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RESUMO: O monitoramento da sobrevivéncia de fungos nematéfagos se torna necessdria para estabelecer periodos
de reaplicacdo de formulagdes de fungos nemat6fagos para controle dos nematoides dos citros a campo. Foram monitoradas a
sobrevivéncia dos fungos: Arthrobotrys robusta, A. oligospora, A. musiformis, Dactylella leptospora e Monacrosporium
eudermatum nas parcelas tratadas com 1; 2; 4; 6 L da formulagdo dos fungos/planta ou testemunha sem aplica¢@o, durante o
periodo de nove meses, sendo a primeira avaliagdo 6 meses apds a aplicacdo e as demais com intervalos de trés meses apds a
primeira avaliagdo. O fungo D. leptospora foi encontrado somente na avaliacdo de 6 meses apds a aplicagdo dos tratamentos,
indicado um tempo de sobrevivéncia curto no solo. Contudo, os isolados A. robusta, A. musiformis e A. oligospora foram
recuperados em todas as avaliacdes e principalmente nas parcelas tratadas com as maiores doses da formulacdo e na
testemunha. Monacrosporium eudermatum foi recuperado em todos os periodos avaliados e inclusive na avaliagdo da parcela
testemunha nove meses apds a aplicacdo. O fato da presenca das espécies de Arthrobotrys e M. eudermatum nas parcelas
testemunhas indica que ja eram espécies nativas desse pomar.

PALAVRAS-CHAVE: Manejo bioldgico. Pratylenchus jaehni. Tylenchulus semipenetrans. Intervalo de

aplicacdo.
INTRODUCAO

Os nematoides causadores de danos a cultura
dos citros no Brasil sdo Pratylenchus jaehni e
Tylenchulus semipenetrans, responsaveis por perdas
médias anuais de 14,2 % da producdo mundial
(SASSER; FRECKMAN, 1987).

Atualmente, entre os métodos mais utilizados
para o manejo desses nematoides, podem ser citados:
o uso de nematicidas, portaenxertos resistentes e
rotacdo de culturas. No caso da aplicacdo de
nematicidas, alguns t€m sido retirados do mercado
devido aos efeitos nocivos ao ecossistema, a
persisténcia no solo e a contaminacdo do lencgol
freatico (RODRIGUES et al.,, 2003). Quanto as
fontes de resisténcia, portaenxertos como Poncirus
trifoliata Raf. e Citrange Troyer (P. trifoliata x
Citrus sinensis (L.) Osbeck) sdo resistentes a ambas
espécies dos nematoides dos citros (CALZAVARA;
SANTOS, 2008).

O controle biolégico surge como uma nova
alternativa para o manejo dos nematoides dos citros,
no entanto, ja foram relatados mais de 200
organismos considerados inimigos naturais dos
fitonematoides, como fungos, bactérias, nematoides

predadores, tardigrados, colémbolas e dcaros
(KERRY, 1990; POINAR JUNIOR; JANSSON,
1988ab), cujo potencial pode ser explorado no
sentido de alcancar resultados mais consistentes e
promissores. No Brasil, a ocorréncia de fungos
predadores de nematoides tem sido constatada por
diversos autores (FERRAZ et al., 1992; MAIA et
al.,1993; RIBEIRO et al., 1999a; SANTOS, 1991;
MARTINELLI et al., 2009). A habilidade dos fungos
nemat6fagos em colonizar a rizosfera tem sido
apontada como uma caracteristica importante no
biocontrole de nematoides (MAIA et al., 2001).
Porem, a eficiéncia de controle depende do hébito de
parasitismo de cada nematoide. Pratylenchus jaehni
tem hdbito de parasitismo endoparasito migrador
(HUSSEY; GRUNDLER, 1998), ou seja, o
nematoide entra nas raizes causando lesdes para se
alimentar, portanto ficam protegidos pelas raizes. Ja
T. semipenetrans possui habito de parasitismo semi-
endoparasito sedentario (SANTOS et al, 2005), parte
do corpo inserido no interior das raizes e a parte
posterior do corpo fora. De acordo com o hébito de
parasitismo tem-se maior ou menor eficiéncia de
controle dos nematoides em funcdo de seu contato
com os agentes de controle bioldgico. Resultados
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encontrados por Dalla-Pria (1996), Dias (1992), Lima
(1996), Ribeiro et al. (1999b), Santos (1991) e
Martinelli (2008) indicam que fungos nematéfagos se
apresentam-se distribuidos em vérios estados do
Brasil, independentemente do clima e do tipo de solo,
constituindo-se numa caracteristica favoravel a sua
utilizacdo no controle de fitonematoides.

Segundo Mankau (1980), os fungos
nematéfagos sdo organismos cosmopolitas e
sobrevivem em todo o tipo de ambiente e solo,
ciclando a matéria orginica presente no solo e
quando hd disponibilidade de nematoides que nao
estejam protegidos no interior das raizes das plantas
ocorre a predacdo. Ainda o autor discute que a
distribuicdo dos fungos nematéfagos no solo vai
depender muito do método de isolamento que ¢
utilizado para identificacdo desses organismos, pois
as metodologias utilizadas ndo sdo capazes de
identificar todas as espécies presentes no solo, devido
a alguns desses agentes serem parasitos obrigatdrios
e ndo esporularem em meio de cultura (MANKAU,
1980; BARRON, 1977).

Contudo, o monitoramento da persisténcia de
fungos nematéfagos se torna necessdria para
estabelecer periodos de reaplicagdo de formulacdes
de fungos nematéfagos para controle dos nematoides.
O objetivo desse trabalho foi monitorar a
estabelecimento de cinco fungos nemat6fagos
aplicados para o controle biolégico de P. jaehni e T.
semipenetrans a campo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Sitio das
Antas, no Municipio de Itapolis-SP, localizado em

Figura 1. Monitoramento de fungos nematéfagos em amostras de solo pelo método do espalhamento de uma
aliquota do solo em dgar-dgua.
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latitude -21,43° S e longitude de -48,73° O em pomar
de laranjeira ‘Péra’ (Citrus sinensis L. Osbeck),
enxertada sobre limoeiro ‘Cravo’ (C. [limonia
Osbeck), com 25 anos de idade, infectada por P.
jaehni e T. semipenetrans, durante setembro de 2008
a setembro de 2009. Foram marcadas parcelas
contendo cinco plantas no espagamento de 7 x 5 m.
Os tratamentos adotados foram os seguintes: 1; 2; 4;
6 L da formulagdo dos fungos/planta ou testemunha
sem aplicacdo. Foram adotadas quatro repeti¢cdes em
delineamento de blocos ao acaso (DBC).

Os fungos Arthrobotrys robusta Dudd, A.
oligospora Fresenius, A. musiformis Drechsler,
Dactylella leptospora Grove e Monacrosporium
eudermatum Dreschsler foram formulados em bagaco
de cana e farelo de arroz, conforme proposto por
Soares et al. (2005) e Martinelli (2008). Os fungos,
individualmente, foram inoculados através de uma
por¢do de meios de cultura colonizados por cada
espécie de fungo no substrato e incubados a
temperatura ambiente, no escuro, por 20 dias. Apds
completa colonizacdo do substrato, partes iguais de
material colonizado pelos diferentes fungos foram
misturadas para posterior aplicacdo. O material
correspondente a cada tratamento foi aplicado sob a
projecdo da copa das drvores e levemente
incorporado ao solo com auxilio de um rastelo.

Amostras de solo foram coletadas nas trés
plantas centrais de cada parcela formando uma
amostra composta por trés subamostras deixando as
duas plantas das extremidades como bordadura. Cada
amostra composta foi plaqueada em meio dgar-dgua a
2% (Figura 1), segundo metodologia de Barron
(1977), modificada por Santos (1991), adicionando-
se Panagrellus sp. L. como isca.
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Foram adotadas 6 repeticdes para cada
amostra composta de cada parcela, ou seja, 6 placas
para cada amostra composta. As placas de Petri
contendo as amostras de solo foram incubadas em
BOD a 25 + 1° C, no escuro e as observacdes foram
realizadas apds 2 dias de incubagdo, diariamente,
durante uma semana. Apds esse periodo, as
observacdes foram semanais, durante 2 meses. As
placas foram divididas em 4 quadrantes para facilitar
as avaliacOes. Para a identificacdo das espécies de
isolados dos fungos foram utilizadas as chaves de
identificacdo propostas por Cooke e Godfrey (1964),
Barron (1972) e Rubner (1996). Apds o plaqueamento
das amostras procedeu-se a extracdo dos nematoides
do solo pelo método da flutuagdo centrifuga
(JENKINS, 1964) e das raizes pelo método de Coolen
e D’herde (1972), contidos nas amostras. Os dados do
experimento foram submetidos a andlise de varidncia,
e quando significativo as médias foram testadas pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, estdo apresentados os dados da
persisténcia dos fungos nematdéfagos (A. musiformis,
A. robusta, A. oligospora, D. leptospora e M.
eudermatum) aplicados para o controle de P. jaehni
em pomar de laranjeira ‘Péra’ enxertada sobre
limoeiro ‘Cravo’, no Municipio de Itdpolis - SP em
2008. As espécies mais frequentes encontradas foram
A. oligospora, A. musiformis e A. robusta o mesmo
fato foi observado por Martinelli et al. (2009), em
estudos de deteccdo de fungos nematéfagos em
pomares de citros do Estado de Sao Paulo. As
espécies predominantes encontradas no presente
estudo, também foram encontradas em pomares da
Catalunha (GENE et al., 2005) e em pomares de citros
na Flérida (WALTER; KAPLAN, 1990).

Na Califérnia, as espécies de Arthrobotrys
também predominaram na rizosfera de pomares de
citros (GASPARD; MANKAU, 1986).

Na Tabela 1 observa-se que A. oligospora nas
avaliacdes de 6 e 9 meses diferiu estatisticamente nas
dreas tratadas com os fungos nematéfagos em relacio
a testemunha (ndo tratada). Principalmente nas
maiores doses onde foi encontrado o maior nimero de
coldnias fungicas em relacdo a testemunha. Observa-
se na Figura 2 onde estdo apresentados os dados dos
fatores climdticos, precipitagcdo, temperatura média e
umidade relativa do ar. As avaliacdes de 6 e 9 meses
coincidiram com os meses de fevereiro e maio de
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2008, respectivamente, com valores de Prec. 139 mm,
TMed 26°C e UR de 75% na avaliagdo de 6 meses
onde foi encontrado o maior nimero de col6nias de
todas as espécies de fungos nemat6fagos avaliados
(Tabela 1).

Segundo Gray (1987), a maioria das espécies
de fungos nemat6fagos é distribuida amplamente,
existindo poucas espécies restritas geograficamente.
Contudo, ndo foi encontrada nenhuma relagdo entre
ocorréncia, origem e distribui¢do das espécies isoladas
A. oligospora variedade oligospora Fresenius, A.
musiformis, A. robusta, A. conoides e A. oviformis
Soprunov, A. superba Corda, A. oligospora variedade
microspora Soprunov, A. brochopaga Drechsler e
Arthrobotrys spp. de diferentes localidades brasileiras
e de diferentes culturas (OLIVEIRA et al., 2002).

Dactylella leptospora foi encontrada somente
na avaliacdo de 6 meses apds a aplicacdo, nas parcelas
tratadas com 2 L da formulacdo dos fungos
nematdfagos, nio tendo sido encontrado em nenhum
dos outros tratamentos e periodos avaliados. Este fato
pode ser explicado por um fendmeno de parasitismo
onde os fungos nematéfagos sdo dependentes da
densidade populacional do nematoide (JAFFEE;
MCcINNES, 1991). De fato, na avalia¢do de 6 meses na
dose de 2 L, a densidade da populacdo do nematoide
era a maior entre as demais avaliagcdes (Tabela 2). Em
um experimento detalhado Jaffee; Mclnnes (1991)
concluiram que a percentagem de nematoides
parasitados por fungos nematéfagos tinha correlacdo
com sua densidade no solo em pomares de péssego.

Em um experimento de laboratério, a
percentagem de parasitismo foi aumentada para quase
100%, quando uma elevada densidade do nematoide
foi mantida no solo, mas diminuiu para quase 0% em
baixas densidades (JAFFEE, 1992). Além desse fato,
pode-se considerar que na avaliacdo de 9 meses foi no
periodo mais seco do ano como estd ilustrado na
Figura 2, ndo sendo uma condicdo favoravel para o
estabelecimento desses micro-organimos
(MARTINELLI, 2011).

Monacrosporium eudermatum foi encontrado
em algumas das parcelas tratadas de todas as
avaliacdes e na testemunha, na avaliacdo de 12 meses
ap6s a aplicacdo. Esse fato sugere que essa espécie de
fungo nemat6fago estava presente naturalmente nessa
drea (Tabela 1), pois em levantamento feito por
Martinelli (2008) o autor encontrou M. eudermatum
em 2,63% dos pomares amostrados no estado de Sdo
Paulo.
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Tabela 1: Nimero médio de coldnias de Arthrobotrys musiformis, A. robusta, A. oligospora, Dactylella leptospora e Monacrosporium eudermatum apds a
aplicac@o para o controle de Pratylenchus jaehni em pomar de laranja ‘Péra’ no Municipio de Itapolis — SP, quantificadas pelo método de
BARRON (1977) modificado por SANTOS (1991), avaliado no periodo de setembro de 2008 a setembro de 2009.

Espécies de Fungos Recuperados 6 Meses Apés a Aplicagio da Formulagio para o Controle de Pratylenchus jachni'

Tratamentos Arthrobotrys musiformis Arthrobotrys robusta Arthrobotrys oligospora Dactylella leptospora Monacrosporium
eudermatum
Testemunha (Dose Zero) 3,83 a 0,00 a 1,16 b 0,00 a 0,00 a
1 Litro da Formulacdo 1,66 a 0,00 a 3,66 a 0,00 a 0,33 a
2 Litros da Formulagdo 3,16 a 0,50 a 2,16 b 0,17 a 0,00 a
4 Litros da Formulacdo 2,33 a 0,00 a 1,13b 0,00 a 0,50 a
6 Litros da Formulagdo 2,50 a 0,16a 3,33 a 0,00 a 0,00 a
Teste F (Tratamentos) 2,72" 1,63™ 7,10%* 1,00™ 1,72™
CV % 9,68 4,10 7,57 1,82 4,32
Espécies de Fungos Recuperados 9 Meses Apds a Aplicagdo da Formulacdo para o Controle de Pratylenchus jaehni
Tratamentos Arthrobotrys musiformis Arthrobotrys robusta Arthrobotrys oligospora Dactylella leptospora Monacrosporium
eudermatum
Testemunha (Dose Zero) 0,00 b 0,00 a 0,00 b - 0,00 a
1 Litro da Formulagdo 0,16 b 0,16 a 0,00 b - 0,00 a
2 Litros da Formulagédo 0,50 b 0,33 a 2,00 a - 0,33 a
4 Litros da Formulagdo 0,33b 0,00 a 0,83 ab - 0,00 a
6 Litros da Formulagdo 2,16 a 0,00 a 1,50 ab - 0,33 a
Teste F (Tratamentos) 5,12%% 0,80™ 3,20% - 1,07™
CV % 8,92 4,04 11,09 - 4,26
Espécies de Fungos Recuperados 12 Meses Apds a Aplicagdo da Formulacdo para o Controle de Pratylenchus jaehni
Tratamentos Arthrobotrys musiformis Arthrobotrys robusta Arthrobotrys oligospora Dactylella leptospora Monacrosporium
eudermatum
Testemunha (Dose Zero) 2,16 a 0,33 b 2,00 a - 0,50 a
1 Litro da Formulacdo 2,00 a 0,00 b 3,16 a - 0,00 a
2 Litros da Formulagdo 0,00 b 0,00b 2,66 a - 0,33 a
4 Litros da Formulacdo 2,00 a 2,66 a 2,66 a - 0,00 a
6 Litros da Formulagdo 0,83 ab 0,33 b 1,16 a - 0,50 a
Teste F (Tratamentos) 2,82% 23,95%* 1,18™ - 1,25™
CV % 12,11 5,30 10,77 - 4,66

Médias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. ' Dados originais transformados em X+10 para andlise de
varidncia. ™ Nao significativo; * Significativo a 5% de probabilidade; ** Significativo a 1% de probabilidade.
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Figura 2: Médias mensais de precipitacdo pluviométrica (mm), umidade relativa (%) e temperatura
(°C), no periodo de setembro de 2008 a setembro de 2009 para o Municipio de Itdpolis-SP,
fornecidos pela estagdo meteoroldgica Coopercitrus de Itapolis-SP.

Observando-se a Tabela 2, € evidente uma

tendéncia de aumento da populacdo de P. jaehni ao
longo das avaliagdes, o que de fato se confirma com
uma menor densidade de fungos nematéfagos
observados na Tabela 1, na dltima avaliacdo.
Contudo, temos uma populacdo menor de P. jaehni
nas parcelas tratadas com a formulacdo de fungos
nemat6fagos diferindo estatisticamente da
testemunha na avaliacdo de 9 meses apds a aplicacao
dos tratamentos, e nao diferindo da testemunha na
avaliac@o de 12 meses ap0s a aplicagao.
Para T. semipenetrans observa-se uma tendéncia de
reducdo da populacdo nas trés avaliagdes realizadas
apds a aplicagdo dos tratamentos e aumento da
populacdo no tratamento testemunha. Todavia, a
andlise de varidncia nd@o evidenciou diferenca
estatistica significativa a 5 % de probabilidade entre
0s tratamentos.

Os fatores do ambiente podem influenciar
fortemente a sobrevivéncia e a atividade dos fungos
nematéfagos no solo. No entanto, pouco se sabe
sobre o ambiente afetando a abundincia e a atividade
desses fungos (DACKMAN et al., 1992). Os fungos
Hirsutella minnesotensis Chen et al. e H.
rhossiliensis Minter & Brady sdo importantes
parasitas de juvenis de segundo estidio (J2) de
Heterodera glycines Ichinohe e t€ém mostrado grande
potencial como agentes de biocontrole deste
nematoide e de outras espécies. O parasitismo de
nematoides por H. rhossiliensis depende de vérios
fatores, tais como densidade de conidios, a distancia
entre o nematoide e o hospedeiro, a umidade do solo
e o tamanho das particulas do solo (JAFFEE et al.,
1990; TIMPER et al., 1991; TEDFORD et al., 1992).

A distancia percorrida pelos nematoides determina
suas chances de encontrar com os inimigos naturais.
Contudo, a circulagdo de &dgua no solo também
dissemina maior quantidade de esporos flingicos
(CHEN; DICKSON, 2004).

Na Tabela 3 estio os dados da andlise
quimica do solo que nos mostra ser um solo
levemente 4acido com pH 5,9 o que favorece o
desenvolvimento de espécies flingicas e a quantidade
de matéria organica de 16 g/dm3 que é considerada
um teor médio favorecendo a sobrevivéncia de
fungos que possuem fases saprofiticas no solo
(CARDOSO, 2007). De acordo com GRAY (1985),
os fatores que influem na distribui¢do dos fungos
nemat6fagos sdo o conteiido de matéria organica e de
umidade, o pH do solo e os fatores edaficos. Espécies
do género Arthrobotrys t€ém sido encontradas em
solos com alto conteido de matéria organica, em
substratos para cultivo de cogumelos e em solos
proximos a excrementos de gado estabulado
(KANITKAR; KANITKAR, 2003). Alguns
experimentos falharam na tentativa de indicar os
requerimentos nutricionais para o desenvolvimento
de culturas de fungos nemat6fagos (COSCARELLI;
PRAMER 1962), porém foi demonstrado que esses
fungos nematé6fagos crescem bem em meio de cultivo
contendo 4cido oléico e o aminodcido D-alanina
como fonte de carbono e energia para o processo de
formacao de armadilhas (ROSENZWEIG;
ACKROYD, 1983; DIJKSTERHUIS et al. 1993).
Segundo MAIA et al. (2001) os fungos nematdéfagos
tem habilidade de colonizar a rizosfera e isso tem
sido apontado como uma caracteristica importante
para um agente de controle bioldgico.
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Tabela 2: Numero médio de Pratylenchus jaehni e Tylenchulus semipenetrans nas parcelas tratadas com a formulacido dos fungos nematéfagos e
testemunha (sem tratamento), em pomar de laranja ‘Péra’, no Municipio de Itapolis - SP.

Avaliacdo de 6 meses ap6s a aplicagdo da Avaliacdo de 9 meses ap0s a aplicagdo  Avaliagdo de 12 meses ap6s a aplicagio

Tratamentos formulacao dos fungos nemat6fagos da formulacio dos fungos nematéfagos  da formulacio dos fungos nematéfagos
Pratylenchus Tylenchulus Pratylenchus Tylenchulus Pratylenchus Tylenchulus
jaehni ! semipenetmns1 Jjaehni semipenetrans jaehni semipenetrans

1 Litro da Formulagao 50,00 b 790,00 a 430,00 b 570,00 a 6063,50 a 1552,00 a

2 Litros da Formulagao 5215,00 a 1090,00 a 1150,00 b 250,00 a 5233,50 a 960,00 a

4 Litros da Formulagdo 1180,00 b 940,00 a 470,00 b 400,00 a 6957,50 a 1410,00 a

6 Litros da Formulagao 1645,00 b 990,00 a 220,00 b 500,00 a 2914,00 a 2527,00 a

Testemunha (Dose Zero) 1945,00 b 1480,00 a 2520,00 a 1890,00 a 6908,00 a 3127,50 a
Teste F (Tratamentos) 9,47% 0,14™ 9,52% 0,92™ 0,37 1,30™
CV % 44,24 90,89 44,98 135,00 68,87 57,29

Médias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. ™ Nao significativo; * Significativo a 5% de
probabilidade; ** Significativo a 1% de probabilidade. ' Nimero total de nematoides extraidos em 100 cm® de solo somado aos extraidos de 10 g de raizes de cada amostra.
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Tabela 3: Resultado da anélise quimica do solo do pomar de laranja ‘Péra’ da Fazenda das Antas, Itdpolis-SP, drea

experimental.
H+Al
pHem  M.O. P K Ca Mg SB T \Y%
resina

CaCl, g/dm’  mg/dm’ mmol/dm’ %

5,9 16 65 1,6 30 12 12 43,6 54,6 80
CONCLUSOES Os isolados A. robusta, A. musiformis, A.
oligospora e Monacrosporium eudermatum foram
O fungo D. leptospora apresentou baixa recuperados em todos os periodos avaliados e
persisténcia no solo, pois foi encontrado somente na inclusive na avaliacdio da parcela testemunha
avaliacio de 6 meses apds a aplicacdio dos indicando que essas espécies ja estavam presentes no
tratamentos. solo e sobreviveram por um periodo mais longo em

relacdo as demais espécies.

ABSTRACT: Monitoring the survival of nematophagous fungi is needed to establish periods of reapplication of
formulations of nematophagous fungi to control the citrus nematode in the field. We monitored the survival of fungi:
Arthrobotrys robusta, A. oligospora, A. musiformis Dactylella leptospora and Monacrosporium eudermatum in plots treated
with 1, 2, 4, 6 liters of the formulation of fungi/plant or witness without the application, during the period of nine months with
the first assessment six months after application and the other with intervals of three months after the first evaluation. The
fungus D. leptospora was found only in the evaluation of 6 months after treatment application, indicated a short survival time
in the soil. However, the isolated A. robusta, A. musiformis and A. oligospora were recovered in all evaluations and especially
in plots treated with higher doses of the formulation and witness. Monacrosporium eudermatum was recovered in all
experimental periods and even in assessing the witness portion of nine months after application. The fact of the presence of
species of Arthrobotrys and M. eudermatum in control plots indicates that native species that were already orchard.
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