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RESUMO

COSTA, Samara Belém. Isolamento de fungos associados ao nematéide de cisto
da soja e patogenicidade desses isolados em fémeas de Heterodera glycines
e Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 1996. 31p. (Dissertagdo - Mestrado em
Fitopatologia)

Foram isolados e identificados a partir de cistos de Heferodera glycines
colhidos nas localidades: Lavras (MG), Irai de Minas (MG), Nova Ponte (MG),
Chapadéo do Céu (GO), Chapad&o do Sul (MS) e Londrina (PR), as seguintes
especies fungicas: Fusanum solani, F. oxysporum, Gliocladium viride, Scytalidium sp.,
Dactylaria sp., Penicillium sp., Eurotium repens, Paecilomyces lilacinus e P. variotii.
Fusarium solani e F. oxysporum ocorreram em todas as amostras analisadas. Vinte e
cinco a sessenta por cento dos cistos analisados continham Fusarium spp. o que
representou 5-15 vezes a frequiéncia de cistos parasitados com outros fungos. Um
sistema hidroponico foi testado para a producgéio de fémeas de H. glycines livres de
fungos e bactérias para uso em testes de patogenicidade de fungos isolados de
cistos de H. glycines. Fungos e bactérias ocorreram em fémeas produzidas em

hidroponia, entretanto, o sistema desenvolvido rendeu 48,54% de fémeas de

" Orientador: Vicente Paulo Campos. Membros da Banca: Maria Amelia dos Santos ¢ Ricardo Magela de Souza.



H. glycines livres de fungos e bactérias. Testes “in vitro® foram realizados para
observacdo de parasitismo de F. oxysporum em fémeas de H. glycines em soja
cultivada em hidroponia, e de F.solani F. oxysporum, Paecilomyces variotii,
Gliocladium viride, Paecilomyces lilacinus (2 isolados) e Dactylaria sp. (2 isolados) em
fémeas de Meloidogyne spp. F. oxysporum parasitou, superficialmente, fémeas de H.
glycines, porém, apenas 1,10% do total de ovos das fémeas infestadas. Fémeas de
Meloidogyne spp. foram parasitadas superficialmente e intemamente por todos os
fungos testados. Os ovos de fémeas de Meloidogyne spp. parasitadas, tiveram graus
diferentes de parasitismo. Maior parasitismo de ovos de Meloidogyne spp. ocorreu
com os fungos Paecilomyces lilacinus (2 isolados) e com Fusarnium solani. Hifas
fungicas foram observadas emergindo de ovos de fémeas de Meloidogyne spp.

parasitadas.



ABSTRACT

ISOLATION OF SOYBEAN CYST NEMATODE FUNGI AND PATHOGENICITY OF
ISOLATES ON FEMALES OF Heterodera glycines AND Meloidogyne spp.

Fusarium solani, F. oxysporum, Gliocladium viride, Scytalidium sp.,
Dactylaria sp., Penicillium sp., Eurotium repens, Paecilomyces lilacinus and P. variotii
were isolated and identified from cysts of Heterodera glycines of soybean (Glycine
max) from samples of Lavras (MG), Irai de Minas (MG), Nova Ponte (MG), Chapadéo
do Céu (GO), Chapaddo do Sul (MS) and Londrina (PR). Fusarium solani and
F. oxysporum were found in all cyst samples. Twenty five to sixty percent of the cysts
had Fusarium spp which represented 5 to 15 times the frequency of cyst with others
fungi. A hydroponic system was tested for the production of H. glycines females free of
fungi and bacterias to be used on pathogenicity tests of fungi isolated from H. glycines
cysts. Contaminated fungi and bacterias were found in females hydroponic produced,
however, the hydroponic system yielded 48,54% of H. glycines females free of those
contaminants. The parasitism of F. oxysporum in H. glycines females produced in
hidroponic cuitivated soybean, and of F. solani, F. oxysporum, Paecilomyces variotii,
Gliocladium viride, Paecilomyces lilacinus (two isolates) and Dactylaria sp. (two

isolates) in females of Meloidogyne spp. was “in vitro® studied. F. oxysporum
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parasitized females of H. glycines, superficially but, only 1,10% of the total eggs of the
infested females was parasitized. Meloidogyne females were superficially and
internally parasitized by all tested fungi. The eggs of parasitized Meloidogyne females
had different degrees of parasitism. Paecilomyces lilacinus (two isolates) and F. solani
had greater parasitism on Meloidogyne eggs. Fungus hyphae were observed

emerging from eggs of parasitized Meloidogyne spp. females.



1 INTRODUGAO

Os nematdides pertencentes a familia Heteroderidae sdo responsaveis
por grandes perdas na produgdo agricola mundial (Lordello, 1988). Dentre eles,
destaca-se o nematdide de cisto da soja (Heferodera glycines) que causa uma das
mais graves doencas da soja no nosso pais (Borkert et al., 1994). As perdas nessa
cultura, devido aos nematdides, vao de insignificantes a 100% dos graos colhidos.
Porém, em Mato Grosso, Minas Gerais e Goias as perdas devido ao ataque do
nematdide de cisto, variaram de 20 a 80% em 1993, com prejuizos estimados em
mais de um bilhdo de ddlares (Mendes, 1993).

O melhor controle do nematdide de cisto da soja recomendado aos
produtores brasileiros tem sido a rotagdo de culturas com plantas ndo hospedeiras
(Tihohod e Santos, 1993); preconizando assim a diminuicdo do nivel de inéculo na
lavoura pela citada tatica. O indculo, contudo, diminuiré a medida que os cistos forem
sendo destruidos, expondo os ovos aos rigores das condigdes ambientais.

A supressdo de populagdes do nematdide dos cistos por inimigos
naturais no campo, tem sido observada em muitas localidades, caracterizando os
solos como supressivos (Kerry e Crump, 1977; Kerry, 1980; Morgan-Jones e
Rodriguez-Kabana, 1987). Essa supressividade em solos infestados com H. glycines

ainda esta sendo investigada em nosso pais.
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Enfase tem sido dada ao isolamento e identificagdo de fungos que
parasitam o cisto de H. glycines no campo (Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana, 1981:
Gintis, Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana, 1983); porém, a eficacia desses fungos
na redugdo populacional do nematdide de cisto no campo também ainda esta sendo
investigada. Além disto, problemas ainda existem na obtencdo de fémeas ou cistos
nao infestados para utilizagdo em testes de patogenicidade desses fungos. Desta
forma, objetivou-se neste trabalho:

1. Isolar e identificar os fungos associados aos cistos de Heterodera
glycines;

2. Produzir fémeas pré-encistadas de Heterodera glycines, livres de
fungos e/ou bactérias;

3. Testar o parasitismo de fungos isolados a partir de cistos de

Heterodera glycines, em fémeas e ovos de Heterodera glycines e Meloidogyne spp.



2 REVISAO DE LITERATURA

O conhecimento cientifico sobre fungos associados a ovos, fémeas ou
cistos de nematoides do género Heferodera iniciou com Kuhn citado por Chen et al.
(1994) que na época relatou o parasitismo do fungo Tarichium auxiliarum (hoje
Catenaria auxiliarum [Kuhn] Tribe), em fémeas de Heterodera schachtii. Mais tarde,
Goffart também citado por Chen et al. (1994) isolou Cylindrocarpon destructans
(Zinssmeister) Scholten, de cistos de Heterodera avenae na Alemanha.
Posteriormente, varios fungos tém sido isolados de ovos, fémeas ou cistos de
nematdides por diversos pesquisadores (Willcox e Tribe, 1974; Morgan-Jones e
Rodriguez-Kébana, 1981; Clovis e Nolan, 1983; Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana,
1984),

Esses trabalhos tém em diversas partes do mundo se avolumado nas
duas ultimas décadas conforme revisdo de publicagdes feitas por Morgan-Jones e
Rodriguez-Kébana (1987), e Chen et al. (1994). Os fungos mais freqtientes isolados
de ovos, fémeas, massas de ovos ou cistos de Heteroderidae estdo listados na
Tabela 1.

No Brasil, Silva, Piza e Carneiro (1993), isolaram Fusarium oxysporum,

F. solani, Gliocladium sp. e Stagonospora sp. de cistos de Heterodera glycines.



TABELA 1. Fungos mais comuns encontrados em ovos, massas de ovos ou cistos de

nematdides heteroderideos.

Fungos Nematodides Citacao
Neocosmospora vasinfecta  H. glycines Meyer, Huettel e Sayre, 1990
Fusarium oxysporum H. glycines Chen et al., 1994 e outros
G. rostochiensis Clovis e Nolan, 1983 e outros
Paecilomyces lilacinus H. glycines Chen et al., 1994 e outros
G. rostochiensis Clovis e Nolan, 1983
M. arenaria Godoy, Rodriguez-Kabana e
Morgan-Jones, 1982
Paecilomyces variotii H. glycines Gintis, Morgan-Jones e
Rodriguez-Kabana, 1983
Cylindrocarpon destructans  H. avenae Crump, 1987 e outros
Catenaria auxiliaris H. schachtii Willcox e Tribe, 1974
Verticillium chlamydosporium H. glycines Stiles et al., 1993
Phoma chrysamthemicola H. glycines Chen et al., 1994 e outros
Gliocladium catenulatum H. glycines Chen et al., 1994
Trichoderma polysporum H. glycines Meyer, Huettel e Sayre, 1990
Scytalidium fulvum H. glycines Gintis, Morgan-Jones e
Rodriguez-Kabana, 1983
Corynespora cassiicola H. glycines Carris e Glawe, 1986
Phialophora gregata H. glycines Carris e Glawe, 1986

Isolados fungicos de cistos e ovos de nematoides heteroderideos podem
ser patogénicos e/ou saproéfitas, podendo assim, ocasionalmente, parasitar fémeas
sedentarias de nematdides e ovos (Bursnall e Tribe, 1974; Morgan-Jones e
Rodriguez-Kéabana, 1984).

Godoy, Rodriguez-Kabana e Morgan-Jones (1982) observaram
variagbes na patogenicidade de Paecilomyces lilacinus, Fusarium oxysporum,
F. solani, Gliocladium roseum, G. catenulatum, Chaetomium indicum, Codinaea
heteroderae, Neocosmospora vasinfecta, Phoma macrostoma, P. multirostrata,

Stagonospora heteroderae, Verticilllum lamellicola, V. leptobactrum e Thielavia



terricola. Gintis, Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana (1983), observaram que
P. lilacinus, P. variotii, V. chlamydosporium e V. lecanii, isolados de cistos de
H. glycines em soja, demonstraram capacidade em parésitar ovos deste nematoide.
Paecilomyces lilacinus produz quitinase que provoca ruptura da membrana do ovo,
permitindo a penetragdo da hifa no interior do mesmo, tornando a massa de ovos um
bom meio de cultura (Jatala, 1986)

Chen et al. (1994) observaram parasitismo moderado de P. filacinus,
F. oxysporum, F. solani, Neocosmospora vasinfecta, Arthrobotrys dactyloides,
Exophiala pisciphila e Stagonospora heteroderae em ovos de H. glycines.

Godoy, Rodriguez-Kdbana e Morgan-Jones (1982), estudando o
parasitismo de fungos isolados de cistos de H. glycines, observaram que Verticillium
leptobactrum e V. Jlamellicola parasitaram 80 e 65% dos ovos de H. glycines
respectivamente, enquanto que em ovos de M. arenaria o parasitismo foi de 98 e 85%
respectivamente. Entretanto, Chaetomium indicum, Neocosmospora vasinfecta,
Fusarium solani, F. oxysporum nédo parasitaram ovos de nenhum dos dois
nematdides. Phoma multirostrata e P. macrostoma parasitaram mais de 30% dos
ovos de ambas as espécies.

Freire e Bridge (1985), em experimentos conduzidos no Brasil,
concluiram que P. lilacinus tem consideravel habilidade no parasitismo de
M. incognita, pois em meio agar-agua esta espécie infectou 52,5% de ovos.

Cuidados na definigdo de técnicas para isolamento de fungos parasitas
de nematdides e para avaliagéo de parasitismo desses fungos em ovos e fémeas
podem garantir sucesso em trabalhos de pesquisa visando o controle biolégico de

fitonematdides (Kim e Riggs, 1991).



A dificuldade em se obter ovos, fémeas ou cistos ndo parasitados por
fungos ou bactérias para os testes de patogenicidade de isolados fingicos obtidos de
fémeas e de cistos € o primeiro entrave nesse tipo de pesquisa. Zuckerman e Brzeski
(1966), desenvolveram um sistema para producdo de nematdides em raizes
gnotobidticas. Dropkin, Helgeson e Upper (1969), obtiveram nematdides ndo
infectados a partir de plantas infestadas com o nematéide das galhas plantadas em
areia e fertilizadas com solugao nutritiva. Lambert et al. (1992) produziram juvenis de
M. javanica em plantas infestadas cultivadas hidroponicamente.

A necessidade na obtengdo de culturas puras de nematdides, impée ao
pesquisador o exercicio da criatividade e maior aprofundamento cientifico e técnico
para obtengdo de nematoides livres de fungos e bactérias para utilizagdo em testes

de patogenicidade de fungos isolados de cistos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e identificagdo de fungos associados a cistos de Heterodera

glycines

Amostras de solo de areas infestadas com o nematdide de cisto da soja
foram coletadas nos municipios de Irai de Minas (MG), Nova Ponte (MG), Chapadédo
do Céu (GO), Chapadéo do Sul (MS), acondicionadas em sacos plasticos e enviadas
ao Laboratério de Nematologia do Departamento de Fitossanidade (DFS) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) onde foram trabalhadas. Cistos de
Heterodera glycines também foram recebidos do Centro Nacional de Pesquisa de
Soja, Londrina-PR. Outra parcela de cistos foi coletada em solo de vasos com o
nematbdide multiplicando em soja na casa-de-vegetagdo do Laboratério de
Nematologia do DFS-UFLA. Todas as amostras foram mantidas & temperatura de 8 a
10°C.

Cem centimetros cubicos de solo coletados foram colocados em becker
plastico juntamente com 600 ml de agua e agitado com agitador mecénico por 3
minutos. A seguir, todo o contetido do becker foi vertido em peneiras de 20 sobre 60
mesh. Os residuos retidos na peneira de 60 mesh foram coletados com jatos de agua

e acondicionados em vidros pequenos, para posterior observagdo ao microscopio



estereoscopico. Ao microscopio, os cistos de coloragdo marrom-claro foram
identificados e retirados com estilete e pinga de ponta fina, e colocados em vidros de
relogio.

Os cistos, tanto os extraidos do solo como jé descrito, como aqueles
recebidos da EMBRAPA de Londrina foram, entdo, desinfestados superficialmente
com NaOCl (hipoclorito de sddio) 1% por 1 minuto e cloranfenicol 100 ppm, sendo a
seguir, plaqueados em agar-égua 2% e incubados & temperatura constante de 20°C
em camara de incubagio em tumnos de 12 horas de luz por 12 horas de escuro,
durante 7 dias.

Os fungos crescidos sobre os cistos foram transferidos para placas de
Petri de 9 cm de diédmetro contendo BDA (batata dextrose agar). Apds sucessivas
repicagens obtiveram-se culturas puras para a identificagfio desses fungos. Nos
trabalhos de identificagdo contou-se com a ajuda da Proff Maria Menezes da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Para estudar a frequéncia de cistos parasitados pelos fungos, 20 cistos
de cada amostra de 4 localidades (Nova Ponte-MG, Irai de Minas-MG, Chapad&o do
Sul-MS, Chapad&o do Céu-GO) foram desinfestados superficialmente e plaqueados
isoladamente em placas de Petri com &gar-dgua e cultivados como descrito
anteriormente. O numero de cistos parasitados por cada género flngico foi estimado,
e calculado a porcentagem de cisto com cada fungo em relagéo a populagéo total de

cisto trabalhado.



3.2 Produgdo de fémeas de H. glycines em hidroponia

3.2.1 Montagem do sistema hidropdnico

A hidroponia foi a alternativa mais pratica para a obtengdo de fémeas
n&o infestadas por fungos ou bactérias para os testes de patogenicidade dos isolados
obtidos como descrito em 3.1.

Para montagem do sistema, empregaram-se garrafas de 2 litros,
plasticas, seccionadas nas duas extremidades. O fundo foi substituido por lamina de
isopor com um furo no centro de aproximadamente 3 cm de diametro, por onde a
planta inoculada com o nematdide foi introduzida. Na extremidade superior
seccionada, foi colado com cola de silicone vulcanizada, um funil de plastico
pequeno, que recebeu um tubo de borracha com vedagéo por pinga Mohr por onde se
trocava a solugdo nutritiva. As garrafas foram apoiadas em estrutura de madeira, tipo
grade, com as mangueiras voltadas para baixo e a parte aérea das plantas tutoradas
(Figura 1).

A oxigenag@o nas garrafas foi mantida através de um oxigenador de
aqudario, que por meio de tubos de plastico de 40 cm de comprimento produziam
borbulhamento na solugéo nutritiva.

Para impedir a penetragdo de luz e a incidéncia de organismos
fotossintetizantes, as garrafas foram recobertas com papel aluminio, de modo que

somente a parte aérea da planta recebesse luz natural.
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FIGURA 1. Sistema hidroponico para a produgdo de fémeas de Heterodera glycines

empregadas nos testes de patogenicidade de isolados flngicos.
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No preparo semanal de 4 litros da solugdo nutritiva completa,
empregaram-se agua filtrada e destilada mais: 24 ml de KNO; 1 M; 16 mi de Ca
(NOs)2 4H,0 1M; 8 ml de NHH.PO4 1M; 8 ml de Mg SO4 7H,0 1M; 8 ml de Fe EDTA
20 mM; 8 ml de H3BO3(3) 256 mM; 8 ml de Mn SO4H,0 2 mM; 4 mil de Zn So,. 7H,0 2
mM e 1 ml da mistura de NaO CI 50 mM + Cu SO, . 5H,0 0,5 mM + H, Mo O, (85%
Mo) 0,5 mM.

3.2.2 Germinagdo e crescimento de plantulas de soja, e inoculagéio de

H. glycines

Sementes de soja da cultivar Cristalina foram envolvidas em rolos de
papel previamente umedecidos e deixadas para germinar por S dias & temperatura
constante de 25°C. Em seguida, foi feita a selegédo das melhores plantulas que foram
colocadas em vasos de plastico de 3 litros contendo apenas areia previamente
autoclavada. Os vasos foram mantidos em ambiente isolado e irrigados em dias
alternados com 20 ml da solugdo nutritiva por vaso, descrita em 3.2.1. Apés uma
semana foi feita nova selecdo de plantulas, deixando-se apenas 3 delas por vaso.
Foram utilizadas, inicialmente, 16 plantulas para a inoculagéo de juvenis do segundo
estadio (J,) de Heterodera glycines. Para isto foram extraidos e coletados cistos de
colorag&o marrom-claro contendo muitos ovos em seu interior, que foram esmagados
com o triturador de tecidos. Todo o contetdo resultante foi derramado em peneira de
500 mesh e coletado em becker plastico através de jatos de agua. Os ovos foram
desinfestados superficialmente com NaOC! 0,5% durante 30 segundos e lavados a

seguir, com agua destilada, quando, entdo, foram colocados em camaras de eclosdo
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montadas em placas de Petri e que receberam agua destilada e solugdo de ZnCl,
(cloreto de zinco) para ajudar na ecloséo de ovos. Essas cdmaras foram mantidas em
BOD a temperatura de 24°C. A cada periodo de 24 horas, apds o estabelecimento
das camaras de eclosdo, foram coletados J;, 0s quais foram inoculados em 3
inoculagbes, em plantulas de soja com quatro semanas ap6s o plantio nos vasos,
totalizando 8.000 a 11.000 J, inoculados/vaso.

Seis dias apds a ultima inoculagdo, as plantulas inoculadas foram
retiradas dos vasos cuidadosamente e as raizes lavadas em agua destilada para
remogéo da areia. A seguir, as raizes foram imersas em NaOCl 0,5% por 30
segundos e novamente lavadas. As plantulas assim inoculadas foram colocadas nas
garrafas, preparadas como descrito anteriormente e pela abertura na lamina de
isopor da parte superior adicionou-se solugdo nutritiva até a altura de 2/3 do
recipiente. A cada § dias trocou-se a solugdo nutritiva abrindo-se a pinga Mohr e
repondo-a pela parte superior.

As plantulas inoculadas foram mantidas em temperatura ambiente no
Laboratério de Nematologia. Esse ensaio foi conduzido no periodo de outono-

inverno.

3.2.3 Coleta e incubagédo de fémeas de Heterodera glycines

Apds 15 dias da transferéncia das plantulas inoculadas para o sistema,
foi entdo observado o sistema radicular das mesmas no microscépio estereoscépico,
verificando a presenga ou néo de fémeas de Heferodera glycines. Constatada a

presenca de fémeas ainda com coloragdo branca-amarelada, as mesmas foram
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quantificadas e retiradas, e colocadas em frascos de vidro esterilizados e com agua
destilada. As plantas sem fémeas retomavam para o sistema hidropnico. A seguir,
as femeas obtidas, foram desinfestadas com NaOCI| 0,5% por 30 segundos mais
cloranfenicol @ 100 ppm, plaqueadas em &gar-dgua, incubadas em camara de
incubag&o por tumos de 12 horas de luz por 12 horas de escuro, & temperatura de 20
+ 2°C durante 4 dias para a constatagio do parasitismo de algum fungo ou bactéria.
Desta forma, as fémeas estariam em condigdes de uso no teste de parasitismo dos

fungos isolados em 3.1.

3.3 Parasitismo de fungos isolados de cistos de Meterodera glycines

3.3.1 Andlise da patogenicidade em fémeas, ovos e J, de Heterodera glycines

As fémeas que ndo apresentavam contaminagéo por fungos ou bacté-
rias foram utilizadas no teste para avaliagéo da patogenicidade de fungos isolados de
cistos de H. glycines. Trabalhou-se inicialmente com o fungo Fusarium oxysporum
que foi isolado e identificado conforme descrito em 3.1. Dez fémeas foram colocadas
em cada uma das 4 placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo meio &gar-agua.
Em cada uma das trés placas foi colocado um disco de 5 mm de diametro retirados
das bordas da col6nia do fungo Fusarium oxysporum previamente cultivado em meio
BDA por 7 dias. Na quarta placa colocaram apenas fémeas, sem o fungo. As placas
foram seladas com rolopack e incubadas por 10 dias aproximadamente, em camara

de incubagéo em 12 horas luz por 12 horas de escuro & temperatura de 20 + 2°C.
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Apés este periodo, as fémeas foram retiradas, observadas no
microscopio estereoscopico e esmagadas em seguida com o auxilio de estilete
esterelizado. Os ovos emergidos de cada fémea foram observados cuidadosamente e
estimados. Da mesma forma foram estimados aqueles parasitados pelo fungo e o
numero de juvenis do segundo estddio. Os ovos e juvenis de cada fémea, em
suspens&o aquosa, foram colocados numa célula da placa de Elisa e mantidos por 15
dias em BOD a temperatura de 24°C. A oxigenacgéo da suspenséo aquosa foi mantida
repondo-a com agua batida em liquidificador por 30 segundos diariamente.

A cada 4 dias foram contados os J, eclodidos.

3.3.2 Anilise da patogenicidade em fémeas de Meloidogyne spp.

Neste ensaio foram utilizadas 320 fémeas de Meloidogyne spp. e oito
isolados fungicos de cistos de H. glycines e identificados conforme descrito em 3.1:
Fusarium solani, F. oxysporum, Paecilomyces varioti, P. lilacinus (2 isolados),
Dactylaria sp. (2 isolados), Gliocladium viride. Os fungos foram crescidos em meio
BDA (batata dextrose agar) por 7 dias.

As fémeas para esse teste foram previamente selecionadas quanto a
auséncia de fungos e bactérias contaminantes como descrito em 3.2.3. Essas fémeas
foram colocadas em piacas de Petri de 9 cm de diametro seguido de disco do fungo-
teste conforme descrito em 3.3.1. Seguiu-se, neste ensaio, a mesma metodologia
descrita em 3.3.1, avaliando-se também o nimero total de ovos por fémea, nimero de
ovos parasitados pelo fungo-teste, bem como o nimero total de J, eclodido. Foi consi

derado parasitado o0 ovo em que se observaram hifas fingicas emergindo da casca.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e identificagdo de fungos associados a cistos de Heterodera

glycines

Foi grande a diversidade de espécies fungicas encontradas numa
mesma amostra (Tabela 2). Porém, com predominéncia das espécies de Fusanum
que ocorreram em 68% dos isolados obtidos. Na maioria dos locais amostrados,
Fusarium solani e Fusarium oxysporum estavam associados a outros géneros de
fungos (Tabela 2). Morgan-Jones e Rodriguez-Kébana (1987) e Chen et al. (1994)
encontraram espécies de Fusarnium como os mais frequentes parasitos de cistos de
H. glycines. No Brasil, espécies de Fusarium também ja foram isolados de cistos de
H. glycines por Silva, Piza @ Cameiro (1993) em amostras oriundas de Nova Ponte
(MG) e Campo Verde (MT).

Entre os demais fungos encontrados em cistos de H. glycines
(Tabela 2), Gliocladium ocorreu em 2,6% das amostras e, coincidentemente naquelas
do municipio de Nova Ponte (MG) onde Silva, Piza e Camneiro (1993), também o
encontraram, podendo assim constituir-se em flora adaptada aquelas condicbes de
solo e clima. Paecilomyces ocorreu em trés localidades, sendo um fungo conhecido

como parasita de ovos muito frequente em diversas culturas e localidades no Sul de
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TABELA 2. Fungos isolados de cistos de Heferodera glycines, em diferentes munici-

pios, nos estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Parana.

Localidades Espécies Isolados (N°)

Lavras-MG Fusarium oxysporum Schlecht 3
Fusarium solani
Nova Ponte-MG Fusarium oxysporum
Fusarium solani
Paecilomyces variotii Bain
Glioctadium viride Matr.
Irai de Minas-MG Fusarium solani (Mart.) Sacc.
Fusarium oxysporum
Scytalidium sp.
Dactylana sp.
Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson
Chapad&o do Céu-GO  Dactylana sp.
Paecilomyces lilacinus
Fusarium oxysporum
Fusarium solani
Chapadéo do Sul-MS Fusarium solani
Fusarium oxysporum
Londrina-PR Fusanum solani
Fusarnium oxysporum
Peniciflium sp.
Eurotium repens (Anamorfo: Aspergillus repens)

=S WW S W A A A A NN NN A A

Minas Gerais (Ribeiro e Campos, 1993) e, de grande distribuigdo em solos de todo o
mundo com maior frequéncia nos solos agriculturaveis (Domsch, Gams e Anderson,
1980). Scytalidium sp. e Penicillium sp. foram identificados em 5% e 2,6%, das
localidades, respectivamente, concordando assim com Gintis, Morgan-Jones e

Rodriguez-Kabana (1982) que os encontrou em baixo nivel parasitando cistos de
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H. glycines no estado da Carolina do Norte (EUA). Com baixa incidéncia foram ainda
encontrados em cistos, Dactylaria sp. e Eurotium repens.

Uma vez observada a grande ocorréncia de Fusarium nos cistos de
H. glycines, decidiu-se estudar mais detalhadamente a frequéncia da incidéncia
desse fungo numa populagéo maior de cistos. Desta forma, observou-se que, 25 a
60% dos cistos de Heterodera glycines obtidos de 4 localidades continham Fusarium
spp. A freqiéncia da ocorréncia de outros fungos (Tabela 3), variou bastante e foi
bem menor do que aquela observada em Fusarium. Isto demonstra que as espécies
de Fusarium constituem-se no maior componente da flora fungica desses cistos nos

locais amostrados.

TABELA 3. Frequéncia da ocorréncia de fungos em cistos de Heferodera glycines em:

1) Nova Ponte (MG), 2) Irai de Minas (MG), 3) Chapad&o do Sul (MS) e

4) Chapadao do Céu (GO).
Amostras
Fungos 1 2 3 4
Fusarium spp. 50* 60 45 25
Gliocladium spp. 5 0 0 0
Paecilomyces spp. 0 5 0 5
Dactylania spp. 0 5 0 5
Aspergillus spp. 0 5 0 5
Trichoderma spp. 0 10 0 16
Scytalidium spp. 0 0 0 0
Penicillium spp. 0 0 0 5

* Porcentagem de cistos parasitados em relagdo ao total trabalhado por amostra.
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4.2 Produgdo de fémeas de H. glycines em hidroponia

Das 16 plantulas de soja inoculadas, 5 delas nao desenvolveram fémeas
adultas de H. glycines (Tabela 4) escapando assim da infecgéio por esse patdgeno,
talvez devido as condigdes de temperatura afetando a movimentagdo e penetragéo
dos J, ja que as plantas foram mantidas em condigdes ambientais de laboratério no
periodo de outono-inverno. As 11 plantas restantes renderam 103 fémeas. Fémeas
maduras ou pré-cistos foram produzidas a partir de 15 dias ap6s a inoculagéo dos J;
nas condigcGes desse ensaio. O nimero de fémeas ou pré-cisto por planta variou
bastante chegando algumas plantas a produzir 4 vezes a média final (Tabela 4). Esse
numero poderd ser elevado aumentando a densidade de indculo, os periodos de
inoculagéo e melhorando as condigGes para o parasitismo desse nematéide (Wallace,
1968). A hidroponia também tem sido empregada com sucesso na produgdo de
indculo de Meloidogyne javanica em plantas de tomate (Lambert et al., 1992).

O parasitismo de fungos e bactérias nas fémeas também ocorreu no
sistema hidropdnico. De 79 fémeas estimadas aos 15 dias apds a inoculagéo (18
avaliagéo), 29 apresentaram parasitismo de fungos. Aos 30 dias apés a inoculagéo,
obtiveram-se 24 fémeas, sendo 11 delas infectadas com fungos e todas as 24 fémeas
com bactérias, apesar de toda a assepsia seguida na instalagio do sistema
hidropdnico. Aos 45 dias ap6s a inoculagéo fez-se a Ultima observagéo sem constatar
nenhuma fémea desenvolvida no sistema radicular tendo, por conseguinte,
completado o ciclo, todos os J, que penetraram nas plantulas de soja. Neste estagio
das plantas observou-se escurecimento das raizes. Portanto, conseguiu-se 48,54%

de fémeas produzidas sem parasitismo de fungos ou bactérias, chamadas assim de
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fémeas viaveis (Tabela 4), indicando a viabilidade do sistema para uso, quando se
pretende obter fémeas ou cistos para testes de patogenicidade isentos de fungos e
bactérias. Maior porcentagem dessas fémeas isentas de fungos e bactérias ocorreu
nos primeiros 15 dias apds a inoculagdo. O parasitismo de fémeas de H. glycines
utilizando-se técnica de cultivo monoxénico para a producdo de indculo de
Meloidogyne spp. em sistema hidropénico, foi também observado por Lauritis, Rebois

e Graney (1982), Ferris, Schneider e Semenoff (1984) e Lambert et al. (1992).

TABELA 4. Produgéo de fémeas de Heterodera glycines em 16 plantas de soja cv.

Cristalina cultivadas em hidroponia ap6s trés avaliagdes.

Planta Total de Fémeas %Fémeas
(N° de ordem) Fémeas Viaveis* Viaveis*
1 31 20 64,51
2 2 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 13 8 61,53
6 0 0 0
7 1 0 0
8 6 2 33,33
9 10 2 20,00
10 5 1 20,00
11 23 12 52,17
12 0 0 0
13 3 1 33,33
14 3 2 66,67
15 6 2 33,33
16 0 0 0
Total 103 50 48,54%

*Sem fungos ou bactérias como contaminantes.
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Esse sistema aqui desenvolvido é de baixo custo, requer pouco espago
fisico no laboratério e a produgsio de fémeas pode ser incrementada aumentando-se
a densidade de in6culo.

Além do uso aqui preconizado, esse sistema podera fornecer

nematdides para estudos moleculares, de nematicidas, e outros.

4.3 Parasitismo de fungos isolados de cistos em fémeas de H. glycines e

Meloidogyne spp.

Fusarium oxysporum parasitou superficialmente todas as fémeas de
H. glycines empregadas no teste. Observaram-se hifas vegetativas e reprodutivas
aderidas &s paredes do corpo das fémeas e dos ovos. Das fémeas parasitadas
obtiveram-se 3.059 ovos, porém nem todos eles parasitados. Hifas emergindo dos
ovos (Figura 2) ocorreram em 1,10% do total, considerado baixo parasitismo
conforme Chen et al. (1994). Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana (1987)
consideraram Fusarium oxysporum como um colonizador de cistos e ovos, de baixo
nivel de parasitismo, encontrado frequentemente dentro dessas estruturas, podendo
em alguns casos ser considerado como oportunista. Observaram ainda a ineficiéncia
de alguns isolados de Fusarium sp. no ¢ontrole de nematéides. Chen et al. (1994)
consideraram F. oxysporum como um fungo de alta freqiéncia em cistos de
H. glycines, porém de parasitismo moderado. Mesmo nivel de parasitismo também foi
observado por Stirling e West (1891) em inoculagdes de F. oxysporum em cistos e
ovos de diversos nematdides. Stiles et al. (1993), inocularam F. oxysporum em raizes

antes inoculadas com J, de Heterodera glycines e ndo observaram reducéo no

parasitado por Paecilomyces lilacinus.
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FIGURA 2. Parasitismo de fungos isolados de cistos, em ovos de H. glycines e
Meloidogyne spp. A) Nao parasitado. B) H. glycines parasitado por Fusarium
oxysporum. C) Meloidogyne spp. parasitado por Fusarium oxysporum.
D) Meloidogyne spp. parasitado por Dactylaria sp. E) Meloidogyne spp.

parasitado por Paecilomyces lilacinus.
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numero de cistos e nem no total de ovos e juvenis do segundo estadio por planta,

demonstrando assim sua baixa eficiéncia no controle bioldgico desse patégeno.

O fungo para colonizar o ovo internamente precisara romper a casca
que é composta de uma capa externa de proteina, uma camada quitinosa e uma
membrana lipdide (Tihohod, 1993), exigindo, por conseguinte, que o mesmo produza
quitinase. Uma vez penetrada a casca do ovo o fungo encontrara bom substrato para
O seu crescimento pois o0 ovo & composto de 59% de proteinas, 9% de quitina, 7% de
carbohidratos, 7% de lipideos, 3% de polifenois, 3% de cinzas e 20% de material nio
hidrolizado (Clarke e Shepherd, 1964). Fusarium oxysporum e F. solani nao
produzem quitinase entretanto podem se aproveitar de fungos de solo com
capacidade quitinolitica como P. lilacinus para abrir caminho para seu parasitismo,
nos ovos de H. glycines (Gintis, Morgan-Jones, Rodriguez-Kéabana, 1983).

Morgan-Jones, Gintis e Rodriguez-Kabana (1981), observaram que
Fusarium spp. é capaz de penetrar no cisto e crescer saprofiticamente no seu interior,
mas deixando de parasitar o ovo, e que para invadirem os ovos é necessario um
enfraquecimento predisposto por desordens fisiolégicas causadas pelo préprio
crescimento do fungo. Ainda segundo os autores, existe claramente uma associacao
entre o potencial de colonizagdo dos patégenos como Fusarium oxysporum e
F. solani e os cistos de H. glycines. Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana (1981)
sugeriram que Fusarium oxysporum, F. solani e Neocosmospora vasinfecta ndo séao
normalmente parasitas de ovos de nematdides mas existe um frequente actimulo de
hifas desse fungo dentro de cistos de Heferodera glycines. Entretanto mesmo que
F. oxysporum n&o consiga romper a casca do ovo, a destruicdo da parede do cisto no

campo devera concorrer, principalmente, para a diminuicdo do periodo de protecdo
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dessa barreira a exposicdo dos ovos & agua, possibilitando assim, a eclosdo dos
ovos em condigbes de auséncia de hospedeiro o que reduziria rapidamente a
populagdo desse patégeno no campo.

Os fungos Fusarium oxysporum, F. solani, Dactylaria sp. (2 isolados),
Paecilomyces lilacinus (2 isolados), P. variotii e Gliocladium viride isolados de cistos
de H.glycines parasitaram superficialmente e internamente as fémeas de
Meloidogyne. Hifas flingicas foram observadas emergindo dos ovos das fémeas
parasitadas (Figura 2) porém com nivel de infestagéo diferenciado entre as espécies
fungicas testadas (Figura 3). Vérios autores tem observado o parasitismo de
Paecilomyces lilacinus em ovos de Meloidogyne (Jatala, Kaltenback e Bocangel,
1979, Dunnet et al., 1982; Morgan-Jones e Jones-Kabana, 1984; Carneiro e Gomes,
1993; Ribeiro e Campos, 1993). Esse fungo penetra através de pequenos poros
formados na camada vitelinia e invadem os ovos de Meloidogyne, tornando-os
intumescidos, como resultado de mudangas ultra-estruturais e de permeabilidade das
camadas envoltdrias do ovo (Morgan-Jones e Rodriguez-Kébana, 1984). Entretanto,
Gintis, Morgan-Jones e Rodriguez-Kéabana (1983), demonstraram a capacidade de
Paecilomyces varioti em colonizar ovos de Heterodera glycines. Os ovos assim
colonizados apresentavam-se frequentemente intumescidos e sem cor, alguns
pareciam rachados, e outros continham glébulos lipidicos. Godoy, Rodriguez-Kabana
e Morgan-Jones (1982) observaram que isolados de F. oxysporium e F. solani foram

capazes de parasitar ovos de Meloidogyne arenaria “in vitro”.
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FIGURA 3. Parasitismo de fungos isolados de cistos de Heterodera glycines em

fémeas de Meloidogyne spp.



5 CONCLUSOES

1. Foram isolados de cistos de H. glycines as seguintes espécies
fangicas: Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Gliocladium viride, Eurotium repens,

Dactylaria sp., Penicillium sp., Scytalidium sp., Paecilomyces lilacinus e P. varioti.

2. Fusarium oxysporum e F. solani foram as espécies mais freqlentes

em cistos de H. glycines.

3. Obteve-se através do sistema hidroponico 48,54% de fémeas isentas

de fungos e/ou bactérias.

4. Fusarium oxysporum parasitou fémeas de H. glycines e também os

ovos das fémeas parasitadas.

5. Maior parasitismo de ovos de Meloidogyne spp. foi observado com os

fungos Paecilomyces lilacinus (2 isolados) e Fusarium solani.
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APENDICE 1

Parasitismo de fungos isolados de cistos de Heterodera glycines em ovos de

Meloidogyne spp.

Isolados fungicos Total de ovos* Numero de J,** % de parasitismo*
Testemunha 34 1 -
Fusanium solanj 27 0 32,62
Testemunha 11 0

Paecilomyces variotti 15 0 21,17
Testemunha 41 0

P. lilacinus 32 0 46,05
Testemunha 32 0

Dactylana sp. 35 0 25,41
Testemunha 49 0

Gliodadium viride 12 0 10,63
Testemunha 73 0

Fusarium oxysporum 21 0 13,50
Testemunha 77 0

Dactylana sp. 22 1 9,33
Testemunha 19 0

Paecilomyces lilacinus 27 0 53,40

* Média de 3 repeticdes.
™Jz - Juvenis do segundo estadio de Meloidogyne spp.





