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RESUMO

Obici, L.V.; Faria, C.M.D.R.; Leite, C.D.; Schwan-Estrada, K.R.F.; Maia, A.J.; Moccellin, R.. Filtrados de fungos saprobios do semiarido
Nordestino no controle de Meloidogyne javanica. Summa Phytopathologica, v.50, p.1-6, 2024.

A busca por métodos de controle alternativo de meloidoginoses ¢ uma
realidade para varios pesquisadores. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
observar se filtrados de culturas de fungos saprobios do semiarido nordestino
controlam Meloidogyne javanica em plantas de tomate. Os filtrados de cultura
de 10 fungos saprobios, agua (testemunha), batata e dextrose, Pochonia
chlamydosporia (tratamento bioldgico padrdo) e quimico foram utilizados

nos seguintes experimentos: ecloso, mobilidade, mortalidade de J, e ensaios
em casa de vegetagdo. Todos os filtrados estudados diminuiram a eclosdo do
nematoides e causaram a mortalidade de J, Nos ensaios em casa de vegetagio,
verificou que o filtrado de cultura do fungo Curvularia inaequalis diminuiu o
numero de ovos e o nimero de galhas por sistema radicular sem influenciar no
desenvolvimento do tomateiro.

Palavras-chave: controle alternativo, nematoide das galhas, meloidogynose.

ABSTRACT

Obici, L.V.; Faria, C.M.D.R.; Leite, C.D.; Schwan-Estrada, K.R.F.; Maia, A.J.; Moccellin, R. Filtrates of saprobic fungi from the Northeastern
semi-arid region on the control of Meloidogyne javanica. Summa Phytopathologica, v.50, p.1-6, 2024.

The search for alternative control methods against root-knot nematode
disease is a reality for several researchers. Thus, the objective of the current study
was to observe if filtrates from cultures of saprobic fungi from the Northeastern
semiarid region, Brazil, can control Meloidogyne javanica in tomato plants.
The filtrates from the culture of 10 saprophytic fungi, water (control), potato
and dextrose, Pochonia chlamydosporia (standard biological treatment) and

Keywords: alternative control, root-knot nematode, Meloidogyne.

Os fitonematoides causam prejuizos em diversas culturas em
todo o mundo, causando perdas nas produgdes agricolas. Estes sao
considerados parasitas obrigatorios, pois dependem do tecido de plantas
para seu crescimento, desenvolvimento e reprodugdo. Sdo importantes
patogenos primarios causadores de doengas radiculares, podendo deixar
a planta pré-disposta a outras infecgdes, se movem aleatoriamente no
solo, podendo migrar para a regido rizosférica, para dentro das raizes,
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chemical treatment were used in the following experiments: hatching, mobility,
J, mortality and greenhouse trials. All studied filtrates decreased nematode
hatching and caused J, mortality. In the greenhouse experiments, the filtrate from
the culture of the fungus Curvularia inaequalis decreased the number of eggs
and the number of galls per root system without influencing the development
of the tomato plant.

ou em direcdo a parte aérea (14, 16).

O controle desses nematoides pode ser realizado pela utilizagio de
nematicidas, porém, o uso desses produtos € restrito em varios paises por
apresentarem alta toxicidade e serem persistentes no ambiente (20, 10).

Desta forma, pesquisadores na tentativa de reduzir a populacao
desses fitonematoides abaixo do nivel econdomico de dano, vem
estudando varios métodos de controle, dentre eles o controle bioldgico.
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Os organismos utilizados para o controle bioldgico podem ser
introduzidos ou estarem presentes naturalmente no solo, controlando
os patdgenos da area (29).

No controle biologico de fitonematoides os principais inimigos
naturais sdo os fungos (15). Os métodos de ag@o dos fungos contra
os nematoides sdo variados, podendo ser pela colonizag¢do do corpo
do nematoide, parasitas de ovos e fémeas, armadilhas, produgao
de metabodlitos toxicos ao nematoide entre outras (2, 19, 22). Em
decorréncia da dificuldade de emprego de fungos predadores e
parasitas no controle de fitonematoides tem surgido como alternativa
a utilizagdo de metabolitos fingicos com propriedades toxicas a tais
fitoparasitas (6, 7).

As fungoes desses produtos sdo diversas, podem afetar a eclosdo, a
motilidade e mortalidade de juvenis de segundo estadio desses parasitas
(8,9, 13,22).

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi observar se filtrados
de culturas de fungos saprobios do semiarido nordestino controlam
Meloidogyne javanica em plantas de tomate.

MATERIAIS E METODOS

Os dez isolados de fungos saprobios do semidrido nordestino
utilizados no ensaio (Tabela 1), foram cedidos pelo projeto
“Bioprospec¢do de fungos saprobios no semiarido nordestino para
controle de doencas infecciosas em plantas: indugdo de resisténcia
(SISBIOTA).

Para a obtengéo do filtrado, discos de 5 cm de didmetro do meio
com a cultura do fungo saproébio foi transferido para um Erlenmeyer
ou um frasco de vidro, ambos autoclavados, contendo meio liquido
BD (batata dextrose) composto por batata (200 g) e dextrose (10 g).
Adicionou-se 1 disco da coldnia do fungo a cada 100 mL de meio BD.
Apbs o preparo, os frascos foram mantidos em sala de crescimento
com temperatura controlada (25°+1C) e fotoperiodo de 12 horas, onde
foram agitados manualmente por dez segundos de duas a trés vezes
ao dia para o crescimento do fungo. Apds quinze dias, foi realizada
a filtragem em papel filtro originando o filtrado fungico, o qual foi
mantido em freezer até 0 momento de sua utilizagdo.

O ino6culo do nematoide que foi utilizado nos ensaios foi obtido
de populacdes puras de M. javanica. A multiplicagdo da populagio de
nematoides foi realizada em casa de vegetag@o em plantas de tomateiro
“Santa Cruz”. Para a extra¢ao de ovos de nematoides das raizes utilizou-
se o método descrito por Hussey & Barker (12), modificado por Boneti
& Ferraz (4). A contagem dos ovos para a calibracdo da suspensio
(3.000 ovos por vaso aproximadamente) foi realizada em microscopio
estereoscopio, utilizando a cdmara de contagem (camara de Peters).

Para obten¢ao das mudas de tomateiro, sementes de tomate “Santa
Cruz” (Solanum lyconpersicum) foram semeadas em bandejas de isopor
com cento ¢ vinte células contendo substrato comercial Plantmax®.
Apos 25 dias, foi realizado o transplante das mudas para vasos de
polipropileno com capacidade para 2,0 L com uma mistura de solo e
areia na proporgdo de 2:1 (v/v), previamente autoclavada, em autoclave
vertical a 120°C por uma hora.

Os ovos foram obtidos de raizes de tomateiros “Santa Cruz” com
galhas, cultivados em casa de vegetagdo, com idade média de 60 dias
do transplante da muda do tomate e inoculagdo dos nematoides. A
técnica utilizada para extragdo dos ovos foi a descrita por Hussey &
Barker (12), modificado por Boneti & Ferraz (4).

A obtengdo de juvenis de segundo estadio (J)) de M. javanica
foram preparadas cdmaras de eclosdo pela metodologia do funil de
Baermann, descrito por Freitas et al. (11). Para tanto, utilizou-se papel
filtro para café para que os J, vidveis passassem pelos poros do mesmo,
decantassem e fossem recolhidos na suspensdo final apds 48 horas.

Para a atividade de filtrados de fungos saprobios sobre a eclosdo de
juvenis de M. javanica, colocou-se 100 uL da suspensdo contendo 250
ovos aproximadamente, juntamente com 500 puL. de um dos tratamentos,
sendo que se utilizou duas testemunhas, em uma foi adicionado a
suspensdo com ovos somente agua destilada estéril (500 puL) e na
outra testemunha adicionou-se a suspensdo de ovos 500 uL de meio
de cultura BD). Os tubos foram mantidos em camaras de crescimento,
por 15 dias a temperatura de 25°+1C, no escuro. No décimo sexto dia
avaliou-se 0 nimero de J, eclodidos por tratamento com auxilio de
microscopio optico invertido e camara de contagem de nematoides de
Peters, o experimento foi repetido duas vezes.

Na avaliagdo do efeito dos filtrados na motilidade e mortalidade
de juvenis de M. javanica, foram colocados 500 pL do filtrado de cada

Tabela 1. Descrigdo dos tratamentos realizados no ensaio de filtrados de culturas de fungos saprébios do semidrido nordestino no controle de

Meloidogyne javanica, Guarapuava, PR.

Tratamentos Codigo dos tratamentos Descri¢io dos tratamentos
1 101/13 Filtrado do fungo Beltraniella portoricensis
2 118/07 Filtrado do fungo Lappodochium lageniforme
3 12/07 Filtrado do fungo Myrothecium leucotrichum
4 42/07 Filtrado do fungo Periconia hispidula
5 47/06 Filtrado do fungo Curvularia eragrostidis
6 84/08 Filtrado do fungo Dictyochaeta obeispora
7 05/06 Filtrado do fungo Curvularia inaequalis
8 11/10 Filtrado do fungo Stachybotrys globosa
9 34/08 Filtrado do fungo Gonytrichum macrocladum
10 STC Filtrado do fungo Stachybotrys chartarum
11 Agua Agua destilada estéril
12 BD Meio de cultura BD
13 Quimico (2° ensaio in vivo) Avermectina
14 Biologico (2° ensaio in vivo) Pochonia chlamydosporia
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saprobio e 50 pL de uma suspensdo de com 150 J, de M. javanica em
tubos de ensaio os tratamentos. Os tubos foram vedados com filme
plastico e colocados em camara de crescimento a 25°+1C no escuro.
Ap0s 48 horas, realizou-se a avaliagdo, com auxilio de microscopio
biolégico de objetiva invertida, do niimero de J, iméveis (ndo se
movimentavam ou apresentavam o corpo com aspecto retilineo ou
retorcido), tendo a avalicdo de mortalidade sido realizada conforme
metodologia descrita por Chen & Dickson (5), em que espécimes que
permaneceram imoveis apos a adi¢do de uma gota de NaOH 1 N a
suspensdo de nematoides foram classificados como mortos.

Nos experimentos conduzidos em casa de vegetagdo foram
feitos em dois periodos (dezembro de 2015 a fevereiro de 2016 e marco
de 2016 a maio de 2016), ambos com durabilidade de 60 dias. No
primeiro periodo, dezembro/2016 a fevereiro/2016, foi composto de
doze tratamentos com oito repeti¢des cada, sendo dez tratamentos com
diferentes filtrados de isolados fungicos, uma testemunha dgua e uma
testemunha meio liquido BD (batata dextrose) (Tabela 1). No segundo
periodo, adicionou controle biologico (Pochonia chlamydosporia
(Rizotec"™) e quimico Avermectina (Vertimec"), desta forma, no segundo
periodo totalizou 14 tratamentos com oito repeti¢des cada, sendo cada
repetigdo constituida por uma planta.

Em vasos de 2,5 litros contendo uma mistura de solo ¢ areia
autoclavados por uma hora a 120°C na proporgao 2:1 (v/v). Cada vaso
foi transplantado uma muda de tomate “Santa Cruz” com 25 dias de
idade e inoculado aproximadamente 3000 ovos de M. javanica.

Os tratamentos foram adicionados ao solo (20 mL), aplicados a cada
15 dias, totalizando quatro aplicagdes durante todo o experimento. A
primeira aplicagdo dos tratamentos ocorreu no dia da infestagdo com
os ovos de M. javanica, sendo que ap0ds sete dias da infestagao do solo
com o nematoide transplantou-se uma muda de tomate em cada vaso.

Em todos os tratamentos ¢ nos dois periodos do experimento
(primeira e segunda época) a manutengdo da umidade do solo antes
do transplante das mudas foi realizada por regas com auxilio de um
regador uma ou duas vezes ao dia. As mudas, permaneceram em casa
de vegetacdo. Apds 60 dias da inoculagdo das plantas de tomateiro,
avaliou-se as seguintes varidveis: altura de parte aérea, com o auxilio
de uma fita métrica e medindo do colo ao meristema apical; o diametro
do caule, utilizando um paquimetro digital, em que a medigao era feita a
trés cm da superficie do solo; peso fresco parte aérea e raizes, cortando
as plantas com tesoura de poda na parte inferior do caule, rentes ao solo
¢ toda a parte aérea e raizes separadamente foram pesada em balanga
semi-analitica, imediatamente apos o corte; peso seco da parte aérea,
cada planta foi acondicionada em sacos de papel identificados e levados
a estufa de circulagdo forcada de ar a 70 °C por 48 horas, até¢ atingirem
peso constante. Apds secas, as amostras foram retiradas e esperou-se
até que atingissem a temperatura ambiente. Em seguida, foram pesadas
em balanga semi-analitica para a determinag@o do peso da matéria seca;
contagem do nimero de galhas, e a quantifica¢do de nimero de ovos
por sistema radicular foi realizada utilizando a metodologia descrita
por Rocha et al. (17).

Para os experimentos in vitro adotou-se delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC) enquanto que os experimentos em
casa de vegetag@o foi blocos ao acaso. Os experimentos de eclosdo,
mortalidade, motilidade e no primeiro periodo do ensaio em casa de
vegetacao foram compostos de 12 tratamentos e cinco repeti¢oes. No
segundo periodo do ensaio em campo foram 14 tratamentos e cinco
repetigdes.

Os resultados obtidos em todos os experimentos foram submetidos
a analise estatistica utilizando o programa estatistico Assistat versao
7.5 beta (18). Os dados dos ensaios in vivo foram submetidos ao teste
de média Scott e Knott (1974) ao nivel de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que os filtrados dos dez fungos
testados apresentaram efeito na eclosio de J, de M. javanica diferindo
das testemunhas (Tabela 2). Contudo os tratamentos S. globosa,
S. chartarum, G. macrocladum, L. lageniforme, C. eragrotidis, M.
leucotrichum e B. portoricensis apresentaram melhores resultados,
com redugdo na eclosdo de J, variando de 93,6% a 100%, diferindo
estatisticamente dos demais (Tabela 2). Resultados semelhantes
foram obtidos por Barros et al. (3) que estudaram o efeito dos fungos
saprobios Curvularia eragrotidis, C. inaequalis, Pithomyces chartarum,
Myrothecium sp., Stachybotrys globosa, Memnoniella echinata,
M. levispora, Stachylidium bicolor sobre Sclerotinia sclerotiorum
e observaram o antagonismo de Myrothecium sp. sobre o referido
patogeno, reduzindo 14% o crescimento micelial do fungo.

Tabela 2: Efeito dos diferentes filtrados fungicos de isolados de fungos
saprobios do semiarido Nordestino sobre a diminuigdo da porcentagem
de eclosdo de J, de Meloidogyne javanica. Guarapuava, Parand.

Tratamentos Porcentagem de diminuicio da eclosio de J *
Testemunha 37,7 a
BD 35,7

C. inaequalis 83,1 b
S. globosa 96,6 c
S. chartarum 97,5 ¢
G. macrocladum 100 c
L. lageniforme 98,5 c
C. eragrotidis 100 c
P, hispidula 87,1 b
M. leucotrichum 93,6 ¢
B. portoricensis 100 c
D. obeispora 84,2 b

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferiram entre si pelo teste de
Scott; Knott a 5% de probabilidade. BD: Meio de cultura liquido Batata Dextrose.

O efeito dos filtrados fingicos na mobilidade e mortalidade dos
J,de M. javaniva estdo representados na Tabela 3. Os filtrados dos
fungos S. chartarum, G. macrocladum e L. lageniforme ndo reduziram
amobilidade dos juvenis, porém, esses mesmos tratamentos causaram
respectivamente 71,6%, 74,8% ¢ 59,5% de mortalidade de J,. Os
filtrados dos fungos P. hispidula, B. portoricensis e D. obeispora
reduziram significativamente a mobilidade dos juvenis, tendo esta
porcentagem de imobilidade superior a das testemunhas. Todos os
filtrados estudados afetaram positivamente a mortalidade dos juvenis,
diferindo estatisticamente da testemunha agua, mas se igualando a
testemunha meio BD.

Nos ensaios realizados em casa de vegetagdo para as variaveis
altura de planta, massa fresca de parte aérea, massa seca de parte aérea,
diametro do caule e peso fresco de raiz ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os tratamentos no primeiro e no segundo periodo.

Em relagdo ao nimero de ovos de M. javanica por sistema radicular,
os resultados obtidos demonstram o potencial dos filtrados fingicos
de saprobios do semidrido Nordestinos, C. eragrotidis, P. hispidula,



Tabela 3: Efeito dos diferentes fitrados fungicos de fungos saprobios do
semidrido Nordestino na mortalidade e mobilidade de J, de Meloidogyne
Javanica. Guarapuava, Parana.

Juvenis de segundo estadio (J,) de
Tratamentos

M. javanica
Imoveis (%) Mortos (%)
Testemunha 8,3 b 8,7 b
BD 11,3 b 694 a
C. inaequalis 6,6 c 76,1 a
S. globosa 2,0 c 75,0 a
S. chartarum 0 c 71,6 a
G. macrocladum 0 c 74,8 a
L. lageniforme 0 c 595 a
C. eragrotidis 12,7 b 73,5 a
P, hispidula 16,1 a 68,1 a
M. leucotrichum 9,4 b 72,5 a
B. portoricensis 18,2 a 68,4 a
D. obeispora 16,1 a 73,9 a

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferiram entre si pelo teste de
Scott; Knott a 5% de probabilidade. BD: Meio de cultura liquido Batata Dextrose.

M. leucotrichum e B. portoricensis os quais diminuiram o numero de
ovos do nematoide por sistema radicular, reduzindo em 85,8%, 78,2%,
86,1% ¢ 96,9%, respectivamente, diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos, no primeiro periodo (Tabela 4).

Os resultados obtidos no segundo periodo em casa de vegetagao
demonstraram que os filtrados dos isolados fungicos C. inaequalis, C.
eragrotidis, P. hispidula, M. leucotrichum e B. portoricensis reduziram
o numero de ovos por sistema radicular significativamente, igualando-
se ao resultado obtido com o tratamento quimico (Avermectina),
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 4). Os

filtrados fungicos dos saprobios S. chartarum e G. macrocladum ndo
reduziram o niimero de ovos significativamente, apresentando médias
que ndo diferiram estatisticamente do tratamento testemunha somente
com agua. Poucos sdo os estudos realizados com filtrados obtidos de
fungos saprobios do semiarido Nordestino no controle de nematoides.
No entanto Al-Shammari et al. (1), com o objetivo de testar filtrados
de Trichoderma longibrachiatum e Mortierella alpina em diferentes
concentragdes no controle de nematoide, observaram eficiente controle
de M. javanica com todos os tratamentos, tanto em experimento in
vitro quanto in vivo, resultando em diminuicdo do niimero de ovos
por sistema radicular, nimero de massa de ovos por sistema radicular
e nimero de galhas por sistema radicular.

O efeito antagdnico de alguns filtrados de fungos do semiarido
Nordestino também foi observado no niimero de galhas por sistema
radicular (Tabela 5). No primeiro ensaio todos os filtrados de isolados
fangicos controlaram significativamente o niimero de galhas nas raizes,
destacando-se o filtrado do fungo C. eragrotidis que reduziu o niimero
de galhas em 66,6% quando comparado com a testemunha.

No segundo experimento todos os filtrados de isolados fungicos
se mostraram mais eficientes na diminuicdo de numero de galhas
quando comparados a testemunha. Neste ensaio pode-se observar que
os filtrados fingicos dos isolados C. inaequalis, L. lageniforme e D.
obeispora foram os que tiveram o maior controle do niimero de galhas
por sistema radicular, sendo inferiores somente ao tratamento quimico.
O filtrado fungicos do isolado C. inaequalis diminuiu em 72,02 %, o
filtrado do isolado do fungo L. lageniforme diminuiu em 64,27% ¢ o
filtrado fungico do isolado D. obeispora diminuiu 63,56% o niimero
de galhas de M. javanica por sistema radicular. Estudos realizados por
Zareen et al. (23) em tomateiros infectados com M. javanica e tratados
com filtrados de sete diferentes espécies de Aspergillus em condigdes
de casa de vegetag@o, demonstraram potencial de biocontrole dos
filtrados fungicos sob o nematoide avaliado. Neste estudo, os autores
puderam observar que 4. niger, A. fumigatus e A. terreus obtiveram
reducdo maxima na formagdo de galhas e na producdo de massa de
ovos do referido nematoide.

Tabela 4: Efeito dos diferentes fitrados fungicos de fungos saprobios do semidrido Nordestino no niimero de ovos de Meloidogyne javanica por

sistema radicular. Guarapuava, Parana.

1° Ensaio 2° Ensaio
TRATAMENTOS
N° de Ovos % Reducio N° de Ovos % Reducio
Testemunha 18.242 0,0a 15.35 0,0a
BD 11.099 39,2b 7.711 49,8b
C. inaequalis 8.954 50,9¢ 1.398 90,9¢
S. globosa 13.025 28,6b 7.571 50,7b
S. chartarum 15.481 15,1b 14.86 3,1 a
G. macrocladum 14.135 22,5b 15.23 0,8 a
L. lageniforme 10.369 43,2b 5.587 63,6b
C. eragrotidis 2.583 85,8d 711 95,4¢
P. hispidula 3.983 78,2d 887 94,2¢
M. leucotrichum 2.528 86,1d 101 99.,3¢
B. portoricensis 571 96,9d 60 99,6¢
D. obeispora 9.816 46,2b 6.059 60,5b
Biologico 6.051 60,6b
Quimico 12 99,9¢

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferiram entre si pelo teste de Scott; Knott a 5% de probabilidade. BD: Meio de cultura liquido Batata Dextrose
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Tabela 5: Efeito dos diferentes fitrados fungicos de fungos saprobios do semiarido Nordestino no niimero de galhas de Meloidogyne javanica

por sistema radicular. Guarapuava, Parana.

TRATAMENTOS 1° Ensaio 2° Ensaio
N° de Galhas % Reducao N° de Galhas % Reducio

Testemunha 677 0,0 a 680 0,0 a
BD 546 19,4b 541 20,4 b
C. inaequalis 446 34,1c 190 72,0 d
S. globosa 301 55,6¢ 338 50,3 ¢
S. chartarum 365 46,0c 455 332b
G. macrocladum 328 51,6¢ 457 32,8b
L. lageniforme 394 41,9¢ 243 64,3 d
C. eragrotidis 226 66,6¢ 363 46,6 ¢
P, hispidula 344 49,3¢c 303 554c¢
M. leucotrichum 347 48,7¢ 363 46,6 ¢
B. portoricensis 362 46,5¢ 336 50,7 ¢
D. obeispora 392 42,1c 248 63,6 d
Biologico 300 559¢
Quimico 7 989¢

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferiram entre si pelo teste de Scott; Knott a 5% de probabilidade. BD: Meio de cultura liquido Batata Dextrose.

Os filtrados fiingicos diminuiram a eclosdo, reduziram mobilidade
e mortalidade de J, de M. javanica.

Os filtrados obtidos dos fungos saprobios do Semiarido Nordestino
ndo interferiram no desenvolvimento das mudas de tomate.

Os filtrados dos fingicos também reduziram o niimero de ovos
e galhas de M. javanica por sistema radicular das mudas de tomate.
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