquisi¢cdo, dado pela adi¢gdo do fungo, sua absor¢do ¢ mais
favorecida (Novais e Smith, 1999). Ha ainda o relato da presenca de transportadores de P
de alta afinidade em hifas de fungos endofiticos, que favorecem a aquisi¢cao desse nutriente

(Yadav et al., 2010), notadamente em solos com baixa capacidade de suprimento de P.
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Outro processo que pode estar envolvido na maior disponibilizagao de
nutrientes para o tomateiro ¢ a mineralizagdo da matéria organica. Uma vez que esses
fungos sdo saprofitas facultativos (Kerry, 2000; Siddiqui et al., 2009; Anan’ko e
Teplyakova, 2011; Sagiiés et al., 2011), sua a¢do na degradacao de compostos organicos
pode aumentar a solubilizagcdo de formas indisponiveis dos nutrientes contidos nessa fracao
do solo.

Fungos  micorrizicos arbusculares possuem acdo  biofertilizadora,
biocontroladora e biorremediadora, no entanto, por serem simbiotroéficos obrigatorios, o
seu cultivo in vitro ainda representa um obstaculo ndo superado (Siqueira et al., 2002). Isso
ndo acontece com P. chlamydosporia e D. flagrans uma vez que sao facilmente produzidos
em condi¢cdes laboratoriais, além da vantagem de ser mais rastico, por produzir
clamidosporos, sendo mais interessante que as micorrizas.

A promogao de crescimento pelos dois fungos estudados, associada a melhoria
do estado nutricional das plantas, indica seu bom potencial de uso agricola, ndo apenas
para o controle de nematoides, conforme apresentado nos capitulos anteriores, mas
também por sua agdo direta no desenvolvimento do tomateiro e, possivelmente, na

economia de fertilizantes.
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FIGURA 3 — Contetdo de nutrientes em plantas de tomate (mg planta ') em funcio da aplicagdo de Duddingtonia flagrans. **significativo a 1% de
probabilidade pelo teste F. * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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CONCLUSOES GERAIS

Os fungos Duddingtonia flagrans ¢ Pochonia chlamydosporia controlam o
nematoide das galhas Meloidogyne javanica.

Os fungos P. chlamydosporia e D. flagrans podem ser usados
conjuntamente para o controle de M. javanica.

Os fungos P. chlamydosporia e D flagrans promovem o crescimento e

aumentam a aquisicao de nutrientes em plantas de tomate.
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