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RESUMO

Os nematoides do género Meloidogyne (GOELDI, 1887) causam grandes prejuizos nas
principais culturas no mundo. Com a sensibilizagdo da populagdo sobre os problemas
causados pelos nematicidas quimicos, uma nova alternativa de controle para os
fitonematodides precisa ser encontrada para que se possa otimizar o manejo sustentavel das
lavouras. O controle bioldgico surgiu como uma alternativa potencial de controle e muitos
estudos estdo sendo desenvolvidos visando avaliar a aplicagdo do fungo Paecilomyces
lilacinus (THOM., 1910) Samson, 1974, em campo para obter uma forma de controle
ecologicamente correta. Porém, faltam trabalhos para entender como esta aplicacdo massal de
conidios do fungo P. lilacinus afeta os organismos bioindicadores de qualidade do solo, que
sdo organismos padronizados pelos testes do ISO e que respondem rapidamente aos estresses
causados ao ambiente. Este trabalho objetivou avaliar os isolados do fungo P. lilacinus
UELpae 18, UELpae 22 e UELpae Mix na formulacio em pd molhavel e suspensdo
concentrada em plantas de cafeeiro (Coffea arabica L. cv Iapar 59) em casa de vegetagdo no
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina, Londrina- Brasil. Foi
avaliada a aplicagdo de diferentes concentragdes de conidios do isolado UELpae 18 na
formulagdo p6é molhavel em testes de reproducdo com os organismos bioindicadores de
qualidade de solo, um teste utilizando Folsomia candida (WILLEM, 1902) e outro utilizando
Enchytraeus crypticus (WESTHEIDE; GRAEFE, 1992) em laboratorio. Avaliou-se também o
efeito desta aplicacdo deste fungo em microcosmos e as interagdes entre 0s organismos
Meloidogyne paranaensis, P. lilacinus, F. candida e E. crypticus em plantas de tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill. cv. Easypeel)  nas dependéncias do Instituto do Mar
(IMAR), Universidade de Coimbra, Coimbra-Portugal. Os resultados indicaram que os
isolados UELpae 18, UELpae 22 e UELpae Mix nas duas formula¢des foram eficazes na
redu¢do da populagdo de nematdide M. paranaensis em plantas de cafeeiro. No efeito da
aplicagdo de diferentes concentra¢cdes do fungo P. lilacinus na reproducdo dos dois
organismos bioindicadores F. candida e E. crypticus, verificou-se que o aumento da
concentra¢do dos conidios do fungo P. lilacinus diminuiu a reproduc¢do dos colémbolos, o
fungo ndo influenciou na reproduc¢do de enquitreideos e houve indicios de que os dois
organismos bioindicadores se alimentaram do fungo P. lilacinus. Em microcosmos foi
verificado que o tratamento que continha apenas o fungo nematéfago e os tratamentos que
continham o fungo em conjunto com os dois bioindicadores juntos ou sozinhos, reduziram a
populagdo de M. paranaensis em raizes de tomateiro, inclusive na presenga de E. crypticus e
F. candida, ambos na auséncia do fungo indicando que sdo organismos com potencial
biocontrole de nematdides. Mais estudos devem ser feitos sobre medidas conjuntas de manejo
sustentavel permitindo um manejo associado ecologicamente correto e eficaz.

Palavras-chave: Nematoides formadores de galhas. Fungo nemat6fago. Biocontrole.
Bioindicadores de qualidade do solo. Manejo sustentavel.
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ABSTRACT

Nematodes of the genus Meloidogyne (GOELDI, 1887) cause losses in major crops grown
worldwide. With the population’s awareness about the problems caused by chemical
nematicides, a new alternative for nematode control inorder one can optimize the sustainable
management of plantations. Biological control has emerged as a potential alternative control
and many studies are being developed to evaluate the application of the fungus Paecilomyces
lilacinus (THOM., 1910) Samson, 1974, in field and thus obtaining a form of environmentally
friendly control. However, there are not enough studies to understand how this mass
application of the fungus P. lilacinus affects bioindicators organisms of soil quality, which are
standardized by ISO testing methodologies and instantly respond to the aggressions caused to
the environment. This study aimed the evaluation of the isolates of the fungus P. lilacinus
UELpae 18, UELpae 22 and UELpae Mix in wettable powder and concentrated suspension
formulation in coffee plants (Coffea arabica L. cv Iapar 59) in greenhouse in the Center for
Agricultural Sciences, State University of Londrina, Londrina-PR, Brazil. It was evaluated the
application of different concentrations of conidia of isolate UELpae 18 wettable powder
formulation in reproduction tests of bioindicators organisms of soil quality, a test using
Folsomia candida (WILLEM, 1902) and Enchytraeus crypticus (WESTHEIDE; GRAEFE,
1992) in laboratory. It was also evaluated the effect of this application of the fungus in
microcosms with all the interactions of organisms Meloidogyne paranaensis, P. lilacinus, F.
candida and E. crypticus on tomato plants (Lycopersicon esculentum Mill. cv. Easypeel) on
the premises of the Institute of Marine Research (IMAR), University of Coimbra, Coimbra,
PT. The results indicated that the isolates UELpae 18, UELpae 22 and UELpae Mix the two
formulations were effective in reducing the population of nematode M. paranaensis in coffee
plants. When it was evaluated the effect of different concentrations of the fungus P. lilacinus
on the reproduction of the two bioindicators organisms F. candida and E. crypticus it was
observed that the concentration of conidia of the fungus P. lilacinus influences the
reproduction of Collembola and there was evidence the two bioindicators organisms fed on the
fungus P. lilacinus. And when the work was assessed in microcosms it was found that the
treatment with only the nematophagous fungus and the treatments containing the fungus
together with the two bioindicators alone or together reduced the population of M.
paranaensis in tomato roots, even when containing E. crypticus and F. candida without the
presence of the fungus, indicating that they are organisms for potencial biocontrol of
nematodes. More studies to be made on joint measures for sustainable management in order to
get a friendly and efficient associated management.

Keywords: Root-knot nematodes. Nematophagous fungus. Biocontrol. Bioindicators of Soil
Quality. Sustainable management.
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1 INTRODUCAO

Os nematoides constituem o grupo mais abundante de animais
multicelulares, estimado em um milhao de espécies (VIGLIERCHIO, 1991; BAXTER, 2003).
Nematoides formadores de galhas (Meloidogyne spp.) estdo entre os grupos de nematdides
parasitas de plantas mais destrutivos economicamente causando danos e perdas nos campos
na maioria das plantas cultivadas em todo mundo (SASSER; FRECKMAN, 1987; SIKORA;
FERNANDEZ, 2005) e, segundo Topp et al (1998) e Whiteread (1998) causam mais de 10%
de perda na colheita total da produ¢ao mundial.

Com o crescimento da sensibilizacao das limitagdes do uso de nematicidas
no manejo de nematdides, cujo controle quimico ¢ caro, ndo sustentavel e afeta o
agroecossistema negativamente, os pesquisadores do mundo inteiro tém buscado por métodos
de biomanejo dos nemato6ides formadores de galhas (AHMAD; KHAN, 2004), em que varios
agentes de biocontrole t€ém sido avaliados.

Dentre as medidas de controle, os fungos tém mostrado resultados
encorajadores no controle de nematdides formadores de galhas (LEIJ et al., 1993; KHAN;
SAXENA, 1996, 1997; NAKAT et al., 1998; JONATHAN; RAJEDRAN, 2000; AHMAD;
KHAN, 2004); além disso, o efeito do fungo oportunista na penetragdo, desenvolvimento e
ciclo de vida dos nematoides tem grande importancia na estratégia de manejo.

Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson ¢ um fungo de solo que tem
mostrado resultados promissores como eficaz agente de biocontrole (MORGAN-JONES et
al., 1984; JATALA, 1986; DUBE; SMART, 1987; KHAN et al., 20006). E um fungo
nematdfago oportunista que infecta, coloniza e consume estruturas reprodutivas de
nematodides formadores de galhas e cistos nas diferentes fases de seu ciclo de vida sedentario
(CANNAYANE; SIVAKUMAR, 2001). Embora diversos trabalhos relatem a eficacia do
controle biologico de P. lilacinus contra os nematdides formadores de galhas, Cannayane e
Sivalkumar (2001) citaram alguns resultados irregulares quando este fungo foi usado em
condi¢des de estufa e em campo (KERRY; EVANS, 1996).

Ha alguns produtos formulados a base do fungo P. lilacinus presentes no
mercado, como ¢ o caso do Bioact®WG que é composto de seus conidios; foi inicialmente
comercializado como "Biocon’ nas Filipinas, mais tarde foi fabricado pela Profyta Ltda. na
Alemanha e ¢ atualmente registrado como MeloCon nos EUA (EPA, 2005) e em varios

paises (ATKINS et al., 2005; KIEWNICK, 2004). O formulado a base de glicose ¢ formado
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por granulos dispersiveis em agua, contendo 10' conidios x g' e apresenta resultados
promissores para o controle de nematoides formadores de galhas em laboratério e em
experimentos em casa de vegetagdo (GIANNAKOU et al., 2004, 2007).

Portanto, além do biocontrole de nematodides, estudos mais aprofundados
sobre a microbiota do solo precisam ser feitos para avaliar o impacto da aplicagdo dos
conidios do fungo P. lilacinus em outros organismos que vivem no solo em equilibrio com os
nematoides, sobretudo os conhecidos bioindicadores de qualidade do solo por responderem
rapidamente as agdes antropogénicas e aos fatores de estresse que ocorrem no solo. Testes
ecotoxicologicos padronizados tém sido realizados com invertebrados em solo padrao
artificial (OECD, 1984), onde os produtos quimicos sdo adicionados a estes substratos em
varias concentragdes e seus efeitos aos organismos (minhocas, enquitreideos, colémbolos e
acaros predadores) sdo avaliados. Neste trabalho foram utilizados os organismos padroes dos
testes ISO com enquitreideos e colémbolos, cientificamente nomeados de Enchytraeus
crypticus e Folsomia candida, respectivamente.

Os enquitreideos pertencem a ordem dos Oligochaeta, ao filo dos Annelida e
sd0 os parentes mais proximos das minhocas (ERSEUS; KALLERSJO, 2004). Fazem parte da
mesofauna saprofitica na camada decompositora do solo, com habilidade de escavagdo
limitada comparada a maioria das minhocas. Podem melhorar, em pequena escala, o manejo
da agua e do ar do solo, especialmente quando a populacdo ¢ alta, onde sdo fundamentais em
processos como a decomposicao da matéria orgénica e a ciclagem de nutrientes (LAAKSO;
SETALA, 1999), sendo considerados os engenheiros do ecossistema (LAVELLE et al.,
1997). E os colémbolos pertencem a ordem dos Collembola, ao filo dos Arthropoda, e sdo os
insetos terrestres mais numerosos, extensamente distribuidos em todo mundo. Sao
microartropodes bastante estudados do solo (CROMMENTUIJN, 1994; SMITH,1997). Tém
papel muito importante como reguladores da decomposi¢ao pela da predagdo da microfauna.
Podem também contribuir com a decomposi¢ao da matéria organica nos solos acidos, onde as
minhocas e os diplopodes estdo ausentes (WILES; KROGH, 1998).

Porém, além dos estudos sobre a patogenicidade do fungo Paecilomyces
lilacinus sobre a populagdo de nematoides e sua diversidade, também ¢ necessario saber o
efeito da aplicacdo massal deste fungo que sera utilizado no controle bioldégico em areas
infestadas por nematoides formadores de galhas sobre os organismos bioindicadores da
qualidade do solo como colémbolos (Folsomia candida) e enquitreideos (Enchytraeus

crypticus).
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Os objetivos deste trabalho foram: I) estudar o efeito de duas formulagdes
do fungo Paecilomyces lilacinus no controle de Meloidogyne paranaensis em casa de
vegetacdo em plantas de cafeeiro. II) Avaliar o efeito da aplicacdo no solo de diferentes
concentragdes de conidios do isolado de P. lilacinus na reproducdo dos organismos
bioindicadores de qualidade do solo Folsomia candida e Enchytraeus crypticus. I1I) Avaliar
em microcosmos com plantas de tomateiro o efeito de conidios de Paecilomyces lilacinus
sobre a reprodugao de Meloidogyne paranaensis, Folsomia candida e Enchytraeus crypticus e

na sobrevivéncia do fungo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEMATOIDES FITOPARASITAS

Os nematodides sao organismos microscopicos e translicidos que constituem
o grupo mais abundante de animais multicelulares, estimado em um milhdo de espécies
(VIGLIERCHIO, 1991; BAXTER, 2003).

Aproximadamente 10% dos nematdides sdo considerados patogenos de
plantas e apresentam diversas maneiras de obter os nutrientes necessdrios para se desenvolver
e reproduzir. Estes parasitas biotroficos, dependendo da espécie, se alimentam do citoplasma
sem modificar as células vegetais, ou sdo capazes de modificar as células das raizes das
plantas para se alimentar (HUSSEY; GRUNDLER, 1998).

Os nematodides fitoparasitas usam o estilete para penetrar a parede da célula
vegetal, injetam secrecdes glandulares dentro da célula e retiram os nutrientes do citoplasma.
Os nematodides removem o citoplasma da célula hospedeira, frequentemente causando a morte
celular e depois movem-se para outra cé€lula para repetir o processo. Porém, evolutivamente,
algumas espécies de nematoides tornaram-se sedentarias e alimentam-se de uma Unica célula
ou um grupo de células por um prolongado periodo. Para esta alimentagdo, os parasitas
sedentarios modificam as células das raizes dos hospedeiros suscetiveis em células de
alimentagdo elaborada, incluindo uma modificagdo complexa com mudangas na expressao
génica, fisiologia, morfologia e fun¢do das células das plantas (BIRD, 1996; GHEYSEN;
FENOLL, 2002).

2.1.1 Género Meloidogyne Goeldi, 1892

O primeiro registro da existéncia de nematoides formadores de galhas no
Brasil foi descrito por Jobert em 1878 em visita ao pais, com o objetivo de identificar a causa
do declinio dos cafezais da entdo chamada Provincia do Rio de Janeiro. Na ocasido ele
associou o problema dos cafezais com a presenca de numerosos engrossamentos nas raizes

das plantas examinadas, alguns com tamanho de uma pequena ervilha. Também observou a
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presenca de ovos e minusculos vermes associados a essas malformacdes. Este registro foi
concluido por Gdeldi, um naturalista suico, que trabalhava no Museu Nacional do Rio de
Janeiro, nos “primeiros dias de novembro de 18877, embora os resultados s6 tenham sido
publicados em novembro de 1892. Goeldi descreveu a causa da moléstia que devastou a
cafeicultura do Brasil como sendo um nematoide microscopico e parasito de raizes, € o
denominou de Meloidogyne exigua. Assim, estava criado o “género” o qual ainda hoje, em
todo o mundo, ¢ tido como o mais prejudicial e importante para as plantas cultivadas
(KRZYZANOWSKI, 2006).

Pertencente a familia Heteroderidae, o género Meloidogyne Goeldi, 1892 ¢
compreendido pelas espécies designadas como “formadoras de galhas” ou “root-knot
nematodes”. Até 1988, o género incluia mais de 60 espécies (EISENBACK;
TRIANTAPHYLLOU, 1991).

No Brasil, varias espécies tém sido constatadas, dentre elas M. incognita
(KOFOID & WHITE) Chitwood, M. javanica (TREUB) Chitwood, M. exigua Goeldi, M.
arenaria (NEAL) Chitwood, M. hapla Chitwood, M. coffeicola Lordello & Zamith, M.
thamesi Chitwood, M. lordelloi da Ponte, M. bauruensis Lordello, M. elegans da Ponte, ¢ M.
inomata Lordello, sendo as trés primeiras, até entdo, as mais disseminadas (FERRAZ, 1985).

M. incognita, M. exigua e M. coffeicola tém sido relatadas ja ha varios anos
em plantacdes de café nos Estados do Parand, Sdo Paulo e Minas Gerais, em populagdes puras
ou misturadas, com variagoes da espécie dominante (CAMPOS et al., 1990; LORDELLO et
al., 1974). Um levantamento realizado no estado do Parand mostra um aumento na
distribui¢do da populagdo de M. incognita ¢ uma diminui¢do da populagdo de M. coffeicola
(CARNEIRO; CARNEIRO, 1982), e com este fato acredita-se que M. coffeicola tenha sido
erradicado pelas muitas substituicdes das plantacdes apds terem estas sido dizimadas no
inverno rigoroso de 1975 (CAMPOS et al., 1990).

Em areas infestadas com as espécies do género Meloidogyne, o crescimento,
translocagdo de agua e nutrientes e a producdo do cafeeiro ¢ seriamente comprometida
(ARRUDA, 1960). Uma resposta do cafeeiro a presenga de Meloidogyne sp. na raiz ¢ a
formacao de galhas no sistema radicular, resultado da hipertrofia de células do cilindro central
ao redor do corpo do nematodide que ali se desenvolve, comprimindo os vasos do xilema e
reduzindo a absorc¢do e transporte de 4gua e nutrientes. Em conseqiiéncia deste parasitismo, a
parte aérea de cafeeiro exibe sintomas de deficiéncias nutricionais, queda de folhas,
ocorréncia do bicho mineiro e cercosporiose com altas infestacdes. O sistema radicular ¢

reduzido e observa-se uma queda na producao, e consequentemente, quanto maior o estresse
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que a planta estiver sofrendo, menor a populagdo de fitonematoides necessaria para causar
mais danos.

Carneiro (1993) relatou uma variagdo em M. incognita em cafeeiro
denominando-o “bidtipo IAPAR” e relatou também que populagdes deste nematdide foram
encontradas associadas ao cafeeiro no Estado do Parana com ocorréncia em aproximadamente
52% das areas infestadas pelos nematdides de galhas. Este nematoide pode ter estado presente
nas plantagdes de café brasileiras por muitos anos e tem sido relatado como “populagdes nao
identificadas de Meloidogyne spp. no café” (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985).
Tendo como base diferencas morfologicas e bioldgicas e comparado a outras espécies de
Meloidogyne spp., anteriormente descrito como uma nova raga de M. incognita, ele foi

descrito, ilustrado e designado como M. paranaensis n. sp. por Carneiro et al. (1996).

2.1.2 Perdas Causadas por Meloidogyne spp.

Em culturas de importancia econdmica como algodao, fumo, batata, tomate,
cenoura, soja, cana-de-agucar, café, frutiferas e muitas outras os nematoides de galhas chegam
a ser fator limitante (LORDELLO, 1984; FERRAZ, 1985). De acordo com Sasser (1979),
cerca de 12,3% da producdo agricola mundial sdo perdidas anualmente em decorréncia do
ataque dos nematoides, equivalendo a prejuizos de mais de 100 bilhdes de ddlares e segundo
Agrios (1997) sdo estimadas em aproximadamente 80 bilhdes de doélares por ano. Dados
mostram que os nematoides fitoparasitas causam danos (8 a 20%) e perdas (87 bilhdes de
dolares) por ano nos campos das principais plantas cultivadas em todo o mundo (SASSER;
FRECKMAN,1987).

Na agricultura americana, essas perdas sdo estimadas em 8 bilhdes de
dolares por ano, o que corresponde a 10% em relagdo a agricultura mundial (BARKER et al.,
1994). No Brasil, a quantificagdo de perdas ndo ¢ precisa, devido principalmente as interagdes
com danos provocados por pragas e outras doencas, condi¢des climaticas, presencga de plantas
invasoras e inadequacao de tratos culturais. Em vista do desconhecimento da importancia
econdmica dos nematoides, esses organismos tém sido freqiientemente negligenciados nos
agroecossistemas, somente assumindo “status” de patdogeno quando sua populagdo se encontra

muito elevada, com prejuizos acentuados (RITZINGER; FANCELLI, 2006).
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2.1.3 Controle de Fitonematoides

Com o aumento da conscientizacdo dos efeitos nocivos dos pesticidas
quimicos e a mudanga da atitude do publico em relagdo a poluigdo ambiental, os nematicidas
quimicos perderam sua popularidade entre os agricultores para proteger as suas plantagdes de
infestacdes de nematoides (PANDEY et al., 2000). As preocupagdes ambientais e a
seguranca alimentar tém criado pressdes sociais e legislativas para eliminar muitos defensivos
agricolas do mercado (NOLING; DICKSON, 1992; MCKENRY et al., 1994, CALVERT et
al., 1998) e com a retirada destes produtos, por exemplo, do brometo de metila, uma nova
estratégia ambiental compativel com o controle de pragas terd que ser desenvolvida em um
espago de tempo relativamente curto, para evitar perdas significativas de produtividade nas
culturas (NOLLING; BECKER, 1994).

As principais medidas de controle dos fitonematdides mais recomendadas
sdo o uso do controle quimico, rotagdo de culturas (SASSER; JR. UZZELL, 1991; JOHNSON
et al., 1997, REYNOLDS et al., 2000; PLOEG, 2002; KRATOCHVIL et al., 2004), cultivares
resistentes quando disponiveis (WIDMER; ABAWI, 2000), cultura de cobertura, adubacao
verde, solarizagdo, pousio e controle biologico (BARKER; KOENNING, 1998). No entanto,
todo método de controle tem sucesso limitado, e a maioria que se aproxima de um método
sustentavel de controle de nematdide integra diversas estratégias para o manejo das pragas em
um sistema agricola sustentavel (AKHTAR, 1997).

O desenvolvimento vidvel de estratégias de manejo aponta cada vez mais
para uma abordagem integrada do uso de agentes de controle bioldgico com praticas culturais
adequadas, como a resisténcia da planta hospedeira, plantas nematicidas ou antagdnicas e
quando necessario o uso criterioso de nematicidas quimicos para reduzir populagdes de
nematoides para que fiquem abaixo do limiar de dano econdmico (GOWEN et al., 1998;
BOURNE; KERRY, 1999; DESAEGER; RAO, 2000).

O controle quimico através de nematicidas utilizados como medida
preventiva ou para evitar perdas, além de ser muito caro, ndo sustentdvel e afetar
negativamente o agroecossistema (AHMAD; KHAN, 2004), tem sua utilizagdo por vezes
comprometida devido aos efeitos adversos que causam ao meio ambiente (THOMASON,
1987, NOLING; BECKER, 1994) ¢ a comunidade microbiana (STIRLING et al., 1992).

Outro fator negativo da sua utilizacdo ¢ a ocorréncia de reinfestacdes periddicas pelo
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nematoide, situacdo normalmente observada apds o periodo residual do produto (JATALA,
1986).

Entretanto, atualmente o controle bioldégico vem sendo considerado como
uma das alternativas dentro de uma abordagem integrada, onde se busca assegurar o
desenvolvimento sustentavel da agricultura. O uso de inimigos naturais € promissor e torna-se
um fascinante campo de investigacdao, potencialmente tutil dentro das medidas duraveis
(STIRLING; WEST, 1991), pode atuar no sentido de reduzir as populacdes de fitonematoides
para limiares abaixo do nivel de dano econdomico (DUNCAN, 1991). Desta forma, os fungos
oportunistas tém mostrado resultados encorajadores no controle de nematoides formadores de
galhas (LEIJ et al., 1993; KHAN; SAXENA, 1996, 1997; NAKAT et al., 1998; JONATHAN;
RAJEDRAN, 2000; AHMAD; KHAN, 2004).

Pela eficiéncia em relagdo ao controle dos nematoides de galhas, os fungos
tém se destacado como os agentes de controle bioldgico mais estudados, especialmente os
fungos parasitas de ovos. A habilidade dos fungos nemat6fagos em colonizar a rizosfera tem
sido apontada como uma caracteristica importante de um agente de biocontrole (MAIA et al.,
2001) pois, para os fungos que parasitam os ovos dos nematdides no solo através do
crescimento das hifas, quanto maior o seu desenvolvimento, maior o parasitismo. Sharon et al.
(2001) relataram que tratamentos de solo com Trichoderma harzianum reduziram galhas nas
raizes de tomate causadas por M. javanica. Meyer (1999) demonstrou o potencial de
biocontrole de dois formulados comerciais de isolados Verticillium lecanii contra M.
incognita. Kerry e Hidalgo-Diaz (2004) desenvolveram um sistema de manejo para controle
de nematdides formadores de galhas baseado no fungo nematéfago Pochonia chlamydosporia
var. catenulata (sinonimo: Verticillium chlamydosporium). Além disso, Jaffee (2000)
demonstrou que fungos nematdfagos como Hirsutella rhossiliensis e Artrobotrys haptotyla
parasitaram efetivamente Heterodera schachtii e juvenis de M. javanica, respectivamente. O
fungo endoparasita de ovos de nematdides Paecilomyces lilacinus ¢ o agente de controle

bioldgico mais testado para o manejo de nematoides fitoparasitas (ATKINS et al., 2005).
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2.2 Paecilomyces lilacinus (THOM.) SAMSON

2.2.1 Classifica¢ao e Morfologia de P. lilacinus

Paecilomyces lilacinus é um fungo filamentoso, pertencente a classe dos
Deuteromicetos, ordem Moniliales (Hyphomycetes). Originalmente foi classificado no género
Penicillium como P. lilacinus Thom. (1910), porém Sansom (1974) o reclassificou como
Paecilomyces Bain, em razdo dos conidios originarem em fialides, ¢ da semelhanga que
apresentam com Paecilomyces marquandii (Massee) S. Hughes. Estas caracteristicas fizeram
com que as duas espécies fossem consideradas intermedidrias entre os dois géneros.

Este fungo obteve diferentes denominacdes devido a sua ampla distribuicao e
a pequenas variagdes micologicas, citando: Graphium cicadicola Speg (1911); Spicaria
violacea Petch (1932); S. rubidopurpurea Aoki (1941), que Samson (1974) considerou como
sendo sindnimos e o descreveu considerando suas hifas vegetativas como hialinas com
diametro variavel entre 2,5 a 4,0 um. Também observou que as coldnias crescidas em meio
agar-malte atingiam didmetro entre 5 a 7 cm em quatorze dias na temperatura de 25 °C, as
quais consistiam de um feltro basal de micélio floconoso, inicialmente branco, e que durante a

esporulacdo apresentava coloracdo violacea (Citado por CADIOLI, 2007).

2.2.2 Modo de Infec¢do de P. lilacinus

As interagcdes entre fungos patogénicos e seus hospedeiros tém sido
estudadas e a maioria dos patdgenos infectam um numero limitado de hospedeiros, onde o
evento de reconhecimento precisa acontecer primeiro. Isto envolve a combinacdo de
mediadores quimicos e caracteristicas fisicas da superficie a ser infectada (SPIEGEL; COHN,
1982; ALLEN et al., 1991). Seguindo o reconhecimento, a adesdo ¢ considerada um pré-
requisito necessdrio para a infec¢do do fungo. Depois da adesdo, os fungos formam o
apressorio, que ¢ a estrutura especializada em aderir na superficie do hospedeiro e alcancar a
penetragdo (EMMETT; PARBERY, 1975). Enzimas podem ser secretadas para degradar a

linha abaixo do substrato, e a pressdo exercida permite a penetragao na superficie do
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hospedeiro. Alguns fungos podem exercer uma pressao consideravel durante a penetragao,
como demonstrado por Howard et al. (1991). Depois de ter acesso ao hospedeiro, a hifa
cresce e produz conidios dentro e fora do tecido do hospedeiro.

O fungo P. lilacinus se caracteriza por atacar massas de ovos de nematoides
exercendo uma forte pressdao na capacidade reprodutiva, antes do inicio do ciclo reprodutivo
de nematoide (DUNN et al., 1982). Fémeas do género Meloidogyne produzem em média 400
a 500 ovos sob condi¢des favoraveis, ao longo de um periodo varidvel de quatro a seis
semanas. Os ovos ficam aglomerados em massas junto ao corpo das fémeas, interna ou
externamente as raizes, protegidos em meio a substancia gelatinosa produzida pelas fémeas e
secretada por células glandulares retais. Além da protecao relativa que oferece frente aos
inimigos naturais, tal material atua como “sinalizador” de eventuais condi¢cdes externas
desfavoraveis. Assim, quando ocorre condi¢cdo de seca mais prolongada e déficit hidrico no
solo, a “geléia” fica fortemente desidratada, observando-se interrup¢do ou suspensio
temporaria ao desenvolvimento embrionario no interior dos ovos (FERRAZ, 2001). Porém,
segundo Morgan-Jones e Rodriguez-Kébana (1985), sua imobilidade o torna mais vulneravel
ao ataque pelo micélio dos fungos do solo que os estadios moveis.

No entanto, muitos isolados diferentes de P. lilacinus tém sido isolados nos
solos, em esclerddios fungicos, em nematoides e em insetos de todo o mundo. Desde que os
isolados de P. lilacinus s3o tdo numerosos e podem ser encontrados em diferentes
hospedeiros, ¢ improvavel que todos infectem hospedeiros com a mesma taxa ou com as
mesmas enzimas especificas, embora o processo de infeccdo permaneca essencialmente o
mesmo.

Dunn et al. (1982) examinaram a colonizagdo de ovos de Meloidogyne
arenaria por quatro isolados de P. lilacinus sob microscopia eletronica e relataram que trés
dos isolados colonizaram os ovos e infectaram por penetragdo simples, embora
ocasionalmente, a infeccdo foi associada a uma estrutura especializada, possivelmente um
apressorio. A hifa emergente deu forma a um conididéforo ou continuou a crescer
vegetativamente. Holland et al. (1999) relataram que antes de infectar um ovo de nematodide, o
isolado 251 de P. lilacinus achatou a superficie ¢ pressionou o ovo. Produziu um apressorio
simples no contato com a parede do ovo do nematdide e depois umas poucas hifas cresceram
sobre a superficie, ou formaram uma rede de hifas sobre o ovo. A presenga do apressorio
indicou que os ovos estavam para serem ou ja haviam sido infectados.

Segundo Holland et al. (1999), o isolado 251 de P. lilacinus infectou ovos

que continham juvenis bem formados, bem como ovos imaturos, ¢ foi comparado com os
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resultados de Morgan-Jones et al. (1984) que nao encontraram diferencas no nivel de
parasitismo em ovos de M. arenaria separados em 3 estagios de desenvolvimento e infectados
com um isolado do Alabama de P. lilacinus. O isolado 251 de P. lilacinus infectou outros
estagios sedentarios de vida de M. javanica. Em contraste, Jatala (1986) descobriu que um
isolado do Peru podia infectar somente ovos imaturos.

E vantagem para um agente microbiano de controle biolégico infectar ovos
de qualquer idade, pois sdo alvos potenciais por um longo periodo. Os ovos podem
permanecer no solo por muito tempo e geralmente eclodem sob condigdes Otimas de
temperatura ¢ umidade do solo (DE GUIRAN; RITTER, 1979). E provavel que haja um
periodo em que os juvenis nao eclodidos nao sao estimulados eclodir, mas o fungo pode
continuar crescendo, aumentando as chances de infectar mais ovos. Em juvenis infectados, as
hifas permanecem dentro da cuticula da larva e s3o raramente distinguidas pela luz
microscopica, assim ¢ provavel que o fungo possa digerir e utilizar a parede do corpo do
juvenil de modo que nao seja discernido (HOLLAND et al., 1999).

P. lilacinus foi capaz de infectar outras fases da vida sedentaria de M.
javanica, mas isto pode nao ser significante no campo, nos estagios de vida dentro do tecido
da planta, onde estdo protegidos do fungo. Apressorios ndo foram vistos em fémeas, mas isto
pode ser devido ao fato de que o apressorio ainda nao tinha forma ou por causa de diferencas
no substrato. A parede do corpo da fémea, embora mais espessa que a parede do ovo (cerca
de 2,0 um comparados com cerca de 0,6 um, respectivamente) ndo tem a dura camada de
quitina encontrada na parede do ovo e pode ser mais facil de penetrar, exigindo assim
apressorios menos proeminentes. A infeccdo ocorreu através da parede do corpo sem
nenhuma indicacdo de que as hifas cresceram por aberturas naturais e os conididéforos
cresceram através da parede do corpo antes de produzir os conidios (HOLLAND et al., 1999).
Segundo este mesmo autor, o fungo em questdo € capaz de crescer e produzir alguns conidios
quando apenas alguns poucos nutrientes estdo disponiveis. Podem crescer e esporular nos
ovos sem imediatamente infecta-los, e isto aumenta a possibilidade de produzir conidios na
rizosfera onde os nematdides alvo ocorrem. Uma vez que um ovo estd infectado, os nutrientes
disponiveis para o fungo podem estimular a proliferacdo das hifas nos ovos, permitindo o
crescimento em ovos adjacentes.

Os filtrados deste fungo possuem efeito toxico neurotropico sobre adultos
de Meloidogyne spp. (DEVRAJAN; SEENIVASAN, 2002). O rompimento enzimatico de
elementos estruturais e fisiologicos, disturbios metabolicos conduzidos a partir da biossintese

e transferéncia de substancias toxicas difusiveis pelo fungo sdo as atividades principais que
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afetam deleteriamente a fase reprodutiva do ciclo do nematéide (MORGAN-JONES;
RODRIGUEZ-KABANA, 1985). A parede dos ovos dos nematoides é constituida de trés
camadas, a primeira mais interna chamada de membrana vitelinica, uma membrana quitinosa
e uma membrana protéica tercidria, devido provavelmente a um enfraquecimento enzimatico
da camada delgada de natureza protéica e da camada intermediaria, o que expde a camada de
quitina que ¢ degradada pelo fungo. Devido aos vactiolos formados entre a camada quitinosa
e a lipidica, ocorre entumescimento do ovo e a camada lipidica, que seria a mais interna,
quase que desaparece completamente. Dessa forma, o fungo utiliza todo o material nutritivo
de um possivel juvenil que esteja embrionado, dando continuidade ao seu desenvolvimento
vegetativo ou, ainda, formando estruturas reprodutivas (MORGAN-JONES; RODRIGUEZ-
KABANA, 1985).

2.2.3 Desenvolvimento de P. lilacinus

Encontrado em diferentes regides do mundo, o fungo P. lilacinus tem sido
observado com maior freqiiéncia em regides quentes. Sua presenga tem sido detectada em
diferentes tipos de solo, cultivados ou ndo, sendo mais comuns em profundidades variaveis de
0 - 40 cm (CARNEIRO, 1986). E um parasita facultativo de ovos de nematoides que pode
crescer rapidamente “in Vitro” e a sua sobrevivéncia no solo ndo depende da presenga dos
nemato6ides (CARNEIRO, 1992).

Independente da origem geografica dos isolados, o fungo P. lilacinus se
desenvolve em ampla faixa de temperatura (8 a 38 °C) segundo Duncan (1991). Fioretto e
Villacorta (1981), estudando as exigéncias térmicas para o desenvolvimento de P. lilacinus,
observaram que as temperaturas 5 e 35 °C foram biostaticas, e consideraram as temperaturas
entre 24 e 25 °C como oOtimas. Segundo Cadioli et al. (2007), o crescimento micelial dos
isolados de P. lilacinus teve grande dependéncia da temperatura de incubagdo a que foram
submetidos, sendo mais rapido na temperatura de 22,5 °C e os isolados de P. lilacinus
revelaram habilidade para infectar os ovos de M. paranaensis “in vitro”, principalmente na
temperatura de 25 °C. De acordo com Al-Hazmi et al. (1982) alguns autores j& haviam
observado que o parasitismo de alguns fungos sobre populagoes de Meloidogyne ssp. foi

maior em temperaturas variando de 23 a 25° C do que 18 a 32° C.
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Em comparagdo com as bactérias e actinobactérias, os fungos dessa espécie
suportam bem as condigdes de acidez do solo. Segundo Domsch e Gams (1980), toleram um
pH entre 2 e 10, com o o6timo de 6,5. Talvez isso seja um indicio de sua ampla distribuicao
nas regides do mundo.

Foi observado em alguns estudos que concentragdes elevadas de NaCl e
MgSO, levam a modificagdes morfoldgicas (MERT; DIZBAY, 1977; PITT, 1973). A melhor
esporulacdo foi observada em meio contendo 1% de NaCl, com 6timo crescimento sem
produgdo de conidios em 3% (MERT; DIZBAY, 1977), com esporulacdo reduzida a partir de
5 a 10% de NaCl (TRESNER; HAYES, 1971). Seu crescimento ¢ limitado a um potencial
osmotico de -270 bars em meio de NaCl (TRESNER; HAYES, 1971).

Utiliza fontes de carbono e energia a partir de um grande nimero de
compostos carbdnicos, principalmente monossacarideos (hexoses e pentoses) e dissacarideos.
A absorcao de agtcares ¢ estimulada pela presenga do acido nicotinico, o qual acelera o seu
crescimento e a acumulagao de carboidratos e lipideos (PHILIPS; WALKER, 1958).

Possui capacidade de utilizar a maioria das formas minerais e organicas de
nitrogénio (NOs, NHy, extrato de levedura e peptona), sendo a concentragdo desses elementos
no meio mais importante do que a forma como eles sao utilizados (DUNCAN, 1991). Tavares
et al. (2008) ao estudar a o desenvolvimento de coldnias do fungo P. lilacinus em diferentes
meios de cultura, verificaram que os isolados de P. lilacinus isolados de solo com cultivo de
cafeeiros da regido de Londrina-PR conseguiram sintetizar moléculas organicas tais como
vitaminas, aminoacidos, dentre outros, essenciais para sua sobrevivéncia, ndo necessitando
sua presenga no meio de cultura.

Nao apresenta atividade celulolitica e pectinolitica (CARNEIRO, 1986),
com moderada atividade hemicelulolitica e quitinolitica (NORDBRING-HERTZ, 1968;
OKAFOR, 1967); porém apresenta boa capacidade lignolitica. Apresenta-se fortemente
amilolitico e proteolitico (NORDBING-HERTZ, 1968; ANDREEVA et al., 1972).

E citado como possuidor de efeito antibiotico (MARCHISIO; COLLA,
1972) e fungistatico (BRIAN; HEMMING, 1947) a partir do filtrado de culturas de onde sao
extraidos dois antibioticos: a lilacinina, com maior atividade contra os fungos do que contra as
bactérias Gram + (YAMANO, 1971) e a leucostatina, poderoso bactericida (Gram +) e
fungicida (ARAI et al., 1973).

Substancias produzidas “in vitro” por fungos e bactérias tém sido reportadas
inibindo eclosdo, afetando mobilidade e causando mortalidade em fitonematoides (COSTA et

al., 2000). Carneiro (1986) constatou no filtrado de cultura de P. lilacinus uma substancia
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toxica letal a ovos de Meloidogyne arenaria. Fitters et al. (1993) estudaram a agao de filtrados
desse fungo sobre a embriogénese de ovos de M. hapla, durante trés semanas; em condi¢des
estéreis verificaram que em ovos tratados com os filtrados, o desenvolvimento do embrido foi
paralisado depois de dois dias, com conseqiiente morte em cerca de 88% dos embrides. Costa
et al. (2000) observaram que o filtrado de P. lilacinus submetido a testes toxicologicos “in
Vvitro” e “in vivo” era ativo contra a produ¢do de ovos de M. incognita, o qual apresentou
eficacia similar ao nematicida Aldicarbe. Efeitos adversos do filtrado de culturas de varios
fungos na eclosdo e na sobrevivéncia dos nematodides fitoparasitas também foram reportados
por Mankau (1969) e Alam et al., (1973). Anver et al. (2001) relataram que o filtrado de
cultura de P. lilacinus também mostrou agdo nematicida. O fungo é conhecido por produzir
certos metabolitos toxicos e/ou enzimas, como [ (1-3) glucanase, quitinase, leucostatina,
lilacina (MITCHELL; ALLEXANDER, 1963; OKAFOR, 1967; ARAI et al, 1973,
DOMSCH et al., 1980). Assim, esta presenca no filtrado fungico pode ser responsavel pelo
efeito deletério nos nematoides.

Com grande freqiiéncia, sua presenga tem sido constatada mesmo em solos
submetidos ao tratamento com fungicidas, como captan, quintozene, thiran e benomyl
(WAINWRIGHT; PUGH, 1974). Porém a germinacdo dos conidios ¢ inibida por fatores
micostaticos presentes no solo (DIX, 1972). A acgdo dos agrotoxicos sobre os
entomopatogenos pode variar em funcdo da espécie e linhagem do patogeno, da natureza
quimica dos produtos e das dosagens utilizadas (ALVES, 1998). Esses produtos podem causar
inibi¢do do crescimento vegetativo, da conidiogénese ou esporulagdo, além da viabilidade,
patogenicidade e viruléncia do conidio (CAVALCANTI et al., 2002).

Portanto, a eficiéncia ¢ a adaptabilidade de P. lilacinus no controle de

nematoides em diferentes condi¢des climaticas e ambientais do solo, ainda necessitam ser

exploradas.

2.2.4 Potencial de Biocontrole de P. lilacinus

A existéncia de patdgenos obrigatdrios como fungos na presenca dos cistos
e ovos de nematdides fitoparasitas é conhecida hd mais de cinqiienta anos (KORAB, 1929;

RADEMACHER; SCHMIDT, 1933; ROZYSPAL, 1934; VAN DER LAAN, 1956). Como
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agente de controle biologico de fitonematodides, P. lilacinus ganhou evidéncia nos ultimos
anos em campos infestados por M. incognita na Malasia, Panama, Peru, Filipinas, Porto Rico,
Estados Unidos e outros paises (CANDANEDO et al., 1983).

Na California, Stirling e Mankau (1978; 1979) descreveram o fungo P.
lilacinus como sendo Dactylella oviparasitica, ativo e especifico em parasitar massas de ovos
de Meloidogyne spp.. Foi reportado pela primeira vez como parasita em 1976 por Jatala,
quando observou a sua presen¢a infectando fémeas e ovos de M. incognita (KOFOID &
WHITE, 1919) CHITWOOD, 1949, ¢ Globodera pallida (STONE) BEHRENS, sobre raizes
de batatas (Solanum tuberosum L.) no Peru, chegando a destruir 80 a 90% dos ovos da
primeira geracao, apds 10 a 12 semanas de incubagao (JATALA, 1986). Franco et al. (1981)
estudaram em laboratorio o biocontrole de G. pallida por P. lilacinus e observaram redugéo
na eclosdo de juvenis, a qual foi estimulada pela exposi¢ao a exsudatos radiculares de batata.

A amplitude de hospedeiros do fungo P. lilacinus é grande quando
comparada a de outros fungos parasitas de ovos, pois frequentemente t€ém sido isolado de
cistos de Heterodera glycines Ichinohe, 1952 em raizes de soja (GODOY et al., 1982), de
ovos de M. arenaria (GODOY et al., 1983; MORGAN-JONES et al., 1984), de fémeas de M.
javanica e M. incognita (SOUZA; FERRARI, 1989) ¢ do solo (CADIOLI et al., 2007).
Estudos preliminares em condigdes de casa de vegeta¢dao indicam que P. lilacinus foram
eficientes em reduzir infestagdes de M. arenaria em abdobora (Curcubita maxima, Duch). Foi
registrada ainda a redu¢do de 54% do numero de galhas por grama de raiz em solos com
aplicagdo de P. lilacinus, em comparagdo a testemunha, sendo que o fungo foi recuperado do
solo ao qual havia sido adicionado, no final do experimento, indicando sua capacidade de
colonizacdo e sobrevivéncia (GODOY et al., 1983).

Danos causados por espécies de Meloidogyne em uma série de culturas
foram reduzidos apds tratamentos com 0,4 t de graos de arroz colonizados/ha usados como
substrato (JATALA et al., 1980; GODOY et al., 1983; LAY et al., 1982; NOE; SASSER,
1984) e em todos os casos o fungo foi efetivo na reducdo do nimero de galhas nas raizes.

No Brasil, os primeiros relatos foram feitos por Freire e Bridge (1985), os
quais avaliaram o parasitismo de ovos, de fémeas e de juvenis de M. incognita por P. lilacinus
e V. chlamydosporium. Carneiro (1987) observou o efeito de filtrado de cultura de P. lilacinus
na eclosdo de juvenis de M. arenaria. Posteriormente, estudos mais detalhados foram
realizados com P. lilacinus (CARNEIRO; CAYROL, 1991; CARNEIRO; GOMES, 1993;
CARNEIRO; KULCZYNSKI, 1993). Silva et al. (1992) encontraram P. lilacinus parasitando

ovos de M. incognita em amora, na regido noroeste do Estado do Parana.
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Freitas et al. (1995), comparando 19 isolados de P. lilacinus de diferentes
procedéncias quanto a patogenicidade com ovos de M. javanica, obtiveram 100% de
parasitismo pelos isolados procedentes da Italia e do Peru e 70% pelo isolado originario da
Franca. J& os isolados brasileiros tiveram variacdo de 2 a 69% de ovos parasitados.
Posteriormente, Freitas et al. (1999) misturaram graos de arroz colonizados por P. lilacinus ao
substrato usado na producdo de mudas de tomateiro, visando a protegé-las contra o
parasitismo de M. javanica e observaram que o fungo reduziu significativamente o ntimero de
galhas causadas pelo nematoide nas raizes das plantas, em condi¢des de casa de vegetagao.

De acordo com Alves e Campos (2003) o fungo P. lilacinus reduziu
significativamente o nimero de ovos de M. incognita ragca 3 em casa de vegetagdo, quando
comparados aos demais ambientes. Além disso, o numero de galhas causadas de M. javanica
e M. incognita raga 3 foi menor em casa de vegetacdo em relacdo ao ambiente com solo
aquecido, o que pode ser explicado pelo fato de a temperatura do solo entre 29 e 31 °C ser
mais propicia a rapida eclosao de J, (KAUR; MAHAJAN, 1992), ndo permitindo que o fungo
tivesse tempo de parasitar os nematoides.

Lara et al. (1996) demonstraram que P. lilacinus reduziu a populagdo de M.
incognita no solo e na raiz, e aumentou o rendimento dos frutos em tomateiros. Também para
a mesma cultura, houve redugdo da infec¢do de M. javanica por consequéncia da aplicagdo
deste fungo (SIDDIQUI; MAHMOOD,1996).

Segundo Jonathan e Rajendran (2000) o fungo P. lilacinus apresenta
potencial como agente de controle biologico do nematdide da galha M. incognita em banana.
Este fungo também foi eficiente no controle de Radopholus similis (DEVRAJAN;
RAJENDRAN, 2001).

Ribeiro et al. (1999) avaliaram a capacidade predatoria de 59 isolados de
Monacrosporium spp. contra M. javanica e H. glycines. Esses autores observaram que a
predagdo de juvenis de M. javanica variou de 71 a 100% para 27 isolados, enquanto, para H.
glycines, 26 isolados ndo exerceram qualquer predagdo. Os outros 33 isolados exibiram
maxima predagdo de apenas 1,2% de juvenis desse nematdide.

Os resultados indicaram que o fungo P. lilacinus eficazmente controla a
populagdo de M. incognita por parasitar fémeas, massas de ovos ¢ ovos, afetando assim a
multiplicagdo da geragdo posterior do nematodide em plantas de pimenta (AHMAD; KHAN,
2004). Relatos mostram que na presenca da hifa fliingica a eclosdo de juvenis ¢ comprometida
indicando um primario, difuso efeito téxico tornando-os posteriormente vulnerdveis a

colonizagdo (MORGAN-JONES et al., 1984).



27

Santiago et al. (2006) observaram que em 37 isolados de P. lilacinus de
amostras oriundas de 19 municipios distribuidos nos Estados do MA, MS, MT, PA, PR, RS e
SP contra M. paranaensis em tomateiro promoveram a redugdo da populagdo de M.
paranaensis nas raizes de tomateiro, quando comparados com a testemunha ndo tratada em
casa de vegetacdo e apresentaram uma elevada taxa de sobrevivéncia no solo, caracteristicas
desejaveis para um agente de biocontrole. A alta incidéncia desta espécie nos solos brasileiros
também foi observada por Tigano-Milani et al. (1993) ao encontrarem vinte e nove isolados
de P. lilacinus em amostras de solo abrangendo um total de 22 municipios nos estados da BA,
GO, MA, MG, MS, MT, RS, SP e TO.

Em um trabalho realizado por Costa ¢ Campos (1997), foi observado que o
fungo P. lilacinus infectou 45 a 55% dos ovos no interior de fémeas de Heterodera glycines e
em trabalho realizado por Coimbra et al. (1999), o fungo P. lilacius foi isolado de fémeas de
Meloidogyne spp. e demonstrou alta capacidade de parasitismo em fémeas de M. javanica “in
vitro”.

Isolados de areas de cafeeiro da regido de Londrina - PR testados por
Cadioli et al. (2009) reduziram a populagdo de M. paranaensis em raizes de cafeeiro em casa
de vegetacao.

A selegao de isolados, quanto a patogenicidade, ¢ importante na busca de
microrganismos antagoénicos ¢ adaptados a diferentes regides. Novaretti et al. (1986) na
cultura de cana-de-agticar, Hewlett al. (1988) em tabaco e Carneiro e Cayrol (1991) em
tomateiro, contestaram a eficiéncia desse fungo em condi¢cdes de campo, provavelmente
devido a inadequacdo dos métodos de aplicacao e avaliacao dos ensaios (KERRY, 1990); ndo
adaptagdo do isolado a diferentes condigdes e tipos de solo (CARNEIRO, 1992); e
inadequac¢do dos métodos de producdo de conidios do fungo (KERRY, 1990).

Nem todas as linhagens de P. lilacinus apresentam eficiéncia idéntica para
controle. Dunn et al. (1982) observaram que uma linhagem proveniente do México, isolada
juntamente com Sclerotinia minor Jagger, foi incapaz de colonizar ovos de M. incognita. Por
outro lado, Rodriguez-Kabana et al. (1984) observaram que um isolado obtido de ovos de M.
arenaria foi mais eficiente no controle desse nematdide quando comparado a outro obtido de
um inseto no Equador e mais eficaz que uma linhagem isolada de H. glycines, este ultimo,
entretanto, mais freqliente no solo. Stirling e West (1991) observaram que isolados de V.
chlamydosporium e de P. lilacinus diferiram quanto a viruléncia, e que essa situacdo ¢ mais

acentuada em P. lilacinus.
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Mizobutsi et al. (2000) citaram que em ovos de M. javanica o fungo P.
lilacinus apresentou 77% de parasitismo “in Vvitro”, mas a maioria dos isolados fingicos
testados mostrou-se pouco eficiente em parasitar ovos.

Dentro de uma espécie fingica existem variagdes quanto a capacidade de
colonizar os ovos de nematoides. Rodriguez-Kéabana et al. (1984) e Stirling e West (1991)
observaram que isolados de V. chlamydosporium GODDARD e de P. lilacinus apresentavam
variabilidade na patogenicidade, sendo esta mais acentuada para P. lilacinus.

O biocontrole do nematoide de galha ainda ndo chega a ser um tratamento
para ser aplicado sozinho (GIANNAKOU et al., 2004). Chama-se cada vez mais para uma
gestao de um sistema de abordagem integrada com o uso de agentes de controle biologico em
conjunto com praticas culturais adequadas como, resisténcia da planta hospedeira, plantas
antagénicas e quando necessdrio, uso criterioso de nematicidas quimicos para reduzir
populacdes de nematdides de tal ordem que fiquem abaixo do limiar de dano econdmico
(GOWEN et al., 1998; BOURNE; KERRY, 1999; DESAEGER; RAO, 2000).

Jatala et al. (1980, 1981) observaram o controle de M. incognita pelo fungo
em batata em condi¢des de campo, junto com a adicdo de matéria organica (10 ton/ha),
tratadas com diversos nematicidas ( 50 kg/ha de Nemacur 5G; 5 kg/ha de Furadan 5G; 2,5
kg/ha de Temik 10G), juntamente com P. lilacinus, onde 86% das massas de ovos se
apresentaram infectadas, com destrui¢ao de 50% dos ovos e redugdo significativa no indice de
galhas quando comparado aos demais tratamentos. Este foi o primeiro relato da aplicacdo bem
sucedida de P. lilacinus no biocontrole em condigdes de campo.

Comparando o efeito do controle quimico de nematdides com a utilizagao
de carbofuran (40 g/planta) e o controle biologico com a utilizagdo do fungo P. lilacinus,
Devrajan e Rajendran (2001) verificaram que o controle quimico efetivo foi obtido 150 dias
apos a aplicacdo (129 nematoides/5g de raiz). Nesse estagio a efetividade de P. lilacinus (30
g/kg de solo aos 60 dias ap6s o plantio) foi comparavel ao carbofuran 143 nematodides/ 5 g de
raiz.

A aplicacdo combinada de micoinseticidas e agrotoxicos pode ser uma
associagdo positiva, visto que o fungo e o nematicida quimico podem atuar sinergisticamente
permitindo o uso de concentragdes menores de agrotoxicos e a redugdo na possibilidade de
evolugdo de resisténcia das pragas (BOMAN, 1980). As combinagdes podem ser vantajosas
em alguns casos, como quando a acdo isolada do microrganismo ndo ¢ totalmente satisfatoria
(BENZ, 1971). A interagdo entre agrotoxicos e entomopatogenos deve ser considerada antes

da recomendagdo do agente quimico e representa uma importante ferramenta nos programas
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de MIP (BATISTA FILHO et al., 2001). Varios autores vém realizando trabalhos sobre a
compatibilidade de agrotdxicos e entomopatdgenos em laboratério (CAVALCANTI et al.,
2002; LOUREIRO et al., 2002; TAMALI et al, 2002; BATISTA FILHO et al., 2003; DURAN
et al., 2004; CINTRA, 2004; ER; GOKCE, 2004).

Gaspard e Mankau (1985) trataram com P. lilacinus e Veticillium
chlamydosporium parcelas cultivadas com tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill. Cv.
Tropic) altamente infestadas com M. javanica. Observaram que apds o tratamento, a
populacao de ovos foi reduzida em cerca de 80% com aplicagdo simultdnea dos dois fungos.

A habilidade de P. lilacinus de controlar nematoides aumentou quando foi
integrada com a matéria organica. Supde-se que a decomposicao da matéria organica tem
principio(s) nematicida(s) e a matéria organica residual aumenta a atividade e persisténcia do
fungo (ALAM et al., 1979; KERRY, 1984). Estes resultados estdo em conformidade com os
resultados encontrados por Reddy et al. (1991), Rao e Reddy (1994) e Khan e Saxena (1997),
os quais relataram o manejo de nematdides com P. lilacinus em conjunto com matéria
organica.

Estas observagdes sugerem a existéncia de diferentes bidtipos de P. lilacinus,
seja quanto a amplitude e estabilidade no solo, bem como quanto a sua capacidade para o
controle de espécies de Meloidogyne e, indica ainda a sua importancia na escolha de isolados
para a determinac¢do da eficiéncia relativa de uma linhagem.

Cannayane e Sivakumar (2001) revisaram a eficicia do biocontrole de P.
lilacinus e discutiram trabalhos de investigagdo em que os nematoides formadores de galhas
foram controlados com sucesso. No entanto, a eficacia do biocontrole em casa de vegetacado e
em condi¢cdes de campo muitas vezes foi inconsistente (KERRY; EVANS, 1996). No
passado, P. lilacinus foi aplicado no solo através de varios materiais organicos, como
bagacos, residuos de folhas, farelo de trigo e sementes de grama como portador (SIDDIQUI;
MAHMOOD, 1996; CANNAYANE; SIVAKUMAR, 2001). No entanto, os efeitos foram
pouco reproduziveis, porque as diferencas nos substratos usados para a producdo dos
propagulos fungicos podem afetar significativamente a eficacia no biocontrole (JENKINS et
al., 1998). Em adi¢do, as quantidades de produtos necessarios para conseguir controle
suficiente variaram entre varias centenas de quilos e 1-3 toneladas de volumoso por hectare
(GOMES CARNEIRO; CAYROL, 1991; SIDDIQUI; MAHMOOD, 1996). Avangos recentes
na tecnologia de producdo e formulacdo de fungos filamentosos permitiram a preparacao
altamente concentrada do agente de biocontrole com custo efetivo de utilizacdo em larga

escala a campo apresentado resultados consistentes (KIEWNICK, 2001, 2004)
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Nas Filipinas o produto comercial chamado “BIOCON” cujo principio ativo
¢ o fungo P. lilacinus, vem sendo empregado em larga escala para controle do nematdide de
galhas e também no controle de Radopholus similis Cobb, 1913. Segundo Davide (1988), essa
forma de controle proporcionou aumentos na produtividade de batata, tomate, quiabo e
abacaxi entre 40 e 80%. Esse mesmo autor cita, ainda, que a eficacia no controle por este
fungo foi superior a dos nematicidas Nemacur (fenamiphos), Triumph (isazofés) e Furadan
(carbofuran). Kiewnick e Sikora (2003 e 2004) e Sikora e Fernandez (2005) citaram que P.
lilacinus isolado 251, o qual ¢ um produto registrado como nematicida bioldgico pela
Environment Protection Agency como Melocon” (EPA, 2005), reduziu significativamente os
danos de Meloidogyne spp. em tomate quando aplicado como tratamento de pré-plantio no
solo. Da mesma forma, Schenk (2004) demonstrou o potencial no controle de nematdides de
galhas quando o isolado 251 foi aplicado em pré-plantio em combinag¢do com a aplicagdo no
substrato das mudas e uma segunda aplicagdo 6 semanas apos o plantio em tomate e pepino e
notou um aumento a producdo de frutos em condigdes de campo.

No entanto, para que um agente de controle biologico seja efetivo, precisa
apresentar alta viruléncia, rapida colonizac¢do do solo, persisténcia, baixo custo e facilidade de
produgdo, aplicacdo ¢ armazenamento (JATALA, 1986). Segundo Gomes e Carneiro (1997),
a formulagao peletizada com P. lilacinus foi mais estavel do que graos de arroz colonizados e
suspensdo de conidios de P. lilacinus.

Para que seja efetivo e também tenha a confianga dos produtores em aplicar
este fungo no solo por suas propriedades para controle de nematdides, mais estudos precisam
ser feitos. A influéncia dos conidios do fungo P. lilacinus em aplicagdo massal no solo ¢ as

respostas nos organismos bioindicadores da qualidade do solo precisa ser estudada.

2.3 ECOTOXICOLOGIA

A situacdo ideal em que todos os testes adequados possam ser efetuados
antes que os produtos quimicos sejam aplicados no ambiente ¢ praticamente impossivel. O
campo da ecotoxicologia estuda os efeitos dos produtos quimicos nos organismos (WALKER
et al., 2001). Um compromisso tem sido alcangado por meio de espécies representativas,
chamados bioindicadores, que sdo usadas como ferramentas de selecdo com o alvo nas

substancias toxicas. Na pratica, os bioindicadores sao utilizados como um "termometro" para
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deduzir rapidamente sobre as condi¢des atuais e futuras do meio ambiente, sem a necessidade
de grandes investimentos € consumo de tempo como ocorre em protocolos de monitoramento
ambiental baseados puramente em andlises fisico-quimicas.

A exploragdo agropecudria depende de varias praticas, muitas das quais
podem causar perturbacdes no agroecossistema e também limitar a sustentabilidade do
agronegocio ao longo dos anos, como por exemplo, o desmatamento, queimada, uso
excessivo de pesticidas, os quais modificam as comunidades de invertebrados que vivem no
solo, com efeitos sobre a composi¢ao de espécies e abundancia de individuos, podendo levar a
perda da biodiversidade e a distirbios no ecossistema, ou também ocasionar efeitos positivos
e desejaveis ao meio ambiente, a exemplo de praticas conservacionistas como o plantio direto,
a policultura e o manejo integrado de pragas e doengas. Assim, o uso de bioindicadores pode
auxiliar na definicdo das praticas ou tecnologias que devem ser recomendadas aos produtores
para que se possa caminhar na direcdo da sustentabilidade da producdo agropecudria e da

preservacao do meio ambiente.

2.3.1 Testes Ecotoxicologicos

Com a crescente demanda de tecnologias e produtos ecologicamente
corretos, tém sido desenvolvidas varias estratégias de medi¢do da qualidade ambiental ¢ da
sustentabilidade da exploracao agropecuaria. Por cerca de 20 anos, testes ecotoxicologicos
padronizados do solo tém sido realizados. Na maioria destes métodos, usam-se invertebrados
em solo artificial como substrato para os testes (OECD, 1984). O bioindicador pode ser
indicadores ambientais que respondem as perturbagdes ou mudangas ambientais; indicadores
ecologicos que demonstram efeitos das mudancgas ambientais como alteragdes de habitats,
fragmentacdo, mudancgas climaticas, poluicdo e outros fatores que geram impacto na biota; e
por ultimo indicadores de biodiversidade, que refletem indices de diversidade (MCGEOCH,
1998). As substancias de interesse sdo adicionadas e avaliadas nestes substratos em varias
concentragdes ¢ seus efeitos aos organismos (minhocas, enquitreideos, colémbolos e acaros
predadores) sao medidos.

Atualmente, com o crescente interesse por praticas conservacionistas, muita

énfase tem sido dada ao estudo da estrutura da comunidade invertebrada do solo, objetivando
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identificar as opgdes de manejo que possam otimizar suas atividades para o funcionamento do
ecossistema (BRUSSAARD et al., 1997; MERCANTE et al., 2008).

A mesofauna edafica ¢ composta basicamente por 4caros (Acari) e
colémbolos (Collembola), além de coledpteros, alguns grupos de miridpodes, aracnideos,
diversas outras ordens de insetos, alguns oligoquetos e crustaceos. Os mais numerosos sao 0s
Oribatei (Acari: Cryptostigmata) e os Collembola (Insecta), sendo que, juntos, eles constituem
de 72% a 97%, em numeros de individuos da fauna total de artropodes do solo (SINGH;
PILLAI 1975). Contudo, um nimero muito grande de organismos interage com o solo: as
plantas, a microbiota (bactérias, actinobactérias, fungos, protozoarios, algas) ¢ a fauna do solo
(nematoides, moluscos, anelideos: minhocas e enquitreideos; e artropodes: crustaceos,
miriapodes, acaros, insetos como colémbolos, coledpteros, formigas e cupins, entre outros)

(MIKLOS, 1998).

2.3.2 Microcosmos

Confrontado com o ecossistema do solo e suas complexas interacdes das
comunidades de espécies e seus processos biologicos, quimicos e fisicos associados,
simplificados sistemas de laboratdrio foram construidos por pesquisadores do solo para
preencher uma lacuna com a complicada situagdo do campo. Coletivamente, estes sistemas de
laboratdrio sdo chamados de “microcosmos” e apesar das dicussdes sobre a confiabilidade
desses sistemas (TAYLOR; PARKINSON, 1988), houve poucas tentativas de se chegar a
alguma padronizacdo (VAN STRAALEN; VAN GESTEL, 1993). No entanto, pode-se
perguntar se € possivel, ou até mesmo desejavel, lutar por uma metodologia de microcosmo
universal. A concepc¢ao da unidade experimental depende muito de quais os componentes de
um ecossistema se quer estudar, como os componentes estruturais ou funcionais.

O desequilibrio do habitat ¢ conhecido por afetar muitas comunidades e
processos nas populagdes como a dispersao, predagdo, dindmica populacional, estabilidade e
regulacao das populagdes, evolucao, diversidade das espécies, extingdo e organizagdao da
cadeia alimentar (HUFFAKER, 1958; MENGE; SUTHERLAND, 1976; HORNE;
SCHINEIDER, 1995) e por aumentar a biodiversidade (SIMBERLOFF; WILSON, 1969;
LEVIN, 1977; LEVINS, 1979). Estudos recentes da heterogeneidade e desequilibrios tém

aumentado consideravelmente o entendimento do assunto, mas as conexodes entre
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heterogeneidade e fungdo do ecossistema sdao ainda mal entendidas.

Quando varios materiais organicos sdo misturados, ¢ esperado reduzir a
diversidade da fauna do ambiente porque um ambiente mais homogéneo ¢ criado, mas
aumenta a taxa de decomposi¢do porque diferentes substratos, alguns ricos em energia e
outros ricos e nutrientes particulares, entram em contato uns com os outros (SEASTEDT,
1984). O papel da fauna do solo pode ser mais importante em um ambiente desigual, ja que
uma comunidade mais diversificada poderia utilizar os recursos mais eficazmente do que uma
comunidade menos diversificada. Isso ocorre com suas habilidades de se mover em
diferentes nichos, os animais também podem coletar sua energia e nutrientes de micro-
habitats separadamente, “fertilizar” materiais pobres em nutrientes com seus excrementos €
transportar propagulos microbianos em substratos frescos (LUSSENHOP, 1992).

Dutilleul e Legendre (1993) e Li e Reynolds (1995) concluiram que apesar
de varias dificuldades metodologicas, ¢ tempo de expandir a pesquisa e¢ modelar a
heterogeneidade da populagdo e niveis de comunidade para melhor compreender o

funcionamento dos ecossistemas.

2.4 ORGANISMOS BIOINDICADORES DE QUALIDADE DO SOLO

As minhocas (Eisenia sp.), os enquitreideos (Enchytraeus sp.), e os
colémbolos (Folsomia sp.) t€ém sido os grupos mais utilizados em testes ecotoxicoldgicos pela
facilidade de manter a cultura em laboratorio e pelo tempo de geragdo curto em temperatura
ambiente (ACHAZI et al., 1997; RONDAY; HOUX, 1996). Estes organismos desempenham
funcdes relevantes para o funcionamento dos ecossistemas como fragmentadores de matéria
organica e/ou dispersores de microrganismos, sao muito sensiveis e respondem rapidamente
as mudancas ambientais. Além disso, deve-se ressaltar a facilidade de coleta ¢ mensuragao
das informacdes, as quais consistem em respostas integradas da qualidade do meio ambiente.

Vérios trabalhos tém destacado a hipdtese de que a diversidade e
abundancia da macrofauna invertebrada do solo, assim como a presenca de determinados
grupos em um sistema, podem ser usados como indicadores da qualidade dos solos (STORK;
EGGLETON, 1992; CHAUSSOD, 1996; MUYS; GRANVAL, 1997; SOCARRAS, 1998;
TAPIA-CORAL et al., 1999; PAOLETTI, 1999; BARROS et al., 2002), pois s3o muito

sensiveis as modificagdes do manejo do solo (LAVELLE et al., 1992). Estudos recentes t€ém
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demonstrado a sua importancia na recuperagao de areas degradadas (TAPIA-CORAL et al.,

1999; BARROS et al., 2002; BARROS et al., 2004).

2.4.1 Folsomia Candida (WILLEM, 1902)

Os colémbolos sdo os insetos terrestres mais numerosos € extensamente
distribuidos. A densidade populacional chega geralmente a 10°/m” em camadas superficiais
do solo. Apesar de seu tamanho pequeno (adultos: 0,5 a 5 mm de comprimento) e baixa
contribuicdo para a biomassa e a respiragcdo totais, tém um papel muito importante como
reguladores de processos da decomposi¢do através da predagido da microfauna (JANSCH et
al., 2005). Podem também contribuir na decomposi¢do da matéria organica nos solos acidos,
onde as minhocas e os diplépodes estao ausentes (WILES; KROGH, 1998).

Sdo microartropodes bem estudados do solo (CROMMENTUIJN, 1994;
SMITH,1997). A espécie usada regularmente em investigagdes ecotoxicologicas ¢ a Folsomia
candida (PHILLIPS et al., 2002), mas diversas outras espécies foram testadas, como
Hypogastrura assimilis (FOLKER-HANSEN ET al., 1996), Isotoma viridis ou Orchesella
cincta. Os métodos aperfeigoados foram publicados para Isotoma tigrina (KISS; BAKONY]T,
1992) e Folsomia fimetaria (LOKKE,1995; WILES; KROGH, 1998). Achazi et al. (2000)
descreveram testes de toxicidade com o uso de Folsomia candida no solo.

A diversidade de colémbolos tem sido usada como bioindicador de
intervengdes antropicas, bem como da qualidade do solo (SAUTTER; SANTOS, 1991;
CULIK et al., 2002; CHAUVAT et al., 2003; PONGE et al., 2003; CUTZ-POOL et al., 2007).

2.4.1.1 Biologia de Folsomia candida

Os colémbolos sdo pequenos artropodes, apteros, encontrados em todo o
mundo (BELLINGER et al., 2007). Estdo entre os invertebrados mais abundantes no solo,
podendo sobreviver na matéria organica em decomposicdo, arvores, litoral e na dgua doce
(BELLINGER et al., 2007). Embora estudos com diversidade de colémbolos no solo tenham
aumentado muito no Brasil e no mundo nas ultimas décadas (SAUTTER; SANTOS, 1991;
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SAUTTER et al., 1998; CULIK; ZEPPELINI FILLHO, 2003; PONGE et al., 2003; SOUSA
et al., 2004; ZEPPELINI FILHO; BELLINI, 2004; CUTZ-POOL et al., 2007), considerando o
crescente interesse na compreensdao dos processos ecologicos dos quais esses organismos
participam nos ecossistemas, observam-se diversas limitagdes, tais como a falta de
taxonomistas disponiveis e de métodos adequados para capturar tais organismos (ZEPPELINI
FILHO; BELLINI, 2004).

F. candida Willem 1902 (Collembola: Isotomidae) é um organismo cego,
sem pigmento e se reproduz partenogenicamente. Quando alcangam 20 dias de idade (a 20 °C
no laboratdrio), os individuos tém aproximadamente 2 milimetros de comprimento e sdo
sexualmente maduros. Possui uma furca aperfeigoada (6rgao de impulso) ¢ um movimento de
corrida ativo. Geralmente, a espécie ¢ classificada como microsaprofago, mas pode
igualmente se alimentar de nematoide (HOPKIN, 1997). A sua popula¢do ¢ mais abundante

em locais ricos em matéria organica (WILES; KROGH, 1998).

2.4.1.2 Uso de F. candida na ecotoxicologia

F. candida ¢ amplamente usada em estudos ecotoxicologicos (ISO, 1999a)
e seu tempo de geragdo relativamente curto e a reproducdo partenogénica fazem esses
animais apropriados para estudar individuos diferentes e parametros de populacdes em um
experimento unico (CROMMENTUIJN et al., 1993).

Os efeitos dos produtos quimicos em F. candida ndo foram revistos em
detalhe recentemente, mas uma vista geral ¢ dada por Hopkin (1997). Thompson e Gore
(1972) investigaram o efeito de 29 inseticidas em F. candida. Os efeitos de varios pesticidas
(CROMMENTUIIN et al., 1995; WILES; FRAMPTON, 1996) ou metais (LOCK;
JANSSEN, 2002; SMIT; VAN GESTEL, 1998; VAN GESTEL; VAN DIEPEN, 1997;
VIJVER et al., 2001) foram bem examinados. Além disso, a influéncia de condigdes

ambientais como a seca (HOLMSTRUP, 1997) foi investigada.
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2.4.1.3 Influéncia de fatores ambientais em F. candida

Sandifer e Hopkin (1996) testaram F. candida em solos artificiais com o pH
variando de 6,0 (valor requerido pelo teste ISO), 5,0 e 4,5 ¢ embora ndo se tenha observado
uma relagdo clara entre a sobrevivéncia dos adultos ou a producao de juvenis e o pH do solo,
houve uma diminui¢do da reproducdo sob pH 5,0 e 4,5 em compara¢do com o pH 6,0. Em
comparagdo similar com uma escala mais ampla de valores de pH, Greenslade e Vaughan
(2003) encontraram solos com valores de pH entre 5.4 e 6.6 como sendo 6timos para a
producdo de juvenis. Em valores de pH mais baixos (abaixo a 3.5), o numero de juvenis
diminuiu aproximadamente 50% e quando em valores de pH mais elevados (7.7 e 8.0) houve
uma grande diminui¢do, chegando a zero. Em seguida, testando diferentes temperaturas, os
resultados sugerem que seja possivel conduzir o teste em temperaturas entre 10 e 20 °C.
Entretanto, a duragdo do teste tem que ser ajustada a temperatura. Duragdes de 12, 8, ¢ 4
semanas sao recomendadas para temperaturas de 10, 15, e 20 °C, respectivamente (WILES;
KROGH 1998). Estas recomendacdes foram confirmadas por estudos feitos por Sandifer e
Hopkin (1997) em que trés temperaturas diferentes foram testadas, 15, 20, e 25 °C, sendo que
em 25 °C a produgao juvenil foi muito baixa, a 15 °C a duracdo do teste foi aumentada para 6
semanas e observou-se que o nivel de produgdo de juvenil foi mais baixo do que a 20 °C.
Também, os valores EC50 sugerem que em 15 °C, a reproducédo de F. candida foi geralmente
mais sensivel a todos os quatro metais (Cd, Cu, Pb, Zn) do que em 20 °C. Em 1973, Snider e
Butcher indicaram que a temperatura de 26 °C se aproxima possivelmente o limite de
tolerancia superior da F. candida. Alguns trabalhos (HUTSON, 1978; MARSHALL;
KEVAN, 1962; SNIDER; BUTCHER, 1973) indicam vantagens, tais como, a fecundidade e a
longevidade aumentadas que ocorrem na temperatura de 15 °C, porém, nao ¢ recomendado
que o teste seja executado nesta temperatura relativamente baixa e também, os resultados
ganhos nesta temperatura nao diferem significativamente daqueles a 20 °C, mas um aumento
do periodo experimental em 2 semanas ¢ exigido (SANDIFER; HOPKIN,1997).

Em um estudo desenvolvido por Martikainen e Rantalainen (1999), F.
candida foi exposta ao dimetoato a 13, 16, ¢ 19 °C. A temperatura de incubagdo influenciou o
crescimento e a reproducdo dos colémbolos, mas ndo a sobrevivéncia dos adultos. A
temperatura reduzida afetou positivamente o crescimento dos adultos (os adultos cresceram
mais rapidamente em mais baixas temperaturas) e negativamente na reproducdo (os adultos

atrasaram sua reprodu¢do em temperaturas mais baixas) o que sugere uma redistribuicao de
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recursos de energia ao crescimento. Os resultados da reproducao e da toxicidade apods 2
semanas a 19 °C foram diretamente comparaveis aos resultados apos 4 semanas a 13 °C,
permitindo comparagdes dos resultados dos testes de toxicidade conduzidos em temperaturas
diferentes dentro destes limites. No teste padrao, 20 °C £ 2 ¢ a temperatura de exposi¢do (ISO
1999a).

Os colémbolos podem excretar substancias toxicas de seus corpos pela
muda e por renovagdo do intestino, principalmente em altas temperaturas (JOOSSE; BUKER,
1979). Parece que F. candida pode compensar o aumento da atividade e aumentar o contato
com um produto quimico aumentando a excre¢do. Em baixas temperaturas, a muda e a
renovagdo do intestino ¢ lenta. Assim, os efeitos de um produto quimico demoram mais
tempo para serem percebidos em baixas temperaturas por causa da baixa atividade dos
animais (MARTIKAINEN; RANTALAINEN, 1999).

Baseando-se na literatura (BURSELL, 1970; EDNEY, 1977), ndo faz
sentido testar solos muito secos por causa da susceptibilidade dos insetos a seca. Nas normas
ISO, o indice de umidade deve ser 40 a 60% da capacidade maxima de reten¢do de 4gua. Van
Gestel e Van Diepen (1997) estudaram o efeito de diferentes indices de umidade do solo (25,
35, 45, e 55% da massa seca, correspondendo a 28, a 40, a 51, ¢ a 63% de capacidade maxima
de retencdo de agua) na toxicidade do cadmio a F. candida. Nenhuma grande influéncia na
nos colémbolos pela toxicidade do cddmio ocorreu. Os pesos dos corpos nos controles nao
foram afetados pelo indice de umidade do solo. No que diz respeito a reproducio,
aparentemente os colémbolos produziram mais ovos nos indices de mais baixa umidade, que
emergiram mais tarde do que a niveis de umidade elevada. Em um experimento de reprodugdo
executado com F. candida sob uma ampla escala de propriedades do solo usando solos
naturais (AMORIM et al., 2005c¢), houve relacdo negativa significativa entre numeros juvenis
e capacidade méaxima de retencdo de agua.

E assumido que na natureza, F. candida se alimenta de fungos
(KLIRONOMOS et al., 1992), embora este organismo também se alimenta de nematdides
(LEE; WIDDEN, 1996). Também sabe-se que os animais alimentados de pdlen foram menos
produtivos do que aqueles alimentados com fermento (SMIT et al., 1998; STAM et al., 1996).
De acordo com a diretriz ISO para Folsomia candida, o alimento Saccharomyces cerevisae ¢é
adicionado em pequenas quantidades (2 mg) no inicio do teste e depois de 14 dias.

A influéncia das propriedades do solo na mortalidade e na reprodugao de F.
candida raramente foram investigadas. Entretanto, estes valores-limite foram estudados

recentemente em 11 solos naturais (mais o solo artificial do OECD e o solo LUFA 2.2 padrao
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como controles), cobrindo uma larga escala de propriedades do solo (AMORIM et al., 2005¢).
Com a exce¢do de uma correlagdo negativa entre a sobrevivéncia de adultos e o valor de
capacidade de troca cationica, o colémbolo foi minimamente influenciado pelas propriedades
do solo na sobrevivéncia e a reproducao.

Esta observacgdo foi confirmada por resultados de outro estudo atualmente
feito na Alemanha. O nimero médio de juvenis produzidos pelos adultos variou de 500 a
1000 por recipiente do teste (10 adultos por recipiente do teste colocados inicialmente), assim
o critério da validacdo de 100 juvenis por recipiente do teste com solo artificial ndo tratado
para a reproduc¢do dos colémbolos (ISO 1999a) foi excedido em todos os solos testados

(ROMBKE et al., 2005).

2.4.2 Enchytraeus crypticus (WESTHEIDE; GRAEFE, 1992)

Os enquitreideos pertencem, como os lumbricideos, a classe dos Clitellata,
ordem dos Oligochaeta e assim ao filo dos Annelida. Entre os anelidas, sdo os parentes mais
proximos das minhocas (ERSEUS; KALLERSJO, 2004). Atualmente, ha cerca de 950
espécies descritas no mundo. Na Europa Central em 1959, 112 espécies e 16 géneros tinham
sido descritos (NIELSEN; CHRISTENSEN, 1959). Novas espécies ainda estdo sendo
descobertas, e entre 200 e 300 espécies sio esperadas s6 para a Europa Central (ROMBKE et
al., 1997) com cerca de 50 a 100 espécies classificadas como comum (DIDDEN et al., 1997).
Esses animais foram ignorados na biologia do solo at¢é o fim dos anos 50. Assim, sua
taxonomia bem como muitos aspectos da sua biologia se tornaram objetos de estudo somente
nos anos mais recentes.

Os enquitreideos pertencem a mesofauna saprofitica da camada
decompositora superficial do solo. Através da alimentacdo dos enquitreideos, o solo assume
uma estrutura de granulos com estabilidade mais elevada do que a maioria dos demais
agregados. Acredita-se que o complexo argila-himus também emerge do processo de
digestdo, mas isto requer mais pesquisas para o esclarecimento (DIDDEN, 1993;
ZACHARIAE, 1965).

Algumas espécies como Cognettia sphagnetorum em florestas de coniferas
acidas da Europa Central e Norte, sdo pegas-chave no processo como a decomposi¢iao da

matéria organica e o ciclo de nutrientes (LAAKSO; SETALA, 1999). Devido a sua elevada
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biomassa e auséncia de lumbricideos nestes locais, eles sao considerados os engenheiros do
ecossistema (LAVELLE et al., 1997).

As comunidades da macrofauna invertebrada, na qual se encontram os
enquitreideos, desempenham papel-chave nos processos de ciclagem de nutrientes e na
estrutura do solo (BLANCHART et al., 1992). Estes organismos, além da fragmentagdo do
material organico, regulam a populacdo microbiana responsavel pelos processos de
mineralizagcdo e humificacdo, influenciando na ciclagem de matéria orginica e na liberagdo de
nutrientes assimilaveis para as plantas (HUHTA et al., 1991; BEARE et al., 1994; WARDLE;
LAVELLE, 1997). Podem ser também vetores de microrganismos simbidticos das plantas,
como fixadores de nitrogénio e fungos micorrizicos, bem como digerem de maneira seletiva,
microrganismos patoégenos (BROWN, 1995).

Os enquitreideos habitam uma variedade de substratos (solos, sedimentos,
restos organicos) e foram sugeridos como objeto modelo para o teste orgdnico quimico
(ROMBKE, 1991; WESTHEIDE; BETHGE-BEILFUSS, 1991, ROMBKE et al., 1998).

As atividades desses organismos consistem na escavacdao e/ou ingestdo e
transporte de material mineral e organico no solo, levando a criacdo de estruturas biogénicas
(galerias, ninhos, camaras e bolotas fecais), que influenciam na agregacdo, propriedades
hidraulicas, dinamica da matéria organica e na composi¢cdo, abundancia e diversidade de
outros organismos do solo (LAVELLE; SPAIN, 2001).

Os enquitreideos sdo abundantes em diferentes solos, com 1 a 30 espécies
diferentes por local no mundo inteiro. Nos ecossistemas terrestres da Europa Central, sua
abundéncia anual média estd entre 20.000 ¢ 60.000 individuos/m”* (PETERSEN; LUXTON,
1982), podendo variar de alguns milhares até 100.000 individuos /m”. Fora das regides
temperadas a abundancia média de enquitreideos varia amplamente. Nos solos articos,
particularmente solos 4acidos, a abundancia dos enquitreideos ¢ da mesma magnitude
(MACLEAN et al., 1977). Contudo, em solos tropicais, a abundancia ¢ considerada menor
(menos de 10.000 individuos/m? (ROMBKE; MELLER, 1999).

Enquitreideos sdo geralmente hermafroditas anfimiticos obrigatorios, mas
algumas espécies sdo de reprodugdo por partenogénese ou fertilizagdo propria. Outra
estratégia de reproducdo ¢ a fragmentacdo, onde um individuo se separa em diversas partes e
cada parte se regenera em um individuo completo. Contudo, a maioria das espécies se
reproduz sexualmente, por meio da produgdo de ovos e espermatozoide, fertilizagdo cruzada e

deposicio de casulos (JANSCH et al., 2005)
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Sao consumidores de material organico morto e microbiologicamente
colonizado (O’CONNOR, 1967; BROCKMEYER, et al., 1990; DIDDEN, 1993), mas um
numero de trabalhos reporta que alguns enquitreideos se alimentam de fungos (DASH;
CRAGG, 1972; STANDEN; LATTER, 1977; DASH et al, 1980; HEDLUND;
AUGUSTSSON, 1995) e de bactérias (KRISTUFEK et al., 1995). Enquanto as minhocas, que
também sao Oligochaetas, consomem fungos colonizadores de tecidos das plantas (MOODY
et al., 1995) e fazem supressdo de certos fungos indutores de apodrecimento de raiz
(STEPHENS; DAVOREN, 1996), o efeito dos enquitreideos em fungos agentes de controle
bioldgico ou patdgenos de plantas ndo tem sido estudados.

Jaffe et al. (1997) suspeitaram que Enchytraeus crypticus Westheide &
Graefe 1992 afetou diretamente o fungo, e concluiram que os enquitreideos podem interferir
no controle biolégico de nematoides fitoparasitas. Também verificaram que o niamero de E.
crypticus aumentou rapidamente quando foram adicionados os peletes com hifas fungicas ao
solo, indicando que os enquitreideos nao somente ingeriram como também digeriram o fungo.

Mclnnis e Jaffee (1989) mencionaram que como sdo relativamente grandes
e se movem, os enquitreideos podem danificar mecanicamente fungos. Assim, provavelmente
removeram os conidios de Hirsutella rhossiliensis das filiades, reduzindo a adesdo dos
conidios nos nematoides. Também ha a discussdao de que podem reduzir os nematdides nas
raizes (O'CONNOR, 1967). Enchytraeus crypticus nao reduziu o nimero de nematodides no
trabalho de Jaffee et al. (1997), ao contrario, houve algumas indica¢cdes de aumento da
penetragdo dos nematdides nas raizes quando um numero pequeno de enquitreideos foi
adicionado. Se este efeito ¢ real, pode ser devido ao fato de que os enquitreideos alteram a
porosidade do solo (DIDDEN, 1990), o que aumenta o movimento do nematoide. Igualmente
com numero de nematodides, as raizes foram atrofiadas quando enquitreideos interferiram no
controle bioldgico dos nematodides formadores de galhas.

Uma vista geral da ecologia dos enquitreideos terrestres ¢ dada por Didden
(1993). No presente ha ainda pouco conhecimento das preferéncias ecologicas de uma tnica
espécie de enquitreideos a respeito de certas propriedades do solo. Contudo, esfor¢os para
identificar os requerimentos ecoldgicos de algumas espécies de enquitreideos da Europa
Central tém sido feitos por investigadores (GRAEFE; SCHMELZ, 1999; HEALY, 1980) e
avaliados os dados disponiveis na literatura (JANSCH; ROMBKE, 2003). Destas
investigagdes, o género Enchytraeus (com excegdo de E. norvegicus) pode ser considerado

geralmente neutrofilico com baixa tolerdncia a condi¢des acidas. Dados da literatura sdo
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também disponiveis para E. albidus e E. crypticus, desde que estas espécies sdo usadas

frequentemente em testes ecotoxicologicos (ROMBKE, 2003).

2.4.2.1 Biologia de E. crypticus

A origem de Enchytraeus crypticus ¢ desconhecida, desde que a sua
descrigdo ¢é baseada em individuos de um adubo feito de uma planta alema (ROMBKE, 2003).
E. crypticus tem tamanho médio de cerca de 7 mm (WESTHEIDE; MULLER, 1996). Se
reproduz muito rapidamente tendo um tempo de geragdo menor que 20 dias em 20 + 2 °C
(ACHAZI et al., 1999). Em 21 °C em placas de agar, E. crypticus tem uma média de
desenvolvimento embrioldgico de 9,1 dias. A média do tempo da deposicao até a maturidade
¢ de 8,3 dias e a média do tempo total de vida ¢ de 85 dias. A produgdo de casulos ¢ de 0,62
por dia e a média de nimero de ovos por casulo é de 7,6 com uma escala de 1 a 35. Assim, o
numero médio de ovos produzidos por dia ¢ de 4,6 (WESTHEIDE; GRAEFE, 1992). No solo
artificial padrao LUFA 2.2, Achazi (1997) reportou a taxa de reproducdo de 104 individuos
por quatro semanas. O desenvolvimento de E. crypticus ¢ claramente mais rapido em
comparagao com E. albidus, particularmente em altas temperaturas (DIRVEN-VAN
BREEMEN et al., 1994; ISO, 2003a).

2.4.2.2 Uso de E. crypticus na ecotoxicologia

Apesar do seu papel importante em muitos ecossistemas, os enquitreideos
foram negligenciados como organismos testes até cerca de 15 anos atrds (ROMBKE, 2003).
Em cima da descoberta de sua sensibilidade ao estresse antropogénico, testes de reproducao a
campo ¢ em laboratorio que avaliam os efeitos de produtos quimicos na qualidade do solo
utilizando solo artificial, foram desenvolvidos usando E. albidus (ROMBKE; MOSER 1999,
2002). Este teste foi realizado internacionalmente e estd sendo padronizado atualmente por

ASTM (2004), ISO (2003a), e OECD (2003). Nos termos de projeto, este teste ¢ similar ao
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teste de reproducao de minhoca e de colémbolo (ISO 1998, 1999a) que foram desenvolvidos
a0 mesmo tempo.

Durante a fase de padronizacdo o teste de reproducdo de enquitreideos foi
modificado com sucesso quanto ao tamanho dos recipientes do teste, quantidade de substrato,
alimento e critério de validagdo para avaliagdo da qualidade do solo (Juvonen et al., 2000).
Nota-se que o mesmo teste pode ser executado com diversas espécies do género Enchytraeus,
tal como E. luxuriosus (COLLADO et al., 1999). Mais notavel é a pequena espécie E.
crypticus, a qual devido ao seu rapido desenvolvimento tem se tornado a espécie de escolha
dos testes em anos recentes (ACHAZI et al., 1997, HUND-RINKE et al., 2002a,
KUPERMAN et al., 2003b). Também, um teste de comportamento estd sendo desenvolvido
atualmente com a finalidade de selecdo usando E. crypticus (ACHAZI et al., 1999) ou E.
albidus (AMORIM et al., 2005a) ¢ um teste de bioacumula¢do usando E albidus e E.
luxoriosus (BRUNS et al., 2001).

2.4.2.3 Influéncia dos fatores ambientais em E. crypticus

E. crypticus evita somente os solos fortemente acidos (pH abaixo de 4.0).
Numeros elevados de juvenis foram encontrados em valores de pH de 4.8 a 6.5, mas a
situacdo Otima estd provavelmente entre 5.9 e 6.5. Numeros inferiores foram encontrados nos
solos com valores de pH menores de 4.8 e abaixo de de 4.0 quase nenhum foi encontrado.
Alguns valores de pH mais elevados do solo (7.7) tiveram somente efeitos rapidos (ACHAZI
et al., 1996; ACHAZI, 1997). Briiggl (1994) relatou um pH 6timo do solo para E. crypticus de
6.0. Graefe e Schmelz (1999) caracterizam o E. albidus e E. crypticus como indicadores de
ligeiras condigdes de acidez e ligeiras condi¢des alcalinas, por nunca serem encontrados em
solos fortemente acidos. Nos testes do ISO 2003a ¢ usado um pH de 6.0 £ 0.5.

Tem preferéncia por temperatura entre 25 a 30 °C. Achazi et al., (1997)
cultivaram o E. crypticus em 20 a 23 °C e Briiggl (1994) encontrou aumento da populagdo do
E. crypticus em temperaturas entre 15 e 21 °C. Este aumento foi atribuido a um
desenvolvimento mais rapido do embrido e do juvenil. O niimero de casulos e de ovos por
casulo pareceu nao ser afetado dentro desta escala da temperatura. E. crypticus sdo testados

geralmente a 20 + 2 °C (ISO 2003a).



43

E. crypticus preferem menos umidade do solo que E. albidus (35 a 55% de
massa seca comparada com 55 a 65%). Contudo, ambas espécies se reproduzem no solo com
alta umidade como 90%. Nos testes padroes, 40 a 60% de capacidade de retengdo maxima de
agua sao requeridas (EC, 2004). Com o solo natural, uma umidade de 60% da capacidade de
retengdo maxima de agua é geralmente suficiente para E. albidus, enquanto E. crypticus
parece ndo ter problemas com niveis mais elevados. Por exemplo, nos testes de toxicidade
com E. crypticus um solo arenoso com capacidade de retencdo maxima de agua de 18%
Kuperman et al., (2003b; 2004) usaram com sucesso uma umidade de 100% de capacidade de
retengdo maxima de agua. Em 15% de umidade, ambas as espécies falharam na reproducao
(DIRVEN-VAN BREEMEN et al., 1994).

No solo artificial a correlacdo entre o numero de juvenis produzidos e o
indice de matéria organica (pelo menos entre 5 e 20%) ¢ fraca (DIRVEN-VAN BREEMEN et
al., 1994). No solo de LUFA 2.2, com um indice de matéria organica de 4.64%, numeros
elevados de juvenis aparecem. Com solos naturais ndo contaminados, a reproducao ¢ inibida
quando o indice da matéria organica estd abaixo de 3% (AMORIM et al., 2005b).

Contudo, se o solo tem alto indice de areia, baixo indice de matéria organica
e um pH relativamente baixo (4,8 a 5,6) ou, no caso, alto pH (7,4), a taxa de reproducio de E.
albidus ¢ baixa. Este efeito foi também observado no caso do solo da LUFA 2.1 e 2.3
(ROMBKE, 1991). Culturas de laboratério de E. albidus e E. crypticus sdo geralmente
mantidas em solo artificial, LUFA 2.2 solo padrao, ou solo de jardim (ou uma mistura destes
solos), porém, as espécies tardias podem também ser mantidas com sucesso em agar
(ACHAZI et al. 1997; 1999; BRUGGL 1994; ROMBKE 1991). Em alguns casos, o baixo
indice de matéria organica de 0,3% ndo afetou negativamente E. crypticus (ACHAZI et al.
1997).

E. crypticus em culturas de laboratdrio sdo alimentados geralmente de gréos
de aveia triturados (ACHAZI et al., 1997; BRUGGL 1994; ISO 2003a). Briiggl (1994)
encontrou uma correlacdo entre a quantidade de alimento e as densidades de populacao de E.
crypticus. No ambiente sabe-se que o enquitreideo Enchytraeus crypticus destruiu colonias
das hifas peletizadas dos fungos nematofagos e reduziu o controle bioldégico de nematdides
formadores de galhas M. javanica. Também reduziu a densidade da populagdo do fungo
formador de armadilha Monacrosporium gephyropagum, Arthrobotrys thaumasia ¢ A.
haptotyla pela ingestao e consumo do fungo (JAFFE et al., 1997).

Os dados da literatura confirmam que E. crypticus foi usados primeiramente

em ensaios quimicos Unicos com solo artificial ou solo padrao LUFA 2.2. Entretanto, foram
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usados igualmente com sucesso para a avaliacdo da qualidade do solo. Devido as suas
exigéncias ecologicas, o substrato apropriado para os enquitreideos ¢ relativamente umido,
arenoso, ligeiramente acido e indice de matéria organica de mais de 3%. Enchytraeus
crypticus se adapta a maiores amplitudes do que o E. albidus nos termos do indice da matéria
organica ou da temperatura. Entretanto, ha solos com combinagdes destes fatores que ndo sao
apropriados para E. crypticus. Outras espécies de testes que habitam tipicamente solos com
baixos valores de pH (abaixo de 4.5) sdo necessarias. Estudos adicionais sdo necessarios para
definir melhor a escala preferida de propriedades do solo para as espécies de enquitreideos

(JANSCH et al., 2005).
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3. ARTIGO A: EFEITO DE FORMULACOES DE Paecilomyces lilacinus NO MANEJO
DA POPULACAO DE Meloidogyne paranaensis EM MUDAS DE CAFEEIRO.

3.1 Resumo

Nematoides do género Meloidogyne (Goeldi, 1887) sdo responsaveis por grande parte da
perda na produgao agricola cafeeira. Paecilomyces lilacinus (Thom., 1910) Samson, 1974 ¢
um fungo efetivo no biocontrole de espécies de Meloidogyne. O estudo de isolados (UELpae
18, UELpae 22, UELpae Mix) de P. lilacinus em duas formula¢des (p6 molhavel e suspensdo
concentrada) foi desenvolvido para viabilizar a aplicacdo deste produto bioldgico em areas de
producdo cafeeira que sdo atacadas pelos nematoides. O experimento foi desenvolvido em
casa de vegetacdo com o delineamento experimental de blocos casualizados contendo 9
tratamentos (UELpae 18 p6 molhavel e suspensdo concentrada, UELpae 22 pd molhavel e
suspensdo concentrada, UELpae Mix p6 molhavel e suspensdo concentrada, Nemaplus® ,
testemunha inoculada e testemunha ndo inoculada) cada um com 10 repeti¢des em mudas de
cafeeiro (Coffea arabica L. cv lapar 59). Foi transplantada uma muda de por saco de
polietileno contendo substrato de solo e areia autoclavado (1:2). O indculo de M. paranaensis
foi multiplicado em tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill. cv. Santa Cruz); foi feita a
extracdo dos ovos e foram inoculados 5.000 ovos por planta. Passados 5 dias foram aplicados
2 gramas ou mL diluidos em 10 mL de 4gua destilada de cada produto por planta. Apos 60
dias foram avaliadas caracteristicas de desenvolvimento das plantas e efeito dos isolados e
suas formulagdes sobre o nematdide. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia e ao teste de Tukey a 5%. O fungo apresentou resultado variadvel nas caracteristicas
de desenvolvimento das plantas, e as duas formulagdes ndo afetaram didmetro, massa fresca
da parte aérea e raizes do cafeeiro. Os tratamentos UELpae 22, UELpae Mix suspensdo
concentrada, UELpae 18 p6 molhével e suspensdo concentrada e o bionematicida presente no
mercado Nemaplus® reduziram o niimero de ovos nas raizes apresentando-se como um agente
de biocontrole potencial sobre nematoides formadores de galhas.

Termos para indexacdo: Coffea arabica. Nematoide-de-galha. Controle biologico. Fungo
endoparasita.

Abstract

Nematodes of the genus Meloidogyne (Goeldi, 1887) are responsible for much of the loss in
agricultural production of coffee. Paecilomyces lilacinus (Thom., 1910) Samson, 1974 is a
fungal effective in biocontrol of Meloidogyne spp. The study of P. lilacinus isolates (UELpae
18, UELpae 22, UELpae Mix) in two formulations (wettable powder or concentrated
suspension) was developed so that it can enable the application of this biological product in
coffee plantation areas that are attacked by nematodes. In this work the experiment was
conducted in a greenhouse with a randomized design with 9 treatments (UELpae 18 wettable
powder and concentrated suspension, UELpae 22 wettable powder and concentrated
suspension, UELpae Mix wettable powder and concentrated suspension, Nemaplus ®,
inoculated control and noninoculated control) each one with 10 repetitions in coffee seedlings
(Coffea arabica L. cv lapar 59). It was transplanted coffee seedlings per polyethylene bag
with a mixture of autoclaved soil and sand (1:2). The inoculum of M. paranaensis was
multiplied in tomato (Lycopersicon esculentum Mill. cv. Santa Cruz); it was made the
extraction of eggs and 5.000 eggs were inoculated per plant. After 5 days it was applied 2 g or
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mL diluted in 10 mL of distilled water for each product per plant. After 60 days the
characteristics of plant development were evaluated, as well as the and effect of isolated and
their formulations on the nematode. The data were subjected to analysis of variance and
Tukey test at 5%. The fungus showed a variable result for the characteristics of plant
development both the two formulations did not affect on diameter, fresh weight of shoots and
roots of coffee. On the contrary the treatments UELpae 22, UELpae Mix formulated
concentrated suspension, UELpae 18 in wettable powder and concentrated suspension
formulation, and the bionematicida Nemaplus® reduced the number of eggs in the roots
posing as a potencial biocontrol agent of root-knot nematodes.

Index terms: Coffea ardbica. Root-knot nematode. Biological control. Endoparasites fungus.

3.2 Introducao

Desde as observagdes de Jobert sobre nematdides de galha do cafeeiro
(Meloidogyne spp.) na entdo Provincia do Rio de Janeiro, em fins do século XIX, nenhuma
outra praga ou doenca foi tdo devastadora para essa cultura no Brasil (LORDELLO, 1984;
SANTOS, 1997). Conforme Lordello (1976, citado por GONCALVES et al., 2004) a reducgao
da produgdo brasileira de café¢ ¢ estimada em cerca de 20%, e desse total, as espécies de
Meloidogyne sdo responsaveis por 75%. Com efeito, atribui-se aos nematoides-de-galha, a
substituicdo da cafeicultura pela cana-de-acticar no Rio de Janeiro, em fins do século XIX e
inicio do século seguinte (GOELDI, 1892, citado por KRZYZANOWSKI, 2006). Como
freqlientemente ndo exibem sintomas claros, o efeito econdmico decorrente de sua presenca
tende a ser subestimado pelos produtores, chegando a ter perdas na agricultura mundial
estimadas em US$ 80 bilhdes/ano (AGRIOS, 1997).

O controle de nematoides € vital para a exploragdo agricola comercial, o que
pode ser feito com o uso de nematicidas quimicos (CAMPOS et al., 1990; CAMPOS, 1997),
porém, estes nematicidas podem contaminar aguas subterraneas, intoxicar aplicadores ou
deixar residuos em alimentos. Nesse contexto, o controle bioldgico vem sendo considerado
uma das alternativas dentro de uma abordagem integrada, no qual se busca assegurar o
desenvolvimento sustentdvel da agricultura. O uso de inimigos naturais ¢ um campo de
pesquisa promissor (STIRLING, 1991) podendo atuar reduzindo populagdes de
fitonematodides para limiares abaixo do nivel de dano economico (DUNCAN, 1991).

Uma possivel alternativa consiste no emprego de fungos, uma vez que
varios desses microrganismos produzem metabolitos toxicos aos nematdides (MANKAU,
1979). Tais substancias podem afetar a motilidade (COSTA, 2000), capacidade de penetragao
na planta, atracdo do juvenil pelo hospedeiro, eclosdo ou causar a morte desses fitoparasitas

(KERRY et al.,, 1984), podendo atuar como moléculas nematostaticas ou nematicidas
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(SAIFULLAH, 1996; HALLMAN; SIKORA, 1996). Resultados de estudos que demonstram
o potencial desses fungos tém sido publicados por diferentes pesquisadores (DAVIDE, 1968;
KHAN; HUSAIN, 1988; KO et al., 1995, SANTIAGO et al., 2006, KRZYZANOWSKI,
2006; CADIOLI et al., 2007, 2009).

Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson 1974 é um fungo do solo que tem
se mostrado efetivo no biocontrole de espécies do género Meloidogyne (KERRY, 1990). E um
deuteromiceto da ordem Moniliales distribuido por todo o mundo, com maior freqiiéncia em
regides quentes (CARNEIRO, 1986). Caracteriza-se por penetrar nos ovos dos nematoides,
destruindo o embrido, podendo exercer forte pressdo na capacidade reprodutiva das fémeas
que sdo colonizadas e posteriormente mortas (DUNN et al., 1982). No Brasil, existem
registros de P. lilacinus em diferentes tipos de solo, cultivados ou ndo, em profundidades
varidveis de 0 - 40 cm ou mais (CARNEIRO, 1986). Freqiientemente tem sido isolado a partir
de diferentes hospedeiros ou de substratos provenientes de varias localidades (FARIA;
TIGANO, 1996; SOSA-GOMEZ, 2002).

Nas Filipinas, na década de 1980, a maior parte dos estudos sobre o controle
biologico de nematoides teve o enfoque no uso de P. lilacinus, pois, um isolado desse fungo
que apresentou maior eficacia na colonizacdo de ovos de nematdides (Phil. Strain No. 1)
passou a ser produzido em massa e comercializado com a marca BIOCON pela empresa
Asiatic Technologies Inc. de Manila (DAVIDE et al., 1990). Segundo Jatala (1986), os
resultados da aplicagdo de P. lilacinus no campo, em algumas Fazendas no Peru,
evidenciaram a eficacia desse fungo no controle de M. incognita em diferentes culturas e de
Tylenchulus semipenetrans em citros. Al-Hazmi et al. (1993) também avaliaram a eficiéncia
de um produto a base de mistura de fungos predadores, produzido com a marca comercial
Nemout, na formulacdo de pd molhdvel, produzido por uma industria americana, e
confirmaram que o produto reduziu o numero de galhas ¢ de ovos de M. javanica, na planta
hospedeira, sob condigdes de casa de vegetagao. Um isolado patenteado de P. lilacinus tem
sido usado pela empresa Australian Technological Innovation Corporation Pty Ltda. como o
principio ativo do nematicida biolégico Paecil® e esse produto tem sido testado em vérios
paises e em diferentes culturas (FERRAZ et al., 2001).

Outro exemplo ¢ o isolado 251 (PL251) que atualmente ¢ comercializado e
registrado para a venda como Bioact® WG para controle de nematéides em varios paises
(KIEWNICK, 2004; ATKINS et al.,, 2005). Além disso, PL251 recebeu recentemente o
registro na Environmental Protection Agency dos Estados Unidos como nematicida bioldgico

com o nome comercial Melocon® WG (EPA, 2005). Os resultados preliminares obtidos com a
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formulacdo de granulos dispersiveis em 4gua de PL251 (Bioact® WG) demonstraram o
potencial de controle bioldgico de M. incognita em plantas de tomate, Heterodera schachtii
em beterraba, bem como o nematoide Radopholus similis em banana, quando testado em
condi¢des de temperatura favoravel para o biocontrole pelo fungo (KIEWNICK; SIKORA,
2004; KIEWNICK et al., 2004a, b).

Embora no Brasil varios pesquisadores também relataram o potencial desses
fungos no biocontrole de Meloidogyne spp. em diferentes culturas (NAVES; CAMPOS, 1991;
DALLA PRIA et al, 1991; CAMPOS, 1992; CARNEIRO; GOMES, 1993; RIBEIRO;
CAMPOS, 1993; DIAS; FERRAZ, 1994; COSTA; CAMPOS, 1997; FREITAS et al., 1999;
MIZOBUTSI et al., 2000; SANTIAGO et al.,, 2006), informagdes bdasicas sobre o
comportamento de P. lilacinus como parasita de nematdides de galhas sdo necessarias para
que seu emprego na agricultura seja recomendado.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a patogenicidade de isolados de P.
lilacinus sobre ovos de M. parananesis nas formulagdes p6é molhavel e suspensdo
concentrada, visando obter mais informacdes para a aplicacdo deste produto biologico em
areas de producao cafeeira altamente infestadas com Meloidogyne paranaensis e proporcionar

uma maior confiabilidade do produtor para usar o produto em questao.

3.3 Material e Métodos

O delineamento experimental utilizado neste trabalho foi em blocos
casualizados contendo 9 tratamentos (Pae 18 p6 molhavel, Pae 18 suspensao concentrada; Pae
22 p6 molhavel, Pae 22 suspensdo concentrada, Mix Pae p6 molhavel, Mix Pae suspensdo
concentrada, Nemaplus®; Testemunha inoculada com M. paranaensis e testemunha sem a
inoculagdo de M. paranaensis) e em 10 repetigdes.

Os isolados de P. lilacinus avaliados pertencem a colecdo de
microrganismos do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina, os
quais foram obtidos em areas de cultivo de cafeeiro na regido de Londrina - PR. Estes foram
previamente selecionados quanto a capacidade de parasitar ovos de M. paranaensis “in vitro”,
em diferentes temperaturas (CADIOLI et al., 2007). Foram multiplicados em graos de arroz
pela empresa Ballagro Agro Tecnologia a qual formulou os tratamentos com os isolados na
concentragdo de 10® esporos por grama (pé6 molhavel-PM) ou mililitro (suspensio
concentrada-SC). A formulagdo em pd molhavel contém conidios do fungo P. lilacinus
UELPae 18 + particulas de arroz finamente moidas e a forulagdo em suspensdo concentrada

contém conidios do fungo P. lilacinus UELPae 18 + estabilizantes ndo liberados para a



49

divulgacdo pela empresa + 4agua. O Nemaplus® também ¢ um produto formulado pela
empresa Ballagro Agro Tecnologia e ¢ um bio-controlador, elaborado a partir de varias
selecdes de bactérias especificas, chamadas de Rizobacterias, que atuam no manejo
preventivo de nematdides e estas bactérias produzem uma série de compostos (metabolitos)
que sdo toxicos aos fitonematdides.

Foi transplantada uma muda de café "lapar 59°, considerada suscetivel para
M. paranaensis, com dois meses de idade por saco de plastico de 3 L contendo como
substrato solo e areia autoclavada na proporg¢ao de 1:2.

O inbéculo de M. paranaensis foi multiplicado em plantas de tomateiro
(Lycopersicon esculentum L.) ‘Santa Cruz', a partir das quais foi feita a extracdo dos ovos,
segundo a metodologia de Boneti e Ferraz (1981), a suspensdo foi ajustada para concentragao
média de 1.000 ovos e eventuais juvenis por mL; foram feitos trés orificios com 2 cm de
profundidade ao redor do colo das mudas de cafeeiro e foram inoculados 5.000 ovos e
eventuais juvenis do segundo estadio (J,) por planta.

Decorridos cinco dias da inoculacdo do nematéide foram aplicados 2 gramas
(do produto na formulagdo pé molhavel) ou 2 mL (do produto na formulagdo suspensdo
concentrada) de cada produto diluidos em 10 mL de dgua destilada autoclavada por planta.

Apo6s 60 dias foram avaliados a altura das plantas; diametro de caule;
massas da parte aérea e sistema radicular, massas de ovos por sistema radicular, por meio da
imersdo em solu¢do de floxina B 0,015%, durante 15 minutos, para coloracdo das mesmas;
nimero de fémeas que penetraram nas raizes, segundo a metodologia de Bird et al. (1983);
extracdo dos ovos (BONETI; FERRAZ, 1981); e nimero de juvenis no solo ao final do
experimento segundo Jenkins (1964).

As praticas de adubagdo, irrigacdo e tratos culturais foram efetuadas de
acordo com as recomendagdes para producao de mudas de cafeeiro. Os dados obtidos aos 60
dias apds a aplicacdo dos tratamentos para caracteristicas de desenvolvimento das plantas de
cafeeiro foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Os resultados obtidos do efeito do fungo P. lilacinus sobre o nematoide M. paranaensis foram
submetidos as analises de varidncia e os dados foram transformados em VX + k, k=10 e apos
foram submetidos ao teste de Duncan a 5% de probabilidade. Para isto foi utilizado o

programa estatistico SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).
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3.4 Resultados e Discussado

Pode ser observado que para a caracteristica de desenvolvimento das plantas
de cafeeiro os resultados foram variaveis (Tabela 1). Para altura da parte aérea o tratamento
UELpae 22 na formulagdo em p6d molhdvel apresentou maior altura, diferindo
significativamente do tratamento UELpae 22 suspensdo concentrada que apresentou menor
altura da parte aérea; este resultado pode indicar que a formulacao pode ter influenciado no
crescimento da planta, pois, segundo Ferraz e Monteiro (1995), o tamanho desigual de
plantas, a murcha nas horas mais quentes do dia, as folhas e frutos de menor tamanho, o
nanismo e, conseqiientemente, a redu¢do de produgdo sdo sintomas tipicos do ataque dos
nematoides. Segundo estes mesmos autores, no caso dos nematdides formadores de galhas,
em funcdo do comprometimento do sistema radicular pela formacdo de células gigantes,
hiperplasia e hipertrofia (sintomas histoldgicos) de células, pode haver uma exibi¢do
exagerada de deficiéncias nutricionais que se refletem na parte aérea levando a planta a um
declinio vagaroso.

Para a variavel didametro do caule nao houve diferenca estatistica entre os
tratamentos e entre as formulagdes. No entanto, para a caracteristica massa da parte aérea os
tratamentos Testemunha inoculada, UELpae 18 suspensdo concentrada ¢ Nemaplus®
mostraram maior peso da parte aérea, porém, estes tratamentos apenas diferiram
estatisticamente do tratamento UELpae 22 suspensdo concentrada, o qual além de apresentar
menor peso de parte aérea também apresentou menor altura da parte aérea. Este resultado
corrobora os resultados observados por Arruda (1960), o qual cita que em plantas infestadas
com espécies do género Meloidogyne, o crescimento, a translocagdo de agua e nutrientes e a
producdo do cafeeiro sdo seriamente comprometidos. Para a varidvel massa da raiz, o
tratamento UELpae 18 na formulagdo suspensdo concentrada apresentou o maior massa da
raiz, o qual diferiu significativamente apenas do tratamento UELpae Mix na formulagado
suspensao concentrada.

Estas varia¢des encontradas para as caracteristicas de desenvolvimento das
plantas também foram constatadas em trabalhos desenvolvidos por Santiago et al (2006) e
Cadioli et al (2009). Segundo Hutangura et al. (1999), o aumento de massa de raizes
infectadas por nematdides seria conseqiiéncia do efeito combinado da emissao de novas raizes
secundarias nos locais de infec¢do do nematdide e da formacdo de galhas, mas isto ndo
justificaria os resultados obtidos para o tratamento UELpae Mix suspensdo concentrada, pois

possuiu mais ovos € eventuais juvenis e ndo apresentou maior peso de raiz (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1 - Efeito de isolados ¢ formulagdes de Paecilomyces liacinus sobre o
desenvolvimento das plantas de cafeeiro inoculadas com Meloidogyne
paranaensis.

Altura Diametro do Peso (g)
Tratamentos (cm) Caule (cm) Parte aérea Raizes
UELpac 1I8PM 35,84 Bc 0,47 a 13,79 ab 15,00 ab
UELpae 18 SC 38,37 ab 0,52 a 16,15 a 16,87 a
UELpac22PM 39,76 A 0,52 a 12,43 ab 1522 ab
UELpae 22 SC 35,08 C 0,48 a 9,59 b 14,30 ab
UELpae Mix PM 37,67 abc 0,49 a 13,51 ab 1356 ab
UELpae Mix SC 37,57 abc 0,52 a 14,02 ab 11,29 b
Nemaplus 36,00 bc 0,52 a 14,57 a 1630 ab
Testemunha
Inoculada 37,43  abc 0,48 a 14,66 a 13,88 ab
Testemunha nao
inoculada 37,98 abc 0,53 a 11,93 ab 11,95 ab
CV (%) 7,84 16,62 34,16 37,01

"' Médias seguidas de letras iguais nas colunas, nio diferem entre si, pelo teste de Duncan em nivel de 5% de
significancia de erro.

O tratamento UELpae 22 suspensdo concentrada foi o unico tratamento que
ndo apresentou ovos ¢ juvenis (J;) no solo, porém este tratamento apenas diferiu
estatisticamente da testemunha inoculada (Tabela 2). Para a varidvel nimero de ovos e
eventuais juvenis (J») nas raizes, os tratamentos UELpae 22 suspensdo concentrada, UELpae
Mix suspensdo concentrada e UELpae 18 pd molhavel mostraram maior potencial de
biocontrole de M. paranaensis, obtendo os menores valores de ovos ¢ eventuais juvenis (J;)
nas raizes, porém nao diferiram estatisticamente dos tratamentos com UELpae 18 na
formulagio de suspensdo concentrada e do bionematicida presente no mercado Nemaplus® .
Resultados semelhantes foram verificados por Cabanillas et al. (1989a) e Freitas et al. (1999),
trabalhando com as espécies Meloidogyne incognita e M. javanica em tomateiros tratados
com diferentes isolados de P. lilacinus. Porém, a testemunha inoculada com M. paranaensis
também nao obteve grande multiplicagdo da populagdo de nematoides; isto pode ter ocorrido
por fatores climaticos, pois a temperatura pode influenciar na embriogénese (VRAIN;
BARKER, 1978), eclosao (BARKER et al., 1969), mobilidade e penetragio (JATALA;
RUSSELL, 1972), desenvolvimento pds-infectivo (DAVIDE; TRIANTAPHYLLOU, 1967),
reproducdo (NARDACCI; BARKER, 1979) e a sobrevivéncia (BERGESON, 1959) dos

nematoides ou pela perda da agressividade do M. paranaensis por ser mantido muito tempo
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apenas em plantas de tomateiro. Contudo, o tratamento UELpae Mix em p6 ndo demonstrou

controle do nematdide de galhas M. paranaensis.

Tabela 2 — Efeito de isolados e formulagdes de Paecilomyces liacinus na populagio de ovos e
juvenis de segundo estadio (J,) de Meloidogyne paranaensis no solo e raizes em
mudas de cafeeiro.

N° de J»/250 cc N° de Ovos € J, nas Penetracao J, nas
Tratamentos de solo raizes raizes
UELpae 18 PM 40 ab' 744 d 2,65 A
UELpae 18 SC 20 b 872 cd 1,05 De
UELpae 22 PM 20 b 1762 be 2,25 Ab
UELpae 22 SC 0 b 692 d 1,3 Cde
UELpae Mix
PM 60 ab 2842 a 1,8 Be
UELpae Mix
SC 40 ab 390 d 2,25 Ab
Nemaplus 20 b 916 cd 1,4 Bed
Testemunha
Inoculada 140 a 2200 ab 0,5 Ef
Testemunha
ndo inoculada 0 b 0 e 0 F
CV (%) 61,13 57,64 57,92

" Médias seguidas de letras iguais nas colunas foram transformadas em Vx + k, k=10 ndo diferem entre si, pelo
teste de Duncan em nivel de 5% de significancia de erro.

Com relagdo ao efeito dos isolados de P. lilacinus sobre a penetracao de J,
de M. paranaensis nas raizes, foi observado que os isolados ndo reduziram a penetracdo de
juvenis nas raizes, pois o menor valor foi apresentado pela testemunha inoculada. Isto pode
ter ocorrido pelo fato dos tratamentos com os isolados terem sido aplicados 5 dias apos a
inoculacdo do nematoide e consequentemente este ja ter penetrado nas raizes apos este tempo.
Segundo Moritz (2007), apos 2 dias da inoculagao de M. paranaensis em soja foi observada
penetracao nas raizes, ja ao decorrer de 4 dias da inoculacao do nematdide houve penetracao
massiva de J,. No entanto segundo Kerry (1990), o fungo P. lilacinus atua como parasita de
ovos ¢ Dunn et al. (1982) cita que este fungo se caracteriza por atacar as massas de ovos e
exerce forte pressdo na capacidade reprodutiva, antes do inicio do ciclo reprodutivo do
nematoide. Tal fato pode explicar a inefici€éncia dos tratamentos em ndo diminuir a penetragao
de juvenis do segundo estadio (J,) nas raizes de cafeeiro. Holland et al. (1999) provaram que

ovos em todos os estagios, incluindo aqueles que contém juvenis ndo eclodidos, foram
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infectados por um isolado de P. lilacinus. Assim, o fungo primeiramente coloniza ovos mas
ndo juvenis, os quais podem penetrar e se desenvolver dentro do tecido da raiz (JATALA,
1986).

Por conseguinte, os relatos de resultados bem sucedidos de controle de
nematdides com fungos nematéfagos sao mais freqlientes em culturas de ciclo curto
(SANTOS, 2000; SOARES et al., 2005a; SOARES et al., 2005b). Nesses casos, os fungos
que atacam juvenis por formac¢do de armadilhas ou por hifas adesivas sdo aplicados no solo
antes do plantio ou, no maximo, com essa opera¢ao, o que aumenta a chance de captura destes
antes que estes penetrem nas raizes. Porém, como o fungo em estudo ¢ endoparasita de ovos
de nematdides, os resultados precisam ser observados por mais de um ciclo de vida do
nematoide. Portanto, mais estudos precisam ser feitos utilizando estes isolados para que se

possa viabilizar a aplicagdo de P. lilacinus em areas infestadas com M. paranaensis.

3.5 Conclusodes

Os isolados de Paecilomyces lilacinus, tanto na formulagdo p6 molhavel
quanto na formulacdo suspensdo concentrada, reduzem a populacdo de Meloidogyne
paranaensis, principalmente os isolados Pae 18 na formula¢do p6 molhavel e Mix Pae e o

isolado Pae 22 na formulagdo suspensao concentrada.
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4. ARTIGO B: INFLUENCIA DA APLICACAO DE Paecilomyces lilacinus EM
DIFERENTES CONCENTRACOES SOBRE A REPRODUCAO DE ORGANISMOS
BIOINDICADORES Folsomia candida E Enchytraeus crypticus.

4.1 Resumo

Os nematoides formadores de galhas (Meloidogyne Goeldi, 1887) causam grande perda na
agricultura mundial e com a conscientizacdo publica dos efeitos nocivos causados pelos
nematicidas, formas alternativas de manejo dos fitonematoides estdo sendo investigadas para
que se consiga um manejo ecologicamente sustentavel. O controle bioldgico com fungos
nematofagos ¢ um campo de pesquisa potencial em todo o mundo ¢ o fungo Paecilomyces
lilacinus (Thom., 1910) Samson, 1974 ¢ o mais estudado. No entanto, além dos efeitos
causados na populacdo de nematoides, hd também o interesse em saber qual o efeito que a
aplicacdo massal de conidios pode causar na reproducdo de organismos bioindicadores do
solo (Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe, 1992) e Folsomia candida (Willem, 1902)
respectivamente conhecidos como enquitreideos e colémbolos), os quais sdo organismos
padroes de testes do ISO e respondem prontamente as mudancas ambientais. Estes
organismos foram multiplicados e sincronizados, e apos foram montados os testes de
reprodugdo de E. crypticus e F. candida em laboratorio segundo as normas padronizadas pelo
ISO utilizando conidios do fungo P. lilacinus em diferentes concentrag¢des (0, 15, 250, 450 e
650 mg de conidios. kg™ de solo OCDE). Apés 28 dias foi feita a avaliagio também segundo
as normas ISO. Foi observado que a quantidade de conidios aplicados ndo teve correlagao
com a reproducdo de Enchytraeus crypticus, porém para Folsomia candida quanto maior a
concentragdo de conidios aplicados, menor a reproducgdo final. A sobrevivéncia do fungo P.
lilacinus, ao final do experimento, nao diferiu significativamente entre as concentragdes
testadas em enquitreideos e colémbolos, indicando que os dois organismos podem ter se
alimentado do fungo em questao.

Termos para indexacdo: Nematoides de galhas. Controle Bioldgico. Fungos nematofagos.
Paecilomyces lilacinus. Bioindicadores do solo. Folsomia candida. Enchytraeus crypticus.

Abstract

The root-knot nematodes (Meloidogyne Goeldi, 1887) cause loss in agriculture worldwide and
with public awareness of the harmful effects caused by nematicides, alternative forms of
management of plant parasitic nematodes are being investigated so as to achieve an
ecologically sustainable management. The biological control with nematophagous fungi is a
potential research field in the world and the fungus Paecilomyces lilacinus (Thom., 1910)
Samson, 1974 is the most studied one. However, apart from the effects on nematode
population, there is also interest in knowing what effect the mass application of conidia can
cause on reproductive bioindicators of soil organisms (Enchytraeus crypticus (Westheide &
Graefe, 1992) and Folsomia candida (Willem, 1902), respectively known as enchytraeid and
springtails) which are standard testing organisms of the ISO and respond readily to
environmental changes. These organisms were multiplied and synchronized, and afterwards
the E. crypticus and F. candida reproduction tests were assembled the laboratory according to
ISO standards using conidia of the fungus P. lilacinus at different concentrations (0, 15, 250,
450 and 650 mg of conidia. kg soil OECD). After 28 days the assessment was also made
according to the rules cited by the ISO. According to the results it was observed that the
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amount of conidia did not correlate with the reproduction of the Enchytraeus crypticus, but
for Folsomia candida the higher the concentration of conidia applied, the lower the final
reproduction. As for survival of the fungus P. lilacinus at the end of the experiment, it was
observed that there was no significant difference between the concentration tested in
experiments with enchytraeid and springtails, indicating that the two organisms may have fed
on the fungus in question.

Index terms: Root-knot nematode, biological control, nematophagous fungi, Paecilomyces
lilacinus, Bioindicators of soil, Folsomia candida, Enchytraeus crypticus.

4.2 Introducao

Os nematoides constituem o grupo mais abundante de animais
multicelulares em numero de individuos no mundo, estimado em um milhdo de espécies
(VIGLIERCHIO, 1991; BAXTER, 2003). Muitas espécies sdo importantes na agricultura
pelos danos causados a producdo, e os nematoides fitoparasitas promovem a destrui¢do do
sistema radicular, induzindo a formacdo de hiperplasias ou lesdes necroticas nas raizes
impedindo as plantas de absorverem 4gua e nutrientes.

As perdas devidas ao ataque de nematdides na agricultura mundial sdo
estimadas em aproximadamente US$ 80 bilhdes/ano (AGRIOS, 1997). Na agricultura
americana, essas perdas sdo estimadas em US$ 8 bilhoes/ano, o que corresponde a 10% em
relacdo a agricultura mundial (BARKER et al., 1994). No Brasil, a quantificagdo de perdas
nao ¢ precisa, devido principalmente as interagdes com danos provocados por pragas € outras
doencas, condigdes climaticas, presenca de plantas invasoras e inadequagdo de tratos
culturais. Em vista do desconhecimento da importancia econdmica dos nematdides, esses
organismos tém sido freqiientemente negligenciados nos agroecossistemas, somente
assumindo ‘‘status” de patdégeno quando sua populacdo se encontra muito elevada, com
prejuizos acentuados (RITZINGER; FANCELLI, 2006).

Ao longo das ultimas décadas, o controle dos nematdides formadores de
galhas foi baseado principalmente no uso de fumigantes organofosforados de solo e
nematicidas carbamatos (NOLING; BECKER, 1994). As preocupagdes ambientais ¢ a
seguranga alimentar tém criado pressdes sociais e legislativas para eliminar muitos defensivos
agricolas do mercado, dos quais o exemplo mais recente ¢ o brometo de metila (NOLLING;
DICKSON, 1992; MCKENRY et al., 1994, CALVERT et al., 1998). Com a retirada dos
produtos quimicos, uma nova estratégia ambiental compativel com o controle de pragas tera

que ser desenvolvida em um espago de tempo relativamente curto, para evitar perdas
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significativas de produtividade nas culturas, devido a um amplo complexo de solo, plantas,
pragas e patdégenos (NOLLING; BECKER, 1994).

O desenvolvimento de estratégias viaveis de manejo aponta cada vez mais
para uma abordagem integrada do uso de agentes de controle bioldgico com praticas culturais
adequadas, como a resisténcia da planta hospedeira, plantas nematicidas ou antagdnicas e,
quando necessario, uso criterioso de nematicidas quimicos para reduzir populagdes de
nematdides para que fiquem abaixo do limiar de dano econémico (GOWEN et al., 1998;
BOURNE; KERRY, 1999; DESAEGER; RAO, 2000).

Fungos nematofagos tém sido considerados agentes promissores de controle
biologico de nematoides fitoparasitas (JANSSON et al., 1985; DUPONNOIS et al., 1995;
SORBO et al., 2003). As espécies de fungos endoparasitas de ovos de nematdides mais
conhecidas sdo Pochonia e Paecilomyces e esta ultima ¢é a espécie fingica que possui 0 maior
nimero de bionematicidas formulados que tem sido relatado (DONG; ZHANG, 2006).

Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson, 1974, ¢ um hifomiceto comum no
solo com distribuicio cosmopolita (DUBE; SMART, 1987). E um patogeno facultativo de
nematdides sedentdrios e reconhecido como um dos mais promissores antagonistas para o
controle de nematoides de galhas e nematdides de cistos (SIDDIQUI; MAHMOOQOD, 1996).
Contudo, para que a aplicagdo deste fungo a campo possa ter maior confiabilidade dos
produtores nos bionematicidas, estudos sobre o efeito dos conidios sobre organismos
bioindicadores de qualidade do solo, ou seja, organismos que respondem rapidamente aos
fatores de estresse do solo, precisam ser desenvolvidos.

O campo da ecotoxicologia estuda os efeitos dos quimicos nos organismos
(WALKER et al., 2001). A resposta dos organismos do solo a contaminantes tem sido obtida
por meio de espécies representativas, por exemplo, minhocas (Eisenia sp.), enquitreideos
(Enchytraeus sp., Cognettia sp.), e colémbolos tém sido os grupos mais utilizados nos estudos
pela facilidade de manter a cultura em laboratério e pelo tempo de geracdo curto na
temperatura ambiente (ACHAZI et al.,, 1997; RONDAY; HOUX, 1996). Por cerca de 20
anos, testes ecotoxicologicos padronizados do solo foram realizados. Na maioria destes
métodos, em particular aqueles usando invertebrados, o solo artificial ¢ usado como substrato
nos testes (OECD, 1984). Produtos quimicos a serem avaliados sdo adicionados a estes
substratos em varias concentracdes € seus efeitos aos organismos (minhocas, enquitreideos,
colémbolos e 4caros predadores) sio medidos (JANSCH et al., 2005). Portanto, para este
estudo foram selecionadas espécies de enquitreideos e colémbolos, Enchytraeus crypticus

(Westheide & Graefe 1992) e Folsomia candida (Willem 1902), respectivamente.
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Os enquitreideos pertencem a ordem dos Oligochaeta e assim ao filo dos
Annelida e sdo os parentes mais proximos das minhocas (ERSEUS; KALLERSJO, 2004).
Apesar do seu papel importante em muitos ecossistemas, os enquitreideos foram
negligenciados como organismos dos testes ecotoxicoldgicos até cerca de 15 anos atrds
(ROMBKE, 2003). No entanto, E. crypticus, é uma espécie que devido ao seu rapido
desenvolvimento tem se tornado a espécie de escolha dos testes nos anos recentes (ACHAZI
et al., 1997, KUPERMAN et al., 2003b). O teste de reprodu¢do com enquitreideos foi
padronizado internacionalmente por ASTM (2004), ISO (International Organization for
Standardization) (2003a), e OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development) (2003) e € similar ao teste de reprodugdo de minhoca e de colémbolos (ISO
1998, 1999a), que foram desenvolvidos a0 mesmo tempo.

E. crypticus fazem parte da mesofauna saprofitica da camada decompositora
superficial do solo. Através da alimentagdo dos enquitreideos, o solo assume uma estrutura de
granulos com estabilidade mais elevada do que a maioria das particulas do solo. Possuem uma
habilidade de escavacdo limitada comparada a maioria das minhocas, contudo, podem
melhorar em pequena escala o manejo da dgua e do ar do solo, especialmente quando a
populacdo ¢ alta. Jaffee et al. (1997) suspeitaram que este microrganismo pode interferir no
controle bioldgico de nematodides fitoparasitas por afetar diretamente o fungo patogénico.

Folsomia candida Willem 1902, estd sendo exposta a contaminantes via
solo e/ou alimentagdo em testes que examinam a bioacumula¢do e/ou efeitos no
comportamento. Alguns testes para avaliar a toxicidade de poluentes organicos e inorganicos
tétm sido usados como bioensaios para monitorar ¢ remediar os solos contaminados
(CROUAU et al., 2002; DIEZ et al., 2001; FAVA; BERTIN, 1999; FAVA PICCOLO, 2002;
FRISCHE, 2003; GEJLSBIERG et al, 2001; JUVONEN et al., 2000; KRATZ; RIESBECK,
1998; SCHAFER; ACHAZI, 1999; VAN GESTEL et al., 2001). A International Standards
Organization (ISO) publicou um protocolo que usa F. candida como uma espécie de teste
ecotoxicologico que emprega efeitos na reproducdo como valor limite (ISO, 1999).

Os colémbolos possuem um papel muito importante como reguladores de
processos da decomposi¢do através da predagdo da microfauna e sio membros importantes na
comunidade decompositora (HOPKIN, 1997). E assumido que na natureza, F. candida se
alimenta de fungos (KLIRONOMOS et al., 1992), embora o organismo também possa se
alimentar de nematoide (LEE; WIDDEN, 1996).

Algumas pesquisas tem mostrado que a polui¢do do solo por uma ampla

variedade de contaminantes pode mudar a composi¢cdo das espécies como a comunidade de
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colémbolos e enquitreideos em comparagao a locais ndo impactados (ABEL; LARINK, 1994;
NUSS, 1994; CHERNOVA et al., 1995; FILSER et al., 1995; MOLDENKE; THIES, 1996;
SALMINEN; HAIMI, 1996; FRAMPTON, 1997, KUZNETSOVA; POTAPOV, 1997,
CHERNOVA; KUZNETSOVA, 2000; REBECCHI et al., 2000; COLE et al., 2001) de forma
que as atividades antropogénicas pode ter efeitos persistentes ¢ duradouros nos colémbolos
(FRAMPTON, 2001).

E, este trabalho objetivou avaliar o efeito da aplicagdao de conidios do fungo
nematofago Paecilomyces lilacinus em diferentes concentragdes em dois organismos
bioindicadores de qualidade do solo Enchytraeus crypticus e Folsomia candida ¢ avaliou
também a interferéncia dos dois organismos bioindicadores na sobrevivéncia deste fungo no

solo.

4.3 Material e Métodos

O trabalho foi realizado na Universidade de Coimbra — Portugal,
Departamento de Zoologia, nas dependéncias do Instituto do Mar (IMAR).

Em principio foi feita a preparagdo do solo artificial OCDE (ISO-11268-1,
1993; Fairbrother et al., 1999; OECD, 2000) com 5% de turfa, 21% de caolin, 75% de areia e
3,7 g CaCO; kg de solo artificial OCDE para ajuste do pH (entre 5,5-6,5), segundo as
normas do ISO-11274 (1994). Logo apds foi determinada a capacidade de retencdo de agua
segundo as normas do ISO-11274 (1998).

Ao mesmo tempo dos procedimentos citados acima foi feita a sincronizagao
das culturas de Enchytraeus crypticus e Folsomia candida através das normas do ISO-16387
(2003) e ISO-11267 (1999), respectivamente.

O isolado de P. lilacinus (UEL pae 18) avaliado pertence a colegdo de
microrganismos do Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina, o
qual foi obtido em areas de cultivo de cafeeiro na regido de Londrina — PR. Este foi
previamente selecionado quanto a capacidade de parasitar ovos de M. paranaensis “in vitro”,
em diferentes temperaturas (CADIOLI et al., 2007) e a patogenicidade sobre M. paranaensis
em cafeeiro em casa de vegetacdo (CADIOLI et al., 2009). Este fungo foi previamente
multiplicado em arroz, triturado e formulado na concentracdo de 10° conidios por grama pela
empresa Ballagro-Agro Tecnologia.

Ensaio I:
Foi feita sincronizagdo da cultura de Enchytraeus crypticus ao ponto que

quando foi instalado o experimento os organismos utilizados apresentavam clitelos
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desenvolvidos, ou seja, estavam em fase de reproducdo através das normas ISO-16387
(2003).

Cada tratamento conteve 5 réplicas, cada uma com 20 g de solo OCDE
previamente preparado. Os tratamentos foram: CO= Controle (sem o fungo); C1= 0,5 mg do
fungo Paecilomyces lilacinus; C2= 7,5 mg do fungo Paecilomyces lilacinus; C3= 13,5 mg do
fungo Paecilomyces lilacinus e C4= 19,5 mg do fungo Paecilomyces lilacinus.

A suspensdo com os conidios do fungo foi preparada para aplicacdo em
todos os tratamentos, e para isso, foi feita uma suspensdo com 50 mL de agua destilada + 246
mg do conidio do fungo Paecilomyces lilacinus. Apos, para cada tratamento foi adicionado o
valor de suspensao (agua destilada + fungo) do fungo para o total de 100 g de solo, sendo
adicionados 44,25 mL de suspensdo + 4gua destilada por tratamento. Foram retiradas
aliquotas de solo para a medi¢cao do pH de cada tratamento em questdo e para determinacgao
do teor de agua.

Apos o preparo do solo artificial com a adi¢do do fungo P. lilacinus, foram
adicionados 10 organismos de E. crypticus por réplica e 25 mg de aveia moida como
alimento, fornecidos semanalmente. Os frascos foram climatizados em BOD a 25 °C com
fotoperiodo de 12 por 12 horas de claro e escuro.

Ap6s 28 dias foi adicionado em cada réplica, alcool 80% e Rosa de Bengala
1% aos potes e agitados. Passados trés dias, os enquitreideos estavam coloridos e foram
contados em microscopio estereoscopio.

Ensaio II:

Foi feita sincronizagdo da cultura de colémbolos ao ponto que quando foi
instalado o experimento a cultura estava entre 10 - 12 dias de idade conforme preconiza as
normas ISO 11267 (1999).

Cada tratamento conteve 5 réplicas, cada uma com 30 g de solo OCDE. Os
tratamentos foram: CO = Controle (sem o fungo); C1 = 0,5 mg do fungo Paecilomyces
lilacinus; C2 = 7,5 mg do fungo Paecilomyces lilacinus; C3 = 13,5 mg do fungo
Paecilomyces lilacinus e C4 = 19,5 mg do fungo Paecilomyces lilacinus.

A suspensdo com os conidios do fungo foi preparada para aplicagdo em
todos os tratamentos e, para isso, foi feita uma suspensao com 100 mL de 4agua destilada +
246 mg do fungo Paecilomyces lilacinus. Apos, para cada tratamento foi adicionado o valor
em suspensdo (agua destilada + fungo) do fungo P lilacinus para o total de 150 g de solo.
Foram adicionados 53,1 mL de suspensdo + agua destilada por tratamento. Foram retiradas

aliquotas de solo para a medigao do pH de cada tratamento em questdo e para o valor da
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retencdo de umidade. A capacidade de retengdao de agua do solo artificial foi medida com
resultado de 59%.

Ap0s a preparagao do solo com o fungo P. lilacinus, foram adicionados 10
colémbolos por réplica e 2 mg de levedura como fonte de alimento. Os frascos com os
tratamentos foram pesados e foi avaliada a perda de 4gua semanalmente. Apos quatorze dias
da montagem do experimento, foram fornecidos 2 mg de levedura por réplica em todos os
tratamentos. Os frascos foram acondicionados em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 por 12
horas de claro e escuro.

Apds 28 dias do inicio do ensaio, cada réplica foi retirada, transferida para
um recipiente onde foi colocada agua + tinta de caneta azul (Parker). Os colémbolos ficaram
na superficie e foi tirada uma foto de cada réplica das concentragdes. Esta foto foi transferida
para o computador e foi feita a contagem de colémbolos através do programa ImageTool.

O critério de validagdo no controle de reproducdo para F. candida ¢ uma
média de 100 juvenis (ISO, 1999). O coeficiente de variacao (CV) da reprodugao foi ajustado
a um maximo de 30% (ISO, 1999), idéntico aos testes da reproducdo de minhoca e de acaro
(ISO, 1998).

Para avaliar a sobrevivéncia do fungo no solo foi feita a dilui¢do seriada (10
%) de cada repeticdo e foi plaqueada uma aliquota de 0,1 mL em meio semi-seletivo de aveia
para P. lilacinus de Alves et al. (1998) modificado, com 20 g de farinha de aveia, 20 g de
agar, 230 mg de Baycor Plus (dodine 800 g kg™), 50 mg de solucio de violeta genciana, 5 mg
de Tetraciclina (Cloridrato de tetraciclina, 300 mg), diluidos em 1000 mL de 4gua destilada e
incubados por trés dias a 25 °C, para posterior determinacdo do percentual de
desenvolvimento das colonias nas placas.

Os dados dos testes de reprodugdo de E. crypticus e F. candida e
sobrevivéncia do fungo P. lilacinus foram submetidos a analise de varidncia com

desdobramento dos graus de liberdade em polindmios ortogonais para comparacao da médias.

4.4 Resultados e Discussao

Pode ser observado que quanto maior a concentragdo de conidios do fungo
P. lilacinus, menor foi a reprodugdo dos colémbolos (Tabela 1). Isto corrobora com Fountain
e Hopkin (2005) que relataram que o fungo no qual F. candida se alimenta influencia o seu
crescimento e fecundidade. Também hé relatos de que a qualidade do substrato alimentar

fingico pode influenciar no crescimento dos colémbolos (HOGERVORST et al., 2003) e



66

reproducao (KLIRONOMOS et al., 1999), alterando o tamanho da populacdo e assim
afetando o futuro da intensidade de alimentagao.

Experimentos de laboratorio com F. candida em microcosmos, com
espécies de fungos testadas separadamente em microcosmos, mostrou que alguns fungos sao
mais nutritivos que outros (FOUNTAIN; HOPKIN, 2005). Contudo, ¢ dificil verificar as
razOes para esta diferenga que podem ser decorrentes dos diferentes teores de proteina
(DRAHEIM; LARINK, 1995) ou a inibi¢do do crescimento dos colémbolos por substancias
quimicas que atuam negativamente sobre os organismos que ingere (HOPKIN, 1997).

Outro estudo de fungos como alimento para F. candida destacou a
importancia de considerar ndo somente a espécie de fungo envolvida, mas igualmente o seu
estagio de vida (SABATINI; INNOCENTI, 2000). Quatro espécies de fungos patogénicos de
raizes de cereais de inverno foram avaliadas. O micélio de trés espécies favoreceu a nutricao
para reprodugdo de F. candida. Contudo, o micélio de Bipolaris sorokiniana foi negativo e os
colémbolos que se alimentaram dele morreram. Intrigantemente, os conidios de B.
sorokiniana foram comidos por F. candida e forneceram uma dieta suficiente para a
reprodugao.

Os resultados obtidos neste trabalho ndo confirmam que F. candida
consome e inativa fungos entomopatogénicos aplicados como pesticidas biologicos sem sofrer
mortalidade, disturbio reprodutivo, ou qualquer outro efeito prejudicial como foi citado por
Broza et al. (2001); Sjursen et al. (2001), pois o tratamento controle obteve maior reproducao
indicando que a ingestdo do fungo diminuiu a reprodugio de F. candida.

Nao houve diferenca significativa nos resultados de reproducdao dos
enquitreideos com a aplicacdo de diferentes concentracdes de conidios. Tal fato difere dos
resultados obtidos por Jaffee et al. (1997) que relataram o rapido aumento do numero de E.
crypticus quando foram adicionados os peletes com hifas fingicas no solo, indicando que os

enquitreideos nao somente ingeriram como também digeriram o fungo.
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Tabela 1 — Reprodugdo dos organismos bioindicadores Folsomia candida ¢ Enchytraeus
crypticus em relagdo a aplicacdo de diferentes concentragdes de esporos do
fungo Paecilomyces lilacinus.

Tratamentos N° F. candida N° E. crypticus
Co 881, 17 781,33
C1 740,33 651,17
C2 614,17 728,00
C3 591,33 565,50
C4 472,00 772,33
Y=807,44-17,17X (p<0,000 R2=88,00) Ns
CV (%) 26,49 23,34

Quanto a sobrevivéncia do fungo P. lilacinus ao final do experimento
(Tabela 2), foi observado que na presenca dos colémbolos ndo houve diferenga estatistica
entre as concentragdes e a recuperagio do fungo do solo. E assumido que na natureza F.
candida se alimenta de fungos (KLIRONOMOS et al., 1992), embora o organismo também se
alimente de nematoides (LEE; WIDDEN, 1996). Hopkin (1997) comentou que os colémbolos
afetam indiretamente processos de decomposi¢do se alimentando das hifas fungicas. Também,
a alimentagdo seletiva dos colémbolos pode afetar negativamente ou positivamente a
abundancia de espécies fungicas (VARGA et al., 2002).

Quanto a sobrevivéncia do fungo na presenca de enquitreideos ndo houve
diferenca significativa, indicando que estes organismos podem ter se alimentado do fungo nas
maiores concentragdes. Os enquitreideos sdo tidos como consumidores de material organico
morto microbiologicamente colonizado (O’CONNOR, 1967; BROCKMEYER et al., 1990;
DIDDEN, 1993), mas um nUmero de trabalhos reportam que alguns enquitreideos se
alimentam de fungo (DASH; CRAGG, 1972; STANDEN; LATTER, 1977, HEDLUND;
AUGUSTSSON, 1995) ¢ Jaffe et al (1997) suspeitaram que E. crypticus afetou diretamente o
fungo e concluiram que E. crypticus pode interferir no controle bioldgico de nematoides
fitoparasitas.

Segundo Jaffee e Muldoon (1997), a hifa peletizada de Hirsutella
rhossiliensis reduziu a invasdo de nematoides nas raizes em microcosmos em laboratorio, mas
ndo em campo, o que foi atribuido ao fato que E. crypticus destruiram coldnias das hifas
peletizadas dos fungos nematofagos e reduziram o controle bioldgico de nematdide formador
de galhas M. javanica. O enquitreideo também reduziu a densidade da populagdo do fungo
formador de armadilha Monacrosporium gephyropagum, Arthrobotrys thaumasia e A.

haptotyla pela ingestao e consumo do fungo (JAFFE et al., 1997).
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Tabela 2 — Sobrevivéncia (%) do fungo Paecilomyces lilacinus apos 28 dias em contato com
os organismos Folsomia candida e Enchytraeus crypticus.

Tratamentos Enquitreideos Colémbolos
C1 29,17 11,67
C2 23,33 32,00
C3 24,17 20,33
C4 24,17 25,00
Ns Ns
CV (%) 21,00 39,67

A comercializagdo de microrganismos bionematicidas se baseia em
resultados de muita pesquisa. Um fator limitante destes bionematicidas ¢ a inconstante
performance no campo (LAY et al.,, 1982; DICKSON; MITCHELL, 1985; CARNEIRO;
CAYROL, 1991; PERSSON; JANSSON, 1999; MEYER et al., 2001; SORRIBAS et al.,
2003), a perda de viruléncia (LOHMANN et al., 1989; ZUCKERMAN et al., 1989; WANG et
al., 2003), consequentemente a baixa qualidade de controle na aplicagdo (JENKINS et al.,
1998) por causa principalmente dos fatores ambientais que o fungo estard sujeito quando
aplicado em campo.

Os agentes de controle bioldgico no solo estdo sujeitos ao antagonismo
imposto por diferentes organismos. E preciso uma investigagdo rigorosa para que se possa
aplicar bionematicidas, adquirir a confian¢a dos produtores e manter o ecossistema o mais

possivel intacto de estresses antropogénicos.

4.5 Conclusoes

A concentracdo dos conidios do fungo Paecilomyces lilacinus influencia na
reproducao dos colémbolos.

Ha indicacdo de que os dois organismos bioindicadores Enchytraeus

crypticus e Folsomia candida se alimentam do fungo Paecilomyces lilacinus.
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5. ARTIGO C: INTERACAO ENTRE Folsomia candida, Enchytraeus crypticus E
Meloidogyne paranaensis EM RESPOSTA AO FUNGO Paecilomyces lilacinus.

5.1 Resumo

O fungo Paecilomyces lilacinus (Thom., 1910) Samson, 1974 ¢é relatado como agente de
biocontrole de nematoides e, com o interesse por praticas ecologicamente corretas, tem sido
dada énfase a estrutura da comunidade invertebrada do solo, visando identificar um manejo
que possa otimizar atividades do ecossistema. Este trabalho objetivou avaliar em
microcosmos a interagdo dos microrganismos bioindicadores do solo colémbolo (Folsomia
candida Willem, 1902) e enquitreideo (Enchytraeus crypticus Westheide & Graefe, 1992) em
conjunto com a aplicagdo do fungo P. lilacinus (UELpae 18) e o efeito causado no nematdide
Meloidogyne paranaensis (Carneiro et al., 1996) na cultura do tomateiro (Lycopersicon
esculentum Mill. cv. Easypeel). O trabalho foi realizado na Universidade de Coimbra —
Portugal, constando de 16 tratamentos, cada um com cinco réplicas utilizando todas as
interagdes entre planta, colémbolo, enquitreideo, nematdide e fungo, em delineamento de
blocos ao acaso. Recipientes de 1,5 L contendo 750g de solo artificial OCDE, foram
utilizados segundo as normas do ISO. Plantulas de tomateiro com 30 dias de idade foram
transplantadas e inoculadas com 5000 ovos de M. paranaensis por vaso. Foram utilizadas
populagdes de 20 organismos de Folsomia candida e Enchytraeus crypticus por vaso de
microcosmos, sincronizados segundo as normas do ISO. Apds, foram aplicados 650 mg do
isolado do fungo diluidas em 10 mL de 4gua destilada por vaso. Os microcosmos foram
fechados e, ap6s 60 dias foram avaliadas caracteristicas de desenvolvimento das plantas,
populagdo de M. paranaensis nas raizes, popula¢dao de F. candida e E. crypticus no solo, e
sobrevivéncia do fungo P. lilacinus no solo. Os resultados apontaram uma diminui¢do na
altura de plantas e um aumento na massa das raizes das plantas de tomateiro quando na
presenga do nematodide. A interagdo fungo x colémbolo x enquitreideos mostrou influéncias
variaveis nas caracteristicas de desenvolvimento das plantas. Para maior altura de planta a
interagdo de fungo e colémbolos ndo foi dependente do enquitreideo; e para massa de parte
aérea e de raiz esta interacdo foi dependente do enquitreideo para apresentar os maiores
valores. Para reprodu¢do do nematoide o fungo foi eficiente no controle da populagdo com ou
sem a presen¢a dos organismos bioindicadores, e os bioindicadores sem a presenca do fungo
também diminuiram eficazmente a populacdo de nematdides. A maior reproducdo dos
colémbolos e dos enquitreideos foi obtida na presenca do fungo e este obteve alta
sobrevivéncia na presenca do nematoide.

Termos para indexagdo: Nematoides de galhas, Controle Bioldgico, Fungos Nematofagos,
Bioindicadores do solo.

Abstract

The fungus Paecilomyces lilacinus (Thom., 1910) Samson, 1974 is reported as a biocontrol
agent for nematodes, and with interest in environmentally friendly practices, emphasis has
been given to the structure of soil invertebrate community, to identify a management able to
optimize activities for ecosystem operation. This study evaluated in microcosm the interaction
of bioindicators organisms of soil springtail (Folsomia candida Willem, 1902) and
enchytraeid (Enchytraeus crypticus Westheide & Graefe, 1992) together with the application
of the fungus P. lilacinus (UELpae 18) and the effect caused by the nematode Meloidogyne
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paranaensis (Carneiro et al., 1996) in tomato (Lycopersicon esculentum Mill. cv. Easypeel).
The work was conducted at the University of Coimbra - PT, where 16 treatments were done,
each with five replicates using all interactions between plants, springtails, enchytraeid,
nematode and fungus, in a randomized design. Containers of 1.5 L were used containing 750g
of OECD artificial soil, according to the ISO standards. Tomato seedlings with 30 days of age
were transplanted and inoculated with 5.000 eggs of M. paranaensis. We used populations of
20 organisms of Folsomia candida and Enchytraeus crypticus per containers microcosms,
synchronized according to the ISO standards. After 650 mg of fungal conidia isolate were
applied diluted in 10 mL of distilled water per container. The microcosms were closed so that
there was no loss of microorganisms and, after 60 days characteristics of tomato plant
development were evaluated, the population of M. paranaensis on roots, the population of F.
candida and E. crypticus in the soil, and survival of the fungus P. lilacinus in soil. The results
showed a decrease in height and an increase in root mass of tomato plants in the presence of
the nematode. The interaction springtail x fungus x enchytraeid showed variable influences on
the characteristics of plant development. It was observed that for a greater plant height the
interaction of the fungus and Collembola it was not dependent on the Enchytraeid; on the
other hand the weight of shoot and root of this interaction was dependent on the Enchytraeid
to present the greater results. For nematode reproduction the fungus was eficient in population
control with or without the presence of bioindicators organisms, as the bioindicators without
the presence of the fungus also effectively decreased the nematode population. Further
reproduction of Collembola and Enchytraeid was obtained in the presence of the fungus and
the fungus had a high survival in the presence of the nematode.

Index terms: Root-knot nematode, biological control, nematophagous fungi, Bioindicators of
soil.

5.2 Introdugao

Nematoides formadores de galhas (Meloidogyne spp.) estdo entre os grupos
de nematdides fitoparasitas que mais causam danos (8 a 20%) e perdas (87 bilhdes de dolares)
por ano nos campos das principais plantas cultivadas em todo o mundo (SASSER;
FRECKMAN, 1987).

O controle destes nematdides tem sido realizado principalmente por
nematicidas quimicos, rotagdo de culturas (SASSER; JR. UZZELL, 1991; JOHNSON et al.,
1997, REYNOLDS et al., 2000; PLOEG, 2002; KRATOCHVIL et al., 2004), cultivares
resistentes quando disponiveis (WIDMER; ABAWI, 2000), cultura de cobertura, adubacao
verde, solarizacdo, pousio e controle bioldégico (BARKER; KOENNING, 1998). No entanto,
todo método de controle tem sucesso limitado, ¢ a maioria que se aproxima de um método
sustentavel de controle de nematoide integra diversas ferramentas e estratégias para o manejo
de pragas em um sistema agricola sustentavel (AKHTAR, 1997).

Com o crescimento das limitagdes do uso de nematicidas no manejo de
nematoides, pois o controle quimico ¢ muito caro, ndo sustentavel e afeta o agroecossistema

negativamente (AHMAD; KHAN, 2004), varios agentes de biocontrole t€ém sido avaliados
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para o manejo deste patogeno. Os fungos oportunistas tém mostrado resultados encorajadores
no controle de nemato6ides formadores de galhas (LEIJ et al., 1993; KHAN; SAXENA, 1996,
1997; NAKAT et al., 1998; JONATHAN; RAJEDRAN, 2000; AHMAD; KHAN, 2004).

Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson, 1974, um hifomiceto comum no
solo com distribui¢ao cosmopolita (DUBE; SMART, 1987), é um fungo oportunista que ¢
usado em grande niumero de formulados nematicidas biologicos (DONG; ZHANG, 2006). Os
fatores limitantes deste fungo sdo o inconstante desempenho no campo (LAY et al., 1982;
DICKSON; MITCHELL, 1985; CARNEIRO; CAYROL, 1991; PERSSON; JANSSON,
1999; MEYER et al., 2001; SORRIBAS et al., 2003), a perda de viruléncia (LOHMANN et
al., 1989; ZUCKERMAN et al., 1989; WANG et al., 2003) e baixa qualidade de controle na
primeira aplicacdo (JENKINS; GRZYWACZ, 2000).

A eficiéncia do fungo P. lilacinus, como agente de controle bioldgico, tem
sido testada em muitos paises com resultados positivos para o parasitismo de estagios
sedentarios dos nematoides fitoparasitas (DAVID; ZORILLA, 1983; JATALA, 1986; KHAN;
HUSSEIN, 1988, 1990). Um exemplo ¢ o isolado 251 (PL251) que atualmente ¢
comercializado e registrado para a venda como Bioact® WG para controle de nematéides em
varios paises (KIEWNICK, 2004; ATKINS et al., 2005). Além disso, PL251 recebeu
recentemente o registro US Environment Protection Agency como nematicida biologico com
o nome comercial Melocon® WG (EPA, 2005). Os resultados preliminares obtidos com a
formulacdo de granulos dispersiveis em agua de PL251 (Bioact® WG) demonstraram o
potencial de controle bioldgico de M. incognita em plantas de tomate, Heterodera schachtii
em beterraba, bem como o nematdide Radopholus similis em banana, quando testado em
condi¢gdes de temperatura favoravel para o biocontrole pelo fungo (KIEWNICK; SIKORA,
2003; KIEWNICK et al., 2004a, b).

No entanto, ¢ preciso avaliar o efeito do fungo oportunista na penetracao, no
desenvolvimento e no ciclo de vida dos nematdides (ASHRAF; KHAN, 2005) que tem uma
grande importancia na estratégia de manejo de nematdides fitoparasitas, pois hd um grande
nimero de fungos que ocorrem naturalmente no solo e podem exercer influéncia nos
microrganismos, inclusive nos nematdides (ANVER et al., 2001).

E preciso também se avaliar o efeito do fungo oportunista no ciclo de vida
de organismos bioindicadores da qualidade de solo que estardo interagindo na microbiota do
solo. Com a crescente demanda de tecnologias e produtos ecologicamente corretos, tém sido
desenvolvidas vérias estratégias de medicao da qualidade ambiental e da sustentabilidade da

exploragdo agropecuaria. O uso de bioindicadores mostra-se promissor como indicadores
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ambientais que respondem as perturbagdes ou mudangas ambientais; indicadores ecologicos
que demonstram efeitos das mudangas ambientais como alteracdes de habitats, fragmentagao,
mudangas climaticas, poluicdo e outros fatores que geram impacto na biota; e, por ultimo,
indicadores de biodiversidade, que refletem indices de diversidade (MCGEOCH, 1998).

Por cerca de 20 anos, testes ecotoxicologicos padronizados do solo tém sido
realizados. Na maioria destes métodos, usa-se invertebrados em solo artificial como substrato
para os testes (OECD, 1984). Os produtos quimicos sdo adicionados e avaliados nestes
substratos em varias concentragdes e seus efeitos aos organismos (minhocas, enquitreideos,
colémbolos e dacaros predadores) sdo medidos. Neste experimento utilizou-se como
organismos bioindicadores uma espécie de enquitreideo (Enchytraeus crypticus Westheide &
Graefe 1992; Oligochaeta) e uma espécie de colémbolo (Folsomia candida Willem 1902;
Collembola: Isotomidae).

Apesar do seu papel importante em muitos ecossistemas, os enquitreideos
foram negligenciados como organismos testes até cerca de 15 anos atras (ROMBKE, 2003).
Com a descoberta de sua sensibilidade aos estresses antropogénicos, foram desenvolvidos
estudos de testes de reprodugdo a campo e em laboratorio com Enchytraeus albidus para
avaliar os efeitos dos produtos quimicos e analisar a qualidade do solo utilizando solo
artificial (ROMBKE; MOSER, 1999, 2002). E. crypticus ¢ uma espécie que, devido ao seu
rapido desenvolvimento, tem se tornado a espécie de escolha dos testes nos anos recentes
(ACHAZI et al, 1997; KUPERMAN et al., 2003b). Este teste foi padronizado
internacionalmente por ASTM (2004), ISO (2003a), e OECD (2003) e ¢ similar ao teste de
reproducao de minhoca e de colémbolos (ISO 1998, 1999 a).

Os enquitreideos petencem a classe dos Clitellata, ordem dos Oligochaeta e
ao filo dos Annelida. Fazem parte da mesofauna saprofitica da camada decompositora
superficial do solo (JANSCH et al., 2005) e, por isso, sio conhecidos por serem consumidores
saprofiticos (O’CONNOR, 1967; BROCKMEYER et al., 1990; DIDDEN, 1993), mas ha
trabalhos que reportam que alguns enquitreideos se alimentam de fungos (DASH; CRAGG,
1972; STANDEN; LATTER, 1977; DASH et al., 1980; HEDLUND; AUGUSTSSON, 1995)
e de bactérias filamentosas (KRISTUFEK et al., 1995). Jaffee et al. (1997) suspeitaram que E.
crypticus afeta diretamente o fungo, e concluiram que este microrganismo pode interferir no
controle bioldgico de nematoides fitoparasitas.

Folsomia candida ¢ amplamente usada em estudos ecotoxicologicos (ISO,
1999a), pois possui um tempo de geracao relativamente curto e reproducio partenogénica, o

que faz a espécie apropriada para estudar individuos diferentes e parametros de populacdes
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em um experimento unico (CROMMENTUIIN et al.,, 1993). Ja os colémbolos sdo
classificados como microsaprofagos decompositores (JANSCH et al., 2005), se alimentam de
fungos (KLIRONOMOS et al., 1992; FILSER, 2002; FOUNTAIN; HOPKIN, 2005), mas
podem igualmente se alimentar de nematoides (BROWN, 1954; GILMORE; POTTER, 1993;
LEE; WIDDEN, 1996; HOPKIN, 1997). Read et al. (2006) reportaram que Aacaros e
colémbolos foram capazes de reduzir o nimero de nematdides em laboratorio e se
alimentaram de espécies alvo de nematdides no campo.

Portanto, confrontando o ecossistema do solo e suas complexas interagdes
das comunidades de espécies e seus processos bioldgicos, quimicos e fisicos associados,
simplificados sistemas de laboratorio foram construidos para preencher uma lacuna com a
complicada situacdo do campo. Coletivamente, estes sistemas de laboratorio sao chamados de
“microcosmos” e apesar das discussdes sobre a confiabilidade desses sistemas (TAYLOR;
PARKINSON, 1988), houve poucas tentativas de se chegar a alguma padroniza¢ao (VAN
STRAALEN; VAN GESTEL, 1993).

Os fatores que conduzem as mudangas na dinamica das populagdes dos
nematoides no solo sdo pouco conhecidos. No entanto, os organismos E. crypticus e F.
candida podem em conjunto com o fungo P. lilacinus reduzir a populagdo do nematoide M.
paranaensis em raizes de plantas de tomateiro em microcosmos, ou podem prejudicar a
eficiéncia do parasitismo do fungo P. lilacinus aumentando assim a populagdo do nematoide
M. paranaensis. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito das interagdes dos
organismos Meloidogyne paranaensis, Paecilomyces lilacinus, Enchytraeus crypticus e

Folsomia candida em plantas de tomateiro (Licopersicum esculentum Mill.).

5.3 Material e Métodos

O trabalho foi realizado na Universidade de Coimbra — Portugal,
Departamento de Zoologia, nas dependéncias do Instituto do Mar (IMAR).

Em principio foi feita a preparagdo do solo artificial OCDE
(FAIRBROTHER et al., 1999; OECD, 2000) com 5% de turfa, 21% de caolin, 75% de areia e
3,7 g CaCO; kg de solo artificial OCDE para ajuste do pH (entre 5,5-6,5), segundo as
normas do ISO-11274 (1994). Logo ap6s foi determinada a capacidade de retencdo de agua
segundo as normas do ISO-11274 (1998).
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O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema
fatorial 2x2x2x2, totalizando 16 tratamentos (Tabela 1) Recipientes de 1,5 L foram utilizados

contendo 750 g de solo artificial, segundo as normas do ISO.

Tabela 1 — Tratamentos elaborados com 5 repeti¢des cada.

Tratamento
1 Planta
2 Planta + M. paranaensis
3 Planta + F. candida
4 Planta + E. crypticus
5 Planta + M. paranaensis + F. candida
6 Planta + M. paranaensis + E. crypticus
7 Planta + F. candida + E. crypticus
8 Planta + P. lilacinus
9 Planta + P. lilacinus + M. paranaensis
10 Planta + P. lilacinus + E. crypticus
11 Planta + P. lilacinus + F. candida
12 Planta + P. lilacinus + M. paranaensis + F. candida + E. crypticus
13 Planta + P. lilacinus + M. paranaensis + E. crypticus
14 Planta + P. lilacinus + M. paranaensis + F. candida
15 Planta + M. paranaensis + F. candida + E. crypticus
16 Planta + P. lilacinus + F. candida + E. crypticus

Um més antes da montagem do experimento, sementes de tomateiro cultivar
Easypeel foram germinadas em estufa e foram transplantadas em vasos contendo 50 g de solo
OCDE e aos 30 dias foram transplantadas para o experimento.

Ao mesmo tempo foi realizada a sincronizac¢ao das culturas de Enchytraeus
crypticus e F. candida segundo as normas ISO-16387 (2003) e ISO-11267 (1999),
respectivamente. Foram aplicados 20 organismos de E. crypticus e F. candida por vaso, no
dia da montagem do experimento.

Para tanto, os nematodides foram multiplicados em plantas de tomateiro
cultivar Easypeel e apds 60 dias procedeu-se a extracdo dos ovos e eventuais juvenis das
raizes pela técnica de extracdo descrita por Bonetti ¢ Ferraz (1981). A suspensdo foi ajustada
para 1000 ovos e eventuais juvenis por mL e foram aplicados 5000 ovos e eventuais juvenis
por repeticao.

Ap6s 3 dias foram aplicados 650 mg do fungo P. lilacinus (UELPae 18) em
10 mL de agua destilada. Estes fungos foram previamente multiplicados em arroz, triturados e
formulados na concentragio de 10° esporos por grama pela empresa Ballagro-Agro
Tecnologia. O isolado de P. lilacinus (UELpae 18) avaliado pertence a colegdo de

microrganismos do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina, o
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qual foi obtido em areas de cultivo de cafeeiro na regido de Londrina — PR. Este foi
previamente selecionado quanto a capacidade de parasitar ovos de M. paranaensis “in vitro”,
em diferentes temperaturas (CADIOLI et al., 2007) e a patogenicidade sobre M. paranaensis
em cafeeiro em casa de vegetagdo (CADIOLI et al., 2009).

Os microcosmos foram fechados para que ndo houvesse perda dos
microrganismos e foram colocados em estufa climatizada a 22° C com fotoperiodo de 12 por
12 horas claro e escuro e foram regados diariamente.

Apo6s 60 dias as garrafas com as plantas foram cortadas, foram retiradas as
raizes, ¢ medida a altura da parte aérea ¢ pesada a parte aérea e as raizes das plantas de
tomateiro. Em seguida foi feita a extracdo dos ovos de nematodides pela técnica descrita por
Bonetti e Ferraz (1981). A parte superior do solo foi dividida (250 g) e para o tratamento com
colémbolos este solo foi colocado no extrator na temperatura de 45° C, enquanto que para
enquitreideo foi adicionado alcool 80% + rosa de bengala 1%. Passada uma semana foram
feitas as contagens dos dois organismos em microscopio estereoscopio.

Para avaliar a sobrevivéncia do fungo no solo foi feita a dilui¢do seriada (10
%) de cada repeticio e foi plaqueada uma aliquota de 0,1 mL em meio semi-seletivo de aveia
para P. lilacinus de Alves et al. (1998) modificado, com 20 g de farinha de aveia, 20 g de
agar, 230 mg de Baycor Plus (dodine 800 g kg™), 50 mg de solucio de violeta genciana, 5 mg
de Tetraciclina (Cloridrato de tetraciclina, 300 mg), em 1000 mL de 4dgua destilada. Passados
7 dias de incubacdo foi determinado o percentual de desenvolvimento das colonias nas placas.
Outra amostra foi recolhida de cada repeticdo para ser medido o pH dos tratamentos ao final
do experimento segundo as normas do ISO-11274 (1994).

Os dados obtidos tanto para as caracteristicas de desenvolvimento das
plantas quanto para o desenvolvimento dos organismos utilizados no experimento foram
submetidos a andlise de variancia com desdobramento das interacdes entre os organismos

para comparacao da médias.

5.4 Resultados e Discussao

Os resultados para a altura das plantas, peso de parte aérea e de raiz das
plantas de tomate mostraram-se variaveis, sendo que a altura das plantas teve dependéncia
significativa do nematoide e da interagdo colémbolo x fungo x enquitreideo (Tabela 2).
Quando foi avaliado o peso da parte aérea foi observada dependéncia significativa da
interagdo colémbolo x fungo x enquitreideo e o peso de raiz foi influenciado pela intera¢ao do

fungo x nematdide e colémbolo x fungo x enquitreideo.
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Tabela 2 — Efeitos significativos das fontes de variagdo (p<0.05) das Analises de Variancia
das caracteristicas de desenvolvimento de plantas de Tomateiro.

Caracteristica Fonte de Variacdo GL Teste F (p. valor)
Altura de Planta Nematoide 1 0,0000
CV =22,91% Colémbolo x Fungo x Enquitreideo 1 0,0515
Fungo dentro (Colémbolo 1 Enquitreideo 0) 1 0,0001
Enquitreideo dentro (Colémbolo 1 Fungo 1) 1 0,0126
Peso de Parte Aérea Colémbolo x Fungo x Enquitreideo 1 0,0049
CV = 33,29% Colémbolo dentro (Fungo 1 Enquitreideo 0) 1 0,0193
Fungo dentro (Colémbolo 1 Enquitreideo 0) 1 0,0040
Enquitreideo dentro (Colémbolo 1 Fungo 1) 1 0,0003
Peso de Raiz Nematoide x Fungo 1 0,0001
CV = 30,64% Nematdide dentro (Fungo 0) 1 0,0008
Nematéide dentro (Fungo 1) 1 0,0145
Fungo dentro (Nematoéide 0) 1 0,0208
Fungo dentro (Nematdide 1) 1 0,0005
Colémbolo x Fungo x Enquitreideo 1 0,0004
Colémbolo dentro (Fungo 1 Enquitreideo 0) 1 0,0002
Fungo dentro (Colémbolo 1 Enquitreideo 0) 1 0,0001
Enquitreideo dentro (Colémbolo 1 Fungo 1) 1 0,0001

Na presenca do nematdide M. paranaensis a altura das plantas de tomateiro
foi estatisticamente inferior (18,47 cm) do que na auséncia do nematdide (23,14 cm),
independente da presenga ou auséncia dos organismos bioindicadores F. candida e E.
crypticus ou mesmo do fungo nematéfago P. lilacinus, ou seja, o nematdide influenciou
negativamente no crescimento das plantas de tomateiro. Este resultado corrobora com os
obtidos por Ferraz e Monteiro (1995) que relataram que o tamanho desigual de plantas, a
murcha nas horas mais quentes do dia, as folhas e frutos de menor tamanho, o nanismo e,
conseqiientemente, a reducdo de producdo sdo sintomas tipicos do ataque dos nematodides.
Segundo estes mesmos autores, no caso dos nematodides formadores de galhas, em fun¢do do
comprometimento do sistema radicular pela formacdao de células gigantes, hiperplasia e
hipertrofia (sintomas histologicos) de células, pode haver uma exibi¢do exagerada de
deficiéncias nutricionais que se refletem na parte aérea, levando a planta a um declinio
vagaroso.

Quando o fungo estava presente, a altura de plantas foi maior (25,08 cm) do
que na sua auséncia (16,07 cm), isto quando o colémbolo estava presente e o enquitreideo
ausente. Na presenca do enquitreideo a altura de planta foi maior (21,54 cm) do que na sua
auséncia (16,07 cm) quando o colémbolo e o fungo estavam presentes, ou seja, independente
da presenca ou auséncia de E. crypticus, quando estavam presentes em conjunto F. candida e

P. lilacinus houve um aumento significativo da altura das plantas de tomateiro.
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Para a massa da parte aérea das plantas de tomateiro foi observado que na
presenca de colémbolo a massa da parte aérea foi estatisticamente inferior (2,45 g) do que na
sua auséncia (3,81 g), quando o fungo estava presente e o enquitreideo estava ausente. Na
presen¢a do fungo, a massa da parte aérea foi menor (2,45 g) do que na sua auséncia (4, 14 g)
quando em conjunto com colémbolos e na auséncia dos enquitreideos. Na presenca do
enquitreideo, a massa da parte aérea foi superior (4,64 g) do que em sua auséncia (2,45 g)
quando na presenga de colémbolo e fungo. Estes resultados mostraram-se inversos aos
resultados para altura das plantas de tomateiro, pois a presenga do fungo e dos colémbolos
diminuiu significativamente a massa da parte aérea ¢ apenas quando estavam em conjunto
com E. crypticus tiveram um aumento significativo da massa da parte aérea, mostrando-se
dependentes deste organismo.

Para a variavel massa da raiz das plantas de tomateiro, na presenga do
nematoide foi estatisticamente maior do que na sua auséncia, quando o fungo estava ausente,
€ menor na sua presenga. Na presen¢a do fungo a massa da raiz foi estatisticamente inferior
(1,53 g) do que na sua auséncia (2,17 g) quando o nematdide estava presente e
estatisticamente inferior (1,97 vs 1,55 g) na sua auséncia. Isto indica que na raiz em que foi
inoculado o nematdide e nio foi aplicado o fungo obteve-se um maior peso. Segundo
Hutangura et al. (1999), o aumento de massa de raizes infectadas por nematoides ¢
conseqiliéncia do efeito combinado da emissdo de novas raizes secundarias nos locais de
infeccdo do nematdide e formacdo de galhas. Estas variagdes encontradas para as
caracteristicas de desenvolvimento das plantas em relagdo a presenga do nematdide formador
de galhas também foram encontradas em trabalhos desenvolvidos por Santiago et al, (2006) e
Cadioli et al. (2009).

Na presenca do colémbolo, a massa das raizes foi inferior (1,09 g) ao que
era na sua auséncia (2,07 g) quando na presenga do fungo e auséncia de enquitreideo. Na
presenca do fungo, a massa da raiz foi inferior (1,09 g) ao que era na sua auséncia (2,09 g)
quando na presenca do colémbolo e na auséncia de enquitreideo. Na presenc¢a do enquitreideo,
a massa das raizes foi superior (2,15 g) ao que era na auséncia (1,09 g) do que quando na
presenga de colémbolo e fungo. Isto indica que, igualmente para a massa de parte aérea o
bioindicador enquitreideo, de alguma forma, ajudou a aumentar a massa das raizes. Resultado
divergente foi relatado por Jaffee et al. (1997), os quais citaram que igualmente ao nimero de
nematoides, o efeito de E. crypticus no crescimento das raizes foi indireto, as raizes foram
atrofiadas quando os enquitreideos interferiram no controle biologico dos nematoides

formadores de galhas.
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Estes resultados corroboram Andrade (1999), que afirma que o ambiente ao
redor das raizes representa uma regido de intensa atividade microbiana, onde as interagdes
microrganismo-microrganismo € microrganismo-planta sdo evidentes e extremamente
complexas.

A reproducdao dos nematodides ao final de sessenta dias teve influéncia
significativa da interacdo colémbolo x fungo x enquitreideos, em que a reprodugdao dos
colémbolos foi dependente da interagdo do nematdide x fungo, do nematdide x enquitreideo e
do fungo x enquitreideo (Tabela 3). J& a reproducdo dos enquitreideos sofreu influéncia da
interagdo nematodide x fungo e a sobrevivéncia do fungo foi influenciada pela interagdo
nematoide x enquitreideo.

Todos os tratamentos que continham M. paranaensis obtiveram o indice de
galhas mais elevado segundo a escala de Taylor e Sasser (1978) e massas de ovos por sistema
radicular (dados ndo apresentados na tabela por ndo diferirem estatisticamente entre si). Isto
significa que houve penetracdo dos juvenis nas raizes, com formagao de galhas e massas de
ovos, porém o numero de ovos por massas de ovos destes tratamentos foram
significantemente menores (Tabela 3).

Para reprodugdo de nematoides foi observado que na presenca do colémbolo
a reproducao de nematoide foi inferior (1.306 nematoides) do que na sua auséncia (33.152
nematoides) quando na auséncia do fungo e presenca do enquitreideo. Estes resultados
indicam que os organismos bioindicadores de qualidade do solo reduziram a populagdo final
de nematdides, mostrando potencial para agentes de controle bioldgico. Huhta et al. (1998)
em um estudo desenvolvido em laboratorio, observaram que F. candida consumiu
nematoides, mas citaram que ndo estava claro se os nematdides sdo importantes componentes
da dieta dos colémbolos. No entanto, Read et al. (2006) com o uso de PCR para detectar a
predagdo de nematdides por microartrépodes, acaros e colémbolos no laboratdrio e no campo
confirmaram a hipotese de que os acaros e os colémbolos sdo predadores significantes de
nematodides, capazes de reduzir a sua densidade populacional. Também, Wilson e Gaugler
(2004) encontraram correlacdo positiva entre a taxa de declinio da populacdo de nematdides
no solo e a abundancia de acaros e colémbolos, corroborando os resultados do presente

estudo.
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Tabela 3 — Efeitos das fontes de variagdo (p<0.05) sobre os resultados da Analise de
Variancia do efeito de Paecilomyces liacinus na populagdo de Meloidogyne
paranaensis, Enchytraeus crypticus e Folsomia candida em microcosmo e
sobrevivéncia de P. lilacinus no solo ao final do experimento em tomateiro.

Caracteristica Fonte de Variacdo GL Teste F (p. valor)

Reproducédo do Nematoide Colémbolo x Fungo x Enquitreideo 0,0006

CV = 46,63% Colémbolo dentro (Fungo 0 Enquitreideo 1) 0,0000
Fungo dentro (Colémbolo 0 Enquitreideo 0) 0,0142
Fungo dentro (Colémbolo 0 Enquitreideo 1) 0,0000
Fungo dentro (Colémbolo 1 Enquitreideo 0) 0,0004
Enquitreideo dentro (Colémbolo 0 Fungo 0) 0,0008

Reproducéo do Colémbolo Nematéide x Fungo 0,0077

CV =70,99% Nematoide dentro (Fungo 1) 0,0000
Fungo dentro (Nematdéide 0) 0,0000

Nematoide x Enquitreideo 0,0124

Nematéide dentro (Enquitreideo 0) 0,0000
Enquitreideo dentro (Nematoide 0) 0,0000

Fungo x Enquitreideo 0,0143

Fungo dentro (Enquitreideo 0) 0,0000
Enquitreideo dentro (Fungo 1) 0,0000

Reproducéo do Enquitreideo  Nematdide x Fungo 0,0247

CV = 66,19% Nematéide dentro (Fungo 1) 0,0013

Fungo dentro (Nematoide 0) 0,0000
Fungo dentro (Nematdéide 1) 0,0074
Sobrevivéncia do Fungo Nematoide x Enquitreideo 0,0020
CV =50,67% Nematoide dentro (Enquitreideo 1) 0,0003

P RrRRPRPRRRPRRPRPRRIPRRRPRRPRRPRPRL,RELRPR

Enquitreideo dentro (Nematoide 1) 0,0002

Porém, na presenga do enquitreideo, a reprodu¢do de nematdide foi superior
(33.152 nematoides) do que na sua auséncia (18.176 nematdides) quando na auséncia de
colémbolo e fungo. Isto indica que de alguma forma os enquitreideos influenciaram
negativamente no controle bioldgico de nematoéides de galhas quando sozinhos no solo. Jaffee
et al. (1997) observaram que E. crypticus ndo reduziram o numero de nematodides, pelo
contrario, houve indicagdes de aumento da penetracdo dos nematodides nas raizes quando um
nimero pequeno de enquitreideos foi adicionado. Se este efeito € real, no entanto, pode ter
sido um efeito indireto em que os enquitreideos alteram a porosidade do solo (DIDDEN,
1990) e aumentam o movimento do nematdide pelo solo. Mclnnis e Jaffee (1989) relataram
que por causa do tamanho relativamente grande e pela mobilidade, os enquitreideos podem
mecanicamente danificar o fungo H. rhossiliensis, removendo os conidios e reduzindo a
adesdo nos nematoides.

Na presenca do fungo a reproducao do nematdide foi inferior (7.696
nematoides) quando na sua auséncia (18.176 nematdides) e na auséncia de colémbolos e

enquitreideos. Também na presenca do fungo a reproducao de nematoide foi inferior (4.512
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nematoides) do que na auséncia (33.152 nematoides), na auséncia do colémbolo, mas
presenca de enquitreideo. E na presenga do fungo a reproducdo do nematodide foi inferior
(3.616 nematodides) do que na auséncia (19.536 nematodides) quando na presenga de
colémbolo e auséncia de enquitreideo. Ou seja, independentemente da presencga ou auséncia
dos organismos bioindicadores em conjunto com o fungo, houve redu¢ao da populagdao de
nematoides pelo fungo nematdfago P. lilacinus.

Ha varios trabalhos que relatam a eficiéncia do fungo P. lilacinus na
supressao da populagdo de nematoides fitoparasitas (CADIOLI et al., 2009). Lara et al. (1996)
demonstraram que P. lilacinus reduziu significativamente M. incognita do solo, das
populagdes da raiz e aumentou o rendimento do tomateiro. Na mesma cultura Siddiqui et al.
(2000) relataram a redugdo da infeccdo de M. javanica quando Ahmad e Khan (2004)
indicaram que o fungo P. lilacinus eficazmente parasitou fémeas, massas de ovos e ovos de
M. incognita em pimenta, afetando assim a multiplicagdo da geracdo posterior do nematoide.
Holland et al. (1999) provou que ovos em todos os estagios, incluindo aqueles que contém
juvenis nao eclodidos, foram infectados por um isolado de P. lilacinus. Assim, o fungo
primeiramente coloniza ovos mas ndo juvenis, os quais podem penetrar e se desenvolver
dentro do tecido da raiz (Jatala, 1986), confirmando o resultado obtido neste trabalho com a
observagdao do alto indice de galhas em todos os tratamentos em que o nematdide foi
inoculado.

Schenk (2004) demonstrou o controle de nematdides de galhas em tomate e
pepino, e o aumento da producdo de frutos em condigdes de campo com a aplicagdo de um
produto comercial formulado com conidios de P. lilacinus aplicado em pré-plantio,
combinado com a aplicag@o no substrato das mudas e uma segunda aplicacdo apds 6 semanas
do plantio. E Cabanillas e Barker (1989) e Kiewnick e Sikora (2006) relataram que um bom
nivel de controle de nematoides foi conseguido tanto pela aplicacdo do isolado peruano de P.
lilacinus dez dias antes do transplantio de tomate quanto do isolado PL251 seis dias antes do
transplantio das mudas.

Para reproducdo de colémbolos, na presenca de nematdide a reproducdo foi
inferior (21,2 colémbolos) do que na auséncia (71,2 colémbolos) quando na presenca do
fungo. Na presenca do fungo a reprodugdo dos colémbolos foi superior (71,2 colémbolos) do
que na auséncia (19,4 colémbolos) quando na auséncia de nematdide. Ou seja, o fungo P.
lilacinus aumentou a reproducao de F. candida quando se apresentou sozinho.

Na presenga de nematodide, a reprodugdo dos colémbolos foi inferior (19,5

colémbolos) do que na auséncia (68,2 colémbolos) quando na presenga de enquitreideos. Na
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presenca de enquitreideos, a reproducdo dos colémbolos foi inferior (22,4 colémbolos) do que
na auséncia (68,2 colémbolos) quando na auséncia de nematdides. Isto indica que o
enquitreideo e o nematdide afetaram de forma negativa a reprodugdo dos colémbolos.

Na presenga do fungo a reprodu¢do dos colémbolos foi superior (68,9
colémbolos) do que na auséncia (18,8 colémbolos) quando na auséncia de enquitreideos. Na
presenca do fungo a reprodugdo dos colémbolos foi inferior (23,5 colémbolos) do que na
auséncia (68,9 colémbolos) quando na presenga de enquitreideos. Ou seja, novamente o fungo
P. lilacinus aumentou a reprodugdo de F. candida quando se apresentou sozinho, pois como
os enquitreideos também se alimentam de fungos, pode ter havido competi¢do entre os dois
organismos bioindicadores.

Broza et al. (2001) e Sjursen et al. (2001) relataram que F. candida
consome e inativa fungos entomopatogénicos aplicados como pesticidas bioldgicos sem sofrer
mortalidade, distarbio reprodutivo, ou qualquer outro efeito prejudicial. Experimentos de
laboratorio com F. candida em microcosmos mostrou que alguns fungos sdo mais nutritivos
que outros. Contudo, € dificil verificar as razdes para esta diferenga, podendo ser relacionadas
ao teor de proteina (DRAHEIM; LARINK, 1995) ou a inibicdo do crescimento por agentes
quimicos que prejudicam a alimentacdo (HOPKIN, 1997).

A qualidade do substrato alimentar fungico pode influenciar no crescimento
dos colémbolos (HOGERVORST et al., 2003) e reprodu¢dao (KLIRONOMOS et al., 1999),
alterando o tamanho da populagdo e assim afetando o futuro da intensidade de alimentacdo. A
maioria dos colémbolos se alimenta de hifas fingicas e F. candida ndo ¢ uma excegao,
exibindo uma forte preferéncia para certas espécies (HOPKIN, 1997). Em microcosmos no
laboratorio, F. candida prefere fungos em crescimento na superficie de material organico em
decomposicdo do que em particulas de solo (BRIONES, et al., 1999), e dada a escolha,
preferiu consumir o fungo saprofitico Alternaria alternata que um fungo micorrizico
arbuscular (FMA) (KLIRONOMOS; MOUTOGLIS, 1999). Também Sabatini ¢ Innocenti
(2000), estudando quatro espécies de fungos patogénicos, observaram que o micélio de trés
das espécies foi adequado para a nutri¢@o e reproducdo de F. candida.

Para reproducdo de enquitreideo pode ser notado na tabela 3 que na
presenca de nematoide a reprodugdo de enquitreideo foi inferior (68,7 enquitreideos) do que
na sua auséncia (131,3 enquitreideos) quando na presenga do fungo. Porém, na presenga do
fungo a reproducdo de enquitreideos foi superior (131,3 enquitreideos) do que na sua auséncia
(21,5 enquitreideos) quando na auséncia de nematodide. Na presenca do fungo a reprodugdo de

enquitreideos foi superior (68,7 enquitreideos) do que na sua auséncia (18 enquitreideos)
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quando na presenca de nematdide. Ou seja, independente da presenga do nematdide, quando
estava presente o fungo P. lilacinus no solo o enquitreideo obteve uma reprodugio
significativamente maior. Resultado similar foi obtido por Jaffee et al. (1997), que relataram o
aumento no nimero de E. crypticus quando foram adicionados os peletes com hifas do solo,
indicando que os enquitreideos ndo somente ingeriram como também digeriram o fungo.

A sobrevivéncia do fungo na presenca de nematoides foi superior (20,75 %)
do que na sua auséncia (9,25 %) quando na auséncia de enquitreideos. Na presenca de
enquitreideos a sobrevivéncia do fungo foi inferior (9 %) do que na sua auséncia (20,75 %)
quando na presenca de nematoide. Tal fato indica que a presenca de E. crypticus influenciou
negativamente a sobrevivéncia do fungo nematofago. Ja na presenca do nematdide houve uma
sobrevivéncia significativamente maior, resposta positiva para um agente promissor de
controle bioldgico. Jaffee et al. (1997) relataram a hipotese de que a exclusdo dos
enquitreideos do campo aumentou o estabelecimento do fungo nematofago.

Anver et al. (2001) relataram que P. lilacinus é capaz de ndo somente
colonizar e destruir 6rgaos de fémeas reprodutivas, ovos e cistos de nematdides mas ¢ também
¢ um bom competidor entre os microrganismos do solo, crescendo facilmente em substancias
organicas na auséncia de um hospedeiro natural (por exemplo o nematoide). Assim, podera
haver primeiro uma multiplicagdo em substratos organicos antes de atacar os nematoides.
Além disso, este fungo ndo depende da interacdo com a rizosfera da planta hospedeira como
um fator para o controle bioldgico (KIEWNICK et al., 2004a). Portanto, ele pode ser aplicado
sem a planta hospedeira no campo ¢ no momento em que as temperaturas do solo sdo
favoraveis para o fungo reduzir o indculo de nematoides. Assim, a aplicacdo do fungo P.
lilacinus no solo quando forem plantadas culturas ndo hospedeiras de nematdides de galhas
pode ser uma estratégia alternativa para reduzir a infestacdo desta praga (KIEWNICK;
SIKORA, 2006).

Anastasiadis et al. (2008) relataram o isolamento de P. lilacinus do solo
apods 3 meses da sua aplicagdo, isto indicou que o fungo sobreviveu durante todo periodo e foi
compativel com as praticas agrondmicas e condi¢des ambientais de agricultura intensiva em
estufas.

Resultados conflitantes foram encontrados por Bengtsson e Rundgren
(1983) que citaram que os colémbolos, em densidades moderadas, estimularam
frequentemente o crescimento fungico, enquanto Visser (1985), Verhoef et al (1988) e Hanlon
e Anderson (1979) complementaram, respectivamente, que estimulam o crescimento fungico

através da remocao de hifas senescentes, da criagdo da associacao de um nutriente labil com a
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producdo de urina, e de fezes. Varga et al (2002) relataram que a alimentagdo seletiva dos
colémbolos pode afetar a abundancia de espécies fungicas.

Contudo, o biocontrole do nematoide de galha ainda ndo chegou ao status de
ser um tratamento para ser aplicado sozinho (GIANNAKOU et al., 2004). A combinagao de
varias medidas sustentaveis para o meio ambiente, tais como incorporagdo de adubo verde,
plantio direto, plantas resistentes, plantas antagonistas, dentre outras, ¢ vidvel para que se

consiga o equilibrio do agroecossistema do campo.

5.5 Conclusdes

O fungo Paecilomyces lilacinus (UELPae 18) reduziu a populagdo de
Meloidogyne paranaensis em plantas de tomateiro.

Os organismos bioindicadores de qualidade de solo Folsomia candida e
Enchytraeus crypticus mostraram-se potenciais agentes de controle bioldgico do nematoide
Meloidogyne paranaensis.

A interacao dos organismos (Paecilomyces lilacinus, Folsomia candida e
Enchytraeus crypticus) diminuiu a populacdo de Meloidogyne paranaensis em plantas de
tomateiro em microcosmos.

O fungo Paecilomyces lilacinus aumentou a reproducdo dos organismos

bioindicadores do solo Folsomia candida e Enchytraeus crypticus.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Os isolados do fungo Paecilomyces lilacinus mostraram potencial para
controle bioldgico de nematdide Meloidogyne paranaensis em mudas de cafeeiro em casa de
vegetacao.

Os bioindicadores de qualidade de solo Folsomia candida e Enchytraeus
crypticus se alimentaram do fungo Paecilomyces lilacinus, mas houve diminuigdo da
reprodug@o do bioindicador Folsomia candida com o aumento da concentragdo dos conidios
do fungo Paecilomyces lilacinus.

O fungo Paecilomyces lilacinus reduziu a populagdo de Meloidogyne
paranaensis em conjunto ou sem os organismos bioindicadores de qualidade do solo
Folsomia candida e Enchytraeus crypticus.

Os organismos bioindicadores de qualidade do solo Folsomia candida e
Enchytraeus crypticus em conjunto mostraram-se potencialmente capazes de reduzir a

populagdo de Meloidogyne paranaensis .
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos mostram que estudos mais aprofundados sobre a
interagdo de microfauna e mesofauna do solo precisam ser desenvolvidos. Por exemplo,
estudos em PCR para avaliar a porcentagem de alimentagdo de Folsomia candida e
Enchytraeus crypticus sobre o fungo Paecilomyces lilacinus (UELPae 18) na presenga ¢ na
auséncia de Meloidogyne paranaensis e, estudos para avaliar mais rigorosamente a eficiéncia
do controle do fungo Paecilomyces liacinus na presenga e na auséncia dos organismos
bioindicadores Folsomia candida e Enchytraeus crypticus sobre os nematdides formadores de

galhas em diferentes culturas a campo.
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