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LIMA, Gabriel Ribeiro de. Fungos no antagonismo de ovos de Heterodera glycines
e Meloidogyne incognita. 2023. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

Os problemas fitossanitarios sdo limitantes para alcangar o potencial produtivo das
culturas agricolas, dentre esses destacam-se os fitonematoides, das mais diversas
especies e encontradas em muitas areas de cultivo. Para adequado controle deve-se
utilizar multiplas ferramentas de forma integrada, englobando praticas culturais,
cultivares resistentes ou com baixo fator de multiplicagédo, além do uso de nematicidas
quimicos e bioldgicos. Pesquisas para o desenvolvimento de nematicidas bioldgicos
tém sido intensificadas na busca do desenvolvimento sustentavel da agricultura.
Assim, torna-se necessaria a investigacdo da capacidade e viabilidade de
microrganismos isolaveis e multiplicaveis massivamente para o controle deste
fitoparasita. Dentre os organismos antagbnicos, determinadas espécies possuem
potencial e caracteristicas adequadas para serem utilizadas como agentes de
biocontrole, principalmente bactérias e fungos, com eficiéncia e compativeis com o
manejo sustentavel. Certos fungos possuem agao de parasitismo contra nematoides,
onde as hifas sdo adaptadas para captura de formas médveis outros sao capazes de
digerir a cuticula e o conteudo de ovos para sua propria nutricdo. Destaca-se, também,
a atividade toxica de alguns isolados pela sintese de metabdlitos secundarios. A
presente Dissertacao esta dividida em dois Artigos. No “Artigo A” se objetivou avaliar
a antibiose in vitro de isolados dos fungos Purpureocillium lilacinum, Pochonia
chlamydosporia, Stachybotrys levispora, Myrothecium sp., Phialomyces macrosporus,
Periconia hispidula, Stachybotrys globosa e Volutella minima sobre ovos de
Meloidogyne incognita e Heterodera glycines. Como resultado, observou-se que
isolados de P. lilacinum e P. chlamydosporia apresentaram agao antagdnica sobre
ovos de M. incognita e H. glycines, dentre estes com atividade antagdnica para ambas
as espécies dos nematoides. Outro importante resultado, foi a primeira constatacao
da acdo antagbnica de S. levispora, P. hispidula e S. globosa sobre ovos de H.
glycines. No “Artigo B”, os objetivos foram (i) registrar as caracteristicas de fungos
isolados a partir de cistos de H. glycines, e (ii) verificar in vitro a capacidade antagonica
destes isolados sobre ovos de M. incognita. Para tanto, foram selecionadas cinco
placas com desenvolvimento de micélio representando a diversidade morfolégica de
fungos isolados, na sequéncia estes foram novamente repicados e incubados, sendo
avaliados ao quarto e décimo dia 0 aspecto das coldnias, desenvolvimento de hifas,
presenca de esporangioforos e esporos. Com base nessas caracteristicas
morfoldgicas trés isolados foram classificados previamente como pertencentes aos
géneros Mortierella, Fusarium e Rhizoctonia. Nos testes in vitro contra massas de
ovos Meloidogyne incognita, o isolado tido como sendo Rhizoctonia apresentou
resultados similareas aos isolados de P. lilacinum com as maiores porcentagens de
alteracao dos ovos.

Palavras-chave: Fungos parasita de ovos. Fungos saprobios. Nematoide de cisto
da soja. Nematoide das galhas radiculares.



LIMA, Gabriel Ribeiro de. Fungus in the antagonism of Heterodera glycines and
Meloidogyne incognita eggs. 2022. Dissertation (Master in Agronomy) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Phytosanitary problems are limiting in achieving the productive potential of agricultural
crops, among which phytonematodes stand out, of the most diverse species and found
in many cultivation areas. For adequate control, multiple tools must be used in an
integrated manner, encompassing cultural practices, resistant cultivars or those with a
low multiplication factor, in addition to the use of chemical and biological nematicides.
Research into the development of biological nematicides has been intensified in the
search for sustainable agricultural development. Therefore, it is necessary to
investigate the capacity and viability of isolatable and massively multiplyable
microorganisms to control this phytoparasite. Among the antagonistic organisms,
certain species have the potential and suitable characteristics to be used as biocontrol
agents, mainly bacteria and fungi, efficiently and compatible with sustainable
management. Certain fungi have parasitic action against nematodes, where the
hyphae are adapted to capture mobile forms; others can digest the cuticle and egg
contents for their own nutrition. Also noteworthy is the toxic activity of some isolates
due to the synthesis of secondary metabolites.This Dissertation is divided into two
Articles. “Article A” aimed to evaluate the in vitro antibiosis of isolates of the fungi
Purpureocillium lilacinum, Pochonia chlamydosporia, Stachybotrys levispora,
Myrothecium sp., Phialomyces macrosporus, Periconia hispidula, Stachybotrys
globosa and Volutella minima on eggs of Meloidogyne incognita and Heterodera
glycines. As a result, it was observed that isolates of P. lilacinum and P.
chlamydosporia presented antagonistic action on eggs of M. incognita and H. glycines,
among these with antagonistic activity for both nematode species. Another important
result was the first observation of the antagonistic action of S. levispora, P. hispidula
and S. globosa on H. glycines eggs. In “Article B”, the objectives were (i) to record the
characteristics of fungi isolated from H. glycines cysts, and (ii) to verify in vitro the
antagonistic capacity of these isolates against M. incognita eggs. To this end, five
plates with mycelium development representing the morphological diversity of isolated
fungi were selected. These were then picked again and incubated, with the
appearance of the colonies, hyphae development, presence of sporangiophores and
spores being evaluated on the fourth and tenth day. Based on these morphological
characteristics, three isolates were previously classified as belonging to the genera
Mortierella, Fusarium and Rhizoctonia. In in vitro tests against Meloidogyne incognita
egg masses, the isolate considered to be Rhizoctonia showed similar results to the P.
lilacinum isolates with the highest percentages of egg changes.

Keywords: Egg parasite fungi. Root-knot nematode. Saprobic fungi. Soybean cyst
nematode.
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1 INTRODUGAO

As plantas sendo a base da cadeia trofica sdo capazes de garantir e
equilibrar o desenvolvimento de diferentes popula¢des de organismos no ambiente do
solo. Seus exsudatos radiculares sédo substrato para o crescimento e alimentagao de
microrganismos, criando proximo as raizes um ambiente distinto do restante do solo,
a rizosfera.

Algum destes organismos evoluiram como parasitas de plantas, e
agentes causais de doencgas, enquanto outros se aperfeicoaram em relagbes
favoraveis e simbidticas com as raizes, como promotores de crescimento,
disponibilizadores de nutrientes, entre outras relagdes.

Dentre os organismos parasitas de plantas, estdo os fitonematoides,
capazes de causar danos economicamente significativos em muitos dos ambientes e
culturas agricolas (LI et al., 2015). Sendo os nematoides das galhas radiculares
(Meloidogyne spp.) responsaveis por mais da metade das perdas estimadas de 100 a
150 bilhdes de dolares (LI et al., 2015; KIM et al., 2016).

Por outro lado, os fitonematoides, também, possuem inimigos naturais
e podem ser parasitados por outros organismos, principalmente, bactérias e fungos,
sendo alguns destes utilizados como agentes de biocontrole e integrando as
estratégias para manejo em areas de cultivo, a exemplo dos fungos Purpureocillium
lilacinum e Pochonia chlamydosporia (LI et al., 2015).

Para compor as estratégias de manejo integrado, que implica na
utilizacao de praticas como a rotagao de culturas, uso de cultivares com baixo fator de
multiplicagdo de fitonematoides, utilizagdo de nematicidas quimicos e biolégicos,
compativeis ou até mesmo que complementem seus modos de agao, mantendo as
populacdes de fitonematoides abaixo dos limiares de danos econémicos, de forma
eficiente e ambientalmente sustentaveis (ZHAI et al., 2018).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é avaliar diferentes espécies
de fungos saprobios capazes de parasitar ou inviabilizar ovos e/ou cistos de cistos de

Heterodera glycines assim como ovos de Meloidogyne incognita in vitro.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FITONEMATOIDES

Nematoides sao animais pertencentes ao filo Nematoda,
caracterizados por seu corpo vermiforme, cilindrico e alongado. S&o os metazoarios
mais abundantes da biosfera, ocupando ambientes terrestres e aquaticos (SANTOS,
2017). Nos solos, os nematoides podem ser classificados de acordo com seus grupos
funcionais, sendo eles: bacteriéfagos, micofagos, predadores, onivoros (tidos como
vida livre) ou fitoparasitas (MUFTAH ELTARIKI; TIWARI; ALHOOT, 2010).

Para muitos nematoides fitoparasitas (fitonematoides), nem sempre
esta claro o dano que causam as culturas agricolas, e suas consequentes perdas
econdmicas. Seja pela falta de identificagdo e levantamento das suas populagdes nas
areas, ou sendo atribuidas as suas perdas a outros fatores adversos a producéao
(DIAS-ARIEIRA et al., 2010), ou por serem patdgenos emergentes em populagoes
com baixa agressividade (MACHADO; AMARO; SILVA, 2019)

As caracteristicas dos danos e sintomas causados nas plantas pelos
fitonematoides estao relacionadas ao seu comportamento parasitico: os migradores,
como os do género Pratylenchus usam seu estilete para perfurar as células das raizes
e alimentar-se do seu conteudo, gerando necroses; enquanto fitonematoides
sedentarios, como os do género Meloidogyne, sao parasitas mais evoluidos (SILVA
et al., 2008) pois usam seu estilete para injetar toxinas e enzimas que alteram a forma
e fungao de algumas células do hospedeiro das quais se alimentam, porém convivem
por maior tempo com a planta até que as leve a morte (RODIUC et al., 2014).

Reducbes expressivas na produgédo agricola em todo mundo sao
causadas pelos fitonematoides sedentarios, parasitas obrigatorios, que
estabelecerem um sitio de alimentacdo na raiz do hospedeiro, espoliam parte dos
fotoassimilados da planta, gerando desbalancos energéticos e multiplicam-se massiva
e rapidamente ao logo dos ciclos de cultivo (LI et al., 2015).

Representantes importantes do grupo de fitonematoides sedentarios
sao Meloidogyne incognita, capaz de parasitar culturas anuais, perenes, hortalicas ou
plantas espontaneas (SILVA; SANTOS; SILVA, 2016; BELLE et al., 2017), e
Heterodera glycines, por parasitar leguminosas, principalmente a cultura da soja uma
importante commodity mundialmente (XIANG; LAWRENCE; DONALD, 2018).



2.1.1 Nematoides Das Galhas

Nematoides das galhas é o termo comum usado para designar os
nematoides do género Meloidogyne, assim a doenga causada em plantas por esses
organismos pode ser chamada de meloidoginose. Os nematoides das galhas
possuem ampla gama de hospedeiros desde plantas cultivadas, silvestres e
espontaneas, ocorrendo, ainda, ragas fisioldgicas caracterizadas pela habilidade do
nematoide parasitar ou ndo uma combinagao especifica de plantas diferenciadoras
(SILVA; SANTOS; SILVA, 2016). Para a cultura da soja as principais espécies
parasitas sao M. javanica e M. incognita, sendo a primeira de ocorréncia generalizada
e a segunda predominante em areas anteriormente cultivadas com café ou algodao,
e a (DIAS et al., 2010).

Como o nome comum sugere, um dos principais sintomas é a
formacao de galhas, engrossamento provocando alteragdes das raizes induzidas pelo
fitonematoide. Este sintoma, entretanto, pode ndo se manifestar em alguns
patossistemas. Como resultado dessas alteragdes morfofisiolégicas as raizes
desempenham suas fungdes de absor¢cao de agua e nutrientes de forma deficitaria o
que resulta em plantas, geralmente distribuidas em reboleiras, que apresentam
crescimento reduzido, clorose e deficiéncia nutricional, que sao considerados
sintomas reflexos na parte aérea (MIORANZA et al., 2017).

Sobre o parasitismo de Meloidogyne spp., 0 engrossamento das
raizes dos hospedeiros, que resulta na formacado das galhas, ocorre devido a
hiperplasia de células do periciclo. Concomitantemente, ocorre a hipertrofia de células
do cilindro central, fenbmeno em que ha aumento de volume celular e sucessivas
divisbes de nucleos, culminando na formagao dos cendcitos, células gigantes que
servem como sitio de alimentacdo para o estabelecimento e nutricdo do nematoide
das galhas (BRASS et al., 2008; DE SOUZA et al., 2015).

As meloidoginoses podem sem consideradas doencgas policiclicas
pois seus agentes causais apresentam multiplos ciclos de vida em um unico ciclo do
hospedeiro, geralmente em trés semanas, tempo influenciado principalmente pela
temperatura. Produzem em média de 400 a 500 ovos a partir de partenogénese
obrigatéria ou facultativa, a depender da espécie, portanto dispensando a presenca
de machos para reprodugéo (MATTOS, 2017).

Para permitir um sistema reprodutivo capaz de elevada producio de
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ovos, apos estabelecimento do sitio de alimentacdo, a fémea Meloidogyne spp. de
adquire forma aberrante piriforme e perde a capacidade de se mover, portanto
tornando-se sedentaria. Assim a oviposigao ocorre de forma concentrada junto a
regiado posterior do corpo, em que a fémea também produz uma matriz gelatinosa que
envolve os ovos, compondo a estrutura normalmente chamada de massa de ovos,
tendo a funcdo de protecéo contra a desidratagao e fatores adversos do ambiente
(PINHEIRO et al., 2013).

Mesmo que a presenga dos machos seja facultativa para reproducéo
de algumas espécies de Meloidogyne, sua ocorréncia € um mecanismo de
sobrevivéncia, pois ocorrem em situacbes desfavoraveis como superpopulacao,
garantindo sitios de alimentacdo e fotoassimilados para parte dos individuos e
diversidade genética a seus ovos. Os machos sdo oriundos da reversdo sexual,
fendmeno em que juvenis aberrantes de quarto estadio (fundamentalmente fémeas
imaturas) em sua ultima ecdise tornam-se machos filiforme modveis, capazes de
fertilizar fémeas, entretanto com estilete atrofiado sem capacidade parasitica, razao

pela qual migram para o solo e tem uma vida curta (MATTOS, 2017).

2.1.2 Nematoide De Cisto Da Soja

Para a cultura da soja, em termos de potencial de danos, a principal
espécie de fitonematoide é Heterodera glycines, um endoparasita sedentario,
conhecido como nematoide de cisto da soja. O cisto constitui-se da cuticula enrijecida
da fémea morta retendo dentro de si a maior parte dos ovos que ela produziu durante
seu ciclo de vida, sendo em média de 200 a 600 ovos. Os machos néo apresentam
atividade parasitica, sua fungdo € garantir a reproducédo sexuada por anfimixia da
espécie, por isso saem das raizes para fertilizar as fémeas em sua forma aberrante
exteriorizada (MACEDO, 2020).

O cisto do nematoide garante aos seus ovos uma grande longevidade
por torna-los resistentes a dessecacao e condicdes adversas do ambiente. Na
auséncia de culturas hospedeiras que estimulem a eclosdo dos nematoides juvenis,
estes podem permanecer viaveis dentro dos ovos, abrigados no interior dos cistos,
até por oito anos (GRIGOLLI; ASMUS, 2014).

A acao espoliadora de fotoassimilados da planta por H. glycines se da

através do sincicio, células gigantes geradas pela da degradagéao parcial das células
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da raiz sob influéncia das enzimas e toxinas injetadas pelo fitonematoide. Junto a isso
o desenvolvimento normal das raizes € comprometido, 0 que agrava os sintomas de
deficiéncia nutricional do hospedeiro e, dependendo do nivel populacional na area,
pode resultar na perda consideravel de produtividade e, consequente, morte das
plantas (MACEDO, 2020; RODIUC et al., 2014).

Infestagdes por H. glycines em areas de cultivo de baixa fertilidade,
com suprimento de agua insuficiente ou com populagdo grande do fitonematoide
geram sintomas reflexos na parte aérea das plantas, como porte reduzido e intensa
clorose delimitada pelas nervuras nas folhas, normalmente aparecem em reboleiras,
0 que da origem ao nome popular da doenga como nanismo amarelo da soja (DIAS
et al., 2009).

2.2 MANEJO E CONTROLE BIOLOGICO DE FITONEMATOIDES

As medidas para manejo de fitonematoides englobam: uso de
cultivares resistentes ou com menor suscetibilidade, considerando o fator de
reproducao do hospedeiro para a espécie incidente de fitonematoide; solarizacéo para
pequenos volumes de substrato e areas como canteiros e casas de vegetacao (tendo
como desvantagem a perda da maior parte da microbiota além do patégeno); rotagao
de cultura com espécies de adubo verde, ndo hospedeiras, e plantas armadilhas que
estimulam a eclosao dos nematoides mas nao permitem a colonizacao e multiplicagao
eficiente; e por fim, uso de produtos com principios ativos quimicos e bioldgicos.
Lembrando que os melhores resultados de controle serdo obtidos quando estes
métodos sdo empregados de forma integrada (CASTRO; MOREIRA, 2012).

Solos supressores apresentam um equilibrio biolégico, ou seja, a
microbiota natural do solo € responsavel por manter reduzida a populacido de
fitonematoides evitando explosdes populacionais que resultam em danos pela
infecgao. Na tentativa de mimetizar esse mecanismo pode-se, ainda, utilizar espécies
de adubo verde e aplicagdes de microrganismos que desempenham atividades de
alelopatia, predacao, parasitismo ou outros mecanismos contra os fitonematoides
(XIANG; LAWRENCE; DONALD, 2018).

Mesmo que algumas plantas armadilhas e alelopaticas atendam a
definigdo de agente de controle bioldgico por reduzirem a populagéo de fitonematoides

elas normalmente sdo associadas ao manejo cultural (CARNEIRO; CARVALHO;
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KULCZYNSKI, 1998). Assim, o foco para agentes de controle bioldgico é voltado para
microrganismos, em especial, fungos e bactérias.

Entretanto, para um microrganismo poder ser utilizado em um
programa de manejo, além do antagonismo este deve atender a alguns requisitos
como: ndo ser prejudicial a saude humana, culturas agricolas e meio ambiente; ser
resistente e prolifero em condi¢ao natural, e diferentes substratos; e de facil produgao
massal em laboratorio ou biofabrica (FERRAZ et al., 2010).

2.2.1 Modos De Agao De Antagonistas De Nematoides

Uma caracteristica comum dos agentes antagdnicos a nematoides &
que, frequentemente, ndo possuem espectro exclusivo sobre uma determinada
espécie de fitonematoide, e podem se alimentar de outros nematoides de vida livre e
outros animais do solo como artrépodes, isso garante a sobrevivéncia deles nos
ambientes com populagao diversa de espécies. Como é o caso de Purpureocillium
lilacinum, fungo parasita de ovos de nematoides e entomopatogénico (MEDEIROS,
2016; CASTILLO LOPEZ et al., 2014).

Apesar da nao especificidade, os microrganismos utilizados no
manejo de fitonematoides sdo seguros para os espécimes de vida livre e outros
animais, esperados e quistos no solo. Pois a multiplicagdo de espécies fitopatogénicas
€ sempre proxima a raiz, area de intensa atuagado dos microrganismos de biocontrole,
por consequéncia a populagcdo alvo é reduzida drasticamente (DALLEMOLE-
GIARETTA et al., 2015).

O modo de agdo indireto de antagonismo sobre nematoides, nao
exclusivo de fungos, € a produgao de toxinas, relacionado ao metabolismo secundario.
Sao substancias que se difundem no solo e sdo capazes de adentrar a cuticula dos
nematoide, em alguns casos a casca do ovo, podendo ter efeito nematostatico
paralisando o nematoide, ao menos dificultando a mobilidade e ecloséo, ou nematicida
causando a morte de ovos, juvenis ou adultos (LI et al., 2015). Outra etapa que as
toxinas podem prejudicar € na quimiotaxia dos fitonematoides, processo de orientagéo
no solo para encontrar as raizes através do gradiente de concentragcao de exsudados
radiculares (RASMANN et al., 2012; PACHECO et al., 2022)

A acéao direta dos fungos nematéfagos pode ocorrer sobre as formas

moveis dos nematoides, juvenis e adultos migradores, ou as formas imoveis, ovos e
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fémeas sedentarias. Fungos endoparasiticos, frequentemente parasitas obrigatérios,
se adaptaram para infectar nematoides méveis através da producédo de esporos
adesivos que se aderem a superficie no momento do contato e a partir deles
colonizam o corpo do nematoide. Outra estratégia que fungos podem apresentar é a
interceptacao dos nematoides moveis através da produgao de estruturas armadilhas,
que os prendem por tempo o suficiente para ocorrer a infec¢ao e colonizagao, variando
na forma, podem ser do tipo anéis constritores, ou n&o, e redes adesivas e/ou
tridimensionais. Por fim, para atuar sobre as formas imodveis os parasitas de ovos e
fémeas produzem quitinases, além de outras enzimas também sintetizadas pelos
parasitas de formas maoveis, pois a quitina € um componente da casca dos ovos (LI et
al., 2015).

Identificando seu modo de agédo, a recomendagdo do agente de
biocontrole de fitonematoide baseia-se nas vantagens que suas adaptacdes o
concedem sobre grupos desses patdgenos, sendo: fungos endoparasitas e
produtores de armadilhas, altamente adaptados para infectar estadios moéveis
predominante em espécies migradoras.; fungos parasitas de ovos e fémeas sdo muito
agressivos para espécies sedentarias por realizarem oposi¢cao concentrada facilitando
a colonizagao de grande parte dos ovos; enquanto a especificidade de produtores de
toxinas depende das caracteristicas da substancia sintetizada, ndo sendo incomum
que fungos nematofagos tenham a produgéo de toxinas como segundo modo de agéo
(FERRAZ et al., 2010). A exemplo de isolados de P. lilacinum parasita de ovos de
nematoides que produzem filtrados com agao antagbnica sobre juvenis e ovos
(VERDEJO LUCAS et al., 2009; BUSTOS; PAVAS; FERNANDEZ, 2014; YOUSSEF;
EL-NAGDI; LOTFY, 2020).

2.3 FUNGOS SAPROBIOS

Alguns fungos primariamente decompositores (saprobios) e até
mesmo parasitas facultativos sintetizam metabdlitos secundarios com atividade
antagonista sobre fitonematoides, podendo ser utilizados como componentes de
produtos comerciais para manejo desses patdégenos, a exemplo de DiTera®,
fermentado a base de Myrothecium verrucaria, que atua sobre ovos e juvenis recém
eclodidos de muitas espécies (WARRIOR et al., 1999).

Se tem verificada a capacidade de Stachybotrys levispora em produzir
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agentes antifungicos capazes de diminuir o crescimento micelial do agente causal do
mofo-branco, Sclerotinia sclerotiorum, em leguminosas (RIBEIRO et al., 2018).
Filtrados desse fungo tém sido pouco testados contra fitonematoides, entretanto foi
observado in vitro grande capacidade de supressdo da eclosdo de juvenis de M.
incognita. lgualmente para filtrados do fungo Phialomyces macrosporus, que também
apresentaram acao antagdnica sobre J2 e ovos de M. incognita e H. glycines (dados
nao publicados).

O que se tem publicado em relacdo a P. macrosporus € sobre sua
capacidade de reduzir o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos como
Colletotrichum gloeosporioides e Cercospora coffeicola, por meio da sintese de
compostos volateis e antimicrobianos (SILVA BRANDAO; SILVA ABREU; GERIS,
2019; LABORDE et al., 2019; RODRIGUEZ et al., 2016)

Outra forma de utilizagao desses agentes é por meio da obtencéo de
seus filtrados quando cultivados em meios liquidos. Filtrados de Periconia hispidula e
S. levispora demonstraram capacidade de promover resisténcia em plantas contra
Xanthomonas euvesicatoria, causadora da mancha bacteriana do tomateiro (PEITL et
al., 2017). Alencar et al. (2020) evidenciaram que o filtrado de P. hispidula induziu o
aumento da atividade das enzimas catalase, peroxidase e lipoxigenase em tomateiro,
tendo essas substancias potencial para sinalizar mecanismos primarios de defesa da
planta.

Dentre outros fungos, Volutella minima e Stachybotrys globosa foram
testados in vitro pelo pareamento de culturas contra Alternaria solani, tendo S. globosa
formado um halo de inibicdo ao patdégeno indicando a producdo de metabolitos,
volateis e n&o volateis, com efeito fungistatico (SOLINO et al., 2017)

Uma vez constatada a capacidade de fungos saprébios causarem
efeito adverso a patdgenos, a investigagcdo de seu impacto sobre fitonematoides é
uma possibilidade na busca constante por isolados que apresentem diferentes modos
de acao sobre os estadios do ciclo de vida, e que possam ser a base de nematicidas
biolégicos com eficacia, visando a redugdo da populagdo dos nematoides em

condi¢cbes de campo.

2.3.1 Purpureocillium lilacinum E Pochonia chlamydosporia

Uma espécie fungica amplamente utilizada como principio ativo de
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produtos comerciais biolégicos para controle de fitonematoides é P. lilacinum, fungo
que além de apresentar atividade saprofitica € capaz de parasitar ovos e formas
sedentarias de espécies dos géneros Meloidogyne, Heterodera e Rotylenchulus
(SILVA, 2015).

Além da atividade nematofaga, isolados de P. lilacinum também sao
conhecidos: pela sua atividade entomompatogénica contra diversa ordens de insetos
como dipteros, lepidopteros, hemipteros (MEDEIROS, 2016; CASTILLO LOPEZ et al.,
2014); pela produgéo de metabdlitos secundarios como leucinostatinas, policetideos,
ergoesterois, paecilaminols, dentre outros, com potencial para uso agricola (CHEN;
HU, 2022); além de poderem induzir resisténcia e promoverem o crescimento vegetal
(GINE; SORRIBAS, 2017; SARVEN; AMINUZZAMAN; HUQ, 2019).

Outro fungo que é encontrado em associagédo ao parasitismo de ovos
e fémeas de Meloidogyne e Heterodera € Pochonia chlamydosporia, também utilizado
como agente de controle biolégico (SUN et al., 2006; SONG et al., 2017). Além disso,
essa espécie é capaz de colonizar o rizoplano de plantas cultivadas, estabelecer uma
relacdo bem préxima as células da raiz e promover crescimento vegetal
(DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2015; GHAHREMANI et al., 2019).
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3 ARTIGO A
3.1 REsumo

Entre os principais limitantes para manutencao do potencial produtivo das culturas
agricolas estdo os problemas fitossanitarios, dentre esses destacam-se os causados
pelos fitonematoides. Pesquisas envolvendo métodos para o controle de nematoides
tém sido intensificadas e o controle bioldgico integra as estratégias de manejo,
buscando o0 desenvolvimento sustentavel da agricultura. Nesse contexto,
microrganismos como bactérias e fungos tém apresentado resultados relevantes,
principalmente, por serem compativeis com o manejo sustentavel. Apesar da
diversidade de organismos antagbnicos, nem todos s&o vantajosos para serem
usados como agentes de biocontrole. Os fungos nematofagos destacam-se entre os
agentes com maior potencial, pois sdo capazes de colonizar e parasitar nematoides
para sua propria nutrigdo, além de sua atividade toxica pela sintese de metabolitos
secundarios. Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar a antibiose in vitro de
Purpureocillium lilacinum, Pochonia chlamydosporia, Stachybotrys levispora,
Myrothecium sp., Phialomyces macrosporus, Periconia hispidula, Stachybotrys
globosa e Volutella minima sobre ovos de Meloidogyne incognita e Heterodera
glycines. Alguns isolados de P. lilacinum e P. chlamydosporia apresentaram acéo
antagonica sobre ovos de M. incognita e H. glycines, sendo parte desses isolados
antagbnicos para ambos fitonematoides. Outro importante resultado, foi a primeira
constatagao da acao antagbnica de S. levispora, P. hispidula e S. globosa sobre ovos
de H. glycines.

Palavras-chave: Fungos parasita de ovos. Fungos saprobios. Nematoide de cisto
da soja. Nematoide das galhas radiculares.
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3.2 ABSTRACT

Among the main limitations for maintaining the productive potential of agricultural crops
are phytosanitary problems, among which those caused by phytonematodes stand out.
Research involving methods for controlling nematodes has been intensified and
biological control is part of management strategies, seeking the sustainable
development of agriculture. In this context, microorganisms such as bacteria and fungi
have shown relevant results, mainly because they are compatible with sustainable
management. Despite the diversity of antagonistic organisms, not all of them are
advantageous for use as biocontrol agents. Nematophagous fungi stand out among
the agents with the greatest potential, as they are capable of colonizing and
parasitizing nematodes for their own nutrition, in addition to their toxic activity through
the synthesis of secondary metabolites. Thus, the objective of this work is to evaluate
the in vitro antibiosis of Purpureocillium lilacinum, Pochonia chlamydosporia,
Stachybotrys levispora, Myrothecium sp., Phialomyces macrosporus, Periconia
hispidula, Stachybotrys globosa and Volutella minima on Meloidogyne incognita and
Heterodera glycines eggs. Some isolates of P. lilacinum and P. chlamydosporia
showed antagonistic action on eggs of M. incognita and H. glycines, with some of these
isolates being antagonistic to both phytonematodes. Another important result was the
first observation of the antagonistic action of S. levispora, P. hispidula and S. globosa
on H. glycines eggs

Keywords: Egg parasite fungi. Root-knot nematode. Saprobic fungi. Soybean cyst
nematode.
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3.3 INTRODUCAO

Os fitonematoides sao parasitas de plantas que causam sérios danos
as culturas em todo mundo (LI et al., 2015). As perdas anuais sdo da ordem de 100 a
150 bilhdes de ddlares, sendo mais da metade dessas atribuidas ao género
Meloidogyne, denominados como nematoides das galhas radiculares (LI et al., 2015;
KIM et al., 2016).

As espécies Meloidogyne incognita e M. javanica sdo consideradas
as mais importantes para a cultura da soja no Brasil (DIAS et al., 2010). O nematoide
de cisto da soja (Heterodera glycines), também, se destaca entre os patégenos que
dificultam a obtencdo de maiores rendimentos de grdos na cultura da soja (PENG et
al., 2016).

Embora estratégias de controle como rotacdo de culturas sejam
recomendadas e cultivares resistentes estejam disponiveis para alguns
fitonematoides, ainda apresentam adoc¢ao limitadas, sendo os nematicidas quimicos
mais procurado para minimizar perdas as produgdes agricolas. Este cenario, portanto,
denota a urgéncia em disponibilizar métodos de controle de namatoides que sejam
eficientes, econdmicos e ambientalmente sustentaveis (ZHAI et al., 2018).

Atualmente o mercado dispdem de produtos de base biolégica como
isolados bacterianos, fungicos, produtos mistos de espécies, derivados contendo seus
metabolitos secundario e moléculas sintéticas com menor toxicidade do que até entao
se tinha disponivel no mercado (LI et al., 2015).

No intuito de servir de base para um novo produto comercial destinado
ao manejo de fitonematoides, isolados de fungos nematdéfagos e produtores de
metabolitos toxicos deve ter seu potencial investigado, devido a variabilidade entre
isolados e ao grande numero de compostos produzidos.

Portanto, o objetivo deste trabalho € avaliar o antagonismo de
isolados de Purpureocillium lilacinum, Pochonia chlamydosporia, Stachybotrys
levispora, Mpyrothecium sp., Phialomyces macrosporus, Periconia hispidula,
Stachybotrys globosa e Volutella minima sobre ovos de Meloidogyne incognita e
Heterodera glycines in vitro.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Raizes e substrato provenientes de banco de inoculo de
fitonematoides foram utilisadas para a obtencdo das estruturas dos patdgenos
utilizados nos experimentos deste trabalho. Dessa forma, raizes de soja colonizadas
com Meloidogyne incognita foram submersas em solugdo de floxina b (TAYLOR;
SASSER, 1978) pigmento utilizado para destaque e recolhimento das massas de
ovos. Cistos de Heterodera glycines foram extraidos do substrato de banco de inoculo
pelo método de flotacdo e peneiramento (MACHADO; SILVA, 2019) com posterior
selecao e recolhimento sob lupa estereoscopica.

Os isolados fungicos foram obtidos do banco de microrganismos dos
laboratorios de Nematologia Agricola e Fitopatologia da Universidade Estadual de
Londrina, estando previamente conservados em solugao salina, NaCl 0,85%, na forma
de discos de meio de cultura com micélio (método de Castellani).

Na Tabela 1 sao apresentados os tratamentos utilizados nos
experimentos in vitro de antagonismo contra ovos de M. incognita (Experimento Mi) e

H. glycines (Experimento Hg).

Tabela 1 — Espécies e isolados fungicos utilizados nos experimentos, provenientes
do banco de microrganismos dos Laboratorios de Fitopatologia e Nematologia
Agricola da UEL

Identificacéo Espécie
MYR Myrothecium sp.
PEH Periconia hispidula
PHM Phialomyces macrosporus
STG Stachybotrys globosa
STL Stachybotrys levispora
VOM Volutella minima
Pae03 Purpureocillium lilacinum
Pae13 Purpureocillium lilacinum
Pae18 Purpureocillium lilacinum
Pae20 Purpureocillium lilacinum
Pae24 Purpureocillium lilacinum
Pae28 Purpureocillium lilacinum
Pae1101 Purpureocillium lilacinum
Pae1102 Purpureocillium lilacinum
Pae1104 Purpureocillium lilacinum
Pae1105 Purpureocillium lilacinum

Pae1109 Purpureocillium lilacinum
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Pae1110 Purpureocillium lilacinum
Pae1111 Purpureocillium lilacinum
Pae1112 Purpureocillium lilacinum
Pae1113 Purpureocillium lilacinum
Pae1115 Purpureocillium lilacinum
Pae1116 Purpureocillium lilacinum
Pae1118 Purpureocillium lilacinum

PaeC Purpureocillium lilacinum
Poc1108 Pochonia chlamydosporia
Poc1109 Pochonia chlamydosporia
Poc1116 Pochonia chlamydosporia

Para ativacado dos isolados e obtencdo de col6nias os discos foram
repicados para placas de Petri contendo meio Batata-Dextrose-Agar com tetraciclina
0,05 g L-' (BDA+antibiotico) que foram mantidas em cadmara do tipo BOD a 26 °C com
fotoperiodo de 12 h luz dia™' durante 15 dias.

Previamente os cistos de H. glycines e massas de ovos de M.
incognita passaram por uma desinfec¢ao superficial por submersdo em solugao alcool
(75%), de hipoclorito (0,5%), por 30 segundos cada, e enxague duplo em agua
destilada autoclavada. O alcool tem a fungdo de quebrar a tenséo superficial liquida
do material para favorecer maior contato da solu¢ao de hipoclorito, garantindo melhor
acgao desinfetante do processo.

Em placas de Petri contendo meio agar-agua (1,5 %) com tetraciclina
0,05 g L' foram dispostas trés massas de ovos para o Experimento Mi e trés cistos
para o Experimento Hg, aproximadamente 1 cm do centro (Figura 1a). Posteriormente
foi repicado das colbnias ativas para o centro das placas um disco com fragmento de
micélio de um isolado (8 mm de didmetro), equidistante aos cistos ou massas de ovos
(Figura 2b), como testemunha foi colocado um disco de BDA+antibiotico sem micélio.

Em seguida, as placas foram vedadas com filme plastico e mantidas
em BOD 26 °C (fotoperiodo de 12 h luz dia™) para incubagdo por 10 dias. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) com trés repetigdes

para o Experimento Mi e cinco para o Experimento Hg.

Figura 1 — Esquema da disposi¢ao dos cistos ou massas de ovos (pontos pretos)
em relagéo ao disco com micélio fungico (circulo cinza) na placa de Petri
(circunferéncia preta)
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Apos 10 dias de incubacédo os cistos ou massas de ovos foram
removidas das placas de Petri e transferidas para tubo de ensaio com agua e mantidos
a temperatura de 5 °C no escuro até a avaliagao.

As massas de ovos ou cistos foram transferidas para uma lamina de
vidro com uma gota de lactofenol, e com uma laminula sobre o material a massas de
ovos foram dispersas e o cistos foram rompidos expondo os ovos e permitindo sua
visualizacdo em microscopico 6ptico. Todos os ovos avaliaveis, aqueles fora de
sobreposi¢cdes que impedia sua visualizacao individual, foram contabilizados, assim
como os ovos alterados, de aspecto anormal. Com isso foi determinado a
porcentagem de alterac&o para cada repetigao.

Quando atendido os pressupostos de normalidade e homogeneidade
dos dados foi feita a analise de variancia e indicando diferenca significativa as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
significAncia (CANTERI et al., 2001.). Quando nao atendido, foi aplicado o teste de

Kruskal-Wallis com pés teste de ranqueamento (a = 5%).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado dos experimentos in vitro foram compilados na Tabela 2,

com os valores médios das avaliagdes e seus agrupamentos pelos testes estatisticos.

Tabela 2 — Porcentagem de ovos alterados de fitonematoides apds incubagao com
isolados fungicos por 10 dias

Espécie Identificagdo Experimento Mi Experimento Hg

(Meloidogyne incognita) (Heterodera glycines)

Rank Ovos alterados (%) Ovos alterados (%)
Myrothecium sp. MYR 13 69 bcegh' 18,7 B2
Periconia hispidula PEH 25 23,33 jk 248 A
Phialomyces macrosporus PHM 24 30,5 ik 26,6 A
Stachybotrys globosa STG 23 41,89 hik 20,7 B
Stachybotrys levispora STL 329 A
Volutella minima VOM 16,3 B
Purpureocillium lilacinum Pae03 22 54,42 gik 322 A
Purpureocillium lilacinum Pae13 8 84,64 acef 18,9 B
Purpureocillium lilacinum Pae18 9 78,9 acef 23,2 B
Purpureocillium lilacinum Pae20 19 70,31 egij 20,4 B
Purpureocillium lilacinum Pae24 1 94,09 a 290 A

Purpureocillium lilacinum Pae28 5 88,94 ace

Purpureocillium lilacinum Pae1101 27 19,6 k 345 A
Purpureocillium lilacinum Pae1102 21 54,11 gik 26,4 A
Purpureocillium lilacinum Pae1104 15 61,58 dei 27,2 A
Purpureocillium lilacinum Pae1105 16 70,43 ei 222 B
Purpureocillium lilacinum Pae1109 3 89,99 ac 18,6 B
Purpureocillium lilacinum Pae1110 2 90,85 ab 16,0 B
Purpureocillium lilacinum Pae1111 14 63,5 cei 274 A
Purpureocillium lilacinum Pae1112 17 69,11 ei 14,1 B
Purpureocillium lilacinum Pae1113 11 78,3 aceg 29,8 A
Purpureocillium lilacinum Pae1115 10 80,15 aceg 26,8 A
Purpureocillium lilacinum Pae1116 4 89,05 acd 25,7 A
Purpureocillium lilacinum Pae1118 7 86,99 ace 19,1 B
Purpureocillium lilacinum PaeC 20 58,8 fgij 29.8 A
Pochonia chlamydosporia Poc1108 6 87,8 ace 31,9 A
Pochonia chlamydosporia Poc1109 18 70,99 ei 21,2 B
Pochonia chlamydosporia Poc1116 12 75,67 acegh 26,6 A
Testemunha 26 19,05 jk 11,68 B

"Médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem segundo o teste de ranqueamento pds
Kruskal-Wallis com 5% de significancia (a).
2Médias seguidas pela mesma letra maitscula ndo diferem segundo o teste de Scott-Knott (a = 5%).

As alteragcbes dos ovos foram consideradas como resultado de um
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antagonismo amplo dos isolados, podendo ser pelo parasitismo de ovos, ja
constatados para as espécies Purpureocillium lilacinum, Pochonia chlamydosporia,
e/ou sintese de metabdlitos secundarios téxicos. Outros testes devem ser realizados
para identifica especificamente o0 modo de acido dos isolados que apresentaram
antagonismo significativo aos nematoides.

Ovos e J2 considerados como integros ndo foram impregnados pelo corante
lactofenol, entretanto quando mecanicamente rompidos seu interior e conteudo
colorem fortemente. Nas avaliagbes foram observadas algumas irregularidades na
forma e conteudo dos ovos, granulos translucidos e permeabilidade ao corante (Figura
2), ovos com casca aparentemente integra que coloriram parcialmente, sugerindo

alteracdo da sua permeabilidade por agao dos isolados fungicos.

Figura 2 — Aspectos de ovos de Meloidogyne incognita antagonizados por isolados

fungicos apos incubacéao por 10 dias

A) ovo normal. B) ovo com juvenil alterado. C) contetdo de ovo rompido. D) ovo com granulos
translucidos. E) casca de ovo rompido. F) ovo com hifas fungicas. G) ovo com juvenil normal.
H) juvenil alterado colorido.
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Apesar da observacdo de hifas fungicas, aparentemente, sobre
alguns dos ovos de nematoides isso nao garante que estes estavam sendo
parasitados, principalmente para os isolados de espécies que nao se tém relatos deste
comportamento. Pois na metodologia utilizada as massas de ovos e cistos foram
desestruturados para avaliagdo, podendo a presenca das hifas sobre os ovos ser
apenas ocasional, ou estarem desempenhando acao saprofiticas sobre a matriz
externa aos ovos.

Em ordem decrescente de rank, os isolados Pae24, Pae1110,
Pae1109, Pae1116, Pae28, Poc1108, Pae1118, Pae13, Pae18, Pae1115, Pae1113 e
Poc1116 resultaram de 94% a 74,7% de alteragdo de ovos de M. incognita, sendo
estatisticamente iguais ao melhor tratamento (Tabela 2). E dentre esses os que estéao
presentes no grupo de maior alteragao de ovos de H. glycines em ordem decrescente
sao Poc1108, Pae1113, Pae1115, Poc1116, Pae1116, Pae24 e Pae18 de 31,9% a
23,2% de ovos alterados.

E frequente relatos de grande porcentagem de parasitismo de ovos
fitonematoide por P. lilacinum além de uma variagao expressiva desse valor, dependo
do isolado das condigdes que € promovido a incubacédo do fungo. Giné e Sorribas
(2017) relataram para o isolado PI1251 94.91+2.88% de parasitismo sobre ovos de M.
incognita, e nenhum parasitismo de J2, quando disco de micélio foi posto em meio
agar-agua. Outro isolado de P. lilacinum obteve 79.8% de inibicdo da eclosao de M.
incognita, além de promover morte de 97.6% J2 quando, quando aplicado via esporos
e encubados em solugao durante mesmo periodo (ISAAC; EL-DERINY; TAHA, 2021).

Rosa et al., (2021) relataram que o tratamento composto por P.
lilacinum e Trichoderma harzianum foi capaz de reduzir o numero de H. glycines
encontrados por grama de raiz de soja ao longo de ciclos do patégeno em casa de
vegetacdo. Os fungos P. lilacinum e P. chlamydosporia sao frequentemente
associados a solos supressores de nematoides de cisto como H. filipjevi e H. schachtii
(ORO et al., 2021), essas evidéncias, junto os dados obtidos no presente trabalho,
indicam a capacidade de alguns isolados desses fungos em parasitar H. glycines e
reduzir significativamente sua populagéo.

Além do parasitismo direto sobre ovos de M. incognita o fungo P.
chlamydosporia é capas de promover a resisténcia sistémica da planta, dependendo
da espécie, através da colonizag¢ao endolitica das raizes e ativagao das vias do acido
jasmonico e salicilico (GHAHREMANI et al., 2019).
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Como nao é incomum a ocorréncia simultdnea de espécies de
fitonematoides em areas agricolas podemos considerar essa capacidade de
antagonizar satisfatoriamente os ovos de ambas as espécies, M. incognita e H.
glycines, uma caracteristica vantajosa para um agente de controle biolégico desses
parasitas.

Observou-se que a porcentagem de ovos alterados na testemunha do
Experimento Mi foi maior que a testemunha do Experimento Hg, respectivamente 19%
e 11,7%, a amplitude desse parametro entre os tratamentos foi menor no Experimento
Hg, provavelmente devido a protecéo fisica que a parede do cisto confere aos ovos,
em contrapartida, a matriz gelatinosa das massas de ovos que confere uma protecao
limitada a desidratacao.

Os isolados de S. levispora (32,91 %), S. globosa (26,57 %) e P.
hispidula (24,79 %) ocasionaram in vitro a alteracdo de ovos de H. glycines,
significativamente maior a testemunha (11,68 %), teste até entdo nao relatada na
bibliografia para estas espécies. Isso amplia a gama de antagonismo contra
fitopatogenos ja descrita para esses fungos (SOLINO et al., 2017; PEITL et al., 2017).

3.6 CONCLUSAO

Alguns isolados de Purpureocillium lilacinum e Pochonia
chlamydosporia apresentaram em experimentos in vitro agédo antagbénica sobre ovos
de Meloidogyne incognita e Heterodera glycines, sendo parte desses isolados
antagobnicos para ambos fitonematoides.

Pela primeira vez relatado, foi observado acdo antagbnica de
Stachybotrys levispora, Periconia hispidula e Stachybotrys globosa sobre ovos de

Heterodera glycines.
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4 ARTIGO B
4.1 RESUMO

Para manejo dos fitonematoides, patogenos diversos e encontrado em muitas areas
de cultivo, se deve utilizar multiplas ferramentas de forma integrada, englobando
praticas culturas, cultivares resistentes ou com baixo fator de multiplicagcdo e
nematicidas quimicos e biolégicos. O desenvolvimento de nematicidas biolégicos
partes da investigacdo da capacidade de microrganismos isolaveis e multiplicaveis no
controle de nematoides em algum estadio de seu ciclo de vida. Para fungos
frequentemente € observado uma relacdo de parasitismo, onde as hifas sao
adaptadas para captura de formas moveis ou capazes de digerir cuticula e conteudo
de ovos. Durante incubagcdo em meio de cultivo de foi observado crescimento de
micélio a partir dos cistos de H. glycines. Sendo indicios de microrganismos
sobreviventes ao processo de desinfeccdo superficial e previamente associados a
essa estrutura dos patégeno. Nesse contexto os objetivos aqui sdo os objetivos foram
(i) registrar as caracteristicas de fungos isolados a partir de cistos de H. glycines, e (ii)
verificar in vitro a capacidade de antibiose ou parasitismo destes isolados sobre ovos
de M. incognita. Para tanto, foram selecionadas cinco placas com desenvolvimento
de micélio representando a diversidade morfolégica de fungos isolados, na sequéncia
estes foram novamente repicados e incubados, sendo avaliados aos quatro e décimo
dias o aspecto das colénias, desenvolvimento de hifas, presencga de esporangiéforos
e esporos. Com base nessas caracteristicas morfologicas trés isolados foram
classificados previamente como pertencentes aos géneros Mortierella, Fusarium e
Waitea. Nos testes in vitro contra massas de ovos Meloidogyne incognita, o isolado
tido como sendo Waitea apresentou resultados similareas aos isolados de P. lilacinum
com as maiores porcentagens de alteragdo dos ovosPalavras-chave: Fungos
parasita de ovos. Fungos saprébios. Nematoide de cisto da soja. Nematoide das
galhas radiculares.

Palavras-chave: Fungos parasita de ovos. Fungos saprobios. Nematoide de cisto da
soja. Nematoide das galhas radiculares.
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4.2 ABSTRACT

To manage phytonematodes, diverse pathogens found in many cultivation areas,
multiple tools must be used in an integrated manner, encompassing crop practices,
resistant cultivars or cultivars with a low multiplication factor, and chemical and
biological nematicides. The development of biological nematicides begins with the
investigation of the ability of isolatable and multiplyable microorganisms to control
nematodes at some stage of their life cycle. For fungi, a parasitism relationship is often
observed, where the hyphae are adapted to capture mobile forms or capable of
digesting the cuticle and egg contents. During incubation in culture medium, mycelium
growth was observed from H. glycines cysts. These are signs of microorganisms
surviving the superficial disinfection process and previously associated with this
structure of the pathogen. In this context, the objectives here were (i) to record the
characteristics of fungi isolated from H. glycines cysts, and (ii) to verify in vitro the
antibiosis or parasitism capacity of these isolates on M. incognita eggs. To this end,
five plates with mycelium development representing the morphological diversity of
isolated fungi were selected. These were then picked again and incubated, with the
appearance of the colonies, hyphae development, presence of sporangiophores and
spores being evaluated on the fourth and tenth days. Based on these morphological
characteristics, three isolates were previously classified as belonging to the genera
Mortierella, Fusarium and Waitea. In vitro tests against Meloidogyne incognita egg
masses, the isolate considered to be Waitea presented similar results to the P.
lilacinum isolates with the highest percentages of egg changes.

Keywords: Egg parasite fungi. Root-knot nematode. Saprobic fungi. Soybean cyst
nematode.
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4.3 INTRODUGAO

O ambiente rizosférico, pela presenca de raizes ativas e seus
exsudatos, estimula a ocorréncia das relagdes ecoldgica como predagéo, parasitismo
e simbiose sobre a planta e entre os organismos associados a essas raizes.

Além dos microrganismos patogénicos as plantas sao parasitadas por
fitonematoides, membros da microfauna. S&o encontrados em sua diversidade em
todos os ambientes e capazes de ocasionar perdas relevantes aos cultivos (LI et al.,
2015). Foi estimado que 100 a 150 bilhdes de dolares sdo perdidos anualmente devido
o ataque de fitonematoides, principalmente do género Meloidogyne, o nematoide das
galhas radiculares (LI et al., 2015; KIM et al., 2016).

Da mesma forma que as plantas, os proprios fitonematoides estao
sujeitos a ataques de outros organismos, sendo 0os mais relevantes para uso como
ferramentas de manejo as bactérias e fungos. Dentro de um mesmo género fungico é
possivel observar espécies que quando associados as raizes podem atuar como
simbiontes micorrizicos e quanto associados a nematoides ou suas estruturas, atuam
com decompositores oportunistas ou parasitas nematofagos.

As espécies Meloidogyne incognita e M. javanica sao 0s principais
fitonematoides da cultura da soja e dificultam a obteng¢do de maiores rendimentos de
graos da principal commodities agricola do Brasil (DIAS et al., 2010). Também
relevante por ser um patdégeno exégeno, o nematoide de cisto da soja, Heterodera
glycines, tem controle dificultado por ser capaz de permanecer no solo por longos
periodos através do cisto, uma estrutura de sobrevivéncia (PENG et al., 2016).

Nesse contexto os objetivos sao (i) registrar as caracteristicas de
fungos isolados a partir de cistos de H. glycines, e (ii) verificar in vitro a capacidade

antagébnica destes isolados fungicos sobre ovos de M. incognita.

4.4 MATERIAL E METODOS

Foi observado crescimento de micélio a partir dos cistos de H. glycines
preparados como Testemunha no Experimento Hg do Artigo A. Sendo indicios de
microrganismos sobreviventes ao processo de desinfeccao superficial dos cistos e
previamente associados a essa estrutura dos patdégeno, visto que na Testemunha nao
foi inoculado nenhum isolados fungico.

Sob microscépio estereoscopico foi evidenciado distingado morfologica

dos micélios quanto densidade e extensao de crescimento, a partir disso, pontos de
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isolamento foram escolhidos pela presenga de hifas Unicas, e em camara de fluxo
laminar foram repicados para placas de Petri com meio Batata-Dextrose-Agar com
tetraciclina 0,05 g L' (BDA+antibiotico) e mantidas em camara BOD a 26 °C
(fotoperiodo de 12 h luz dia™) para incubagéo inicial possibilitando observagéo das
carateristicas morfolégicas de suas colonias.

Da incubacéo inicial foram selecionadas cinco placas com micélio
como representantes da diversidade morfolégica de fungos isolados de cistos de H.
glycines, nomeados de “Isolado 1” a “Isolado 5”. Estes micélios foram novamente
repicados para BDA+antibiético e incubados em BOD por 10 dias, sendo registrado
ao quarto e decimo dia o aspecto da colbénia e as estruturas observadas em
microscopio.

Esses cinco isolados obtidos de cistos de H. glycines, foram utilizados
como tratamentos em um experimento in vitro de antagonismo de sobre ovos de M.
incognita, junto de outos isolados fungicos (Experimento Mi2), seguindo a metodologia
descrita no Artigo A para a mesma espécie de nematoide, diferindo por ter cinco

repeticoes.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Caracteristicas Dos Isolados Fungicos

Devido ao aspecto da coldénia com padréao tipico de roseta (OZIMEK;
HANAKA, 2021) e a producao de clamidésporos (Figura 3), o Isolado1 pode pertencer
ao género Mortierella (MUFTAH ELTARIKI; TIWARI; ALHOOT, 2021). Induzir a
esporulacdo pode servir para obtencdo de mais caracteristicas para verificar essa
hipétese.

Fungos do género Mortierella sédo considerados saprofitos tendo
alguns representantes com atividade parasitica sobre nematoides. Ja foram isolados
a partir de: estruturas do nematoide de cisto da soja e dos cereais, respectivamente,
Heterodera glycines e Heterodera avenae (CHEN; CHEN, 2003; Hu et al., 2020); a
partir da matriz gelatinosa e ovos eclodidos de Meloidogyne (DILEGGE; MANTER,;
VIVANCO, 2019); e da superficie de raizes podendo apresentar crescimento
endofitico e atuar como promotor de crescimento vegetal (OZIMEK; HANAKA, 2021;
AL-SHAMMARI, 2013; DILEGGE; MANTER; VIVANCO, 2019).

Segundo o método proposto por DiLegge, Manter e Vivanco (2019)
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Mortierella globalpina pode ser considerado nematéfago generalista pois foi capas de
parasitar in vitro juvenis adultos e ovos de Caenorhabditis elegans, bacteriofago, e M.

chitwoodi, fitonematoide.

Figura 3 — Isolado 1: A) aspecto da colénia com 4 dias; B) aspecto da colénia com 10
dias; C) hifa com 4 dias sob ampliacado de 400 vezes; D) clamidésporo terminal
observado ao décimo dia sob ampliacédo de 400 vezes

O Isolado 2 apresentou colénia de coloragdo rosada nas regides
novas e esverdeada nas mais velha, onde se encontra maior parte dos esporos. Foi
observada a presenca de hifas septadas, conidiéforos ramificados e conidios ovais
(Figura 4).

Foi observado para o Isolado 3 conididforos em monofialides
dispostos ao longo de uma hifa principal e a partir dela varias microconidios no quarto
dia e alguns macroconidios fusiformes no decimo dia (Figura 5), similar a fungos do
género Fusarium (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

O cultivo continuo de soja suscetivel pode promover o aumento de
seus patdégenos no solo como nematoide de cisto, fungos possivelmente patogénicos
como Fusarium, e até fungos benéficos como Mortierella, provavelmente devido sua
capacidade de decompor aleloquimicos sintetizados pela planta nesta situacéo de
intensa pressao patogénica, e quando estendido a um longo periodo pode promover
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a criacao de solos supressores dos fitonematoides da cultura (Liu et al., 2019).

Em solos supressores de finonematoides foi detectado Mortierella
dentre outros géneros de fungo como Fusarium, sendo este ultimo um oportunista no
processo de degradagdo das estruturas dos nematoide devido sua ampla distribuigédo
e atuacdo como decompositor nos solos (QIU et al., 2020; RASHIDIFARD et al., 2022;
ROCHA; BOND; FAKHOURY, 2022; TOPALOVIC; HUSSAIN; HEUER, 2020).

Entretanto efeito similar pode ser obtido a partir de manejos que nao
atuem em detrimento da sanidade do solo para cultivo, a exemplo da fertilizagéo
organica com estrume de frango, que foi capaz de aumentar a diversidade de fungos
rizosfericos, como Mortierella, tendo correlagdo negativa com taxa de reproducéao de
cistos de Heterodera avenae, o nematoide de cistos dos cereais (QIU et al., 2020).

Nao foi encontrado a estrutura do conidiéforo do Isolado 4 apesar de
observado uma grande concentragao de conidios levemente alongados (Figura 6).
Podendo a estrutura dos conidiéforos ser bem diminuta dificultando sua distingao
dentre as hifas. Quando visto a olho nu ou até mesmo na lupa este isolado

apresentava certa umidade em sua estrutura.

Figura 4 — Isolado 2: A) aspecto da colénia com 4 dias; B) aspecto da colénia com 10
dias; C) conidiéforo e conidios em ampliagcdo de 100 vezes; D) ampliagdo do
conidiéforo com esporos
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Figura 5 — Isolado 3: A) aspecto da colénia com 4 dias; B) aspecto da col6nia com 10
dias; C) hifa com conidiéforos na ampliagdo de 100 vezes; D) conidios com 4 dias
visto com ampliacdo de 400 vezes; E) conidios fusiformes com 10 dias visto com

ampliacao de 400 vezes

Figura 6 — Isolado 4: A) aspecto da col6nia com 4 dias; B) aspecto da colénia com
10 dias; C) aspecto umido do fungo visto sob lupa; D) conidios vistos com ampliagao

de 400 vezes
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Com grade volume de hifas septadas o Isolado 5 n&o apresentou
producao de esporos. Em algumas de suas hifas menos hialinas foi observado um
angulo de 90° de suas ramificagdes (Figura 7), essa caracteristica se assemelha a
fungos do género Waitea sp. (GOULART et al., 2011).

Quando observado in vivo Waitea sp. pode apresentar um efeito
antagobnico sobre Meloidogyne por competigao de sitio de infecgdo. O fungo, por ser
um patodgeno necrotrofico, destrdi as células nutridoras necessarias para o nematoide,
mas ndo de modo pontual, e sim degradando todo o tecido parasitado da raiz (AL-
HAZMI; AL-NADARY, 2015). Desta forma a associagcdo comum destes organismos se
da pelo favorecimento da severidade do fungo sobre a planta quando ocorrem
simultaneamente pois a entrada e caminhamento dos nematoide endoparasitas dentro
da raiz criam entradas para o fungo.

Apesar da nao observagao de estruturas reprodutivas do fungo neste
trabalho, uma hipoétese a ser investigada pertencimento do isolado 5 ao género
Waitea, um dos teleomorfos de Rhizoctonia. Espécies desse género conseguem se
associar a raizes de plantas, como W. circinata que atua endofiticamente como
micorriza em orquideas (CARVALHO et al., 2022) ou até mesmo patogenicamente em
outras culturas (AYDIN et al., 2013; MARTINS et al. 2022).

Tem sido observado antagonismo de Waitea sobre patdgenos
fungicos (CARVALHO et al., 2022). E sobre fitonematoides testes in vitro e in vivo com
W. circinata demostraram seu potencial de controle contra M. javanica em plantas de
tomate (MENDES, 2018).

Figura 7 — A) aspecto da colénia com 4 dias; B) aspecto da colénia com 10 dias; C)
hifas no quarto dia vistas com ampliagdo de 400 vezes; D) hifa no decimo dia com
ramificagdo em angulo de 90° graus sob ampliacdo de 400 vezes; E) imagem
aproximada da hifa com angulo de 90° graus
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4.5.2 Antagonismo Sobre Ovos De M. incognita

A Tabela 3 contém os resultados obtidos no experimento in vitro do
antagonismo de fungicos, inclusos os isolados obtidos de cistos de H. glycines, sobre
ovos de M. incognita.

Tabela 3 — Porcentagem de ovos alterados de M. incognita apos incubagdo com
isolados fungicos por 10 dias.

Espécie Identificagcdo Ovos alterados (%)
Mortierella sp.* Isolado 1 14,7 ¢’
- Isolado 2 18,5 ¢
Fusarium sp.” Isolado 3 220 c
- Isolado 4 14,5 ¢
Waitea sp.* Isolado 5 42,4 a
Myrothecium sp*. MYR 17,4 c
Periconia hispidula PEH 20,3 ¢
Phialomyces macrosporus PHM 17,7 ¢
Stachybotrys globosa STG 29,0 ¢
Stachybotrys levispora STL 246 c
Volutella minima Vom 28,1 ¢
Purpureocillium lilacinum Pae03 26,9 c
Purpureocillium lilacinum Pae13 28,4 ¢
Purpureocillium lilacinum Pae18 16,5 ¢
Purpureocillium lilacinum Pae20 326 b
Purpureocillium lilacinum Pae24 20,0 c
Purpureocillium lilacinum Pae1101 52,8 a
Purpureocillium lilacinum Pae1102 211 ¢
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Purpureocillium lilacinum Pae1104 20,8 ¢
Purpureocillium lilacinum Pae1105 19,5 ¢
Purpureocillium lilacinum Pae1109 222 ¢
Purpureocillium lilacinum Pae1110 25,0 c
Purpureocillium lilacinum Pae1111 36,2 b
Purpureocillium lilacinum Pae1112 491 a
Purpureocillium lilacinum Pae1113 315 b
Purpureocillium lilacinum Pae1115 19,1 ¢
Purpureocillium lilacinum Pae1116 36,2 b
Purpureocillium lilacinum Pae1118 28,2 ¢
Purpureocillium lilacinum PaeC 23,5 ¢
Pochonia chlamydosporia Poc1108 22,2 ¢
Pochonia chlamydosporia Poc1109 31,8 b
Pochonia chlamydosporia Poc1116 26,1 c

Testemunha 19,3 ¢

*Suspeita da espécie baseada em caracteristicas morfolégicas de coldnia, hifas, esporangi6foro e
€sporos.
Médias seguidas pela mesma letra mailscula ndo diferem segundo o teste de Scott-Knott (a = 5%).

Poucos tratamentos diferiram significativamente da testemunha
quanto a porcentagem de ovos alterados de M. incognita, valor que representa a
capacidade antagonista dos fungos utilizados sobre essa estrutura do nematoide.

Junto de dois isolados de P. lilacinum (Pae1101 e Pae1112) o Isolado
5, possivel Waitea sp., resultaram nas maiores porcentagens de ovos alterados,
respectivamente, 53, 49 e 42 %. Ainda acima da Testemunha, quatro isolados de P.
lilacinum e um de P. chlamydosporia obtiveram de 36 a 31 % de alteragdo de ovos.

A capacidade de controle de fitonematoides por isolados de P.
lilacinum e P. chlamydosporia ja € conhecida e utilizada no manejo de nematoides
sedentarios principalmente, (GHAHREMANI et al., 2019; ORO et al., 2021). Entretanto
as investigag¢des continuam para obtencao de isolados que melhor se adaptam as
diversas condi¢des edafoclimaticas e culturas onde se deseja aplica-los.

A efetividade do parasitismo de um isolado fungico sobre ovos de
nematoides pode ser negativamente influenciada pela presenga previa de outra
espécie fungica, mesmo que essa outra colonize apenas superficialmente e nao
resulte em uma mortalidade significativa dos ovos. A exemplo do observado por Chen,
S. e Chen F. ( 2003) onde Mortierella sp. obtidos de cistos de H. glycines, e
reinoculado em outros cistos da mesma espécie, influenciou negativamente o
parasitismo por P. chlamydosporia (sin. Verticillium chlamydosporium).

Cistos ou massas de ovos de nematoide obtidos de bancos dos
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inoculo convencionalmente utilizados, mesmo quando puros em relagcdo ao
fitonematoide mantido, ndo sao isentos de microrganismos, portanto testes de
eficiéncia de isolados devem sejam associados a uma triagem dos microrganismos
cultivaveis presentes e se esses sdo capazes de interferir significativamente nos
isolados de interesse para o controle de nematoides.

Outro fator que influencia na capacidade de uma espécie fungica em
parasitar os ovos € o nivel de desenvolvimento embrionario e para as espécies que
produzem cistos o nivel de maturidade dessa estrutura. Como o observado para
Heterodera avenae, o nematoide de cistos dos cereais, onde o fungo Mortierella alpina
foi mais abundante colonizando ovos de fémeas, contendo ovos em estagios
embrionarios mais iniciais, enquanto Fusarium spp. foi predominante em cistos
maduros, portanto, com embriées dormentes mais desenvolvidos (Hu et al., 2020).

Portanto para uma observacgéo inicial mais detalhada da capacidade
de parasitismo de um isolado fungico sobre ovos de fitonematoide a idade das
estruturas do patégeno que contém os ovos devem ser padronizadas. E em um
segundo momento, os fungos serem testados em condigdo mais proximas ao

observado a campo, com ovos e cistos em diferentes estagios de desenvolvimento.

4.6 CONCLUSAO

(i) Com base em caracteristicas morfolégicas de aspecto de colbnia,
hifas, eventuais estruturas reprodutivas e esporos foi distinguido cinco isolados
fungicos obtidos a partir de cistos de Heterodera glycines, trés destes inicialmente
propostos como sendo pertencentes aos géneros Mortierella, Fusarium e Rhizoctonia.

(i) Dentre os isolados fungicos obtidos a partir de cistos de Heterodera
glycines o proposto como pertencente ao género Waitea se assemelhou a alguns
isolados de Purpureocillium lilacinum por causar as maiores porcentagens de ovos

alterados nos testes in vitro contra massas de ovos Meloidogyne incognita.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Alguns isolados de P. lilacinum e P. chlamydosporia apresentaram
agao antagonica sobre ovos de e, sendo parte desses isolados antagdnicos para
ambos fitonematoides. Pela primeira vez relatado, foi observado agao antagbnica de
S. levispora, P. hispidula e S. globosa sobre ovos de H. glycines.

Com base em caracteristicas morfolégicas trés isolados fungicos
obtidos de cistos de H. glycines foram propostos aqui como pertencentes aos géneros
Mortierella, Fusarium e Waitea. Nos testes in vitro contra massas de ovos Meloidogyne
incognita o tido como Waitea se assemelhou a alguns isolados de Purpureocillium
lilacinum quanto sua capacidade de ocasionar as maiores porcentagens de alteragéo

de ovos de M. incognita.
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