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1. INTRODUGAO

Os " nematoides fitoparasitas 8&oc responsaveis por
grandes perdas na producdo agricola, principalmente em‘ regides
tropicais e sub tropicais. De acordo com pesgquisa de SASSER
(1989), 12.,3% da produgdo agricola mundial é perdida anualmente.
Segundo o mesmo autor a perda monetaria anual, se consideradas
todas as culturas, excede 100 bilhdes de ddlares.

Para o controle de fitonematdides tem-se utilizado
principalmente, nematicidas e variedades resistentes ou
tolerantes. Estas medidas tém encontrado algumas restrigdes nas
suas aplicac®es, sob determinadas circunsténcias. Os nematicidas
apresentam o grande inconveniente de deixar residuos tdoxicos no
meio ambiente, além de aumentar os custoe de produg&o. A obtengéo
de variedades resistentes ou tolerantes apresenta alguns
dificuldades como a resisténcia especifica, muito comum noe
vegetais, e o grande antagonismo entre rusticidade e as
caracteristicas agrondmicas desejaveis (NOVARETTI, 1986). Por
outro lado o uso da rotag8co de culturas no controle de
fitonematdides é questiondvel por razdes econbmicas e de

especificidade do mercado. Desta forma necessitam-se de
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alternativas no controle destes patégenos, surgindo, por
conseguinte., o controle biolégico.

Os fitonematdéides possuem muitos inimigos naturaie,
como virus, riguétsias, bactérias, cutros nematoides,
tardigrados, &caros, turberlarias, insetos e fungos, exercendo
tais organismos, na natureza, algum controle sobre a populagao
destes patdgenos. 0Os fungos que atacam nematdides tém sido
apontados como organismos promissores no controle destes
patdgenos, constituindo uma das prioridades atuais nas pesquisas
no Brasil. Os fungos nematéfagos s8o separados em dois grupos
conforme a sua forma de parasitismo aos nematdides. Os fungos
ectoparasitas apresentam mecanismos de captura de nematdides,
como anéis, podendo ser constritivos ou ndo, hifas ou bulbos
adesivos. Por outro lado os fungos endoparasitas utilizam esporos
para infectar os nematdides, constituindo num grupo bastante
promigsor no controle bioldégico, por escapar a competig8o por
outros fungos de solo.

Embora esta Area de pesquisa tenha alcangado grandes
avangos em outros paises, o mesmo ndo aconteceu no Brasil,
necessitando-se de estudos béasicos sobre a caracterizagdo e &
potencialidade destes organismos no controle de fitonematdides.
Desta forma objetivou-se neste trabalho:

1. Isolar, identificar, caracterizar morfologicamente
e determinar a ocorréncia de fungos endoparasitas.

2. Avaliar o efeito da temperatura na capacidade
parasitaria do fungo endoparasitas Haptaglossa heterospora 'in

vitro".



3. Avaliar o potencial aestés fungoes no controle dos
nematéideé das galhas (Meloidogyne ép).

»' 4. Preparar méténial basico de estudos de fungos

endoparasitas de nemaﬁéides, servindo de subsidio a ' trabalhos

posteriores no Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

O conhecimento dos fungos que atacam nematodides é
bastante antigo. O primeiro fungo a ser descrito foi o)
ectoparasita Arthrobotrys oligospora, por Frenesius em 1852,
sendo que sua capacidade predatoria foi observada somente em 1879
por Woronin. Em 1888, num trabalho classico, Zopf descreveu a
ac8o das hifas adesivas deste fungo (DUDDINGTON, 1962). Ja =
primeira espécie de fungo endoparasita. pertencendo ao género
Harposporium, foi descrita em 1874 por Lohde (DUDDINGTON, 18962),.
Este género possui ¢ maior numero de espécies parasitas de
nematdéides, além de ser o mais frequentemente encontrado.
Drechsler dedicou grande parte da sua vida ao estudo
dos fungos nematéofagos, descrevendo vadrias espécies novas e
publicando valiosos trabalhos no periodo de 1933 a 1975,
contribuindo grandemente para o conhecimento destes organismos
(BARRON, 1977). DUDDINGTON (1957), também contribuiu muito,
através de extensa revis8io sobre o assunto, onde mostra que o086
fungos que atacam nematéides n8o s8o meramente curiosidade

cientifica, mas sim organismos gque ocorrem em muitos tipos de

s
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solos e que possuem grande potencial para utilizag¢8o no controle
biolégico de fitonematédides.

Os fungos nematéfagos de nematéides podem ser divididos
em dois grandes grupos quanto a localizag80 das hifas no
hospedeiro: os ectoparasitas e os endoparasitas. Os ectoparasitas
desenvolvem estruturas de captura de nematdides, incluindo 6rg8os
adesivos e anéis, capazes ou ndo de realizar constrigdo quando em
contato com o corpo do nematéide. A substéncia adesiva pode
cobrir toda a superficie da hifa ou pode estar restrita a org8os
de captura caracterizados como ramifica¢@es, bulbos ou malhas. Os
fungos deste grupo possuem extenso crescimento vegetativo no
solo.

Contrastando com o8 ectoparasitas, os fungos
endoparasitas n8o desenvolvem hifas vegetativas externamente ao
nematéide parasitado, ocorrendo, em algumas espécies, a formacéo
de tubos de evacuacio, rara os fungos inferiores, ou conidiéforos
e conidios para os fungos superiores.

Os endoparasitas encontram-se em diversas classes de
fungos. Incluem-se nas seguintes classes, entre outras, as
espécies: em Chytridiomycetes, Catenaria anguillulae e Catenaria
vermicola; em Oomycetes, Haptaglossa heterospora e Myzocytium
humicola; em Zygomycetes, Meristacrum asterospermum; em
Deuteromycetes, Meria coniospora, e diversas espécies do género
Harposporium. Também espécies de' Pythium e Phytophthora tém sido
observadas parasitando nematéides (DUDDINGTON, 1962).

A infecgédo por fungos endoparasitas inicia-se
unicamente pelo esporo, sem o auxilio de outras estruturas. Ha

uma grande variacdo morfolégica dos esporos entre as egpécies.
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Existem esporos que se aderem ao corpo de nematdide com posterior
penetraggo; aqueles que s8ao0 injeridos pelos nematéides,
germinando no esofago; e aqueles que, pela agBo de flagelos,
locomovem-se até o hospedeiro, penetrando através de aberturas
naturais, ou mesmo diretamente através da cuticula (BARRON,
1977). Os esporos dos fungos endoparasitas possuem adaptagdes e
especializa¢Bes para parasitar os nematdéides. Alguns fungos
inferiores produzem esporos méveis que parecem possuir tropismo
positivo em relacdo ao nematéide. Esporos de Catenaria
anguillulae acumulam-se com maior frequéncia nas aberturas
naturais dos nematdides , devido & liberag8Bo de exsudados, que
produzem um gradiente quimico (MANKAU, 18980). Entretanto em
Xiphinema spp. a penetragdo atraveés dos poros da cuticula € mais
frequente (JAFFEE, 1886). A maioria dos esporos iméveis
produzidos pelos fungos endoparasitas possui propriedades
adesivas, podendo se aderir instantaneamente no nematéide em
movimento (MANKAU, 1980). JANSSON & NORDBRING-HERTZ (1983)
observaram gque os esporos do fungo endoparasita Meria coniospora
aderiram na regido cefalica de fémeas e machos bem como na cauda
de machos do nematéide de vida 1livre Panagrellus redivivus,
indicando que o8 sitios de adesdo localizam-se especificamente
nos 6rgéos quimosensores do nematoide. Em nematdides
fitoparasitas, entretanto, a ades@o de esporos de Meria
coniospora ocorreu em toda extensd@o da cuticula, indicandc haver
diferencas na composigdo da cuticula entre nematoides
fitoparasitas e de vida livre (JANSSON & NORDBRING-HERTZ, 1983).
Os mesmos autores mostraram que o &cido sidlico, localizado nas

papilas dos nematdides de vida livre e distribuido sobre toda
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cuticula dos nematéides fitoparasitas, assume um papel importante
no processo de ades8o dos conidios. JANSSON et alii (1985a)
observaram que, para a germinag&o do esporo de M. coniospora,
apés sua ades8o no nematéide, é imprescindivel que a cuticula
esteja ligada & epiderme viva. Segundo tais autores, este mesmo
fato foi obeservado também por Nordbring-Hertz et alii (1984),
citado por JANSSON et alii (1985a), ém se trabalhando com o fungo
ectoparasita Arthrobotrys oligospora e espécimes mortos do
nematéide Panagrellus redivivus. JANSSON et alii (1985a),
acreditam que a cuticula associada a epiderme viva, desencadeia o
processo de indugBio do enzima colagenase no esporo de
M.coniospora. Esta enzima & reesponséavel pela degradag8o da camada
primaria da cuticula do nematéide, a qual é composta por
colégeno.

Os esporos dos fungos endoparasitas que iniciam o
processo de infecg8o no esoflgo dos nematéides, apés a sua
injestdo, possuem adaptacdes morfolégicas interessantes. Um
grande numero de espécies possuem esporos cbncavos-convexos,
helicoidais, filiformes, etc. A morfologia do esporo, peculiar
para cada espécie, tem um significado decisivo rara o sucesso
biolégico da espécie, ajudando-o a se alojar na cavidade bucal ou
esdffago do hospedeiro. Esporos de Harposporium anguillulae
possuem o formato concavo-convexo, sendo que as extremidades dos
mesmos néo se situam em um mesmo plano, facilitando a sua
penetragdo por entre as fibras do musculo esofagiano do
hospedeiro. Frequentemente o micélio de Harposporium anguillulae
forma clamidosporos dentro do corpo do nematéide parasitado. Este

fato ocorre em infeccdes velhas, gquando algumes células da hifa



tornam-se pigmentadas e com a parede espessa. O0Os clamidosporos

tem a func8o de resistir as condigSes adversas do meio ambiente,
produzindo novos conidios gquando as condigdes tornarem-se
favoravéis (BARRON 1977).

Outro processo de adaptag8o de conidio ocorreu, em
Haptaglossa heterospora. Este fungo endoparasita produz esporos
iméveis, em zoosporangios situados dentro do nematoéide
parasitado. que 8ao liberados para o meio exterior através de
Pequenos tubos de evacuagdo (MANKAU, 19890). Os esporos,
inicialmente esféricos, sofrem uma série de modificagdes
tornando-se rombéides. Quando o nematéide se aproxima do esporo,
pressionando a pelicula de &gua, ocorre a injeg¢8o da particula
infectiva, na forma de particulas cilindricas, que se alojam
entre a hipoderme e o integumento do hospedeiro onde germinam
(BARRON, 1977).

A maioria dos fungos endoparasitas de nematbides é
parasito obrigatério, dificultando a obtengdo de culturas
puras. Excessdes podem ser encontradas entre o8 fungos
Hyphomycetes endoparasitas, os quais podem crescer em culturas
puras tais como as espécies dos EEéneros Acrostalagmus,
Harposporium e Meria, bem como entre os fungos endoparasitas que
formam Zoo8poroe, ©0s quais podem, com dificuldades, ser
cultivados em cultura pura, como por exemplo o8 géneros
Catenaria, Myzocytium e Haptaglossa (MORGAN-JONES & RODRIGUES-
KABANA, 1987).

BRICKLEBANK & COOKE (19689), observaram que Nematoctonus

haptocladus e N. concurrens cresceram bem na presenga de

glicogénio e quitina, polissacarideos que abundam nos nematéides.



Oe mesmoe autores observaram também que as duas espécies de
Nematoctonus surpreendentemente cresceram bem na presenga de
celulose e amido, e n8o possuem requerimento especial para
vitaminas. Resultados similares foram observados por COOKE (1977)
em se trabalhando com Harposporium anguillulae, indicando que
este fungo também pode crescer na presenga de varios
carboidratos, incluindo polissacarideos. Estes resultados indicam
que a fisiologia dos fungos endoparasitas deve ser bastante
diferente daquela dos ‘'fungos ectoparasitas, pois todas as
espécies ectoparasitas estudadas requerem tiamina, e algumas
vezes biotina, para o crescimento (Cooke, 1968, citado por
BRICKLEBANK & COOKE, 1969). COOKE (1977) sugere que os fungos
endoparasitas, em razdo da sua inabilidade em competir com outros
microorganismos de solo, n&8o se especializaram nutricionalmente,
0 mesmo ndo acontecendo com o0s ectoparasitas. 0 requeno
crescimento micelial externo ao nematéide parasitado pode estar
relacionado com a baixa capacidade de competig80 dos fungos
endoparasitas.

Oe fungos endoparasitas ocorrem em todos os tipos de
solos, tanto nos cultivados quanto nos naturais (BARRON, 1977).
Algumas espécies possuem uma distribui¢Zo geografica mais ampla,
como Harposporium anguillulae, Meria coniospora e Catenaria
anguillulae (BARRON, 1977).

A maioria dos estudos sobre a ocorréncia de fungos
endoparasitas de nematéides foi realizada em regides temperadas.
Segundo BUCARO (1883), a diversidade de espécies destes

organismos & maior em regies tropicais. A autora identificou, em

poucas amostras procedentes de El Salvador, maior diversidade de
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eepécies de fungos ectoparasitas e endoparasitas de nematdides,
se comparado a resultados obtidoe em regides temperadas.

Existem varios meétodos de isolamentos de fungos
endoparasitas de nemat6éides a partir de amostras de solo. Para a
extragcdo de endoparasitas, o método deve ser especifico para o
grupo j& que o pujante crescimento micelial e a agressividade dos
fungos ectoparasitas podem impedir a infec¢8o dos nematéides-isca
por fungoe endoparasitas (BARRON, 1977). Segundo McCulloch (1977)
citado por BUCARO (1983), o método de extrag8o também pode
contribuir para o recolhimento de maibr numero de espécies.
Inicialmente o0s fungos endoparasitas e ectoparasitas foram
isolados através da técnica de espalhamento de solo, desenvolvida
por Lrechsler em 1941 (BARRON, 1977). Desta forma adicionava-se
as placas de Petri, contendo o meio Agar-fuba, um material
orgénico rico em nematéides de vida livre, promovendo desta forma
a sequéncia natural dos eventos biolégicos envolvidos na
degradag8o da matéria organica, aumentando portanto a densidade
populacional dos nematéides de vida 1livre e dos fungos
ectoparasitae e endoparasitas destes organismos presentes na
amostra. Este método contudo privilegiou o surgimenﬁo de
ectoparasitas, mais agressivos, em detrimento aos endoparasitas,
entretanto, permitiu a observag8o dos eventos biolégicos em
ambiente bem mais préximo ao natural. BARRON (1977) modificou tal
técnica adicionando & placa de petri com o meio Agar-fubad ou
dgar-agua 2%, uma grande quantidade de nematéides—isca e 9,5-1¢g
de solo ou material orgénico. A semelhangca do método anterior,
neste método modificado as placas foram também examinadas

diariamente com o auxilio do microscépio estereoscépio, e os
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nematéides parasitados retirados para a identificag¢8o do fungo.
Contudo esta técnica modificada ainda possui o incoveniente de
suprimir o aparecimento de fungos endoparasitas.

BARRON (1969) desenvolveu a técnica de centrifugagdo
diferencial, a qual se baseou no fato de que o8 esporos das
¢spécies de fungos endoparasitas de nematéides s8o menores e mais
leves se comparados aqueles das espécies de fungos ectoparasitas.
Os fungos foram recuperados a partir do "pelet" obtido através

da centrifugagdo, dicionando-se nematéides-isca. O desenvolvi-

mento desta técnica facilitou o estudo de fungos endoparasitas e =

ectoparasitas de nematdéides, possibilitando a quantificagdo
destes organismos no solo (DACKMAN et alii, 1987). Entretanto,
esta técnica ainda apresenta algumas limita¢Bes, poie n8o recolhe
os esporos dos fungos inferiores. Portanto oe fungos das classes
Chytridiomycetes, Oomycetes e Zygomycetes ndo sd8oc extraidos do
solo utilizando-se a referida técnica (BARRON, 1977).

A técnica do funil de Baermann foi proposta por GIUMA
& COOKE (1974) para o estudo dos fungos endoparasitas, permitindo
a inspec8io de populagdes de nematdides (BARRON, 1977). O funil de
Baermann é comumente empregado por nematologistas para recolher
nematéides a partir de amostra de solo. A wutilizagBo desta
técnica para o estudo dos endoparasitas baseou-se no fato de que,
na natureza oe nematéides que se encontram nos primeiros estégios
da infecgdo podem migrar através do papel poroso, da amostra de
solo depositada na parte superior do funil para a A&gua. Tais
nematéides s8o recolhidos, juntamente com uma aliquota de agua e
inspeccionados diariamente. Aqueles que demonstrarem sinais do

parasita s8o retirados para a identificag8o do agente causal.

“'.\.,.

5.
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Este metodo permite o recolhimento de grande numero de espécies
de fungos endoparasitas (BARRON, 1977).

Existem possibilidades de sucesso na utilizagao
prética de fungos endoparasitas no controle de fitonematéides.
De fato KERRY & CRUMP (1977) observaram algumas espécies de
fungos parasitando fémeas e ovos de diversas espécies de
nematéides formadores de cistos, em condi¢8es naturais, onde
Verticillium clamydosporium foi a espécie encontrada com maior
frequéncia. Segundo tais autores V. clamydosporium pode atacar
ovos de nematéides em todos os estédgios de desenvolvimento. Em
laboratorio, ovos contendo larvas do segundo estddio foram
destruidos por V. clamydosporium em quatro dias a 19°¢C quando
inoculado em meio agar-agua, (KERRY & CRUMP, 1977).

KERRY (1989) constatou a presenga do fungo
endoparasita Nematophthora gynophila parasitando grande numero de
fémeas e ovos de nematéides no sul da Inglaterra. N. gynophila
infectou fémeas de nematdides através doe esporos biflagelados
quando estas s8se encontravam nas raizes da planta, (KERRY,
1980). O autor comprovou, apés Vvarios testes utilizando-se
formalina, que o fungo N. gynophila reduziu naturalmente a
populagdo do nematéide Heterodera avenae. Quando o solo foi
tratado com formalina, a qual eliminou o fungo, a populagdo do
nematdide aumentou significativamente. A umidade do solo
constitul condigdo limitante, j& que os zoosporoe produzidos por
N. gynophila necessitam de agua para se locomoverem até o
hoepedeiro. O efeito da umidade foi constatado em vasos. Nagqueles
com a umidade normal ocorreu maior taxa de parasitismo quando

comparado com aqueles com déficit hidrico (KERRY et alii, 198a).
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KERRY & MULLEN (1981) estudaram a patogenicidade dos
fungos endoparasitas Nematophthora gynophila, Catenaria
auxiliaris e uma espécie n&o identificada, a algumas espécies de
nematoides. Todas as espécies dos fungos testadas parasitaram
fémeas do nematdéide Heterodera glycines. N. gynophila foi
encontrada parasitando ovoes de Meloidogyne acromnea, sendo esta
a primeira observagdo do parasitismo deste fungo em nematéides
ndo pertencentes ao género Heterodera (KERRY & MULLEN, 1981).
Meloidogyne Jjavanica € M. incognita nao foram parasitadas pelas
espécies dos fungos testados, pois as fémeas destas espécies de
nematoides encontravam-se protegidas por se localizarem dentro de
galhas formadas no sistema radicular da planta hospedeira. Desta
forma Meloidogyne acronea foi parasitada porque, em raizes de
gorgo, as fémeas ficam expostas (KERRY & MULLEN, 1981).

DHAWAN (1985) estudou o modo de infeccdo e ciclo de
vida de Catemaria vermicola em larvas de Heterodera avenae. De
acordo com o autor, a natureza polifagica deste fungo foi
responséavel pela sua perpetuagdo na natureza. Esporos de
resisténcia e zoosporangios neo interior dos ovos do nematoide
permitiram a sobrevivéncia de Catemaria vermicola em condigdes
adversas (DHAWAN, 1985).

Fungos endoparasitas que formam zoosporos também Tforam
encontradoe parasitando Xiphinema rivesi e Xiphinema americanum
(JAFFEE, 1986). Catenaria anguillulae foi mais frequentemente
encontrada, embora o autor n&8o tenha observado o parasitiemo em
nematéides da ordem Tylenchida. Boosalis & Mankau (19685) citados
por JAFFEE (1986) observaram que nematdides da ordem Dorylaimida

foram mais susceptiveis a fungos que formam zZoosporos do que
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aquelees da ordem Tylenchida. Lagenidium caudatum, Aphanomyces sp,
Lepitogonia sp e Catenaria anguillulae, observados parasitando X.
americanum ¢ X. rivesi, possuem um grande numero de hospedeiros
(JAFFEE, 1986).

GIUMA & COOKE (1974) testaram o potencial do fungo
Nematoctonus concurrens e N. haptocladus para a utilizagdo em
controle biolégico de nematdéides fitoparasitas. Os esporos
germinam formando Org8os adesivos que se fixam aos nematdides
matando-os rapidamente. Segundo o autor, compostos nematotéxicos
880 secretados, 08 quais 880 responsédveis pela rédpida morte dos
hospedeiros. Observou-se que ap6s a penetraglo e colonizagdo do
nematoide pelas hifas do fungo, ocorreu o desenvolvimento de
hifas externas, gque produziram os esporos adesivos. Estas hifas
também podem capturar nematéide, jad que possuem regides adesivas
(GIUMA E COOKE, 1974). Este processo se assemelha a forma de
captura de nematéides por fungos ectoparasitas. Assim fungos do
género Nematoctonus possuem caracteristicas de endoparasitas e
ectoparasitas. GIUMA & COOKE, (1974) observaram que a adig&o de
esporos de Nematoctonus ao solo n&o estéril para o controle de
nematoides n8io mostrou resultados satisfatérios devido a severos
efeitos 1liticos e micostaticos induzidos por outros fungos de
solo. Cooke (1968) citado por KERRY (1980) demonstrou a pequena
chance de uma espécie ectoparasita alienigena de se estabelecer
em um s8olo, pois esta teria que coloniz&-lo rapidamente,
competindo com fungos sapréfitas e antagonistas. Os autores
comprovaram esta afirmag8o adicionando esporos de Nematoctonus e
nematoides a um solo estéril, obtendo assim 6timo controle da

populag8o de nematbdides (GIUMA & COOKE, 1974).
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EAYRE et alii (1987), demonstraram que Hirsutella
rhossiliensis suprimiu, em casa de vegetacdo, o crescimento da
populagdo do nematéide Criconemella xenoplax em pléntulas de
pessegueiro. Entretanto n8o foi obtida a redugso da populagéo
deste nematéide a niveis abaixo do limiar de prejuizo.

JANSSON et alii (1985b), estudaram o efeito do fungo
endoparasita Meria coniospora em algumas espécies do nematdide do
género Meloidogyne. Sabe-se que Meria coniospora infecta um
grande numero de espécies de nematéides através de esporos
adesivos. Ao contrario da maioria dos fungos endoparasitas, que
880 parasitos obrigatérios, Meria coniospora cresce facilmente em
meios comuns de laboratério, produzindo grande quantidade de
esporos (JANSSON et alii, 1985b). Em vasos, os autores
constataram uma significativa redugdo de galhas causadas por
Meloidogyne Jjavanica quando foram adicionados esporos acima da
concentragdo de 105 conidios/250 cm8 de solo. A introdug@o do
fungo no solo foi feita por adig8o de nematdéides da espécie
Panagrellus redivivus infectados ou por adig8o de esporos, sendo
que n&o houve diferencas entre os dois métodos no parasitismo de
Meloidogyne Jjavanica. A redugdo do numero de galhas causadas por
Meloidogyne incognita pelo fungo M. coniospora foi
estatisticamente igual ao tratamento com o nematicida Aldicarbe,
na concentrag8o de 15 mg i.a./250 cm3 de solo. Segundo os
autores, em solos ndo estéreis o efeito de M. comniosporos foi
levemente menor do que em solos estéreis, indicando um poesivel

envolvimento de propriedades fungistaticas do solo (JANSSON et

airii .:985bL).
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Desconhecem-s8e trabalhos visando o controle biolégico
de fitonematéides utilizando-se o fungo endoparasita Haptaglossa
heterospora, bem como trabalhos relativos ao efeito da
temperatura sobre a capacidade parasitaria deste fungo, fator que

pode limitar a distribuic8io geografica da espécie.



17

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Ocorrencia, isolamento, identificacBo e caracterizacio
morfoldgica de fungoes endoparasitas na regifio de Lavras

e Sao Sebastid@o do Paraiso.

3.1.1. Obtencao e manutenc¢fo do nematdéide-isca

Panagrellus redivivus e Caenorhabditis elegans

Panagrellus redivivus e Caenorhabditis elegans foram
obtidos do laboratorio de Nematologia da Universidade de BRonn
(Alemanha Ocidental). Tais nematéides foram multiplicadoz em
placas de Petri. com o meio Miluvit ©,3% (cereal utilizadoe na
alimentagdo de criangas) em agar 2% e esterilizado a 1200C por

20 minutos. As placas foram mantidas a 20°C.

3.1.2. Obtengédo de Xiphinema sp.

Coletou-se amostra de solo sob mata pertencente ao

Departamento de Engenharia Florestal da ESAL, a qual foi suspensa
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em Agua e agitada pbr 10 minutos. Em seguida passou-se a

8USPeNsSgs em peneiras de 0,819mm e 9,149mm e o8 nematéides que
ficaram retidos na peneira de 9,149mm, foram mantidos em

geladeira para a realizagio dos ensaios.

3.1.3. Isolamento de fungos endoparasitas de nematoéides

Foram coletadas 15 amostras de solo em diferentes
ecossistemas. Do total, 5 foram obtidas de mata natural, 5 de
culturas perenes (cake e citros) e 5 em solos com atividades
olericolas.

A extrac&o de esporos de fungos endoparasitas em cada
amostra de solo foi feita utilizando-se a técnica de
centrifugacdo diferencial (BARRON, 1969) e a do funil de Baerman,
prorosta por GIUMA & COOKE (1974). Utilizou-se as 2 técnicas
diferentes em cada amostra devido & limitag8o da primeira no
recolhimento de fungos inferiores (classes Chytridiomicetes,
Oomycetes e Zygomycetes) (BARRON, 1977). Modifica¢Bes na técnica
de centrifugacéo diferencial e do funil de Baerman foram feitas

para a adaptag8o de equipamentos.

3.1.3.1. Técnica da centrifugac8o (BARRON, 1969)

modificada

Amostra de 150g de 8solo foi suspensa em 4gua,
completando-se o volume para 359ml e agitada por 10 minutos. Em
seguida passou-se em peneira de 9,819mm lavando-se o material

retido com mais ou menos 500ml de agua. O volume coletado de



19

aproximadamente 800ml foi passado na peneira de ©,250mm e o
material retido lavado com 400ml de dgua. A suspens8o obtida foi
novamente agitada por 10’minutos e passada agora na peneira de
0,044mm, e os detritos lavados com 609 ml de &gua. O volume total
coletédo (aproximadamente 2.400 ml) foi centrifugado por 2
minutos a 680g. O sobrenadante foi coletado e novamente
centrifugado a 1.172g por 1 hora. A seguir o precipitado obtido
foi distribuido em forma de cruz, para facilitar a visualizag8o
dos nematéides parasitados, em placas de Petri com agar-agua 2%,
empregando-se a cémara de fluxo laminar. Aproximadamente 5.000
nematdides-isca Panagrellus redivivus foram adicionados & cada
placa de Petri e mantidos a 20°C. Observagdes sobre os nematdides
parasitados foram realizadae durante 20 dias, a intervalos de 24
hs. Tais nematéides foram retirados e os fungoe mantidos em
populac8o de Panagrellus redivivus para posterior identificacé&o.
As modificag¢des na técnica original constaram de
alteragcBSes na velocidade e no tempo de centrifugag&o. BARRON
(1969) utilizou 4409 rpm por 1 hora. Entretanto NICOLAY & SIKORA
(1988) obtiveram 6timos resultados centrifugando a 4060g por 30

minutos.

3.1.3.2. Técnica do funil de Baerman (GIUMA &
COOKE, 1972) modificada

Amostra de solo de 200g foi agitada em 400ml de Agua,
por 5 min. Em seguida a suspens@o foi passada nas peneiras de
0,810, 0,250 e ©,037mm, lavando-as com &gua em abundéncia. O

material retido na peneira de 9,037mm foi depositado em funil de
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Baerman com 4agua destilada. Ap6és 48 horas recolheu-se uma
aliquota de 10ml que foi concentrada por decantagdo, deixando-se
2 horas em repouso. Cinco ml do sobrenadante foi eliminado e o
pPrecipitado, juntamente com 5ml de &agua destilada, foi incubado a
20°C durante 4 dias. Observagdes foram feitas a intervalos de 24
horas. Os nematdides parasitados foram retirados para
multiplicag&@o do fungo em popula¢do do nematdéide Xiphinema sp,
uma vez que Panagrellus redivivus n8o se mostrou bom hospedeiro
de Catenaria sp. Ap6s a multipiicag8io dos fungos, procedeu-se
entdo a identifica¢do. Entretanto pelo método de GIUMA - & COOKE
(1974), a suspenséo de nemat6ides obtida através do funil de
Baerman em 10 g de solo foi concentrada em centr;fuga a 1090rpm e
suspensa em &gua destilada, para depois ser incubada por 4 dias.
Apés este periodo a suspensdo foi novamente concentrada e
adicionada a placas de Petri com &gar-fubad 2%. As placas mantidas
a4 temperatura de 25 + 2°C foram observadas frequentemente para se

identificar a espécie do fungo endoparasita presente.

3.1.4. Identificacgdo daes espécies dos fungos endoparasi-
tae de nematdides isoladas de diferentes ecossis-
temas da regido de lavras e S3o Sebastido do

Paraiso

Observada a presen¢ga de fungo parasitando o nematéide
foram ent8o realizadas prepara¢gdes microscédépicas dos nematdides
parasitados. Desta forma estes foram transferidos para uma l&mina'
contendo uma gota de Azul de Trepan mais Lactofenol e cobertos

com laminula. Oe bordos foram selados com Permount e as l&8minas



levadas ao microscopio para observagdes. De acordo com as

estruturas reprodutivas procedeu-se a identificagdo utilizando a

chave de classificacdo de COOKE & GODFREY (1964). De algumas
estruturas foram obtidas fotomicrografias = desenhos
esqueméaticos.

3.2. Efeito da temperatura na capacidade rarasitaria de

Haptaglossa heterospora Drechsler 1949, "in vitro"

0 fungo endoparasita Haptaglossa heterospora, obtido a
partir de amostra de solo sob café na regifo de Lavras MG, se
mostrou eficcaz no controle bioldgico de nematdides nos testes
preliminares. Desta forma procurou-se estudar o efeito da
temperatura sobre este fungo, obtendo-sge assim informacdes
importantes para implantacdo de outros testes. Este fungo foi
mantido em cultura xénica, em Panagrellus redivivus, no meio
agar 2%. A obtencdo e manutencido de Panagrellus redivivus estéo
descrito em 3.1.1.

0 experimento foi desenvolvido em placas de Petri de
9cem de diametro contendo Agar-agua na quantidade de 20ml por
placa. Foram realizadoe seis tratamentos constando das seguintes
temperaturas: 1500, 2@00, 2300, 2500, 27°C e 30°C.

0 inbéculo foi produzido em 60 placas de Petri contendo
uma camada de A&gar-agua 2% onde se colocaram inicialmente 4
Panagrellus redivivus infectados por Haptaglossa
heterospora/prlaca. Em seguida adicionaram-se 3.000 nematoides
Panagrellus redivivus nao infectados/placa, que foram parasitados

e mortos por H. heterospora. O nematdides mortos liberaram
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grande quantidade de esporos que cobriu uniformemente a
superficie do &gar em todas as placas inoculadas. Desta forme o
in6culo estava pronto para o ensaio. Para este ensaio utilizaram-
se 8.060 nematéides Panagrellus redivivus n8o infectados, os
quaie foram novamente adicionados & cada placa de 'Petri. Em
seguida separaram-se ao acaso 10 placas de Petri para cada
tratamento (item 3.5.1) que foram distribuidas aleatoriamente nas
encubadoras. A leitura dos nematdides parasitados foi feita a

\

intervalos de 24 hcras.

3 3. ‘Japacidade parasitaria de Haptaglossa heterospora
Precheler. 1940 a diferentes espécies de nematédides, "in
vitro”

0O fungo endoparasita Haptaglossa heterospora

Dreschsler, 1940, foi mantido como descrito em 3.2.

Os nematéides hospedeiros de H. heterospora, como
Panagrellus redivivus (L.) Goodey e Caenorhabditis elegans, foram
obtidos e multiplicados conforme descrito em 3.1.1.

Os nematdides fitoparasitas foram obtidos do
Laboratério de Nematologia do Departamento de Fitossanidade da
Escola Superior de Agricultura de Lavras MG.

Meloidogyne incognita (Kofoid and White, 1919)
Chitwood, 1949, foi multiplicado em tomateiro Santa Cruz por 3
mesee. J& Meloidogyne exigua Goeldi, 1887 foi multiplicado em
cafeeiro Catuai. Ditylenchus dipsaci (Kuhn, 1857) Filipjev, 1836,
foil extraido de bulbos de alho "Lavinia" provenientes do norte dc

Paranéd. Ovos de Meloidogyne incognita e M. exigua foram extraidos
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a partir do tomateiro e cafeeiro, respectivamente, pesando-se 200
g de raiz com muitas galhas e picando-as em pedacos de 9,5 cm.
Agitou-se durante um minuto em liquidificador com hipoclorito de
s6dio 0,5% e passoﬁ—se em peneiras de 0,074 e 0,901mm. (TAYLOR &
SASSER, 1978). Qe ovos foram coletados na reneira de 9,001mm e
colocados em cémaras de eclos8o. Apdés 48 horas as larvas foram
coletadas e gquantificadas com o auxilio do microscépio
estereoscopio.

Ditylenchus dipsaci (Kuhn, 1857) Filipjev, 1936 foi
extraido de ©bulbos de alho "Lavinia" provenientes do norte do
Para. Para sua extracdo trés bulbos de alho foram aescascados,
colocados no liquidificador com 100 ml de agua e agitados por &
segundos. Todo o material foi passado em peneiras de 0,250 e
0,944mm. A massa dos bulbos ficou retida na peneira de 0,250mm e
os nematdides na peneira de 9,044mm. Com jatos de &gua os
nematéides foram retirados da peneira de 0,944mm e colocados em
becker de 150 ml.

O Experimento foi desenvolvido em placas de Petri de 8
cm de difmetro contendo Agar-agua 2% na propor¢do de 20 ml por
placa. Foram realizados cinco tratamentos constando dos seguintes
nematéides - hospedeiros nas concentragdes por placa: 5000
Panagrellus redivivus, 5000 Caenorhabditis elegans, 2500 larvas
do segundo estadio (L2) de Meloidogyne incognita, 309@ larvas do
segundo estddio (L2) de Meloydogyne exigua, 1500 Ditylenchus
dipsaci.

0O 1inb6bculo foi obtido em 40 placas de Petri como
descrito em 3.2.

Ao acaso separaram-se 8 placas para cada tratamento
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onde foram adicionados os nematéides nas concentragdes indicadas.
As placas foram mantidas em estufa incubadora a temperatura de
23-25°C. A leitura do numero de nematdides rarasitadoes foili feita
a intervalo de 24 horas. As observa¢es sobre o ciclo de vida de
H. heterospora foram feitas em intervalos de 3 horas, quando se

obteve também fotografias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSKO

4.1. Ocorrencia, isolamento e identificag¢Bo de fungos
endoparasitas na regifo de Lavras e S80 Sebastifo do

Paraiso

Seis espécies de fungos endoparasitas de nematéides
foram obtidos a partir de amostras de solo provenientes de
diferentes ecossistemas do sul de Minas. A classificag8o0 destas
espécies foi feita com o auxilio da chave de COOKE & GODFREY
(1964) apbés a observagdes morfolégicas e mensuragdo de algumas
estruturas no microscopio de contraste de fase. Contudo n8o foi
possivel classificar Catendria sp. a nivel de espécie.

Catenaria sp foli isolada utilizando-se a Técnica do
Funil de Baerman modificada. As demais espécies foram isoladas

utilizando-se a técnica da Centrifuga¢8o diferencial modificada.
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1 - Fungos endoparasitas isolados de nematéides a partir

de amostras

Sebastido do

Floresta
Floresta

Floresta

Floresta

Floresta

Cultura Perene
(café)

Cultura Perene
(cafée)

Cultura Perene
{citros)

Cultura Perene
(café)

Cultura Perene
(café)

Olericolas

Olericolas

de s8olo da regido de Lavras e S&o
Paraiso. ESAL - Lavras - MG 19990.
Localidades Fungos presentes
Ijaci Harposporium anguillulae
Lavras Harposporium anguillulae
Lavras Catenaria sp

Harposporium anguillulae
Carrancas Harposporium helicoides
Harposporium bysmatosprum
Harposporium anguillulae
ITtumirim Catenaria 8p.
Ingai Harposporium anguillulae
Harposporium crassum
Lavras Harposporium crassum
Harposporium bysmatosporum
Haptaglossa heterospora
Lavras Harposporium crassum
Lavras Harposporium crassum
Harposporium bysmatosporum
S8o0 Sebastido
do Paraiso Harposporium anguillulae
Lavras Catenaria sp.
Lavras Harposporium anguillulae
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13 Olericolas Lavras Harposporium anguillulae
Haptaglossa heterospora

14 Olericolas S8o0 Sebastido
do Paraiso ‘ -

15 Olericolas S80 Sebastifio Catenaria sp.
do Paraiso Harposporium anguillulae

T T T T T T T e e e e e e o e e e e e e o s e e e i et e e . e . 2. o o, e e e . i S . S Sl S S S S e . S 8 e e s . o

Os ecossistemas estudados n3io afetaram a ocorréncia de
fungos endoparasitas, resultados que concordam com BARRO& (1977)
e BUCARO (1983).

Apesar da comparag8o das técnicas empregadas ndo
congtituir objetivo deste trabalho, observou-se, contudo,
que a centrifugac8io diferencial modificada proporcionou o
isolamento de maior numero de espécies dos fungos endoparasitas
dos nematéides do que o funil de Baerman.Eata obseservag8o n&o
concorda com aquelas de BARRON (1977), quando comenta sobre o
isolamento de maior nimero das espécies através da técnica do
funil de Baerman. Utilizando-se esta técnica somente o fungo
Catenaria sp. foi isolado, sendo que o restante das espécies
foram isoladas através da centrifuga¢8o diferencial modificada,
incluindo Haptaglossa heterospora, fungo inferior da classe
Oomycetes. Contudo BARRON (1977), afirma que através do referido
método n8o foi possivel isolar.fungos inferiores das (classes

Oomycetes, Chytridiomycetes e Zygomycetes).
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TABELA 2 - Frequéncia de 06 espécies de fungos endoparasitaes de
nematéides em s8oloe sob florestas, olericultura e
culturas perenes na regifio de Lavras e S80° Sebastifo

do Paraiso. ESAL - Lavras - MG 1990.

Floresta olericolas culturas total

perenes
Catenaria sp. ! 2 - 3
Haptaglosa heterospora - 1 1 ] 2
Harposporium’ anguillulae 4 3 2 9
Harposporium bysmatosporum 1 - 2 3
Harposporium crassum - - 4 4
Harposporium helicoides 1 - - 1
Total 2 6 8 22

Meria coniospora, espécie de fungo endoparaeita de
nematéides, n&o foi isolada no presente trabalho, embora a
réferida espécie tenha sido isolada frequentemente por alguns
pesquisadores (BARRON, 1877; GRAY, 1984). Entretanto no trabalho
realizado por BUCARC (1983), em El Salvador, pais também
tropical, M. coniospora ndo foi isolada nas vArias amostragens de
solo realizadas. Talvez a intensa atividade microbiana nos solos
amostrados possa ter suprimido o estabelecimento de M.
conioepora. Dessa forma mais estudos em solos tropicais sersfo

necessarios para elucidar tal fato.
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Panagrellus redivivus se mostrou um excelente
nematoide-isca para fungos endoparasitas, o que concorda com a
observagdo de GRAY ( 1983), quando relatou qQue grande numero de
espécies de fungos endoparasitas de nematdides rarasitaram

eficientemente Panagrellus redivivus.

4.Z2. Caracterizagsao morfoldégica das espécies de fungos endopa-
rasitas de nematé6ides isolados de diferentes ecossistemas

na regiao de Lavras e S30 Sebastido do Paraiso.

4.2.1. Catenaria sp.

Catenaria sp pertence A classe Chytridiomycetes.
Observa¢les realizadas nos isolados obtidos a partir de amostras
da regifo de Lavras e S8o SebastiBio do Paraiso mostraram que o&
zoosporos produzidos por Catenaria sp. 830 diferenciados nos
zoosporangios situados no interior do corpo do nematdide
parasitado (Figura 1A) e escapam para o exterior através de um
tubo de evacuag¢83o. Este tubo é curto, mas em condigdees de
ressecamento pode se tornar comprido e tortuoso (BARRON, 1977).
Os Z008pOoros observados nos isolados apresentaram-se
uniflagelados, nadando através do tubo de evacuagao,
impulsionados pelo flagelo, para alcangar o exterior.

Observou-se também n§s isolados trabalhados que os
zoosporos de Catendria foram capazes de realizar movimentos
direcicnados ao hospedeiro e aglutinaram-se nas aberturas

naturais (Figura 1C). De fato os exudatos liberadoe relos
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nematoides através das aberturas naturais (Boosalis & Mankau,
1965 citados por BARRON, (1877) produzem um gradiente quimico
que direcionam os zoosporos (BARRON, 1977). Uma vez alcancado o
nematéide, tais zoosporos encistam-se preferencialmente nas
aberturas naturais (MANKAU, 1980). JAFFEE (1986) observou,
entretanto, que os zoosporoe de Catenaria anguillulae encistavam-
se principalmente préximo ao estilete e esof28° de xiphinema SP-
Nos isolados estudados observou-se a produgdo de esporéngios
alongados no interior do corpo do nematéide parasitado e hifas
vegetativas conectando tais estruturas reprodutivas (Figura 1B).
De fato BARRON (1977) relatou que ap6és a formacBo do cisto o
fungo produz um tubo germinativo que penetra no corpo do
hospedeiro através de uma abertura natural ou mesmo diretamente
atraves da cuticula. Hifas assimilativas crescem no interior do
nematdide parasitado e produzem esporéngios, separados por dois
ou mais septos, onde os esporos 880 diferenciados (BARRON,
1877). A espécie de Catenaria estudada n8o parasitou Panagrellus
redivivus. Helicotylenchus sp. foi parasitado somente quando se

encontrava morto. Contudo foi agreessiva no parasitismo de

Xiphinema sp.

BARRON, 1977 isolou Catenaria anguillulae em 90% dase
amostras de s8olo recolhidas em Ontario-Canada. Segundo o autor a
referida espécie é bastante comum e possui ampla distribuigsdo

geogréfica, parasitando grande numero de nematoides.
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Figura 1 - Fotomicrografia de Xiphinema sp. prarasitado por

Catenaria BD. A: Visdo geral do nematodide
parasitado (199 x) mostrando os esporé@ngios do fungo
no interior do seu corpo. B: Detalhe (400 x), do
esporéngio. C: Esporos encistados nas aberturas
naturais do nematéide. ESAL - Lavras MG - 19990.
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Figura

2

- Desenho esquemdtico de nematéides parasitados por

Catenaria sp. A: esporéngios no interior do
nematoe parasitado, B: tubos de evacuacgio do
esporéngio, C: esporos uniflagelados nadandc cin
diregd3o ao novo hospedeiro, D: esporos encistados
nas aberturas naturais do novo hospedeiro. ESAL -
Lavras MG - 1990.
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4.2.2. Haptaglossa heterospora Drechsler 1940

ObservagBes realizadas nos nematéides infectados
colhidos na regido de Lavras (Figura 3A) demonstraram gque o fungo
observado produz nestes hospedeiros um ou varios talos holocar-
picos (Figura 2A) o8 quais liberam para o exterior esporos
primérios, iméveis e inicialmente cilindricos (Figura - 3Bc)
através de pequenos tubos de evacuagéo. O esporo primério germina
e produz o esporo secunddrio imével, com formato rambéide
(Figura 3Bc). Dessa forma trata-se da espécie Haptaglossa
heterospora, a qual possui uma ampla distribuicgdo geggréfioa,
ocorrendo em solos cultivados, sob forestas e mesmo em casa de
vegetcdo (DAVIDSON & BARRON, 1973). Este fungo foi descoberto
por Drechsler em 1940 parasitando uma grande Quantidade de
espécies de nematéides nos Estados Unidos da América. Entretanto
a sua presenca ja foi observada na Inglaterra, Dinamarca e Canadéa
(Quebec) (DAVIDSON & BARRON, 1973). As observagdes morfolégicas
realizadas concordam com DAVIDSON & BARRON (1973). Tais autores
comentam ainda que o0 es8poro primério n&> se destaca do
secundario, embora ocorra a migra¢io do citoplasma do primeiro
para o segundo. Em uma das extremidades do esporo secundario
forma-se uma estrutura semelhante a uma lingua, envolvida no
processo de infecg&o. A forma de infec¢80 de H. heterospora ¢
bastante sofisticada. O nematéide em movimento presgsiona o esporc
primério, que faz com que o pfotoplasma localizado no esporc
secundério seja descarregado, em forma de particula infectiva,
atingindo o nematéide (DAVIDSON & BARRON, 1873). Nos testes

realizados com H. heterospora isolado na regi3o de Lavras
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observou-se que nematéides contorciam-se ao movimentarem-se
quando colocados junto a uma grande quantidade de esporos deste
fungo, sobre o meio agar-dgua 2%. Observa¢fes mais detalhadas
mostraram algumas particulas infectivas cilindricas sob a
cuticula dos nematéides (Figura 3Bc), concordando com observacdes
de DAVIDSON & BARRON (1973).

0] nimero de esporangios, ou talos holocéarpicos,
formados em cada nematéide parasitado, nos testes realizados no
laboratério de nematologia do Departamento de Fitossanidade da
ESAL, foi muito variado, podendo talvez estar relacionado com o
namero de infece¢des sofridas pelo nematéide. A maioria dos
esporéngios foi formada na regido cefalica, onde parece ocorrer
maior numero de infec¢Bdes. Observagdo também realizada por
DAVIDSON & BARRON (1973).

H. heterospora nao infectou ovos no interior de fémeas
de nematbéides Panagrellus redivivus nem de Caenorhabditis elegans
parasitados. Isto pode estar relacionado com a incapacidade deste
fungo em degradar quitina., polissacarideo presente na casca dos
ovos de nematdides, Jjustificando estudos neste sentido. A
cuticula, constituida de quitina, também n8o foi degradada.

Desconhecem-se trabalhos sobre a viabilidade préatica de
H. heterospora no controle biolégico de fitonematdides,

entretanto este fungo parece apresentar alto potencial para este

fim.
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Figura 3 - A: Fotomicrografia de Panagrellus redivivus parasitado
por H. heterospora mostrando os espordngeos do fungo
no interior do seu corpo (40@ x). B: Desenho esquema-
tico de nemat6ides parasitados por H. heterospora. a:
esporéngio. b: particulas infectivas do fungo sob =&
cuticula do nematéide. c: zoosporos inicialmente esfé-
ricos, atingindo o formato rombéide tipico. Te: Tubo
de evacuag8io. ESAL - Lavras MG - 1990.
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4.2.3. Harposporium anguillulae Lohde, 1874 (Karling,

1938)

A espécie Harposporium anguillulae constatadsa no sul de
Minas possui esporos de formato COncavo-convéxos, medindo 10-15 x
1-2 um (Figura 4Bc). Contudo BARRON (1977) relatou esporoe com
tamanho de 6-18 x 1-2 um. A partir de observagBdes feitas nos
nematdides parasitados por H. anguillulae constatou—-se hifas
assimilativas no interior do corpo do nematéide parasitado,
concordando com afirmagdes de BARRON (1977). A partir destaes
hifas internas observou-se o© crescimento de coniﬁiéforos,
rompendo a cuticula do nematéide, e produzindoc em diversos pontos
as fialides (células conidiogeénicas) (Figura 4Bb)., com os esporos
concavo-convéxos. BARRON (1977) relata que o processo de infecgdo
tem inicio guando o nematéide injere o esporo que se aloja entre
as fibras do musculo do eséfago. Tal alojamento & facilitado pelo
formato do esporo e pelas extremidades afiladas do mesmo,
situadas em planos diferentes. Em seguida o esporo produz um tubo
germinativo a partir do centro do lado convexo, o qual rompe os
tecidos do corpo do hospedeiro, iniciando o© processo de
colonizagdo. O ciclo se completa quando os conidiéforos rompem A
rarede do corpo do hospedeiro e produzem novos esporos. Segundn
observagdes feitas a partir de isolados na regifo de Lavras e Sio
Sebastido do Paraiso observou-se que apés a produgdo de esporos.
algumas células das hifas locélizadas no interior dec corpo do
nematdide parasitado aumentam de volume, apresentando-se
fortemente pigmentadas e com a parede espessa (Figura 4Ba),

formando-se assim os clamidosporos. Segundo BARRON (1977), o8
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°lamid°390r°8 possuem a funCg, de reeistir as condigBes adversas
e produzir novos esporos quando o ambiente estiver novamente
favoravel. Entretanto nas observa¢des realizadas em isolados da
regio de Lavras e S8o Sebasti&c do Paraiso o numero de
clamidosporos produzidos em cada infeccSio por Harposporium
enguillulae n&o foi t8o elevado quanto agquele observado por

3ARRON (1977).

Harposporium anguillulae pertence a classe
Deuteromycetes e possue ampla distribui¢so geografica. Esta
espécie de fungo endoparasita de nematéides é bastante agressiva,
mas nao infecta nematéides fitoparasitas, j& que estes possuem
modificag®es no aparelho bucal para formag8io do estilete, por

onde se alimentam, e que impossibilitam a injestdo do esporo de

Harposporium anguillulae.
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Figura 4 - Fotomicrografia de A: Panagrellus redivivus parasitado
por Harposporium anguillulae (400x) mostrando o coni-
diéforo e conidios externos ao corpo do nematdide
infectado. B: desenho esquemitico do nematdéide
pParasitado por H. anguillulae. a: clamidosporo
formado nas hifas localizadae no interior do
nematoide. b: fidlides (células conidiogénicas). c:
esporoe. d: hifa vegetativa no interior do nematéide.
ESAL - Lavras MG - 1890.
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4.2.4. [Iarmsporim bymtomm Shephed, 1955

Harposporium bysmatosporum pertence a classe
Deuteromycetes. Os esporos desta espécie isolada na regif8io de
Lavrasno mediram 4.56-5,0 x 9,8-2,1um (Figura 5Ca), apresentanto
formato cilindrico com uma dae extremidades afilada, distinguindo
portanto de H. diceraeum, que apresenta as duas extremidades
afiladas. No interior do corpo do nematojde observa-se ainda
hifas assimilativae (Figura 5Cc) produzindo conidiéforos externos
(Figura 5C) apés o rompimento da cutiéula. Nos conidiéforos
observam-se engrossamentos chamados fialides ou ~ células
coniogénicas (Figura 5Cb) suportando esporos. Os conidiéforos
observados foram peguenos, porém com alta produclo de conidios.
BARRON (1877) relata que os esporos sdo respongéveis pelo inicio
da infec¢8io. Quando o nematéide injere o esporo, este se aloja no
es6fago e produz um tubo germinativo que invade o8 tecidoe do
hospedeiro. A agressividade de H. bysmatosporum foi menor que as
demais espécies isoladas. Porém nfo foi observada a produglo de

clamidosporos.
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A: Fotomicrografia .de Panagrellus redivivus parasi-
tado por Harposporium bysmatosporum mostrando
o conidiéforo e as hifas assimilativas (400 x) B&:
fotomicrografia em maior aumento (1000 x) mostrando
© conidiéforo com as fidlides (a) e os esporos tipi-
cos (b). C: desenho esquematico mostrando a infecegdo
de Panagrellus redivivus por H. bysmatosporum. a:

esporo. b: fidlides. C: hifas assimilativas.
ESAL - Lavras MG - 19990.
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4.2.5. Harposporjm crassum Shepherd s 1965

Harposporium crassum pertence & classe Deuteromycetes.
Esta espécie se assemelha muito a H. anguillulae diferenciando-se

arpenag no tamanho do esporo: 18-20 x 1-2 m.

Nos isolados obtidos na regido de Lavras obeervou-se o
formato coOncavo-convexos dos esporos de H. crassum (Figura 6Bc)
mais acentuado do que aqueles produzidos por H. anguillulae. A
infecgdio do nematéide inicia-se quando o esporo é ingerido,
fixando-se entre os mugculos do es8fago da vitima (BARRON, 1977).
A germinag&o e colonizag#o dos tecidos do hospedeiro é rapida.
Observou-se ainda no isolado obtido hifas localizadas
internamente ao corpo do nemat6ide parasitado e produg8io de
conidioforos que romperam a cuticula produzindo em vérios pontos,
as fialides (células conidiogénicas) (Figura 6A), e nestas os
esporos. Em infecgBes velhas constatou-se a formag8o de
clamidosporos a partir de algumas células das hifas internas ao
nematéide parasitado (Figura 6Ba). Segundo BARRON (1977) a funcéo
do clamidosporo consiste em resistir as condigdes adversas do
ambiente, produzindo novos esporos quando as condigdes se

tornarem favoraveies (BARRON, 1977).
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Figura 6 - A: Fotomicrografia de Panagrellus redivivus parasi-

tado por Harposporium crassum mostrando o conidiéforo,
as fidlides e os esporos (400 x). B: desenhoc esquemé-
tico de Panagrellus redivivus parasitado por H.
crassum. a: clamidosporo formado nas hifas assimila-

tivas. b: fialides. c¢: esporos. ESAL - Lavras MG -
199@.
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4.2.6. Harposporium helicoides Drechsler, 1940

Harposporium helicoides rertence a classe
Deuteromycetes produzindo esporos de 20-22 x 1-2 um de formato
helicoidal, caracteristica marcante da espécie, o que facilita a
sua adesdo no esd8fago do hospedeiro (Figura 7Bc). Segundo BARRON
(1977), o processo de infecg8o por H. helicoides inicia-se quando
© nematéide injere o esporo, que se fixa no esbfago. Neste 1local
0 esporo produz o tubo germinativo, que rompe os tecidos do
nematoide e inicia a colonizag8o. Nos isolados de H. helicoides
obtidos parasitando nematéides no sul de Minas obse}varam—se
hifas assimilativas no interior do corpo do hospedeiro e
conidioforos longos. Nos conidiéforos encontram-se fidlides
(células conidiogénicas) (Figura 7Bb) e os esporos sdo formados
nas suas extremiades (Figura 7Bc).

Em infec¢Bes velhas, observaram-se algumas células das
hifas localizadas no interior do nematéide parasitado com
alteragdes, (Figura 7Ba) tornando-se pigmentadas e com a parede
espessa. Estas células, denominadas clamidosporos possuem,
segundo BARRON (1877), a fung&#o de resistir as condig¢®es adversas
do ambiente e produzir novos esporos quando o ambiente se tornar
favorédvel. Observou-se ainda nos nematéides parasitados que o
nimero de clamidosporos produzidos nas infecgdese velhas foi
bastante alto quando comparado a Harposporium anguillulae.
Duddington, (1957), citado por BARRON (1977) observou esporos de
Harposporium helicoides infectando nemat6ides apée aderirem-se a
cuticula do mesmo. Segundo o autor, os esporos de H. helicoides

possuem uma substéncia adesiva em uma dag extremidades do
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conidio, a qual é responsavel pela aderéncia do esporo & cuticula

do nematéide. Este modo de infec¢8o, contudo, ndo foi observado

no presente trabalho.



Figura 7 - A: Fotomicrografia de Panagrellus redivivus parasitado
por Harposporium helicoides (40@ x), mostrando os
conidios e conididforos. B: desenho esqueméticc de
Panagrellus redivivus parasitado por H. helicoides.
a: clamidosporo. b: fiadlides. c: eeporo. ESAL - Lavras
MG - 1899.
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4.3. Efeito da temperatura na capacidade parasitaria de

Haptaglossa heterospora Drechsler, 1940, "in vitro"

Haptaglossa heterospora parasitou Panagrellus redivivus
sob todas as temperaturas testadas (Figura 8). O parasitismo
foli mais acentuado nas temperaturas de 23, 25 e 27°C. Na
temperatura de 30°C ocorreu mortalidade de nematoides devido ao
calor, o que impossibilitou a avaliag&o do teste a partir do
segundo dia. O parasitismo foi menor e bastante similar nas
temperaturas de 15 e 20°C. Porém no sétimo dia todos os
nematoides estavam mortos em qualquer das temperaturaé & que
foram submetidos.

De acordo com os resultados observados, notou-se que os
esporos de H. heterospora podem infectar os hospedeiros nas
temperaturas de 15 a 30°C. Entretanto sob temperaturas baixas os
nematéites tornaram-se mais lentos, diminuindo as chances de
encontro com esporos de H. heterospora e, consequentemente,
prolongando o periodo necessério para infec¢8o e morte de toda a
populag8io de nemat6ides. Desta forma a temperatura no intervalc
estudao parece ndo constituir fator limitante para o parasitismo,
necessitando-se apenas o contato do hospedeiro com o esporo do

fungo.
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8 - Efeito da temperatura no parasitismo de Haptaglossa

heterospora a

Panagrellus redivivus expressa em % de

infecgio. ESAL - Lavras MG - 1990.
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4.4. Capacidade parasitapig de Haptaglossa heterospora

Drechsler 1940 a espécies de nematdides, "in vitro"

Todos as espécies dos nematdides testadas foram
susceptiveis ao fungo endoparasita Haptaglossa heterospora
(Figura 9), sendo toda a populacsio extinta aoes sete dias apés a
inoculagdo do fungo. Contudo em Caenohabditis elegans (Figura
13A) a mortalidade foi mais répida, possivelmente devido a sua
mailor mobilidade, o que aumentou a chance destes nematoides
encontrarem esporos de Haptaglossa heterospora e se infectarem.
Houve grande variagsoc do tamanho e forma dos espor&ngioé de H.
heterospora dentro de wuma mesma populacgdo de nematdides
infectados. Os esporéngios formados em M. Incognita e M. exigua
tinham aproximadamente a espessura do corpo do nemat6ide, e na
maioria formavam uma fileira de esporéngios com diferentes
comprimentos (Figuras 10 e 11). Ja em Ditylenchus dipsaci os
esporangios foram produzidoes em 2 a 3 fileiras dentro do corpo
deste nematdéide (Figura 12). Em Panagrellus redivivus e
Caenohabditis elegans formaram-se esporéngios grandes e,

geralmente, em fileira unica (Figura 13).
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Figura 9 - Parasitismo de Haptaglossa heterospora a Ditylenchus

dipsaci, Panagrellus redivivus, Caenorhabditis
elegans, Meloidogyne exigua e g’ incognitade durante
1@ dias a temperatura de 23-25°C. ESAL - Lavrae, M.G.

1999.
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Figura 19 - Parasitismo de Haptaglossa heterospora em

da espécie Meloidogyne incognita.
esporéngios de diferentes tamanhos em
simples. ESAL - Lavras, MG. 1990.

nematdides
Observa-se
fileira
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Figura 11 - Parasitismo de Haptaglossa heterospora em nematoideg
da espécie

Melolidogyne exigua. Observam-ge esporén-
gios de diferentes tamanhos em fileira simples. ESAL-
Lavras, MG. - 1999.
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Figura 12 - Parasitismo de Haptaglossa heterospora em nematéidee
da espécie Ditylenchus dipsaci. Observam-se esporan-
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MG. 1999.
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Figura 13 - Parasitismo de Haptaglossa heterospora nas espécies
de nematodoides:
A: Em Caenorhabditis elegans
B: Em Panagrellus redivivus
Obgervam—-se esporéngios grandee. ESAL - Lavras, MG.
199@.
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5. CONCLUSQES

Nas condig8es em que foi realizado o trabalho pode-se
concluir:

- Constitui a primeira observac8o no Brasil das
espécies dos fungos endoparasitas de nematdéides, Catenaria sp,
Haptaglossa heterospora- Harposporium anguillulae, = H.
bysmatosporum, H. crassum € H. helicoides.

- Os fungos endoparasitas de nematéides ocorreram em
93,3% das amostras.

- As espécies de fungos endoparasitas de nematodides do
género Harposporium foram mais frequentes predominando
Harposporium anguillulae.

- Haptaglossa heterospora possul alto potencial para
utilizag8o em controle biolégico de fitonematdides.

- Os fitonemat6ides Ditylenchus dipsaci, M. exagua, M.
incognita podem ser parasitados por Harposporium heterospora.

- Haptaglossa heterospora pode parasitar nematoides

de 15 a 30°C ampla faixa de temperatura.
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6. RESUMO

Foram trabalhadas 15 amostras de solo provenientes da

regigo de Lavrae e S&@o Sebastido do Paraiso, com os objetivos de
isolar e 1identificar as espécies de fungos endoparasitas de
nematéides bem como avaliar o potencial destes fungos no controle
biolégico de nematoides fitoparasitas.

Do total das amostras, cinco foram colhidas em solos
sob mata natural. cinco em solos sob culturas perenes e O
restante em solos onde 8e desenvolvem atividades olericolas. A
extracdo de esporoes foi feita através das técnicas de
Centrifugag8éo Diferencial e do Funil de Baerman, com
modifica¢des. Foram encontrados os fungos endoparasitas de
nematéides: Haptaglossa heterospora, Catenaria sp.. Harposporium
bysmatosporum, H. helicoldes, H. crassum ¢ H. anguillulae, esendo
predominante. No geral o nOmero de espécies encontradas em solos
cultivados e ngo cultivadoe foi. similar.

Foram realizados testes "in vitro" onde se comprovou o
parasitismo de Haptoglossa heterospora €m Varias espécies de

nemat6ides, incluindo Pitylenchus dipsaci, Meloidogyne exigua -~

M. Incognita. Outroes testes "in vitro'
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demonstraram o efeito da temperatura sobre a capacidade de
parasitismo de Haptoglossa heterospora. A referida espeécie
infectou nemat6éides da espécie Panagrellus redivivus sob as
temperaturas de 15, 20, 23, 25, 27 e 30°C, sendo que o
parasitismo ocorreu com maior velocidade nas temperaturaes de 23,

25 e 27°C.
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7. SUMMARY

OCCURRENCE OF ENDOPARASITIC FUNGI OF NEMATODES ON SOUTH OF
MINAS GERAIS STATE, BRAZIL, AND ITS POTENCIAL ON THE
CONTROL OF PLANT PARASITIC NEMATODES

Fifteen samples were colected from the south of Minas
Gerais state. Five of them came from natural forest, 5 from
perenial crops and the rest from vegetable fields. For the fungi
spores extraction, the diferencial centrifugation technique and
Baerman funnel with modifications were used. The objectives of
the work were to: a) isolate and identify the endoparasitic fungi
associated with nematodes, and b) avaliate its potential on the
control of plant parasitic nematodes. Six endoparasitic fungi
species were found: Haptaglossa heterospora, Catenaria sp,
Harposporium bysmatosporum, H. helicoides, H. crassum e H.
anguillulae. H. anguillulae was the most predominant species
among the samples. The number of species found in cultivated and
non-cultivated soils was similar. "In Vitro” tests were undergone
to check the parasitism efficacy of Haptaglossa heterospora o0

several nematode species including: Ditylenchus dipsaci,
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Meloidoyne exigua end M. incognita. The parasitism of 4.
heterospora was high on the referred plant parasitic nematodes.
The effect of temperature on the parasitism capacity of
Haptaglossa heterospora was also studied. H. heterospora infected
Panagrellus redivivus in all tested temperatures: 15, 20, 23, 25,

27 -and 30°C. However the rate of infection wae greater a& 23, 25

and 27°C.
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