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CADIOLI, Marina CapparelliAplicacdo dePaecilomyces lilacinus sobreFolsomia candida

e Enchytraeus crypticus e a interacdo no desenvolvimento dileloidogyne paranaensis.
2010. 112 p. Tese de Doutorado em Agronomia — Usidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2010.

RESUMO

Os nematodides do génendeloidogyne (Goeldi, 1887) causam grandes prejuizos nas
principais culturas no mundo. Com a sensibilizagi@ populagcdo sobre os problemas
causados pelos nematicidas quimicos, uma novanditea de controle para o0s
fitonematdides precisa ser encontrada para quessatimizar 0 manejo sustentavel das
lavouras. O controle biologico surgiu como umarakéva potencial de controle e muitos
estudos estdo sendo desenvolvidos visando avaliaplieacdo do fungd?aecilomyces
lilacinus (Thom., 1910) Samson, 1974, em campo para obtea forma de controle
ecologicamente correta. Porém, faltam trabalhoas @atender como esta aplicagcdo massal de
conidios do fungd®. lilacinus afeta os organismos bioindicadores de qualidadeoltny que
sao organismos padronizados pelos testes do 1S@ eegqpondem rapidamente aos estresses
causados ao ambiente. Este trabalho objetivouaamval isolados do fungPB. lilacinus
UELpae 18, UELpae 22 e UELpae Mix na formulacdo pén molhavel e suspenséo
concentrada em plantas de cafeefof{ea arabica.. cv lapar 59) em casa de vegetacao no
Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Estaded.ondrina, Londrina- Brasil. Foi
avaliada a aplicacdo de diferentes concentracdesodi&lios do isolado UELpae 18 na
formulacdo p6 molhavel em testes de reproducdo esnorganismos bioindicadores de
qualidade de solo, um teste utilizanBolsomia candidgWillem, 1902)e outro utilizando
Enchytraeus crypticu§Westheide & Graefe, 1992) em laboratorio. Avalggutambém o
efeito desta aplicagcdo deste fungo em microcosmas eteracdes entre 0S organismos
Meloidogyne paranaensi®. lilacinus F. candidae E. crypticusem plantas de tomateiro
(Lycopersicon esculenturiill. cv. Easypeel nas dependéncias do Instituto do Mar
(IMAR), Universidade de Coimbra, Coimbra-Portug@ls resultados indicaram que 0s
isolados UELpae 18, UELpae 22 e UELpae Mix nas daasulacdes foram eficazes na
reducdo da populacdo de nematdie paranaensisem plantas de cafeeiro. No efeito da
aplicacdo de diferentes concentracées do fuRgolilacinus na reprodugédo dos dois
organismos bioindicadoreB. candida e E. crypticus verificou-se que o aumento da
concentracdo dos conidios do fungolilacinus diminuiu a reproducdo dos colémbolos, o
fungo néo influenciou na reproducdo de enquitreideohouve indicios de que os dois
organismos bioindicadores se alimentaram do fuRgdilacinus Em microcosmos foi
verificado que o tratamento que continha apenasngdf nematéfago e os tratamentos que
continham o fungo em conjunto com os dois bioindiicas juntos ou sozinhos, reduziram a
populacdo dé/l. paranaensi®m raizes de tomateiro, inclusive na presenda. aeypticuse

F. candida ambos na auséncia do fungo indicando que sédmismgas com potencial
biocontrole de nematoides. Mais estudos devenegesfsobre medidas conjuntas de manejo
sustentavel permitindo um manejo associado ecaowate correto e eficaz.

Termos para indexacdoNematoides formadores de galhas. Fungo nematdBagoontrole.
Bioindicadores de qualidade do solo. Manejo su&teht
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ABSTRACT

Nematodes of the genudeloidogyne(Goeldi, 1887) cause losses in major crops grown
worldwide. With the population's awareness abow firoblems caused by chemical
nematicides, a new alternative for nematode comider one can optimize the sustainable
management of plantations. Biological control hasered as a potential alternative control
and many studies are being developed to evaluataghlication of the funguaecilomyces
lilacinus (Thom., 1910) Samson, 1974, in field and thusiobtg a form of environmentally
friendly control. However, there are not enoughdms to understand how this mass
application of the funguB. lilacinusaffects bioindicators organisms of soil qualityhigh are
standardized by ISO testing methodologies andnitigteespond to the aggressions caused to
the environment. This study aimed the evaluationtioé isolates of the fungu®. lilacinus
UELpae 18, UELpae 22 and UELpae Mix wettable powder andconcentrated suspension
formulation in coffee plantsQoffea arabical. cv lapar 59) in greenhouse in the Center for
Agricultural Sciences, State University of Londrihandrina-PR, Brazil. It was evaluated the
application of different concentrations of conidifiisolate UELpae 18 wettable powder
formulation in reproduction tests of bioindicatassganisms of soil quality, a test using
Folsomia candidgWillem, 1902)and Enchytraeus crypticufNestheide & Graefe, 1992) in
laboratory. It was also evaluated the effect of #pplication of the fungus in microcosms
with all the interactions of organisnheloidogyne paranaensi®. lilacinus F. candidaand

E. crypticuson tomato plantéLycopersicon esculentuMill. cv. Easypeél on the premises
of the Institute of Marine Research (IMAR), Univitgyf Coimbra, Coimbra, PT. The results
indicated that the isolates UELpae 18, UELpae 22 d&Lpae Mix the two formulations
were effective in reducing the population of nerdatil. paranaensisn coffee plants. When

it was evaluated the effect of different concemrag of the fungusP. lilacinus on the
reproduction of the two bioindicators organismscandidaandE. crypticusit was observed
that the concentration of conidia of the fundrslilacinus influences the reproduction of
Collembola andthere was evidencéhe two bioindicators organisms fed on the fungus
lilacinus. And when the work was assessed in microcosmsa# found that the treatment
with only the nematophagous fungus and the treasmamtaining the fungus together with
the two bioindicators alone or together reducedpibjgulation ofM. paranaensisn tomato
roots, even when containiri§ crypticusandF. candidawithout the presence of the fungus,
indicating that they are organisms for potencialcbntrol of nematodesiore studies to be
made on joint measures for sustainable managemeorider to get a friendly and efficient
associated management.

Index terms: Root-knot nematodes. Nematophagous fungus. Biomlorioindicators of
Soil Quality. Sustainable management.
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1. INTRODUCAO

Os nematdides constituem o grupo mais abundante adienais
multicelulares, estimado em um milhdo de espéME&SLIERCHIO, 1991; BAXTER, 2003).
Nematdides formadores de galhd&eloidogynespp.) estdo entre 0os grupos de nematoides
parasitas de plantas mais destrutivos economicantanisando danos e perdas nos campos
na maioria das plantas cultivadas em todo mund&&EZR; FRECKMAN, 1987; SIKORA;
FERNANDEZ, 2005) e, segundo Topp et al (1998) etévbad (1998) causam mais de 10%
de perda na colheita total da produ¢cdo mundial.

Com o crescimento da sensibilizacdo das limitagiteaso de nematicidas
no manejo de nematdides, cujo controle quimico #,cado sustentavel e afeta o
agroecossistema negativamente, 0os pesquisadorasrtio inteiro tém buscado por métodos
de biomanejo dos nematoides formadores de galtdaslfD; KHAN, 2004), em que varios
agentes de biocontrole tém sido avaliados.

Dentre as medidas de controle, os fungos tém ndustr@sultados
encorajadores no controle de nematoides formadigegalhas (LEIJ et al., 1993; KHAN;
SAXENA, 1996, 1997; NAKAT et al., 1998; JONATHAN;AREDRAN, 2000; AHMAD;
KHAN, 2004); além disso, o efeito do fungo oporsiaina penetracdo, desenvolvimento e
ciclo de vida dos nematdides tem grande importamiestratégia de manejo.

Paecilomyces lilacinugThom) Samson é um fungo de solo que tem
mostrado resultados promissores como eficaz agent@ocontrole (MORGAN-JONES et
al., 1984; JATALA, 1986; DUBE; SMART, 1987; KHAN edl., 2006). E um fungo
nematéfago oportunista que infecta, coloniza e wmes estruturas reprodutivas de
nematoides formadores de galhas e cistos nasmlifsréases de seu ciclo de vida sedentario
(CANNAYANE; SIVAKUMAR, 2001). Embora diversos trals relatem a eficacia do
controle biologico déP. lilacinus contra os nematoides formadores de galhas, Camaaya
Sivalkumar (2001) citaram alguns resultados irraged quando este fungo foi usado em
condicOes de estufa e em campo (KERRY; EVANS, 1996)

Ha alguns produtos formulados a base do fuRgdlacinus presentes no
mercado, como é o caso do BiGAG que é composto de seus conidios; foi inicialment
comercializado como “Biocon” nas Filipinas, maisleéafoi fabricado pela Profyta Ltda. na
Alemanha e é atualmente registrado como MeloCanEIdA (EPA, 2005) e em varios
paises (ATKINS et al., 2005; KIEWNICK, 2004). O fiaulado a base de glicose é formado
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por granulos dispersiveis em &gua, contendtd dénidios x @ e apresenta resultados
promissores para o controle de nematodides formaddee galhas em laboratério e em
experimentos em casa de vegetacao (GIANNAKOU gp@04, 2007).

Portanto, além do biocontrole de nematodides, estudais aprofundados
sobre a microbiota do solo precisam ser feitos paaiar o impacto da aplicacdo dos
conidios do fung®. lilacinusem outros organismos que vivem no solo em eqialimm os
nematoides, sobretudo os conhecidos bioindicadieegualidade do solo por responderem
rapidamente as acdes antropogénicas e aos fatrestr@sse que ocorrem no solo. Testes
ecotoxicolégicos padronizados tém sido realizados dnvertebrados em solo padréo
artificial (OECD, 1984), onde os produtos quimicd@® adicionados a estes substratos em
varias concentracdes e seus efeitos aos organigmoBocas, enquitreideos, colémbolos e
acaros predadores) sao avaliados. Neste trabaltm fatilizados os organismos padrdes dos
testes ISO com enquitreideos e colémbolos, cieatifente nomeados denchytraeus
crypticuse Folsomia candidarespectivamente.

Os enquitreideos pertencem a ordem dos Oligoche®fdp dos Annelida e
S&0 os parentes mais proximos das minhocas (ERSEAIS;ERSJIO, 2004). Fazem parte da
mesofauna saprofitica na camada decompositora o som habilidade de escavacao
limitada comparada a maioria das minhocas. Podelinonae¢, em pequena escala, 0 manejo
da agua e do ar do solo, especialmente quandowagép € alta, onde sao fundamentais em
processos como a decomposicdo da matéria orgaraaalagem de nutrientes (LAAKSO;
SETALA, 1999), sendo considerados os engenheiroeassistema (LAVELLE et al.,
1997). E os colémbolos pertencem a ordem dos Cbtiamao filo dos Arthropoda, e sao os
insetos terrestres mais numerosos, extensamentebwidos em todo mundo. Sé&o
microartrépodes bastante estudados do solo (CROMMEMN, 1994; SMITH,1997). Tém
papel muito importante como reguladores da decoitfmPpela da predacdo da microfauna.
Podem também contribuir com a decomposi¢édo da rmatdganica nos solos acidos, onde as
minhocas e os diplopodes estédo ausentes (WILES;&RQ998).

Porém, além dos estudos sobre a patogenicidaderdm Paecilomyces
lilacinus sobre a populacdo de nematoides e sua diversitladegém € necessario saber o
efeito da aplicagdo massal deste fungo que selidadt no controle biolégico em areas
infestadas por nematdides formadores de galhas smbrorganismos bioindicadores da

qualidade do solo como colémboloBolsomia candidp e enquitreideos Efichytraeus

crypticus.



Os objetivos deste trabalho foram: 1) estudar acefde duas formulacdes
do fungo Paecilomyces lilacinusno controle deMeloidogyne paranaensiem casa de
vegetacdo em plantas de cafeeiro. 1) Avaliar atefda aplicacdo no solo de diferentes
concentracdes de conidios do isolado Rle lilacinus na reproducdo dos organismos
bioindicadores de qualidade do sélolsomia candidee Enchytraeus crypticudll) Avaliar
em microcosmos com plantas de tomateiro o efeiteatedios dePaecilomyces lilacinus
sobre a reproducéo déeloidogyne paranaensiBolsomia candida Enchytraeus crypticus

na sobrevivéncia do fungo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nematoides Fitoparasitas

Os nematéides sdo organismos microscopicos e lss que constituem
0 grupo mais abundante de animais multicelulareBmado em um milhdo de espécies
(VIGLIERCHIO, 1991; BAXTER, 2003).

Aproximadamente 10% dos nematoides sao considerpdtigyenos de
plantas e apresentam diversas maneiras de obtertrisntes necessarios para se desenvolver
e reproduzir. Estes parasitas biotréficos, depedmleia espécie, se alimentam do citoplasma
sem modificar as células vegetais, ou sao capazeawdtlificar as células das raizes das
plantas para se alimentar (HUSSEY; GRUNDLER, 1998).

Os nematoides fitoparasitas usam o estilete pareti@e a parede da célula
vegetal, injetam secrec¢des glandulares dentro Id&cgretiram os nutrientes do citoplasma.
Os nematodides removem o citoplasma da célula hespefrequentemente causando a morte
celular e depois movem-se para outra célula pagetireo processo. Porém, evolutivamente,
algumas espécies de nematoéides tornaram-se sedemalimentam-se de uma unica célula
ou um grupo de células por um prolongado periodwa Rsta alimentacdo, os parasitas
sedentarios modificam as células das raizes dopetiesos suscetiveis em células de
alimentacédo elaborada, incluindo uma modificacampiexa com mudancas na expressao
génica, fisiologia, morfologia e funcdo das célutas plantas (BIRD, 1996; GHEYSEN;
FENOLL, 2002).

2.1.1 GéneraVieloidogyne Goeldi, 1892
O primeiro registro da existéncia de nematdidemé&miores de galhas no

Brasil foi descrito por Jobert em 1878 em visitgpads, com o objetivo de identificar a causa



do declinio dos cafezais da entdo chamada Proviwi®io de Janeiro. Na ocasido ele
associou o problema dos cafezais com a presengarderosos engrossamentos nas raizes
das plantas examinadas, alguns com tamanho de equema ervilha. Também observou a
presenca de ovos e minusculos vermes associadssaa malformacdes. Este registro foi
concluido por Goéeldi, um naturalista suico, quéaiaava no Museu Nacional do Rio de
Janeiro, nos “primeiros dias de novembro de 188iibora os resultados s6 tenham sido
publicados em novembro de 1892. Goéeldi descreveauaa da moléstia que devastou a
cafeicultura do Brasil como sendo um nematdide osmbpico e parasito de raizes, e o
denominou deéMeloidogyne exiguaAssim, estava criado o “género” o qual ainda hepa
todo o mundo, é tido como o mais prejudicial e ingte para as plantas cultivadas
(KRZYZANOWSKI, 2006).

Pertencente a familia Heteroderidae, o géMetidogyneGoeldi, 1892 é
compreendido pelas espécies designadas como “foramadde galhas” ou “root-knot
nematodes”. Até 1988, o género incluia mais de &péaes (EISENBACK;
TRIANTAPHYLLOU, 1991).

No Brasil, varias espécies tém sido constatadagredelasM. incognita
(KOFOID & WHITE) Chitwood, M. javanica(TREUB) Chitwood,M. exiguaGdeldi, M.
arenaria (NEAL) Chitwood, M. hapla Chitwood, M. coffeicola Lordello & Zamith, M.
thamesiChitwood, M. lordelloi da PonteM. bauruensid.ordello, M. elegansda Ponte, &.
inomataLordello, sendo as trés primeiras, até entdo,as disseminadas (FERRAZ, 1985).

M. incognitg M. exiguae M. coffeicolatém sido relatadas ja ha varios anos
em plantacdes de café nos Estados do Parana, 8léocRdinas Gerais, em populac¢des puras
ou misturadas, com variagfes da espécie domin@ABIPOS et al., 1990; LORDELLO et
al., 1974). Um levantamento realizado no estadoPdoand mostra um aumento na
distribuicdo da populacédo dé. incognitae uma diminuicdo da populacao Me coffeicola
(CARNEIRO; CARNEIRO, 1982), e com este fato aciedié queM. coffeicolatenha sido
erradicado pelas muitas substituicbes das plargagfés terem estas sido dizimadas no
inverno rigoroso de 1975 (CAMPOS et al., 1990).

Em areas infestadas com as espécies do géfetaadogyne o crescimento,
translocacdo de &gua e nutrientes e a producdoafdeiro é seriamente comprometida
(ARRUDA, 1960). Uma resposta do cafeeiro a presaledleloidogynesp. na raiz € a
formacao de galhas no sistema radicular, resutfadupertrofia de células do cilindro central
ao redor do corpo do nematodide que ali se desesmyvobmprimindo os vasos do xilema e

reduzindo a absorgdo e transporte de agua e rtagidem consequéncia deste parasitismo, a



parte aérea de cafeeiro exibe sintomas de defia®ngutricionais, queda de folhas,
ocorréncia do bicho mineiro e cercosporiose corasaihfestacdes. O sistema radicular é
reduzido e observa-se uma queda na producéo, equ@rgemente, quanto maior o estresse
que a planta estiver sofrendo, menor a populacaiitarematodides necessaria para causar
mais danos.

Carneiro (1993) relatou uma variacdo dvh incognita em cafeeiro
denominando-o “bidtipo IAPAR” e relatou também quapulacdes deste nematdide foram
encontradas associadas ao cafeeiro no Estado doedRaym ocorréncia em aproximadamente
52% das areas infestadas pelos nematéides de galtasmematdide pode ter estado presente
nas plantacdes de café brasileiras por muitos ates sido relatado como “populacdes nédo
identificadas deMeloidogynespp. no café” (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985).
Tendo como base diferencas morfolégicas e bioldgeaomparado a outras espécies de
Meloidogynespp., anteriormente descrito como uma nova raciMdencognitg ele foi
descrito, ilustrado e designado coMoparanaensis. sp. por Carneiro et al. (1996).

2.1.2 Perdas Causadas padvieloidogyne spp.

Em culturas de importancia econdmica como algofiéog, batata, tomate,
cenoura, soja, cana-de-acglcar, café, frutiferasiasoutras os nematdéides de galhas chegam
a ser fator limitante (LORDELLO, 1984; FERRAZ, 198be acordo com Sasser (1979),
cerca de 12,3% da producédo agricola mundial sadidasr anualmente em decorréncia do
atague dos nematoides, equivalendo a prejuizosageda 100 bilhdes de dolares e segundo
Agrios (1997) sdo estimadas em aproximadamenteilB6es de ddélares por ano. Dados
mostram que os nematdides fitoparasitas causansd&na 20%) e perdas (87 bilhdes de
dolares) por ano nos campos das principais plantisadas em todo o mundo (SASSER;
FRECKMAN,1987).

Na agricultura americana, essas perdas sédo essn&da8 bilhdes de
dolares por ano, o que corresponde a 10% em redag8dcultura mundial (BARKER et al.,
1994). No Brasil, a quantificacéo de perdas naeéisa, devido principalmente as interacoes
com danos provocados por pragas e outras doermgalic@es climaticas, presenca de plantas
invasoras e inadequacgao de tratos culturais. Ema ds desconhecimento da importancia
econdmica dos nematodides, esses organismos ténfregientemente negligenciados nos
agroecossistemas, somente assumindo “status” dgqrett quando sua populacdo se encontra
muito elevada, com prejuizos acentuados (RITZINGERCELLI, 2006).



2.1.3 Controle de Fitonematodides

Com o aumento da conscientizagdo dos efeitos m®oies pesticidas
quimicos e a mudanca da atitude do publico em&elagpoluicdo ambiental, os nematicidas
quimicos perderam sua popularidade entre os dignes para proteger as suas plantacdes de
infestagcbes de nematodides (PANDEY et al.,, 2000. pkeocupacBes ambientais e a
seguranca alimentar tém criado pressoes sociaggdtivas para eliminar muitos defensivos
agricolas do mercado (NOLING; DICKSON, 1992; MCKEXIRt al., 1994, CALVERT et
al., 1998) e com a retirada destes produtos, pemplo, do brometo de metila, uma nova
estratégia ambiental compativel com o controle rdggs terd que ser desenvolvida em um
espaco de tempo relativamente curto, para evitalapesignificativas de produtividade nas
culturas (NOLLING; BECKER, 1994).

As principais medidas de controle dos fitonema®id®is recomendadas
sdo o uso do controle quimico, rotacdo de cult{8ASSER; JR. UZZELL, 1991; JOHNSON
et al.,, 1997; REYNOLDS et al., 2000; PLOEG, 200RATOCHVIL et al., 2004), cultivares
resistentes quando disponiveis (WIDMER; ABAWI, 2))0€ultura de cobertura, adubacéo
verde, solarizacdo, pousio e controle biologico RBER; KOENNING, 1998). No entanto,
todo método de controle tem sucesso limitado, ea@na que se aproxima de um método
sustentavel de controle de nematoide integra digegstratégias para o0 manejo das pragas em
um sistema agricola sustentavel (AKHTAR, 1997).

O desenvolvimento viavel de estratégias de man@jmta cada vez mais
para uma abordagem integrada do uso de agentemulele bioldgico com praticas culturais
adequadas, como a resisténcia da planta hospepkirdas nematicidas ou antagdnicas e
quando necessario o uso criterioso de nematicidémicps para reduzir populacdes de
nematoides para que figuem abaixo do limiar de daswnémico (GOWEN et al., 1998;
BOURNE; KERRY, 1999; DESAEGER; RAO, 2000).

O controle quimico através de nematicidas utilizadmmo medida
preventiva ou para evitar perdas, além de ser meo#am, ndo sustentavel e afetar
negativamente o agroecossistema (AHMAD; KHAN, 20Gén sua utilizacdo por vezes
comprometida devido aos efeitos adversos que caasameio ambiente (THOMASON,
1987; NOLING; BECKER, 1994) e a comunidade micrabigSTIRLING et al., 1992).
Outro fator negativo da sua utilizacdo € a ocoieérie reinfestacbes periddicas pelo
nematoide, situacdo normalmente observada apésiadpeesidual do produto (JATALA,
1986).



Entretanto, atualmente o controle biol6gico vemdseoonsiderado como
uma das alternativas dentro de uma abordagem aue®gronde se busca assegurar o
desenvolvimento sustentavel da agricultura. O @smidhigos naturais € promissor e torna-se
um fascinante campo de investigacdo, potencialmétitedentro das medidas duraveis
(STIRLING; WEST, 1991), pode atuar no sentido diupér as populagbes de fitonematoides
para limiares abaixo do nivel de dano econdmicoNBKBN, 1991). Desta forma, os fungos
oportunistas tém mostrado resultados encorajacaresntrole de nematoides formadores de
galhas (LEIJ et al., 1993; KHAN; SAXENA, 1996, 199VAKAT et al., 1998; JONATHAN;
RAJEDRAN, 2000; AHMAD; KHAN, 2004).

Pela eficiéncia em relacéo ao controle dos nemeddil@ galhas, os fungos
tém se destacado como os agentes de controle iomlotpis estudados, especialmente os
fungos parasitas de ovos. A habilidade dos fungosatbfagos em colonizar a rizosfera tem
sido apontada como uma caracteristica importantemdagente de biocontrole (MAIA et al.,
2001) pois, para os fungos que parasitam os ovesngmnatdides no solo através do
crescimento das hifas, quanto maior o seu desenwaio, maior o parasitismo. Sharon et al.
(2001) relataram que tratamentos de solo doichoderma harzianumeduziram galhas nas
raizes de tomate causadas pPdr javanica Meyer (1999) demonstrou o potencial de
biocontrole de dois formulados comerciais de ismda¥erticillium lecanii contra M.
incognita Kerry e Hidalgo-Diaz (2004) desenvolveram umesisd de manejo para controle
de nematdides formadores de galhas baseado no mengatdfagd®ochonia chlamydosporia
var. catenulata (sindbnimo: Verticillium chlamydosporiujn Além disso, Jaffee (2000)
demonstrou que fungos nematofagos cdtimsutella rhossiliensise Artrobotrys haptotyla
parasitaram efetivamentéeterodera schachtie juvenis deM. javanicag respectivamente. O
fungo endoparasita de ovos de nematoidascilomyces lilacinu® o agente de controle

bioldgico mais testado para o0 manejo de nematdimgmrasitas (ATKINS et al., 2005).

2.2 Paecilomyceslilacinus (Thom.) Samson

2.2.1 Classificacédo e morfologia de. lilacinus

Paecilomyces lilacinu® um fungo filamentoso, pertencente a classe dos
Deuteromicetos, ordem Moniliales (Hyphomycetes)gi@almente foi classificado no género
Penicillium como P. lilacinus Thom. (1910), porém Sansom (1974) o reclassificomo

PaecilomycesBain, em razdo dos conidios originarem em fidlidegja semelhanca que



apresentam corRaecilomyces marquandiMassee) S. Hughes. Estas caracteristicas fizeram
com que as duas espécies fossem consideradaseadtérias entre os dois géneros.

Este fungo obteve diferentes denominac¢des devadmampla distribuicao e
a pequenas variacbes micologicas, citan@oaphium cicadicolaSpeg (1911);Spicaria
violaceaPetch (1932)S. rubidopurpureaoki (1941), que Samson (1974) considerou como
sendo sindnimos e o descreveu considerando suas Wgetativas como hialinas com
diametro variavel entre 2,5 a 4,0 um. Também olbseque as colbnias crescidas em meio
agar-malte atingiam diametro entre 5 a 7 cm emogeaitdias na temperatura de 25 °C, as
quais consistiam de um feltro basal de micéliodtaxso, inicialmente branco, e que durante a

esporulacéo apresentava coloragao violacea (Guad€adioli, 2007).

2.2.2 Modo de infeccéo dP. lilacinus

As interacOes entre fungos patogénicos e seus dwispe tém sido
estudadas e a maioria dos patogenos infectam umerodlimitado de hospedeiros, onde o
evento de reconhecimento precisa acontecer primdésto envolve a combinacdo de
mediadores quimicos e caracteristicas fisicas pericie a ser infectada (SPIEGEL; COHN,
1982; ALLEN et al., 1991). Seguindo o reconhecirngrt adesdo é considerada um pré-
requisito necessario para a infeccdo do fungo. Beda adesédo, os fungos formam o
apressorio, que € a estrutura especializada enr adesuperficie do hospedeiro e alcancar a
penetracdo (EMMETT; PARBERY, 1975). Enzimas pode&n secretadas para degradar a
linha abaixo do substrato, e a pressdo exercidmifgera penetracdo na superficie do
hospedeiro. Alguns fungos podem exercer uma pressasideravel durante a penetracao,
como demonstrado por Howard et al. (1991). Depeidell acesso ao hospedeiro, a hifa
cresce e produz conidios dentro e fora do tecidoodpedeiro.

O fungoP. lilacinusse caracteriza por atacar massas de ovos de néesato
exercendo uma forte pressdo na capacidade repragdatites do inicio do ciclo reprodutivo
de nematoide (DUNN et al., 1982). Fémeas do géMeloidogyneproduzem em meédia 400
a 500 ovos sob condi¢des favoraveis, ao longo deperiodo varidvel de quatro a seis
semanas. Os ovos ficam aglomerados em massas gantmrpo das fémeas, interna ou
externamente as raizes, protegidos em meio a sglzs@elatinosa produzida pelas fémeas e
secretada por células glandulares retais. Aléemrdtegho relativa que oferece frente aos
inimigos naturais, tal material atua como “sinad@d de eventuais condi¢cdes externas

desfavoraveis. Assim, quando ocorre condicdo da s®is prolongada e déficit hidrico no



solo, a “geléia” fica fortemente desidratada, obmedo-se interrup¢cdo ou suspensao
temporéria ao desenvolvimento embrionario no iatedios ovos (FERRAZ, 2001). Porém,
segundo Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana (1985)rslalidade o torna mais vulneravel
ao ataque pelo micélio dos fungos do solo que taslies moveis.

No entanto, muitos isolados diferentesRidilacinustém sido isolados nos
solos, em esclerddios fungicos, em nematoides mssos de todo o mundo. Desde que 0s
isolados deP. lilacinus sdo tdo numerosos e podem ser encontrados emnenddsr
hospedeiros, € improvavel que todos infectem haspesicom a mesma taxa ou com as
mesmas enzimas especificas, embora o processdfetgdio permaneca essencialmente o
mesmo.

Dunn et al. (1982) examinaram a colonizacdo de ae$leloidogyne
arenaria por quatro isolados de. lilacinus sob microscopia eletronica e relataram que trés
dos isolados colonizaram o0s ovos e infectaram penefacdo simples, embora
ocasionalmente, a infeccdo foi associada a umatestrespecializada, possivelmente um
apressoério. A hifa emergente deu forma a um cofodho ou continuou a crescer
vegetativamente. Holland et al. (1999) relataram aptes de infectar um ovo de nematoide, 0
isolado 251 déP. lilacinusachatou a superficie e pressionou 0 ovo. Produmniwapressoério
simples no contato com a parede do ovo do nemagbiEpois umas poucas hifas cresceram
sobre a superficie, ou formaram uma rede de hdbseso ovo. A presenca do apressorio
indicou que 0s ovos estavam para serem ou ja haidoninfectados.

Segundo Holland et al. (1999), o isolado 251Pddilacinusinfectou ovos
gue continham juvenis bem formados, bem como oww@duros, e foi comparado com 0s
resultados de Morgan-Jones et al. (1984) que n&on&aram diferencas no nivel de
parasitismo em ovos dé. arenariaseparados em 3 estagios de desenvolvimento eadec
com um isolado do Alabama dre lilacinus O isolado 251 d®. lilacinusinfectou outros
estagios sedentarios de vidaMe javanica Em contraste, Jatala (1986) descobriu que um
isolado do Peru podia infectar somente ovos imaturo

E vantagem para um agente microbiano de controlédico infectar ovos
de qualquer idade, pois sédo alvos potenciais porlamgo periodo. Os ovos podem
permanecer no solo por muito tempo e geralmentedeni sob condigbes o6timas de
temperatura e umidade do solo (DE GUIRAN; RITTER79). E provavel que haja um
periodo em que o0s juvenis nao eclodidos ndo samwatos eclodir, mas o fungo pode
continuar crescendo, aumentando as chances deéainfeais ovos. Em juvenis infectados, as

hifas permanecem dentro da cuticula da larva e ra@amente distinguidas pela luz
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microscoOpica, assim é provavel que o fungo posgeridie utilizar a parede do corpo do
juvenil de modo que néo seja discernido (HOLLANRlet1999).

P. lilacinus foi capaz de infectar outras fases da vida sedantie M.
javanica mas isto pode nao ser significante no campogestiyios de vida dentro do tecido
da planta, onde estao protegidos do fungo. Apriessdéo foram vistos em fémeas, mas isto
pode ser devido ao fato de que o apressério aidddimha forma ou por causa de diferencas
no substrato. A parede do corpo da fémea, embais @spessa que a parede do ovo (cerca
de 2,0 um comparados com cerca de 0,6 um, respaetite) ndo tem a dura camada de
quitina encontrada na parede do ovo e pode ser faeilsde penetrar, exigindo assim
apressorios menos proeminentes. A infeccdo ocoasteavés da parede do corpo sem
nenhuma indicacdo de que as hifas cresceram potuad®e naturais e os conidioforos
cresceram atraves da parede do corpo antes dezprodiconidios (HOLLAND et al., 1999).
Segundo este mesmo autor, o fungo em questdo & dagaescer e produzir alguns conidios
guando apenas alguns poucos nutrientes estdo disgorPodem crescer e esporular nos
ovos sem imediatamente infecta-los, e isto aumangassibilidade de produzir conidios na
rizosfera onde os nematoides alvo ocorrem. Umajuezaum ovo esta infectado, os nutrientes
disponiveis para o fungo podem estimular a prelf@o das hifas nos ovos, permitindo o
crescimento em ovos adjacentes.

Os filtrados deste fungo possuem efeito toxico otedpico sobre adultos
de Meloidogynespp. (DEVRAJAN; SEENIVASAN, 2002). O rompimento é@natico de
elementos estruturais e fisioldgicos, disturbiosatmélicos conduzidos a partir da biossintese
e transferéncia de substancias téxicas difusivais fongo sdo as atividades principais que
afetam deleteriamente a fase reprodutiva do ciado ngématéide (MORGAN-JONES;
RODRIGUEZ-KABANA, 1985). A parede dos ovos dos néjides é constituida de trés
camadas, a primeira mais interna chamada de meabitatinica, uma membrana quitinosa
e uma membrana protéica terciaria, devido provamelena um enfraguecimento enzimatico
da camada delgada de natureza protéica e da camewaaediaria, o0 que expde a camada de
quitina que é degradada pelo fungo. Devido aogalas formados entre a camada quitinosa
e a lipidica, ocorre entumescimento do ovo e a dantigidica, que seria a mais interna,
guase que desaparece completamente. Dessa fofomagmutiliza todo o material nutritivo
de um possivel juvenil que esteja embrionado, damhdinuidade ao seu desenvolvimento
vegetativo ou, ainda, formando estruturas reprodstiMORGAN-JONES; RODRIGUEZ-
KABANA, 1985).
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2.2.3 Desenvolvimento de. lilacinus

Encontrado em diferentes regidées do mundo, o flhglacinustem sido
observado com maior freqtiéncia em regibes queBigs.presenca tem sido detectada em
diferentes tipos de solo, cultivados ou ndo, sendis comuns em profundidades variaveis de
0 - 40 cm (CARNEIRO, 1986). E um parasita faculatile ovos de nematdides que pode
crescer rapidamenten” vitro” e a sua sobrevivéncia no solo ndo depende darmpyasdos
nematoides (CARNEIRO, 1992).

Independente da origem geografica dos isoladosingofP. lilacinus se
desenvolve em ampla faixa de temperatura (8 aC3&é&gundo Duncan (1991). Fioretto e
Villacorta (1981), estudando as exigéncias térmpmas 0 desenvolvimento d lilacinus
observaram que as temperaturas 5 e 35 °C forartatioas, e consideraram as temperaturas
entre 24 e 25 °C como 6timas. Segundo Cadioli .e(28l07), o crescimento micelial dos
isolados deP. lilacinusteve grande dependéncia da temperatura de inculzagée foram
submetidos, sendo mais rapido na temperatura de %®2,e os isolados dB. lilacinus
revelaram habilidade para infectar os ovosvileparanaensis'in vitro”, principalmente na
temperatura de 25 °C. De acordo com Al-Hazmi et(282) alguns autores ja haviam
observado que o parasitismo de alguns fungos guipalacdes déeloidogynessp. foi
maior em temperaturas variando de 23 a 25° C dd §ae32° C.

Em comparacdo com as bactérias e actinobactésdangos dessa espécie
suportam bem as condi¢cdes de acidez do solo. Sedumeisch e Gams (1980), toleram um
pH entre 2 e 10, com o 6timo de 6,5. Talvez isg@ sm indicio de sua ampla distribuicdo
nas regidées do mundo.

Foi observado em alguns estudos que concentra¢@esdas de NaCl e
MgSO, levam a modificagcdes morfologicas (MERT; DIZBAYQ7Z; PITT, 1973). A melhor
esporulacdo foi observada em meio contendo 1% d&,N@m Otimo crescimento sem
producdo de conidios em 3% (MERT; DIZBAY, 1977)ycesporulacdo reduzida a partir de
5 a 10% de NaCl (TRESNER; HAYES, 1971). Seu cresotm é limitado a um potencial
osmoético de -270 bars em meio de NaCl (TRESNER; H8Y1971).

Utiliza fontes de carbono e energia a partir de gnande numero de
compostos carboénicos, principalmente monossacariexoses e pentoses) e dissacarideos.
A absorcéo de acgucares € estimulada pela presengeidb nicotinico, o qual acelera o seu
crescimento e a acumulacéo de carboidratos e dipiRHILIPS; WALKER, 1958).

Possui capacidade de utilizar a maioria das fonmagrais e organicas de

nitrogénio (NQ, NH,, extrato de levedura e peptona), sendo a concéwotidesses elementos
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no meio mais importante do que a forma como elesiséizados (DUNCAN, 1991). Tavares
et al. (2008) ao estudar a o desenvolvimento den@s do fungd®. lilacinusem diferentes
meios de cultura, verificaram que os isolado® diacinusisolados de solo com cultivo de
cafeeiros da regido de Londrina-PR conseguiranetsgtat moléculas organicas tais como
vitaminas, aminoacidos, dentre outros, essenciia pua sobrevivéncia, ndo necessitando
sua presenca no meio de cultura.

N&o apresenta atividade celulolitica e pectin@i{C ARNEIRO, 1986),
com moderada atividade hemicelulolitica e quititicdi (NORDBRING-HERTZ, 1968;
OKAFOR, 1967); porém apresenta boa capacidade litgao Apresenta-se fortemente
amilolitico e proteolitico (NORDBING-HERTZ, 1968 NDREEVA et al., 1972).

E citado como possuidor de efeito antibiotico (MARSIO; COLLA,
1972) e fungistatico (BRIAN; HEMMING, 1947) a partio filtrado de culturas de onde séo
extraidos dois antibiéticos: a lilacinina, com nmaitividade contra os fungos do que contra as
bactérias Gram + (YAMANO, 1971) e a leucostatinadgroso bactericida (Gram +) e
fungicida (ARAI et al., 1973).

Substancias produzidam‘vitro” por fungos e bactérias tém sido reportadas
inibindo eclosao, afetando mobilidade e causanddatidade em fitonematéides (COSTA et
al., 2000). Carneiro (1986) constatou no filtrado aliltura deP. lilacinus uma substancia
toxica letal a ovos deleloidogyne arenariaFitters et al. (1993) estudaram a acéo de fibisad
desse fungo sobre a embriogénese de ovdd. daplg durante trés semanas; em condi¢cdes
estéreis verificaram que em ovos tratados comitoadds, o desenvolvimento do embri&o foi
paralisado depois de dois dias, com consequente mor cerca de 88% dos embrides. Costa
et al. (2000) observaram que o filtrado Rlelilacinus submetido a testes toxicolégicas “
vitro” e “in vivd’ era ativo contra a producdo de ovosMeincognitg o qual apresentou
eficacia similar ao nematicida Aldicarbe. Efeitat/@sos do filtrado de culturas de varios
fungos na eclosédo e na sobrevivéncia dos nematfiidparasitas também foram reportados
por Mankau (1969) e Alam et al., (1973). Anver kt(2001) relataram que o filtrado de
cultura deP. lilacinustambém mostrou acdo nematicida. O fungo € conbgmid produzir
certos metabdlitos toéxicos e/ou enzimas, cdin@l-3) glucanase, quitinase, leucostatina,
lilacina (MITCHELL; ALLEXANDER, 1963; OKAFOR, 1967;ARAIl et al., 1973,
DOMSCH et al., 1980). Assim, esta presenca nafllirfiungico pode ser responséavel pelo
efeito deletério nos nematoides.

Com grande freqUéncia, sua presenca tem sido tadatenesmo em solos

submetidos ao tratamento com fungicidas, como napjaintozene, thiran e benomyl
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(WAINWRIGHT; PUGH, 1974). Porém a germinacdo dosidms é inibida por fatores
micostéticos presentes no solo (DIX, 1972). A acgdos agrotoxicos sobre o0s
entomopatdégenos pode variar em funcdo da espdoagem do patdégeno, da natureza
quimica dos produtos e das dosagens utilizadas E8,\1998). Esses produtos podem causar
inibicdo do crescimento vegetativo, da conidiogénes esporulacdo, além da viabilidade,
patogenicidade e viruléncia do conidio (CAVALCANdtlal., 2002).

Portanto, a eficiéncia e a adaptabilidade Rielilacinus no controle de

nematoides em diferentes condi¢cbes climaticas eemtalis do solo, ainda necessitam ser

exploradas

2.2.4Potencial de biocontrole deP. lilacinus

A existéncia de patdgenos obrigatérios como fungopresenca dos cistos
e ovos de nematdides fitoparasitas é conhecidadis ae cingiienta anos (KORAB, 1929;
RADEMACHER; SCHMIDT, 1933; ROZYSPAL, 1934; VAN DERAAN, 1956). Como
agente de controle biologico de fitonematéideslilacinus ganhou evidéncia nos ultimos
anos em campos infestados porincognitana Malasia, Panama4, Peru, Filipinas, Porto Rico,
Estados Unidos e outros paises (CANDANEDO et 8831

Na California, Stirling e Mankau (1978; 1979) desaram o fungadP.
lilacinus como send®actylella oviparasiticaativo e especifico em parasitar massas de ovos
de Meloidogynespp.. Foi reportado pela primeira vez como parasmal976 por Jatala,
guando observou a sua presenca infectando fémeassedeM. incognita (KOFOID &
WHITE, 1919) CHITWOOD, 1949, &lobodera pallida(STONE) BEHRENS, sobre raizes
de batatas Jolanum tuberosurh.) no Peru, chegando a destruir 80 a 90% dos o\os
primeira geracdo, apos 10 a 12 semanas de incu@gadLA, 1986). Franco et al. (1981)
estudaram em laboratdrio o biocontrole@epallida por P. lilacinus e observaram reducéo
na eclosdo de juvenis, a qual foi estimulada pgl@sicdo a exsudatos radiculares de batata.

A amplitude de hospedeiros do fundgd lilacinus € grande quando
comparada a de outros fungos parasitas de ovos,figojuentemente tém sido isolado de
cistos deHeterodera glycinedgchinohe, 1952 em raizes de soja (GODOY et alB2),9de
ovos deM. arenaria(GODOY et al., 1983; MORGAN-JONES et al., 1984),fdmeas d#/.
javanica e M. incognita (SOUZA; FERRARI, 1989) e do solo (CADIOLI et akp07).
Estudos preliminares em condi¢cdes de casa de gégetadicam queP. lilacinus foram
eficientes em reduzir infestac6esMearenariaem abdéboraGurcubita maximaDuch). Foi
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registrada ainda a reducdo de 54% do numero degy@br grama de raiz em solos com
aplicacdo dé. lilacinus em comparacgéo a testemunha, sendo que o fungectgerado do
solo ao qual havia sido adicionado, no final doegxpento, indicando sua capacidade de
colonizacéo e sobrevivéncia (GODOQY et al., 1983).

Danos causados por espéciesMigloidogyneem uma série de culturas
foram reduzidos apods tratamentos com 0,4 t de gié@amroz colonizados/ha usados como
substrato (JATALA et al., 1980; GODOY et al., 1983%Y et al.,, 1982; NOE; SASSER,
1984) e em todos os casos o fungo foi efetivo dag&o do nimero de galhas nas raizes.

No Brasil, os primeiros relatos foram feitos poeiFe e Bridge (1985), os
quais avaliaram o parasitismo de ovos, de fémeasj@venis dévl. incognitapor P. lilacinus
e V. chlamydosporiumCarneiro (1987) observou o efeito de filtradacdiura deP. lilacinus
na eclosdo de juvenis dd. arenaria Posteriormente, estudos mais detalhados foram
realizados conP. lilacinus (CARNEIRO; CAYROL, 1991; CARNEIRO; GOMES, 1993;
CARNEIRO; KULCZYNSKI, 1993). Silva et al. (1992) emntraramP. lilacinus parasitando
ovos deM. incognitaem amora, na regiao noroeste do Estado do Parana.

Freitas et al. (1995), comparando 19 isolado$ dilacinus de diferentes
procedéncias quanto a patogenicidade com ovodvidgavanica obtiveram 100% de
parasitismo pelos isolados procedentes da Itadtla Peru e 70% pelo isolado originario da
Franca. Ja os isolados brasileiros tiveram variagéo2 a 69% de ovos parasitados.
Posteriormente, Freitas et al. (1999) misturarafogde arroz colonizados gorlilacinusao
substrato usado na producdo de mudas de tomategando a protegé-las contra o
parasitismo d®. javanicae observaram que o fungo reduziu significativamenhlimero de
galhas causadas pelo nematdide nas raizes daasplamt condi¢cdes de casa de vegetacao.

De acordo com Alves e Campos (2003) o furigo lilacinus reduziu
significativamente o numero de ovos Me incognitaraca 3 em casa de vegetacdo, quando
comparados aos demais ambientes. Além disso, ornloheegalhas causadas Mejavanica
e M. incognitaragca 3 foi menor em casa de vegetacao em relac&mbagente com solo
aquecido, o que pode ser explicado pelo fato demperatura do solo entre 29 e 31 °C ser
mais propicia a rapida eclosédo d€éKIAUR; MAHAJAN, 1992), ndo permitindo que o fungo
tivesse tempo de parasitar os nematoides.

Lara et al. (1996) demonstraram dRidilacinusreduziu a populagéao dé.
incognitano solo e na raiz, e aumentou o rendimento dossfrem tomateiros. Também para
a mesma cultura, houve reducdo da infeccabldgvanica por consequéncia da aplicacao
deste fungo (SIDDIQUI; MAHMOOQOD,1996).
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Segundo Jonathan e Rajendran (2000) o fuRgadlilacinus apresenta
potencial como agente de controle biolégico do riéima da galha. incognitaem banana.
Este fungo também foi eficiente no controle &adopholus similis(DEVRAJAN;
RAJENDRAN, 2001).

Ribeiro et al. (1999) avaliaram a capacidade pcéeizate 59 isolados de
Monacrosporiumspp. contraM. javanicae H. glycines.Esses autores observaram que a
predacao de juvenis dé. javanicavariou de 71 a 100% para 27 isolados, enquanta,Hbar
glycines 26 isolados ndo exerceram qualquer predacédo. uleso33 isolados exibiram
méaxima predacao de apenas 1,2% de juvenis desstdiden

Os resultados indicaram que o funBo lilacinus eficazmente controla a
populacdo deM. incognitapor parasitar fémeas, massas de ovos e ovosnddetssim a
multiplicacdo da geracdo posterior do nematdidegkemtas de pimenta (AHMAD; KHAN,
2004). Relatos mostram que na presenca da hifacBiageclosédo de juvenis € comprometida
indicando um primério, difuso efeito toxico tornanos posteriormente vulneraveis a
colonizacdo (MORGAN-JONES et al., 1984).

Santiago et al. (2006) observaram que em 37 isslaed. lilacinus de
amostras oriundas de 19 municipios distribuidosbstados do MA, MS, MT, PA, PR, RS e
SP contraM. paranaensisem tomateiro promoveram a reducdo da populacadvide
paranaensiqas raizes de tomateiro, quando comparados castertunha nao tratada em
casa de vegetacdo e apresentaram uma elevadaetawhrévivéncia no solo, caracteristicas
desejaveis para um agente de biocontrole. A alidéncia desta espécie nos solos brasileiros
também foi observada por Tigano-Milani et al. (1988 encontrarem vinte e nove isolados
deP. lilacinusem amostras de solo abrangendo um total de 2cipios nos estados da BA,
GO, MA, MG, MS, MT, RS, SP e TO.

Em um trabalho realizado por Costa e Campos (198i7ppservado que o
fungoP. lilacinusinfectou 45 a 55% dos ovos no interior de fémeddeaterodera glycinegs
em trabalho realizado por Coimbra et al. (1999)ymgo P. lilacius foi isolado de fémeas de
Meloidogynespp. e demonstrou alta capacidade de parasitismf@raeas dé/. javanica“in
vitro”.

Isolados de é&reas de cafeeiro da regido de LondriRR testados por
Cadioli et al. (2009) reduziram a populacaddWieparanaensiem raizes de cafeeiro em casa
de vegetacéao.

A selecéo de isolados, quanto a patogenicidadepértante na busca de

microrganismos antagonicos e adaptados a difereptgées. Novaretti et al. (1986) na
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cultura de cana-de-agucar, Hewlett al. (1988) ebada e Carneiro e Cayrol (1991) em
tomateiro, contestaram a eficiéncia desse fungocenuicdes de campo, provavelmente
devido a inadequacao dos métodos de aplicacadiag@mdos ensaios (KERRY, 1990); ndo
adaptacdo do isolado a diferentes condi¢cdes e tigwssolo (CARNEIRO, 1992); e
inadequacao dos métodos de producao de conidiosmigo (KERRY, 1990).

Nem todas as linhagens Be lilacinus apresentam eficiéncia idéntica para
controle. Dunn et al. (1982) observaram que umaatiem proveniente do México, isolada
juntamente consclerotinia minorJagger, foi incapaz de colonizar ovosMieincognita Por
outro lado, Rodriguez-Kabana et al. (1984) obsamague um isolado obtido de ovosMe
arenariafoi mais eficiente no controle desse nematdidendoaomparado a outro obtido de
um inseto no Equador e mais eficaz que uma linhagelada deH. glycines este ultimo,
entretanto, mais freqiente no solo. Stirling e W&801) observaram que isolados \de
chlamydosporiune deP. lilacinusdiferiram quanto a viruléncia, e que essa situa;atais
acentuada erR. lilacinus

Mizobutsi et al. (2000) citaram que em ovos Me javanicao fungoP.
lilacinus apresentou 77% de parasitismia Vitro”, mas a maioria dos isolados fungicos
testados mostrou-se pouco eficiente em parasites. ov

Dentro de uma espécie fangica existem variacfestgua capacidade de
colonizar os ovos de nematdides. Rodriguez-Kabaréd €1984) e Stirling e West (1991)
observaram que isolados We chlamydosporiuncODDARD e deP. lilacinusapresentavam
variabilidade na patogenicidade, sendo esta maig@aada parR. lilacinus.

O biocontrole do nematodide de galha ainda ndo cheggr um tratamento
para ser aplicado sozinho (GIANNAKOU et al., 2008hama-se cada vez mais para uma
gestdo de um sistema de abordagem integrada cam @euagentes de controle biolégico em
conjunto com praticas culturais adequadas comdstéesia da planta hospedeira, plantas
antagbnicas e quando necessario, uso criteriosmedeaticidas quimicos para reduzir
populacdes de nematdides de tal ordem que fiquarixallo limiar de dano econémico
(GOWEN et al., 1998; BOURNE; KERRY, 1999; DESAEGHRO, 2000).

Jatala et al. (1980, 1981) observaram o controlel.dacognitapelo fungo
em batata em condi¢cdes de campo, junto com a adiedmatéria organica (10 ton/ha),
tratadas com diversos nematicidas ( 50 kg/ha deadentG; 5 kg/ha de Furadan 5G; 2,5
kg/ha de Temik 10G), juntamente com lilacinus onde 86% das massas de ovos se

apresentaram infectadas, com destruicdo de 50%widbase reducédo significativa no indice de
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galhas quando comparado aos demais tratamentestoEstprimeiro relato da aplicagdo bem
sucedida d®. lilacinusno biocontrole em condi¢des de campo.

Comparando o efeito do controle quimico de nemagmbm a utilizacao
de carbofuran (40 g/planta) e o controle biolégioon a utilizacdo do fung®. lilacinus,
Devrajan e Rajendran (2001) verificaram que o adatquimico efetivo foi obtido 150 dias
apos a aplicacdo (129 nematdides/5g de raiz). Netagio a efetividade d& lilacinus(30
g/kg de solo aos 60 dias apods o plantio) foi codngrao carbofuran 148%matdides/ 5 g de
raiz.

A aplicacdo combinada de micoinseticidas e agrot&ipode ser uma
associagao positiva, visto que o fungo e o nendatiquimico podem atuar sinergisticamente
permitindo o uso de concentragcdes menores de agrosde a reducdo na possibilidade de
evolucéo de resisténcia das pragas (BOMAN, 1988)cdmbinacdes podem ser vantajosas
em alguns casos, como quando a a¢éo isolada dorgaaismo ndo é totalmente satisfatoria
(BENZ, 1971). A interacdo entre agrotoxicos e empatdgenos deve ser considerada antes
da recomendacao do agente quimico e representamypoaante ferramenta nos programas
de MIP (BATISTA FILHO et al.,, 2001). Varios autorgém realizando trabalhos sobre a
compatibilidade de agrotdxicos e entomopatégenodaboratério (CAVALCANTI et al.,
2002; LOUREIRO et al., 2002; TAMAI et al, 2002; BARSITA FILHO et al., 2003; DURAN
et al., 2004; CINTRA, 2004; ER; GOKCE, 2004).

Gaspard e Mankau (1985) trataram cdm lilacinus e Veticillium
chlamydosporiumparcelas cultivadas com tomateiroy¢opersicon esculenturilill. Cv.
Tropic) altamente infestadas coM. javanica Observaram que ap0s o tratamento, a
populacao de ovos foi reduzida em cerca de 80%amitacao simultanea dos dois fungos.

A habilidade deP. lilacinus de controlar nematdides aumentou quando foi
integrada com a matéria organica. Supde-se que@mb®sicdo da matéria organica tem
principio(s) nematicida(s) e a matéria organicaued aumenta a atividade e persisténcia do
fungo (ALAM et al., 1979; KERRY, 1984). Estes rdadbs estdo em conformidade com 0s
resultados encontrados por Reddy et al. (1991),eReddy (1994) e Khan e Saxena (1997),
0S quais relataram o manejo de nematoides Bonfilacinus em conjunto com matéria
organica.

Estas observacdes sugerem a existéncia de difefgidtgpos deP. lilacinus
seja quanto a amplitude e estabilidade no solo, é@mo quanto a sua capacidade para o
controle de espécies deloidogynee, indica ainda a sua importancia na escolhaaladss

para a determinagéo da eficiéncia relativa de umhagem.
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Cannayane e Sivakumar (2001) revisaram a eficazidiocontrole deP.
lilacinus e discutiram trabalhos de investigacdo em queeowatbides formadores de galhas
foram controlados com sucesso. No entanto, a éictcbiocontrole em casa de vegetacao e
em condicbes de campo muitas vezes foi inconsest@RERRY; EVANS, 1996). No
passado,P. lilacinus foi aplicado no solo através de varios materiaiganicos, como
bagacos, residuos de folhas, farelo de trigo e s&®mele grama como portador (SIDDIQUI;
MAHMOOD, 1996; CANNAYANE; SIVAKUMAR, 2001). No entato, os efeitos foram
pouco reproduziveis, porque as diferencas nos raidist usados para a producdo dos
propagulos fungicos podem afetar significativamentgficacia no biocontrole (JENKINS et
al., 1998). Em adicdo, as quantidades de produgzessarios para conseguir controle
suficiente variaram entre varias centenas de qgeil@s3 toneladas de volumoso por hectare
(GOMES CARNEIRO; CAYROL, 1991; SIDDIQUI; MAHMOOD,996). Avancos recentes
na tecnologia de producao e formulacdo de fundaméintosos permitiram a preparacao
altamente concentrada do agente de biocontrole @esto efetivo de utilizagdo em larga
escala a campo apresentado resultados consist€E¥NICK, 2001, 2004)

Nas Filipinas o produto comercial chamado “BIOCQjo principio ativo
é o fungoP. lilacinus vem sendo empregado em larga escala para codtvalematoide de
galhas e também no controle Radopholus simili€obb, 1913. Segundo Davide (1988), essa
forma de controle proporcionou aumentos na proul#de de batata, tomate, quiabo e
abacaxi entre 40 e 80%. Esse mesmo autor citaa,aque a eficacia no controle por este
fungo foi superior a dos nematicidas Nemacur (fephos), Triumph (isazofés) e Furadan
(carbofuran). Kiewnick e Sikora (2003 e 2004) eo&dke Fernandez (2005) citaram due
lilacinus isolado 251, o qual é um produto registrado cormamaticida biolégico pela
Environment Protection Agency como Melo€ofEPA, 2005), reduziu significativamente os
danos deMeloidogynespp. em tomate quando aplicado como tratamentarélelantio no
solo. Da mesma forma, Schenk (2004) demonstrouenpial no controle de nematoides de
galhas quando o isolado 251 foi aplicado em paétfd em combinagdo com a aplicagcdo no
substrato das mudas e uma segunda aplicacdo 6 aea@s 0 plantio em tomate e pepino e
notou um aumento a producao de frutos em conda®esampo.

No entanto, para que um agente de controle bialéggga efetivo, precisa
apresentar alta viruléncia, rapida colonizagcdodlio, persisténcia, baixo custo e facilidade de
producao, aplicacdo e armazenamento (JATALA, 198éyundo Gomes e Carneiro (1997),
a formulacao peletizada cdm lilacinusfoi mais estavel do que gréos de arroz colonizados

suspensao de conidios Eelilacinus
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Para que seja efetivo e também tenha a confiargarddutores em aplicar
este fungo no solo por suas propriedades paraotemte nematéides, mais estudos precisam
ser feitos. A influéncia dos conidios do furigolilacinusem aplicacdo massal no solo e as

respostas nos organismos bioindicadores da qualdiagolo precisa ser estudada.

2.3 Ecotoxicologia

A situacdo ideal em que todos os testes adequamhksamp ser efetuados
antes que os produtos quimicos sejam aplicadosnidente é praticamente impossivel. O
campo da ecotoxicologia estuda os efeitos dos pedjuimicos nos organismos (WALKER
et al., 2001). Um compromisso tem sido alcancadonpeio de espécies representativas,
chamados bioindicadores, que sdo usadas como &mtasnde selecdo com o alvo nas
substancias toxicas. Na pratica, os bioindicadséesutilizados como um "termdémetro” para
deduzir rapidamente sobre as condi¢Oes atuaisieatutio meio ambiente, sem a necessidade
de grandes investimentos e consumo de tempo coarceaam protocolos de monitoramento
ambiental baseados puramente em analises fisicoiags.

A exploracdo agropecuaria depende de varias psatioaitas das quais
podem causar perturbagBes no agroecossistema enmarimitar a sustentabilidade do
agronegocio ao longo dos anos, como por exemplaesgmatamento, queimada, uso
excessivo de pesticidas, os quais modificam as omlades de invertebrados que vivem no
solo, com efeitos sobre a composi¢cao de espéaiksralancia de individuos, podendo levar a
perda da biodiversidade e a disturbios no ecossisteu também ocasionar efeitos positivos
e desejaveis ao meio ambiente, a exemplo de @watweservacionistas como o plantio direto,
a policultura e 0 manejo integrado de pragas eg@semssim, o uso de bioindicadores pode
auxiliar na definicdo das praticas ou tecnologias devem ser recomendadas aos produtores
para que se possa caminhar na direcdo da sustelastddida producdo agropecuaria e da

preservacdo do meio ambiente.

2.3.1 Testes ecotoxicoldgicos

Com a crescente demanda de tecnologias e produtsgeEamente
corretos, tém sido desenvolvidas varias estratépasedicdo da qualidade ambiental e da
sustentabilidade da exploracdo agropecuéria. Roa ae 20 anos, testes ecotoxicolégicos
padronizados do solo tém sido realizados. Na naadestes métodos, usam-se invertebrados
em solo artificial como substrato para os testeBGD, 1984). O bioindicador pode ser

indicadores ambientais que respondem as perturbatdenudancas ambientais; indicadores
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ecoldégicos que demonstram efeitos das mudancaseataisi como alteragbes de habitats,
fragmentacdo, mudancas climéticas, poluicdo e sdiatores que geram impacto na biota; e
por ultimo indicadores de biodiversidade, que teffeindices de diversidade (MCGEOCH,
1998). As substancias de interesse sdo adiciorm@dasliadas nestes substratos em varias
concentracdes e seus efeitos aos organismos (nasthecquitreideos, colémbolos e acaros
predadores) sdo medidos.

Atualmente, com o crescente interesse por pratizaservacionistas, muita
énfase tem sido dada ao estudo da estrutura danadede invertebrada do solo, objetivando
identificar as op¢cdes de manejo que possam otirizs atividades para o funcionamento do
ecossistema (BRUSSAARD et al., 1997; MERCANTE gt2408).

A mesofauna edéafica € composta basicamente porsacgcari) e
colémbolos (Collembola), além de coledpteros, aggrupos de miriapodes, aracnideos,
diversas outras ordens de insetos, alguns oligoguetrustaceos. Os mais numerosos sao 0s
Oribatei (Acari: Cryptostigmata) e os Collembolasg@cta), sendo que, juntos, eles constituem
de 72% a 97%, em numeros de individuos da faurs det artropodes do solo (SINGH;
PILLAI, 1975). Contudo, um numero muito grande dgamismos interage com o0 solo: as
plantas, a microbiota (bactérias, actinobactéfiamyos, protozoarios, algas) e a fauna do solo
(nematéides, moluscos, anelideos: minhocas e eeilabs; e artropodes: crustaceos,
miriapodes, acaros, insetos como colémbolos, ptdeds, formigas e cupins, entre outros)
(MIKLOS, 1998).

2.3.2 Microcosmos

Confrontado com o ecossistema do solo e suas cragpiateracdoes das
comunidades de espécies e seus processos bioloégjugnicos e fisicos associados,
simplificados sistemas de laboratério foram condts por pesquisadores do solo para
preencher uma lacuna com a complicada situacaardpa@ Coletivamente, estes sistemas de
laboratério sdo chamados de “microcosmos” e apdasirdicussdes sobre a confiabilidade
desses sistemas (TAYLOR; PARKINSON, 1988), houvacps tentativas de se chegar a
alguma padronizacdo (VAN STRAALEN; VAN GESTEL, 1993o entanto, pode-se
perguntar se é possivel, ou até mesmo desejataa,dar uma metodologia de microcosmo
universal. A concepc¢ao da unidade experimental rdpenuito de quais os componentes de
um ecossistema se quer estudar, como 0s compomshtgsirais ou funcionais.

O desequilibrio do habitat € conhecido por afetaitas comunidades e

processos nas populagdes como a dispersao, predagd@mica populacional, estabilidade e
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regulacdo das populagbes, evolucdo, diversidadeesiadcies, extincdo e organizacao da
cadeia alimentar (HUFFAKER, 1958; MENGE; SUTHERLBN 1976; HORNE;
SCHINEIDER, 1995) e por aumentar a biodiversidd8®MBERLOFF; WILSON, 1969;
LEVIN, 1977; LEVINS, 1979). Estudos recentes daelmgeneidade e desequilibrios tém
aumentado consideravelmente o entendimento do tassumas as conexdes entre
heterogeneidade e funcéo do ecossistema sao aaidantandidas.

Quando varios materiais organicos sao misturadosspérado reduzir a
diversidade da fauna do ambiente porque um ambiewrise homogéneo é criado, mas
aumenta a taxa de decomposi¢cdo porque diferentegtratos, alguns ricos em energia e
outros ricos e nutrientes particulares, entram emtato uns com os outros (SEASTEDT,
1984). O papel da fauna do solo pode ser mais tauper em um ambiente desigual, ja que
uma comunidade mais diversificada poderia utilasarecursos mais eficazmente do que uma
comunidade menos diversificada. Isso ocorre cons dwbilidades de se mover em
diferentes nichos, os animais também podem cokatar energia e nutrientes de micro-
habitats separadamente, “fertilizar” materiais psbem nutrientes com seus excrementos e
transportar propagulos microbianos em substragseds (LUSSENHOP, 1992).

Dutilleul e Legendre (1993) e Li e Reynolds (19686hcluiram que apesar
de varias dificuldades metodolégicas, é tempo dpamdir a pesquisa e modelar a
heterogeneidade da populacdo e niveis de comunigade melhor compreender o

funcionamento dos ecossistemas.

2.4 Organismos Bioindicadores de Qualidade do Solo

As minhocas Eisenia sp.), 0os enquitreideosErfchytraeussp.), e o0s
colémbolos [Folsomiasp.) tém sido os grupos mais utilizados em testeoricoldgicos pela
facilidade de manter a cultura em laboratorio ® pempo de geracdo curto em temperatura
ambiente (ACHAZI et al., 1997; RONDAY; HOUX, 199@stes organismos desempenham
funcdes relevantes para o funcionamento dos etassis como fragmentadores de matéria
organica e/ou dispersores de microrganismos, saio sensiveis e respondem rapidamente
as mudancas ambientais. Além disso, deve-se @ssafacilidade de coleta e mensuracéo
das informacgdes, as quais consistem em respostgsadas da qualidade do meio ambiente.

Vérios trabalhos tém destacado a hipbétese de qudiversidade e
abundancia da macrofauna invertebrada do solonassmo a presenca de determinados
grupos em um sistema, podem ser usados como indésada qualidade dos solos (STORK;
EGGLETON, 1992; CHAUSSOD, 1996; MUYS; GRANVAL, 19930CARRAS, 1998;
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TAPIA-CORAL et al.,, 1999; PAOLETTI, 1999; BARROS at., 2002), pois sdo muito
sensiveis as modificagdes do manejo do solo (LAMELEL al., 1992). Estudos recentes tém
demonstrado a sua importancia na recuperacao de degradadas (TAPIA-CORAL et al.,
1999; BARROS et al., 2002; BARROS et al., 2004).

2.4.1Folsomia candida (Willem, 1902)

Os colémbolos sdo os insetos terrestres mais ngp®em® extensamente
distribuidos. A densidade populacional chega gematma 1&m? em camadas superficiais
do solo. Apesar de seu tamanho pequeno (adultdsa & mm de comprimento) e baixa
contribuicdo para a biomassa e a respiragdo tdéns,um papel muito importante como
reguladores de processos da decomposicédo atrav@edzcdo da microfauna (JANSCH et
al., 2005). Podem também contribuir na decompodigdmatéria organica nos solos acidos,
onde as minhocas e os diplopodes estdo ausenteEB\MKROGH, 1998).

S&o microartropodes bem estudados do solo (CROMMHEMN, 1994;
SMITH,1997). A espécie usada regularmente em ilgagies ecotoxicoldgicas éalsomia
candida (PHILLIPS et al., 2002), mas diversas outras aspéforam testadas, como
Hypogastrura assimilifFOLKER-HANSEN ET al., 1996)isotoma viridisou Orchesella
cincta Os métodos aperfeicoados foram publicados Isatama tigrina(KISS; BAKONY],
1992) eFolsomia fimetaria(LOKKE,1995; WILES; KROGH, 1998). Achazi et al. (2D
descreveram testes de toxicidade com o useotsmia candidano solo.

A diversidade de colémbolos tem sido usada comondizador de
intervencdes antropicas, bem como da qualidadeotto (SAUTTER; SANTOS, 1991;
CULIK et al., 2002; CHAUVAT et al., 2003; PONGEat, 2003; CUTZ-POOL et al., 2007).

2.4.1.1 Biologia dd-olsomia candida
Os colémbolos sdo pequenos artropodes, apterosntesmbos em todo o

mundo (BELLINGER et al., 2007). Estédo entre os itefrados mais abundantes no solo,
podendo sobreviver na matéria organica em decoggmsarvores, litoral e na dgua doce
(BELLINGER et al., 2007). Embora estudos com dizrde de colémbolos no solo tenham
aumentado muito no Brasil e no mundo nas ultimasdis (SAUTTER; SANTOS, 1991,
SAUTTER et al., 1998; CULIK; ZEPPELINI FILLHO, 200PONGE et al., 2003; SOUSA
et al., 2004; ZEPPELINI FILHO; BELLINI, 2004; CUTBOOL et al., 2007), considerando o
crescente interesse na compreensdo dos processogi@s dos quais esses organismos

participam nos ecossistemas, observam-se divelgatagdes, tais como a falta de
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taxonomistas disponiveis e de métodos adequadasgpturar tais organismos (ZEPPELINI
FILHO; BELLINI, 2004).

F. candidaWillem 1902 (Collembola: Isotomidae) € um orgaresoego,
sem pigmento e se reproduz partenogenicamente.dQ@rancam 20 dias de idade (a 20 °C
no laboratério), os individuos tém aproximadamehtmilimetros de comprimento e séo
sexualmente maduros. Possui uma furca aperfeigéagi@o de impulso) e um movimento de
corrida ativo. Geralmente, a espécie é classificadmo microsaprofago, mas pode
igualmente se alimentar de nematoide (HOPKIN, 19873ua populacdo é mais abundante

em locais ricos em matéria organica (WILES; KROGSD8).

2.4.1.2 Uso dé-. candida na ecotoxicologia

F. candidaé amplamente usada em estudos ecotoxicologic®®, (1999a)

e seu tempo de geracdo relativamente curto e radwpo partenogénica fazem esses
animais apropriados para estudar individuos difesee parametros de populacdes em um
experimento unico (CROMMENTUIJN et al., 1993).

Os efeitos dos produtos quimicos émcandidando foram revistos em
detalhe recentemente, mas uma vista geral € dadalqukin (1997). Thompson e Gore
(1972) investigaram o efeito de 29 inseticidasFernandida Os efeitos de varios pesticidas
(CROMMENTUIIN et al., 1995; WILES; FRAMPTON, 1996pu metais (LOCK;
JANSSEN, 2002; SMIT; VAN GESTEL, 1998; VAN GESTEMAN DIEPEN, 1997,
VIJVER et al., 2001) foram bem examinados. Alémsalsa influéncia de condicGes
ambientais como a seca (HOLMSTRUP, 1997) foi ingast.

2.4.1.3 Influéncia de fatores ambientais erA. candida
Sandifer e Hopkin (1996) testardmcandidaem solos artificiais com o pH

variando de 6,0 (valor requerido pelo teste 1SQY),e54,5 e embora ndo se tenha observado
uma relacao clara entre a sobrevivéncia dos adolt@sproducéo de juvenis e o pH do solo,
houve uma diminuicdo da reproducédo sob pH 5,0 eedycomparacdo com o pH 6,0. Em
comparacao similar com uma escala mais ampla dwegatde pH, Greenslade e Vaughan
(2003) encontraram solos com valores de pH enttee56.6 como sendo 6timos para a
producdo de juvenis. Em valores de pH mais baiabgixo a 3.5), o0 numero de juvenis
diminuiu aproximadamente 50% e quando em valoegsttimais elevados (7.7 e 8.0) houve
uma grande diminuicdo, chegando a zero. Em segtgdi@ndo diferentes temperaturas, os

resultados sugerem que seja possivel conduzirte és temperaturas entre 10 e 20 °C.
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Entretanto, a duracdo do teste tem que ser ajustddmperatura. Duragbes de 12, 8, e 4
semanas sao recomendadas para temperaturas dg, £02Q °C, respectivamente (WILES;
KROGH 1998). Estas recomendacfes foram confirmpdasestudos feitos por Sandifer e
Hopkin (1997) em que trés temperaturas diferertesf testadas, 15, 20, e 25 °C, sendo que
em 25 °C a producao juvenil foi muito baixa, a €m®°duragao do teste foi aumentada para 6
semanas e observou-se que o nivel de producdoveeiljfioi mais baixo do que a 20 °C.
Também, os valores EC50 sugerem que em 15 °Cradreg@io dd-. candidafoi geralmente
mais sensivel a todos os quatro metais (Cd, CuZibdo que em 20 °C. Em 1973, Snider e
Butcher indicaram que a temperatura de 26 °C sexiapa possivelmente o limite de
tolerancia superior dé&. candida Alguns trabalhos (HUTSON, 1978; MARSHALL,;
KEVAN, 1962; SNIDER; BUTCHER, 1973) indicam vantagetais como, a fecundidade e a
longevidade aumentadas que ocorrem na temperagul® @C, porém, ndo é recomendado
gue o teste seja executado nesta temperaturavashainte baixa e também, os resultados
ganhos nesta temperatura nao diferem significagvaéendaqueles a 20 °C, mas um aumento
do periodo experimental em 2 semanas € exigido (BARR; HOPKIN,1997).

Em um estudo desenvolvido por Martikainen e Ramiata (1999),F.
candidafoi exposta ao dimetoato a 13, 16, e 19 °C. A tatpra de incubacéo influenciou o
crescimento e a reproducdo dos colémbolos, masan&obrevivéncia dos adultos. A
temperatura reduzida afetou positivamente o crestiondos adultos (os adultos cresceram
mais rapidamente em mais baixas temperaturas) aivegente na reproducdo (os adultos
atrasaram sua reproducdo em temperaturas maisspaique sugere uma redistribuicdo de
recursos de energia ao crescimento. Os resultaglagptoducdo e da toxicidade apds 2
semanas a 19 °C foram diretamente comparaveiseaatados apds 4 semanas a 13 °C,
permitindo comparacdes dos resultados dos testesxiédade conduzidos em temperaturas
diferentes dentro destes limites. No teste pad@@68C + 2 € a temperatura de exposicao (ISO
1999a).

Os colémbolos podem excretar substancias toxicaseds corpos pela
muda e por renovacéao do intestino, principalmentekas temperaturas (JOOSSE; BUKER,
1979). Parece que. candidapode compensar 0 aumento da atividade e aumertamtato
com um produto quimico aumentando a excrecdo. Emaddemperaturas, a muda e a
renovacdo do intestino € lenta. Assim, os efei®such produto quimico demoram mais
tempo para serem percebidos em baixas tempergbaragausa da baixa atividade dos
animais (MARTIKAINEN; RANTALAINEN, 1999).
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Baseando-se na literatura (BURSELL, 1970; EDNEYY7)9 nao faz
sentido testar solos muito secos por causa dailstidade dos insetos a seca. Nas normas
ISO, o indice de umidade deve ser 40 a 60% da ickguBEcmaxima de retencéo de agua. Van
Gestel e Van Diepen (1997) estudaram o efeito eetites indices de umidade do solo (25,
35, 45, e 55% da massa seca, correspondendo #@8a®1, e a 63% de capacidade maxima
de retencdo de 4gua) na toxicidade do cadntio Gandida Nenhuma grande influéncia na
nos colémbolos pela toxicidade do cadmio ocorresip€sos dos corpos nos controles nao
foram afetados pelo indice de umidade do solo. Me diz respeito a reproducéo,
aparentemente os colémbolos produziram mais ovesnalices de mais baixa umidade, que
emergiram mais tarde do que a niveis de umidadeadde Em um experimento de reproducéo
executado cont. candidasob uma ampla escala de propriedades do solo wssoids
naturais (AMORIM et al., 2005c), houve relacéo tiegasignificativa entre nimeros juvenis
e capacidade méxima de retencéo de agua.

E assumido que na naturez& candida se alimenta de fungos
(KLIRONOMOS et al., 1992), embora este organisnmob@m se alimenta de nematdides
(LEE; WIDDEN, 1996). Também sabe-se que os animaisentados de pélen foram menos
produtivos do que aqueles alimentados com ferm@NuT et al., 1998; STAM et al., 1996).
De acordo com a diretriz ISO pdfalsomia candidao alimentoSaccharomyces cerevisae
adicionado em pequenas quantidades (2 mg) no idécteste e depois de 14 dias.

A influéncia das propriedades do solo na mortakdadha reproducao dre
candida raramente foram investigadas. Entretanto, estésregalimite foram estudados
recentemente em 11 solos naturais (mais o sofamitdo OECD e o solo LUFA 2.2 padréo
como controles), cobrindo uma larga escala de wa@des do solo (AMORIM et al., 2005c¢).
Com a excecdo de uma correlacdo negativa entréravéeencia de adultos e o valor de
capacidade de troca cationica, o colémbolo foi mamente influenciado pelas propriedades
do solo na sobrevivéncia e a reprodugao.

Esta observacgao foi confirmada por resultadosuti® eestudo atualmente
feito na Alemanha. O niamero médio de juvenis prmbths pelos adultos variou de 500 a
1000 por recipiente do teste (10 adultos por renigi do teste colocados inicialmente), assim
o critério da validacdo de 100 juvenis por recifgetio teste com solo artificial ndo tratado
para a reproducdo dos colémbolos (ISO 1999a) foedido em todos os solos testados
(ROMBKE et al., 2005).
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2.4.2Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe, 1992)

Os enquitreideos pertencem, como os lumbricideolsae dos Clitellata,
ordem dos Oligochaeta e assim ao filo dos Anneklsidre os anelidas, sdo os parentes mais
proximos das minhocas (ERSEUS; KALLERSJO, 2004uaknhente, ha cerca de 950
espécies descritas no mundo. Na Europa Centralo@&®, 112 espécies e 16 géneros tinham
sido descritos (NIELSEN; CHRISTENSEN, 1959). Nowvespécies ainda estdo sendo
descobertas, e entre 200 e 300 espécies sdo empetagara a Europa Central (ROMBKE et
al., 1997) com cerca de 50 a 100 espécies clasdifsccomo comum (DIDDEN et al., 1997).
Esses animais foram ignorados na biologia do stdooafim dos anos 50. Assim, sua
taxonomia bem como muitos aspectos da sua biotegtarnaram objetos de estudo somente
NOs anos mais recentes.

Os enquitreideos pertencem a mesofauna saprofitiaa camada
decompositora superficial do solo. Através da afitagbo dos enquitreideos, o solo assume
uma estrutura de granulos com estabilidade maiadde do que a maioria dos demais
agregados. Acredita-se que o complexo argila-humansbém emerge do processo de
digestdo, mas isto requer mais pesquisas para laresmento (DIDDEN, 1993;
ZACHARIAE, 1965).

Algumas espécies comognettia sphagnetorumm florestas de coniferas
acidas da Europa Central e Norte, sdo pecas-chaygatesso como a decomposi¢cdo da
matéria organica e o ciclo de nutrientes (LAAKS&TSBLA, 1999). Devido a sua elevada
biomassa e auséncia de lumbricideos nestes |l@asssao considerados os engenheiros do
ecossistema (LAVELLE et al., 1997).

As comunidades da macrofauna invertebrada, na sgiaéncontram os
enquitreideos, desempenham papel-chave nos precessaiclagem de nutrientes e na
estrutura do solo (BLANCHART et al., 1992). Estegamismos, além da fragmentacdo do
material organico, regulam a populagdo microbiaeaponsavel pelos processos de
mineraliza¢do e humificacdo, influenciando na geta de matéria organica e na liberacéo de
nutrientes assimilaveis para as plantas (HUHTA.el891; BEARE et al., 1994; WARDLE;
LAVELLE, 1997). Podem ser também vetores de mi@oigmos simbioticos das plantas,
como fixadores de nitrogénio e fungos micorrizidmsn como digerem de maneira seletiva,
microrganismos patogenos (BROWN, 1995).

Os enquitreideos habitam uma variedade de substfsdtos, sedimentos,
restos organicos) e foram sugeridos como objetoetnodara o teste organico quimico
(ROMBKE, 1991; WESTHEIDE; BETHGE-BEILFUSS, 1991, RIBKE et al., 1998).
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As atividades desses organismos consistem na €soae#ou ingestdo e
transporte de material mineral e organico no del@ndo a criacdo de estruturas biogénicas
(galerias, ninhos, camaras e bolotas fecais), gtieenciam na agregacado, propriedades
hidraulicas, dinamica da matéria organica e na c©sigfo, abundancia e diversidade de
outros organismos do solo (LAVELLE; SPAIN, 2001).

Os enquitreideos sao abundantes em diferentes soloms1 a 30 espécies
diferentes por local no mundo inteiro. Nos ecosgists terrestres da Europa Central, sua
abundancia anual média esta entre 20.000 e 60n@d@duos/m (PETERSEN; LUXTON,
1982), podendo variar de alguns milhares até 100iAfividuos /M. Fora das regides
temperadas a abundancia média de enquitreideoa @erplamente. Nos solos articos,
particularmente solos acidos, a abundancia dos itesigeos € da mesma magnitude
(MACLEAN et al., 1977). Contudo, em solos tropicaasabundancia € considerada menor
(menos de 10.000 individuosTfROMBKE; MELLER, 1999).

Enquitreideos sdo geralmente hermafroditas anéiositobrigatérios, mas
algumas espécies sdo de reproducdo por partenegénedertilizacdo propria. Outra
estratégia de reproducao é a fragmentacéao, ondadimiduo se separa em diversas partes e
cada parte se regenera em um individuo completotudo, a maioria das espécies se
reproduz sexualmente, por meio da producéo de @espermatozoéide, fertilizacdo cruzada e
deposicdo de casulos (JANSCH et al., 2005)

S&o consumidores de material organico morto e Iigi@gicamente
colonizado (O'CONNOR, 1967; BROCKMEYER, et al.,, D9DIDDEN, 1993), mas um
namero de trabalhos reporta que alguns enquitreigeoalimentam de fungos (DASH,;
CRAGG, 1972; STANDEN; LATTER, 1977, DASH et al., 83 HEDLUND;
AUGUSTSSON, 1995) e de bactérias (KRIEFEK et al., 1995). Enquanto as minhocas, que
também sao Oligochaetas, consomem fungos colonmzade tecidos das plantas (MOODY
et al.,, 1995) e fazem supressdo de certos fungistores de apodrecimento de raiz
(STEPHENS; DAVOREN, 1996), o efeito dos enquitreklem fungos agentes de controle
bioldgico ou patdgenos de plantas ndo tem sidaladts.

Jaffe et al. (1997) suspeitaram gHachytraeus crypticusVestheide &
Graefe 1992 afetou diretamente o fungo, e concluijae os enquitreideos podem interferir
no controle bioldgico de nematdides fitoparasifasmbém verificaram que o niumero Be
crypticusaumentou rapidamente quando foram adicionados legepeom hifas fungicas ao

solo, indicando que os enquitreideos nao somegé&iram como também digeriram o fungo.
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Mclinnis e Jaffee (1989) mencionaram que como sSativ@mente grandes
e se movem, 0s enquitreideos podem danificar meraeinte fungos. Assim, provavelmente
removeram 0s conidios ddirsutella rhossiliensisdas filiades, reduzindo a ades&o dos
conidios nos nematoides. Também ha a discussaaalpaglem reduzir os nematéides nas
raizes (O'CONNOR, 1967Enchytraeus crypticusdo reduziu o nimero de nematéides no
trabalho de Jaffee et al. (1997), ao contrario,vhoalgumas indicacdes de aumento da
penetracdo dos nematdides nas raizes quando umranjoegueno de enquitreideos foi
adicionado. Se este efeito € real, pode ser deaadfato de que os enquitreideos alteram a
porosidade do solo (DIDDEN, 1990), o que aumemaogimento do nematdéide. Igualmente
com numero de nematdides, as raizes foram atrefiqdando enquitreideos interferiram no
controle biolégico dos nematodides formadores deagal

Uma vista geral da ecologia dos enquitreideosdtee® € dada por Didden
(1993). No presente ha ainda pouco conheciment@mdsréncias ecolégicas de uma Unica
espécie de enquitreideos a respeito de certasigotages do solo. Contudo, esfor¢cos para
identificar os requerimentos ecologicos de algumggécies de enquitreideos da Europa
Central tém sido feitos por investigadores (GRAEBEHMELZ, 1999; HEALY, 1980) e
avaliados os dados disponiveis na literatura (JAMSG®ROMBKE, 2003). Destas
investigacoes, o génefdnchytraeugcom excecdo dE&. norvegicuy pode ser considerado
geralmente neutrofilico com baixa tolerancia a ogies acidas. Dados da literatura sé@o
também disponiveis para. albiduse E. crypticus desde que estas espécies sdo usadas

frequentemente em testes ecotoxicoldgicos (ROMBKB3).

2.4.2.1 Biologia deE. crypticus

A origem de Enchytraeus crypticu$ desconhecida, desde que a sua
descricdo é baseada em individuos de um adubadieiimna planta alema (ROMBKE, 2003).
E. crypticustem tamanho médio de cerca de 7 mm (WESTHEIDE; MER, 1996). Se
reproduz muito rapidamente tendo um tempo de geragior que 20 dias em 20 + 2 °C
(ACHAZI et al., 1999). Em 21 °C em placas de adar,crypticustem uma média de
desenvolvimento embriologico de 9,1 dias. A médideinpo da deposicdo até a maturidade
é de 8,3 dias e a média do tempo total de vida&d#as. A producdo de casulos é de 0,62
por dia e a média de numero de ovos por casulo7é6deom uma escala de 1 a 35. Assim, 0
namero médio de ovos produzidos por dia € de 4 BSVWHEIDE; GRAEFE, 1992). No solo
artificial padrao LUFA 2.2, Achazi (1997) reportauaxa de reproducéao de 104 individuos
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por quatro semanas. O desenvolvimento Edecrypticus é claramente mais rapido em
comparagcdo comk. albidus particularmente em altas temperaturas (DIRVEN-VAN
BREEMEN et al., 1994; ISO, 2003a).

2.4.2.2 Uso dé&. crypticus na ecotoxicologia

Apesar do seu papel importante em muitos ecosssteas enquitreideos
foram negligenciados como organismos testes até ok 15 anos atras (ROMBKE, 2003).
Em cima da descoberta de sua sensibilidade acsstagtropogénico, testes de reproducéo a
campo e em laboratério que avaliam os efeitos dduypbos quimicos na qualidade do solo
utilizando solo artificial, foram desenvolvidos nda E. albidus(ROMBKE; MOSER 1999,
2002). Este teste foi realizado internacionalmentesta sendo padronizado atualmente por
ASTM (2004), ISO (2003a), e OECD (2003). Nos terrdesprojeto, este teste € similar ao
teste de reproducéo de minhoca e de colémbolo 1888, 1999a) que foram desenvolvidos
ao mesmo tempo.

Durante a fase de padronizacdo o teste de reprodieg@&nquitreideos foi
modificado com sucesso quanto ao tamanho dos eatgs do teste, quantidade de substrato,
alimento e critério de validacdo para avaliacagualidade do solo (Juvonen et al., 2000).
Nota-se que 0 mesmo teste pode ser executado vensab espécies do géné&nachytraeus
tal comoE. luxuriosus(COLLADO et al., 1999). Mais notavel é a pequenpéei E.
crypticus a qual devido ao seu rapido desenvolvimento ®romado a espécie de escolha
dos testes em anos recentes (ACHAZI et al., 199UNB-RINKE et al., 2002a,
KUPERMAN et al., 2003b). Também, um teste de conamoento estd sendo desenvolvido
atualmente com a finalidade de selecdo usdnhdorypticus(ACHAZI et al., 1999) oLE.
albidus (AMORIM et al.,, 2005a) e um teste de bioacumulagd&andoE albidus e E.
luxoriosus(BRUNS et al., 2001).

2.4.2.3 Influéncia dos fatores ambientais ef. crypticus

E. crypticusevita somente os solos fortemente acidos (pH abdex4.0).
NUumeros elevados de juvenis foram encontrados doregade pH de 4.8 a 6.5, mas a
situacdo 6tima estéa provavelmente entre 5.9 é\&ifheros inferiores foram encontrados nos
solos com valores de pH menores de 4.8 e abaidede0 quase nenhum foi encontrado.
Alguns valores de pH mais elevados do solo (7vEraim somente efeitos rapidos (ACHAZI
et al., 1996; ACHAZI, 1997). Briiggl (1994) relatoon pH 6timo do solo para. crypticusde
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6.0. Graefe e Schmelz (1999) caracterizai. @lbiduse E. crypticuscomo indicadores de
ligeiras condicOes de acidez e ligeiras condic@esimas, por nunca serem encontrados em
solos fortemente acidos. Nos testes do ISO 20@3ado um pH de 6.0 £ 0.5.

Tem preferéncia por temperatura entre 25 a 30 ¥DaA et al., (1997)
cultivaram oE. crypticusem 20 a 23 °C e Bruggl (1994) encontrou aumentoopalacao do
E. crypticus em temperaturas entre 15 e 21 °C. Este aumentoatfdduido a um
desenvolvimento mais rapido do embrido e do juvéhihumero de casulos e de ovos por
casulo pareceu nao ser afetado dentro desta ekcaéamperatureE. crypticussdo testados
geralmente a 20 + 2 °C (ISO 2003a).

E. crypticuspreferem menos umidade do solo ¢uealbidus(35 a 55% de
massa seca comparada com 55 a 65%). Contudo, &séses se reproduzem no solo com
alta umidade como 90%. Nos testes padrbes, 40 adé0@apacidade de retencdo maxima de
agua sao requeridas (EC, 2004). Com o solo natured, umidade de 60% da capacidade de
retencdo méxima de agua é geralmente suficiente haalbidus enquantoE. crypticus
parece nao ter problemas com niveis mais elevdtmsexemplo, nos testes de toxicidade
com E. crypticusum solo arenoso com capacidade de retencdo maeér@gua de 18%
Kuperman et al., (2003b; 2004) usaram com suceassoumidade de 100% de capacidade de
retencdo maxima de agua. Em 15% de umidade, amsbespacies falharam na reproducao
(DIRVEN-VAN BREEMEN et al., 1994).

No solo artificial a correlacdo entre o numero deepis produzidos e o
indice de matéria organica (pelo menos entre 3 Z0fraca (DIRVEN-VAN BREEMEN et
al., 1994). No solo de LUFA 2.2, com um indice datémnia organica de 4.64%, numeros
elevados de juvenis aparecem. Com solos naturaisar@aminados, a reproducao é inibida
qguando o indice da matéria organica esta abai8@dAMORIM et al., 2005b).

Contudo, se o solo tem alto indice de areia, badire de matéria organica
e um pH relativamente baixo (4,8 a 5,6) ou, no cako pH (7,4), a taxa de reproducéoEde
albidus é baixa. Este efeito foi também observado no cassalo da LUFA 2.1 e 2.3
(ROMBKE, 1991). Culturas de laboratério @ albidus e E. crypticussdo geralmente
mantidas em solo artificial, LUFA 2.2 solo padréaa,solo de jardim (ou uma mistura destes
solos), porém, as espécies tardias podem tambénmamptidas com sucesso em agar
(ACHAZI et al. 1997; 1999; BRUGGL 1994; ROMBKE 199Em alguns casos, 0 baixo
indice de matéria organica de 0,3% nédo afetou ivegagnteE. crypticus(ACHAZI et al.
1997).
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E. crypticusem culturas de laboratorio sdo alimentados gerdknde graos
de aveia triturados (ACHAZI et al., 1997; BRUGGL949 ISO 2003a). Briiggl (1994)
encontrou uma correlacéo entre a quantidade deatore as densidades de populacag.de
crypticus No ambiente sabe-se que o enquitreideohytraeus crypticusdestruiu colonias
das hifas peletizadas dos fungos nematofagosuzited controle biolégico de nematdides
formadores de galhdel. javanica Também reduziu a densidade da populacdo do fungo
formador de armadilhavionacrosporium gephyropagymArthrobotrys thaumasiae A.
haptotylapela ingestdo e consumo do fungo (JAFFE et &8.719

Os dados da literatura confirmam dtlecrypticusfoi usados primeiramente
em ensaios quimicos Unicos com solo artificial ol padrdo LUFA 2.2. Entretanto, foram
usados igualmente com sucesso para a avaliacAaialmlagle do solo. Devido as suas
exigéncias ecologicas, 0 substrato apropriado paranquitreideos é relativamente Umido,
arenoso, ligeiramente acido e indice de matérid@mcg de mais de 3%Enchytraeus
crypticusse adapta a maiores amplitudes do gi&e albidusnos termos do indice da matéria
organica ou da temperatura. Entretanto, ha solmsomonbinacdes destes fatores que néo sao
apropriados par&. crypticus Outras espécies de testes que habitam tipicanseiids com
baixos valores de pH (abaixo de 4.5) sdo necess&saudos adicionais sdo necessarios para
definir melhor a escala preferida de propriedadesalo para as espécies de enquitreideos
(JANSCH et al., 2005).
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3. ARTIGO A: EFEITO DE FORMULACOES DE Paecilomyces lilacinus NO MANEJO
DA POPULACAO DE Meloidogyne paranaensis EM MUDAS DE CAFEEIRO.

3.1 Resumo

Nematdides do géneruleloidogyne(Goeldi, 1887) sdo responsaveis por grande parte da
perda na producao agricola cafeeiRaecilomyces lilacinugThom., 1910) Samson, 1974 é
um fungo efetivo no biocontrole de espéciesdvioidogyne O estudo de isolados (UELpae
18, UELpae 22, UELpae Mix) de. lilacinusem duas formulacdes (pé molhavel e suspensao
concentrada) foi desenvolvido para viabilizar acaglio deste produto biolégico em éareas de
producdo cafeeira que sdo atacadas pelos nemat@desperimento foi desenvolvido em
casa de vegetacdo com o delineamento experimeatdllatos casualizados contendo 9
tratamentos (UELpae 18 p6 molhavel e suspensacentada, UELpae 22 pé molhavel e
suspensdo concentrada, UELpae Mix p6 molhavel pesséio concentrada, Nemaplus
testemunha inoculada e testemunha nao inoculada)wa com 10 repeticbes em mudas de
cafeeiro Coffea arabical. cv lapar 59). Foi transplantada uma muda de samo de
polietileno contendo substrato de solo e areiactaitado (1:2). O indculo d&. paranaensis

foi multiplicado em tomateirdLycopersicon esculentuMill. cv. Santa Crug foi feita a
extracdo dos ovos e foram inoculados 5.000 ovogplpota. Passados 5 dias foram aplicados
2 gramas ou mL diluidos em 10 mL de agua destiteedaada produto por planta. Apés 60
dias foram avaliadas caracteristicas de desenvehtondas plantas e efeito dos isolados e
suas formulacdes sobre o nematdide. Os dados sbtaam submetidos a andlise de
variancia e ao teste de Tukey a 5%. O fungo apt@seasultado variavel nas caracteristicas
de desenvolvimento das plantas, e as duas formadat@o afetaram diametro, massa fresca
da parte aérea e raizes do cafeeiro. Os trataméliibpae 22, UELpae Mix suspensao
concentrada, UELpae 18 p6 molhavel e suspensd@ictvada e o bionematicida presente no
mercado Nemapldsreduziram o nimero de ovos nas raizes apresensanciimo um agente
de biocontrole potencial sobre nematoéides formaddeegalhas.

Termos para indexacdo:Coffea arabica Nematoéide-de-galha, Controle bioldgico, Fungo
endoparasita.

Abstract

Nematodes of the genldeloidogyne(Goeldi, 1887) are responsible for much of thes lios
agricultural production of coffed?aecilomyces lilacinugThom., 1910) Samson, 1974 is a
fungal effective in biocontrol dfleloidogynespp. The study d®. lilacinusisolates (UELpae
18, UELpae 22, UELpae Mix) in two formulations (tedle powder or concentrated
suspension) was developed so that it can enablappkcation of this biological product in
coffee plantation areas that are attacked by neimatoln this work the experiment was
conducted in a greenhouse with a randomized dewsitn9 treatments (UELpae 18 wettable
powder and concentrated suspension, UELpae 22 biettpaowder and concentrated
suspension, UELpae Mix wettable powder and conatedr suspension, Nemaplus ®,
inoculated control and noninoculated control) eacé with 10 repetitions in coffee seedlings
(Coffea arabical. cv lapar 59). It was transplanted coffee seedliper polyethylene bag
with a mixture of autoclaved soil and sand (1:2heTinoculum ofM. paranaensiswas
multiplied in tomato (Lycopersicon esculenturilill. cv. Santa Cruk it was made the
extraction of eggs and 5.000 eggs were inoculageglant. After 5 days it was applied 2 g or



33

mL diluted in 10 mL of distilled water for each phact per plant. After 60 days the

characteristics of plant development were evalyasdvell as the and effect of isolated and
their formulations on the nematode. The data weltgested to analysis of variance and
Tukey test at 5%. The fungus showed a variableltrdsu the characteristics of plant

development both the two formulations did not dffee diameter, fresh weight of shoots and
roots of coffee. On the contrary the treatments pHd. 22, UELpae Mix formulated

concentrated suspension, UELpae 18 in wettable poveshd concentrated suspension
formulation, and the bionematicida Nemaplus® reduttee number of eggs in the roots
posing as a potencial biocontrol agent of root-krerhatodes.

Index terms: Coffea arabicaRoot-knot nematode, Biological control, Endopaeasfungus.

3.2 Introducéo

Desde as observacbes de Jobert sobre nematdidgalide do cafeeiro
(Meloidogynespp.) na entdo Provincia do Rio de Janeiro, emdinséculo XIX, nenhuma
outra praga ou doencga foi tdo devastadora paracedts@a no Brasil (LORDELLO, 1984,
SANTOS, 1997).Conforme Lordello (1976, citado por GONCALVES et @004) a reducao
da producédo brasileira de café é estimada em ckrc20%, e desse total, as espécies de
Meloidogynesédo responsaveis por 75%. Com efeito, atribuiesereematoides-de-galha, a
substituicdo da cafeicultura pela cana-de-acucdioade Janeiro, em fins do século XIX e
inicio do século seguinte (GOELDI, 1892, citado pdRZYZANOWSKI, 2006). Como
freqientemente ndo exibem sintomas claros, o eéewadmico decorrente de sua presenca
tende a ser subestimado pelos produtores, chegando perdas na agricultura mundial
estimadas em US$ 80 bilhdes/ano (AGRIOS, 1997).

O controle de nematdides é vital para a exploragéizola comercial, 0 que
pode ser feito com 0 uso de nematicidas quimicdd@OS et al., 1990; CAMPOS, 1997),
porém, estes nematicidas podem contaminar agudsrsuteas, intoxicar aplicadores ou
deixar residuos em alimentos. Nesse contexto, traterbioldégico vem sendo considerado
uma das alternativas dentro de uma abordagem @al@gmo qual se busca assegurar o
desenvolvimento sustentavel da agricultura. O usan@migos naturais € um campo de
pesquisa promissor (STIRLING, 1991) podendo atuaduzindo populacbes de
fitonematdides para limiares abaixo do nivel deodasondmico (DUNCAN, 1991).

Uma possivel alternativa consiste no emprego dgosinuma vez que
varios desses microrganismos produzem metaboliwisos aos nematoides (MANKAU,
1979). Tais substancias podem afetar a motilid&dSTA, 2000), capacidade de penetracéo
na planta, atracao do juvenil pelo hospedeiro,s&dmu causar a morte desses fitoparasitas
(KERRY et al., 1984), podendo atuar como molécula@snatostaticas ou nematicidas
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(SAIFULLAH, 1996; HALLMAN; SIKORA, 1996). Resultadode estudos que demonstram
o potencial desses fungos tém sido publicados ifenedtes pesquisadores (DAVIDE, 1968;
KHAN; HUSAIN, 1988; KO et al., 1995, SANTIAGO et.al2006, KRZYZANOWSKI,
2006; CADIOLI et al., 2007, 2009).

Paecilomyces lilacinug§Thom.) Samson 1974 é um fungo do solo que tem
se mostrado efetivo no biocontrole de espéciedergMeloidogyng KERRY, 1990). E um
deuteromiceto da ordem Moniliales distribuido pmtat o mundo, com maior freqiéncia em
regides quentes (CARNEIRO, 1986). Caracteriza-seppaetrar nos ovos dos nematoides,
destruindo o embrido, podendo exercer forte presadcapacidade reprodutiva das fémeas
que sao colonizadas e posteriormente mortas (DUNIdl.e 1982). No Brasil, existem
registros deP. lilacinus em diferentes tipos de solo, cultivados ou néo,peofundidades
variaveis de 0 - 40 cm ou mais (CARNEIRO, 1986gqgeentemente tem sido isolado a partir
de diferentes hospedeiros ou de substratos prowesiale varias localidades (FARIA;
TIGANO, 1996; SOSA-GOMEZ, 2002).

Nas Filipinas, na década de 1980, a maior partestosios sobre o controle
biologico de nematdides teve o enfoque no usB.degacinus pois, um isolado desse fungo
que apresentou maior eficdcia na colonizacdo de deonematdides (Phil. Strain No. 1)
passou a ser produzido em massa e comercializadoacmarca BIOCON pela empresa
Asiatic Technologies Inc. de Manila (DAVIDE et all990). Segundo Jatala (1986), os
resultados da aplicacdo de. lilacinus no campo, em algumas Fazendas no Peru,
evidenciaram a eficacia desse fungo no controlMdmcognitaem diferentes culturas e de
Tylenchulus semipenetraes citros. Al-Hazmi et al. (1993) também avaliarareficiéncia
de um produto a base de mistura de fungos predadmrmeduzido com a marca comercial
Nemout, na formulacdo de p6 molhavel, produzido pama industria americana, e
confirmaram que o produto reduziu o nimero de gathde ovos dbl. javanicg na planta
hospedeira, sob condi¢cdes de casa de vegetacaosdlado patenteado d lilacinustem
sido usado pela empresa Australian TechnologicadVation Corporation Pty Ltda. como o
principio ativo do nematicida biolégico Pa&adl esse produto tem sido testado em varios
paises e em diferentes culturas (FERRAZ et al.1 200

Outro exemplo é o isolado 251 (PL251) que atualeméntomercializado e
registrado para a venda como BifaWWG para controle de nematéides em varios paises
(KIEWNICK, 2004; ATKINS et al.,, 2005). Além diss®L251 recebeu recentemente o
registro na Environmental Protection Agency dosaiss Unidos como nematicida biolégico

com o nome comercial MelocBWG (EPA, 2005). Os resultados preliminares obtitis a
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formulacdo de granulos dispersiveis em agua de Pl(Boact WG) demonstraram o
potencial de controle biolégico dé. incognitaem plantas de tomatkleterodera schachtii
em beterraba, bem como o nematdrEdopholus similiem banana, quando testado em
condicOes de temperatura favoravel para o bioclengelo fungo (KIEWNICK; SIKORA,
2004; KIEWNICK et al., 2004a, b).

Embora no Brasil varios pesquisadores também ratata potencial desses
fungos no biocontrole déleloidogynespp. em diferentes culturas (NAVES; CAMPOS, 1991;
DALLA PRIA et al.,, 1991; CAMPOS, 1992; CARNEIRO; ®LES, 1993; RIBEIRO;
CAMPOS, 1993; DIAS; FERRAZ, 1994; COSTA; CAMPOS9T9 FREITAS et al., 1999;
MIZOBUTSI et al., 2000; SANTIAGO et al., 2006), ormacdes bésicas sobre o
comportamento d@. lilacinus como parasita de nematoides de galhas sdo neassgara
gue seu emprego na agricultura seja recomendado.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a pataneade de isolados d&
lilacinus sobre ovos deM. parananesisnas formulagbes pd molhavel e suspensédo
concentrada, visando obter mais informacfes paapliaacdo deste produto bioldgico em
areas de producao cafeeira altamente infestadad/ebdomdogyne paranaensesproporcionar

uma maior confiabilidade do produtor para usaraalpto em questao.

3.3 Material e Métodos

O delineamento experimental utilizado neste trabalbi em blocos
casualizados contendo 9 tratamentos (Pae 18 p&wuebd)/lPae 18 suspensdo concentrada; Pae
22 p6 molhavel, Pae 22 suspensdo concentrada, &ixpB molhavel, Mix Pae suspensédo
concentrada, Nemaplus®; Testemunha inoculada lorparanaensie testemunha sem a
inoculacéo dé/. paranaensise em 10 repeticoes.

Os isolados deP. lilacinus avaliados pertencem a colecdo de
microrganismos do Laboratério de Fitopatologia daversidade Estadual de Londrina, os
quais foram obtidos em areas de cultivo de cafewiroegido de Londrina - PR. Estes foram
previamente selecionados quanto a capacidade dsitparovos d®l. paranaensisin vitro”,
em diferentes temperaturas (CADIOLI et al., 200F@ram multiplicados em gréaos de arroz
pela empresa Ballagro Agro Tecnologia a qual foomwds tratamentos com os isolados na
concentracdo de i0esporos por grama (p6 molhavel-PM) ou mililitrougisenséo
concentrada-SC). A formulacdo em p6é molhavel contémidios do fungdP. lilacinus
UELPae 18 + particulas de arroz finamente moidagagulacdo em suspensao concentrada

contém conidios do fungP. lilacinus UELPae 18 + estabilizantes néo liberados para a
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divulgacdo pela empresa + agua. O Nemaplus® tamdémm produto formulado pela
empresa Ballagro Agro Tecnologia e € um bio-coattot, elaborado a partir de vérias
selecbes de bactérias especificas, chamadas deéaRiedas, que atuam no manejo
preventivo de nematoides e estas bactérias produmemsérie de compostos (metabdlitos)
gue sao toxicos aos fitonematoides.

Foi transplantada uma muda de café “lapar 59 idensgla suscetivel para
M. paranaensis com dois meses de idade por saco de plastico Hec8ntendo como
substrato solo e areia autoclavada na proporcdd2de

O in6culo deM. paranaensisfoi multiplicado em plantas de tomateiro
(Lycopersicon esculentuin) “Santa Cruz’, a partir das quais foi feitaxtracdo dos ovos,
segundo a metodologia de Boneti e Ferraz (1984)spenséo foi ajustada para concentracao
média de 1.000 ovos e eventuais juvenis por mlanfofeitos trés orificios com 2 cm de
profundidade ao redor do colo das mudas de cafeeiforam inoculados 5.000 ovos e
eventuais juvenis do segundo estadip gar planta.

Decorridos cinco dias da inoculacdo do nematoéidenaaplicados 2 gramas
(do produto na formulacdo p6é molhavel) ou 2 mL (@oduto na formulacdo suspenséo
concentrada) de cada produto diluidos em 10 mlgda éestilada autoclavada por planta.

Apés 60 dias foram avaliados a altura das plandénetro de caule;
massas da parte aérea e sistema radicular, massassipor sistema radicular, por meio da
imersdo em solucéo de floxina B 0,015%, durantenirftutos, para coloracdo das mesmas;
namero de fémeas que penetraram nas raizes, segumétodologia de Bird et al. (1983);
extracdo dos ovos (BONETI; FERRAZ, 1981); e numéeojuvenis no solo ao final do
experimento segundo Jenkins (1964).

As praticas de adubacdo, irrigacdo e tratos cudtfraam efetuadas de
acordo com as recomendacdes para producéo de meidadeeiro. Os dados obtidos aos 60
dias ap0s a aplicacdo dos tratamempias caracteristicas de desenvolvimento das pldetas
cafeeiro foram submetidos a andlise de varianaia teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Os resultados obtidos do efeito do furiydilacinussobre o nematoéidél. paranaensigoram
submetidos as andlises de variancia e os dadas foaasformados endx + k, k=10 e apos
foram submetidos ao teste de Duncan a 5% de pilmzas. Para isto foi utilizado o
programa estatistico SASM-Agri (CANTERI et al., 2D0
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3.4 Resultados e Discussao

Pode ser observado que para a caracteristica devidbamento das plantas
de cafeeiro os resultados foram variaveis (Tabgl&®dra altura da parte aérea o tratamento
UELpae 22 na formulacdo em po6 molhavel apresentoaiormaltura, diferindo
significativamente do tratamento UELpae 22 suspemséicentrada que apresentou menor
altura da parte aérea; este resultado pode indigara formulacdo pode ter influenciado no
crescimento da planta, pois, segundo Ferraz e Mon(@995), o tamanho desigual de
plantas, a murcha nas horas mais quentes do difall&s e frutos de menor tamanho, o
nanismo e, consequentemente, a reducdo de prodédgasintomas tipicos do ataque dos
nematodides. Segundo estes mesmos autores, no @aseimhatdides formadores de galhas,
em funcdo do comprometimento do sistema radicuda formacdo de células gigantes,
hiperplasia e hipertrofia (sintomas histolégicos) délulas, pode haver uma exibicédo
exagerada de deficiéncias nutricionais que setegeflana parte aérea levando a planta a um
declinio vagaroso.

Para a variavel diametro do caule ndo houve diferesstatistica entre os
tratamentos e entre as formulacdes. No entanta, gaaracteristica massa da parte aérea os
tratamentos Testemunha inoculada, UELpae 18 suipewsncentrada e Nemaplus
mostraram maior peso da parte aérea, porém, estdéameéntos apenas diferiram
estatisticamente do tratamento UELpae 22 suspawsi@®ntrada, o qual além de apresentar
menor peso de parte aérea também apresentou manar da parte aérea. Este resultado
corrobora os resultados observados por Arruda (1@6Qual cita que em plantas infestadas
com espécies do génekteloidogyne o crescimento, a translocagdo de 4gua e nutienge
producdo do cafeeiro sdo seriamente comprometid@ara a varidvel massa da raiz, o
tratamento UELpae 18 na formulacdo suspenséo ctvadanapresentou 0 maior massa da
raiz, o qual diferiu significativamente apenas damamento UELpae Mix na formulagéo
suspenséao concentrada.

Estas variagbes encontradas para as caracteriddodssenvolvimento das
plantas também foram constatadas em trabalhos \d#giglos por Santiago et al (2006) e
Cadioli et al (2009). Segundo Hutangura et al. 9)9% aumento de massa de raizes
infectadas por nematoides seria consequéncia do efanbinado da emisséo de novas raizes
secundérias nos locais de infeccdo do nematdida rchacdo de galhas, mas isto ndo
justificaria os resultados obtidos para o tratamérELpae Mix suspensao concentrada, pois

pOSSuiu mais ovos e eventuais juvenis e ndo apoesaraior peso de raiz (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1. Efeito de isolados e formulac6e®decilomyces liacinusobre o desenvolvimento
das plantas de cafeeiro inoculadas ddetoidogyne paranaensis

Altura Diametro do Peso (9)
Tratamentos (cm) Caule (cm) Parte aérea Raizes
UELpae 18 PM 35,84 Bc' 0,47 a 13,79 ab 1500 ab
UELpae 18 SC 38,37 ab 0,52 a 16,15 a 16,87 a
UELpae 22 PM 39,76 A 0,52 a 12,43 ab 1522 ab
UELpae 22 SC 35,08 C 0,48 a 9,59 b 14,30 ab
UELpae Mix PM 37,67 abc 0,49 a 13,51 ab 1356 ab
UELpae Mix SC 37,57 abc 0,52 a 14,02 ab 11,29 b
Nemaplus 36,00 bc 0,52 a 14,57 a 16,30 ab
Testemunha
Inoculada 37,43 abc 0,48 a 14,66 a 13,88 ab
Testemunha nao
inoculada 37,98 abc 0,53 a 11,93 ab 1195 ab
CV (%) 7,84 16,62 34,16 37,01

I Médias seguidas de letras iguais nas colunas, ifé@m entre si, pelo teste de Duncan em nivel %ed&
significAncia de erro.

O tratamento UELpae 22 suspensao concentradadioico tratamento que
nao apresentou ovos e juvenisy) (ho solo, porém este tratamento apenas diferiu
estatisticamente da testemunha inoculada (Tabeld&p a variavel nimero de ovos e
eventuais juvenis g nas raizes, os tratamentos UELpae 22 suspensé@enttada, UELpae
Mix suspensdo concentrada e UELpae 18 pdé molhawdtraxam maior potencial de
biocontrole deM. paranaensisobtendo os menores valores de ovos e eventuaigiui®
nas raizes, poréem nao diferiram estatisticamente tdatamentos com UELpae 18 na
formulacdo de suspensdo concentrada e do bionésaaticesente no mercado Nemaplus
Resultados semelhantes foram verificados por Chdmei al. (1989a) e Freitas et al. (1999),
trabalhando com as espécideloidogyne incognitae M. javanicaem tomateiros tratados
com diferentes isolados di lilacinus Porém, a testemunha inoculada démparanaensis
também n&o obteve grande multiplicagdo da populdedmematdides; isto pode ter ocorrido
por fatores climaticos, pois a temperatura podéuentiar na embriogénese (VRAIN;
BARKER, 1978), eclosdo (BARKER et al., 1969), mmgitie e penetracdo (JATALA,
RUSSELL, 1972), desenvolvimento pés-infectivo (DAME; TRIANTAPHYLLOU, 1967),
reproducdo (NARDACCI; BARKER, 1979) e a sobrevivan(BERGESON, 1959) dos

nematoides ou pela perda da agressividad®l.dparanaensigor ser mantido muito tempo
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apenas em plantas de tomateiro. Contudo, o tratani#elpae Mix em pd ndo demonstrou
controle do nematdide de galhdsparanaensis

Tabela 2. Efeito de isolados e formulagbe$decilomyces liacinusa populacdo de ovos e

juvenis de segundo estadi@)(dle Meloidogyne paranaensiso solo e raizes em mudas de
cafeeiro.

N° de J/250 cc N° de Ovos eahnas Penetracdo,has
Tratamentos de solo raizes raizes
UELpae 18 PM 40 ab 744 d 2,65 A
UELpae 18 SC 20 b 872 cd 1,05 De
UELpae 22 PM 20 b 1762 bc 2,25 Ab
UELpae 22 SC 0 b 692 d 1,3 Cde
UELpae Mix
PM 60 ab 2842 a 1,8 Bc
UELpae Mix
SC 40 ab 390 d 2,25 Ab
Nemaplus 20 b 916 cd 1,4 Bcd
Testemunha
Inoculada 140 a 2200 ab 0,5 Ef
Testemunha
nao inoculada 0 b 0 e 0 F
CV (%) 61,13 57,64 57,92

! Médias seguidas de letras iguais nas colunas ftramformadas emix + k, k=10 n&o diferem entre si, pelo
teste de Duncan em nivel de 5% de significancierde

Com relagéo ao efeito dos isoladosRidilacinus sobre a penetracéo de J
de M. paranaensisias raizes, foi observado que os isolados ndoiradua penetracédo de
juvenis nas raizes, pois o menor valor foi apregenpela testemunha inoculada. Isto pode
ter ocorrido pelo fato dos tratamentos com os @ksaterem sido aplicados 5 dias apés a
inoculacdo do nematdide e consequentemente gsteganetrado nas raizes apos este tempo.
Segundo Moritz (2007), apds 2 dias da inoculacédM dparanaensi®em soja foi observada
penetracao nas raizes, ja ao decorrer de 4 diemdaacdo do nematoide houve penetracao
massiva deJ No entanto segundo Kerry (1990), o furigadlilacinusatua como parasita de
ovos e Dunn et al. (1982) cita que este fungo s&ct=riza por atacar as massas de ovos e
exerce forte pressdo na capacidade reprodutivas aa inicio do ciclo reprodutivo do
nematoide. Tal fato pode explicar a ineficiéncia ttatamentos em nao diminuir a penetracao
de juvenis do segundo estadig) [@as raizes de cafeeiro. Holland et al. (1999yqmam que
ovos em todos o0s estagios, incluindo aqueles gmééro juvenis ndo eclodidos, foram

infectados por um isolado d& lilacinus Assim, o fungo primeiramente coloniza ovos mas
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nao juvenis, os quais podem penetrar e se desemvaéntro do tecido da raiz (JATALA,
1986).

Por conseguinte, os relatos de resultados bem idosede controle de
nematoides com fungos nematéfagos sdo mais frezgiemin culturas de ciclo curto
(SANTOS, 2000; SOARES et al., 2005a; SOARES et28l05b). Nesses casos, os fungos
que atacam juvenis por formacao de armadilhas ounifes adesivas séo aplicados no solo
antes do plantio ou, no maximo, com essa operagdie aumenta a chance de captura destes
antes que estes penetrem nas raizes. Porém, cimgmem estudo € endoparasita de ovos
de nematdides, os resultados precisam ser obseryatomais de um ciclo de vida do
nematoide. Portanto, mais estudos precisam sesfaiilizando estes isolados para que se

possa viabilizar a aplicacéo Belilacinusem areas infestadas cdm paranaensis

3.5 Conclusoes

Os isolados ddPaecilomyces lilacinystanto na formulagdo p6 molhavel
quanto na formulacdo suspensdo concentrada, reduzepopulacdo deMeloidogyne
paranaensis principalmente os isolados Pae 18 na formulagionplhavel e Mix Pae e o

isolado Pae 22 na formulacdo suspensao concentrada.
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4. ARTIGO B: INFLUENCIA DA APLICACAO DE Paecilomyces lilacinus EM
DIFERENTES CONCENTRAQC)ES SOBRE A REPRODUQAO DE ORGANISMOS
BIOINDICADORES Folsomia candida E Enchytraeus crypticus.

4.1 Resumo

Os nematodides formadores de galhdelfidogyneGoeldi, 1887) causam grande perda na
agricultura mundial e com a conscientizacdo pubtloa efeitos nocivos causados pelos
nematicidas, formas alternativas de manejo doeditatdides estdo sendo investigadas para
gue se consiga um manejo ecologicamente sustenfavebntrole bioldégico com fungos
nematofagos € um campo de pesquisa potencial emotedundo e o fung®aecilomyces
lilacinus (Thom., 1910) Samson, 1974 é o mais estudado. ntant®, além dos efeitos
causados na populacdo de nematoides, ha tambétaresse em saber qual o efeito que a
aplicacdo massal de conidios pode causar na reg@odie organismos bioindicadores do
solo Enchytraeus crypticuBNestheide & Graefe, 1992)F@lsomia candidgWillem, 1902)
respectivamente conhecidos como enquitreideos @mbaollos), os quais sdo organismos
padrées de testes do ISO e respondem prontamentmudancas ambientais. Estes
organismos foram multiplicados e sincronizados, pésaforam montados os testes de
reproducéo dé&. crypticuse F. candidaem laboratorio segundo as normas padronizadas pelo
ISO utilizando conidios do fund®. lilacinusem diferentes concentragdes (0, 15, 250, 450 e
650 mg de conidios. Kgde solo OCDE). Apés 28 dias foi feita a avaliatg#inbém segundo

as normas ISO. Foi observado que a quantidade rmidig® aplicados néo teve correlagédo
com a reproducdo denchytraeus crypticygporéem paragolsomia candidaguanto maior a
concentracdo de conidios aplicados, menor a repéodiinal. A sobrevivéncia do funge.
lilacinus, ao final do experimento, ndo diferiu significaivente entre as concentracdes
testadas em enquitreideos e colémbolos, indicandoog dois organismos podem ter se
alimentado do fungo em questéo.

Termos para indexacado Nematoides de galhas, Controle Biologico, Furigematofagos,
Paecilomyces lilacinysBioindicadores do solé,olsomia candidaEnchytraeus crypticus

Abstract

The root-knot nematodebgloidogyneGoeldi, 1887) cause loss in agriculture worldwaahel
with public awareness of the harmful effects causgdnematicides, alternative forms of
management of plant parasitic nematodes are beiugstigated so as to achieve an
ecologically sustainable management. The biologicaltrol with nematophagous fungi is a
potential research field in the world and the fum@aecilomyces lilacinugThom., 1910)
Samson, 1974 is the most studied one. However,t dpgan the effects on nematode
population, there is also interest in knowing waHect the mass application of conidia can
cause on reproductive bioindicators of soil orgamsigEnchytraeus crypticugVestheide &
Graefe, 1992) anBlolsomia candidgWillem, 1902), respectively known as enchytraeid a
springtails) which are standard testing organismisthe ISO and respond readily to
environmental changes. These organisms were mettigind synchronized, and afterwards
the E. crypticusandF. candidareproduction tests were assembled the laboratayrding to
ISO standards using conidia of the fungudilacinusat different concentrations (0, 15, 250,
450 and 650 mg of conidia. Kgsoil OECD). After 28 days the assessment was rasoe
according to the rules cited by the ISO. Accordiagthe results it was observed that the
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amount of conidia did not correlate with the reprcttbn of theEnchytraeus crypticysut
for Folsomia candidathe higher the concentration of conidia applidee tower the final
reproduction. As for survival of the fung®s lilacinus at the end of the experiment, it was
observed that there was no significant differenedwben the concentration tested in
experiments with enchytraeid and springtails, iatliy that the two organisms may have fed
on the fungus in question.

Index terms: Root-knot nematode, biological control, nematophagfungi, Paecilomyces
lilacinus, Bioindicators of soilFolsomia candidaEnchytraeus crypticus

4.2 Introducéo

Os nematoides constituem o grupo mais abundante adienais
multicelulares em nimero de individuos no mundédmesilo em um milhdo de espécies
(VIGLIERCHIO, 1991; BAXTER, 2003). Muitas espéciedo importantes na agricultura
pelos danos causados a producdo, e 0os nematdiolgardisitas promovem a destruicdo do
sistema radicular, induzindo a formacdo de hiperpéaou lesdes necroticas nas raizes
impedindo as plantas de absorverem agua e nusiente

As perdas devidas ao ataque de nematdides na lagacmundial séo
estimadas em aproximadamente US$ 80 bilhdes/anoR(@S, 1997). Na agricultura
americana, essas perdas sdo estimadas em US$8sldlho, o que corresponde a 10% em
relacdo a agricultura mundial (BARKER et al., 19949 Brasil, a quantificacdo de perdas
nao é precisa, devido principalmente as interacdesdanos provocados por pragas e outras
doencas, condicfes climaticas, presenca de plantesoras e inadequagdo de tratos
culturais. Em vista do desconhecimento da impoidaecondémica dos nematodides, esses
organismos tém sido frequentemente negligenciados agroecossistemas, somente
assumindo “status” de patdgeno quando sua populsedencontra muito elevada, com
prejuizos acentuados (RITZINGER; FANCELLI, 2006).

Ao longo das ultimas décadas, o controle dos nedesdormadores de
galhas foi baseado principalmente no uso de funegamrganofosforados de solo e
nematicidas carbamatos (NOLING; BECKER, 1994). Asopupacdes ambientais e a
seguranca alimentar tém criado pressoes sociaggdtivas para eliminar muitos defensivos
agricolas do mercado, dos quais 0 exemplo maisiteéo brometo de metila (NOLLING;
DICKSON, 1992; MCKENRY et al.,, 1994, CALVERT et ,all998). Com a retirada dos
produtos quimicos, uma nova estratégia ambientapativel com o controle de pragas tera
que ser desenvolvida em um espaco de tempo reftetii@ curto, para evitar perdas
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significativas de produtividade nas culturas, devadum amplo complexo de solo, plantas,
pragas e patdogenos (NOLLING; BECKER, 1994).

O desenvolvimento de estratégias viaveis de maa@pota cada vez mais
para uma abordagem integrada do uso de agentemulele bioldgico com praticas culturais
adequadas, como a resisténcia da planta hospepkirdaas nematicidas ou antagonicas e,
quando necessario, uso criterioso de nematicidasiicps para reduzir populacbes de
nematoides para que figuem abaixo do limiar de daswémico (GOWEN et al., 1998;
BOURNE; KERRY, 1999; DESAEGER; RAO, 2000).

Fungos nematoéfagos tém sido considerados agemessgores de controle
biolégico de nematdides fitoparasitas (JANSSON Iet1885; DUPONNOIS et al., 1995;
SORBO et al., 2003). As espécies de fungos endsifgsade ovos de nematdides mais
conhecidas sdBochoniae Paecilomyceg esta Ultima € a espécie fungica que possui ormai
namero de bionematicidas formulados que tem sid¢ado (DONG; ZHANG, 2006).

Paecilomyces lilacinuéThom.) Samson, 1974, é um hifomiceto comum no
solo com distribuicdo cosmopolita (DUBE; SMART, T98E um patdgeno facultativo de
nematoides sedentarios e reconhecido como um diss pr@nissores antagonistas para o
controle de nematoides de galhas e nematoéidessties ¢SIDDIQUI; MAHMOOD, 1996).
Contudo, para que a aplicacdo deste fungo a caropsapter maior confiabilidade dos
produtores nos bionematicidas, estudos sobre doefls conidios sobre organismos
bioindicadores de qualidade do solo, ou seja, @gas que respondem rapidamente aos
fatores de estresse do solo, precisam ser desanglv

O campo da ecotoxicologia estuda os efeitos dasigoé nos organismos
(WALKER et al., 2001). A resposta dos organismosd@ a contaminantes tem sido obtida
por meio de espécies representativas, por exemplthocas Eiseniasp.), enquitreideos
(Enchytraeusp.,Cognettiasp.), e colémbolos tém sido os grupos mais utiigatbs estudos
pela facilidade de manter a cultura em laborat@i@elo tempo de geracdo curto na
temperatura ambiente (ACHAZI et al.,, 1997; RONDANQUX, 1996). Por cerca de 20
anos, testes ecotoxicolégicos padronizados do &wobkim realizados. Na maioria destes
métodos, em particular aqueles usando invertebradsslo artificial € usado como substrato
nos testes (OECD, 1984). Produtos quimicos a seraiados sao adicionados a estes
substratos em varias concentracdes e seus efegosrganismos (minhocas, enquitreideos,
colémbolos e &caros predadores) sdo medidos (JANSCH, 2005). Portanto, para este
estudo foram selecionadas espécies de enquitreeemémbolos Enchytraeus crypticus
(Westheide &Graefel992) eFolsomia candidgWillem 1902), respectivamente.
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Os enquitreideos pertencem a ordem dos Oligoclmesim ao filo dos
Annelida e sd0 os parentes mais proximos das mash(ERSEUS; KALLERSJO, 2004).
Apesar do seu papel importante em muitos ecosssteros enquitreideos foram
negligenciados como organismos dos testes ecotogicos até cerca de 15 anos atras
(ROMBKE, 2003). No entantoE. crypticus € uma espécie que devido ao seu rapido
desenvolvimento tem se tornado a espécie de esdothtestes nos anos recentes (ACHAZI
et al., 1997; KUPERMAN et al.,, 2003b). O teste rdproducdo com enquitreideos foi
padronizado internacionalmente por ASTM (2004), I@@ternational Organization for
Standardization) (2003a), e OECD (Organisation feconomic Co-operation and
Development) (2003) e € similar ao teste de repgy@d de minhoca e de colémbolos (ISO
1998, 1999a), que foram desenvolvidos a0 mesmoaemp

E. crypticusfazem parte da mesofauna saprofitica da camadangesitora
superficial do solo. Através da alimentacdo dosgrejdeos, o solo assume uma estrutura de
granulos com estabilidade mais elevada do que aerimaas particulas do solo. Possuem uma
habilidade de escavacao limitada comparada a raames minhocas, contudo, podem
melhorar em pequena escala 0 manejo da agua e do swlo, especialmente quando a
populacdo é alta. Jaffee et al. (1997) suspeitapaeneste microrganismo pode interferir no
controle biolégico de nematoides fitoparasjias afetar diretamente o fungo patogénico.

Folsomia candidaWillem 1902, esta sendo exposta a contaminants vi
solo e/ou alimentacdo em testes que examinam acumadacdo e/ou efeitos no
comportamento. Alguns testes para avaliar a toxd@dde poluentes organicos e inorganicos
tém sido usados como bioensaios para monitorar neediar os solos contaminados
(CROUAU et al., 2002; DIEZ et al., 2001; FAVA; BERY, 1999; FAVA PICCOLO, 2002;
FRISCHE, 2003; GEJLSBIERG et al, 2001; JUVONEN let2000; KRATZ; RIESBECK,
1998; SCHAFER; ACHAZI, 1999; VAN GESTEL et al., 200 A International Standards
Organization (ISO) publicou um protocolo que Wsacandidacomo uma espécie de teste
ecotoxicolégico que emprega efeitos na reprodugéwaovalor limite (1ISO, 1999).

Os colémbolos possuem um papel muito importanteocmguladores de
processos da decomposicdo através da predacacdamna e sdo membros importantes na
comunidade decompositora (HOPKIN, 1997). E assurgg® na naturezé. candidase
alimenta de fungos (KLIRONOMOS et al., 1992), enabor organismo também possa se
alimentar de nematdide (LEE; WIDDEN, 1996).

Algumas pesquisas tem mostrado que a poluicdo ldopsw uma ampla

variedade de contaminantes pode mudar a compodagespécies como a comunidade de
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colémbolos e enquitreideos em comparac¢éo a lodaisnmpactados (ABEL; LARINK, 1994;
NUSS, 1994; CHERNOVA et al., 1995; FILSER et aB9%; MOLDENKE; THIES, 1996;
SALMINEN; HAIMI, 1996; FRAMPTON, 1997; KUZNETSOVA;POTAPOQOV, 1997,
CHERNOVA; KUZNETSOVA, 2000; REBECCHI et al., 20000LE et al., 2001) de forma
gue as atividades antropogénicas pode ter efedmsspentes e duradouros nos colémbolos
(FRAMPTON, 2001).

E, este trabalho objetivou avaliar o efeito dacggliio de conidios do fungo
nematofago Paecilomyces lilacinusem diferentes concentragbes em dois organismos
bioindicadores de qualidade do sdochytraeus crypticug Folsomia candidae avaliou
também a interferéncia dos dois organismos bicauttices na sobrevivéncia deste fungo no

solo.

4.3 Material e Métodos

O trabalho foi realizado na Universidade de CoimbraPortugal,
Departamento de Zoologia, nas dependéncias deutastio Mar (IMAR).

Em principio foi feita a preparacéo do solo angficOCDE (1ISO-11268-1,
1993; Fairbrother et al., 1999; OECD, 2000) comd®4urfa, 21% de caolin, 75% de areia e
3,7 g CaCQ kg' de solo artificial OCDE para ajuste do pH (entrB-&5), segundo as
normas do 1SO-11274 (1994). Logo ap6s foi deterddna capacidade de retencdo de adgua
segundo as normas do 1SO-11274 (1998).

Ao mesmo tempo dos procedimentos citados acimizitai a sincronizacao
das culturas d&nchytraeus crypticus Folsomia candidatravés das normas do ISO-16387
(2003) e 1ISO-11267 (1999), respectivamente.

O isolado deP. lilacinus (UEL pae 18) avaliado pertence a colecdo de
microrganismos do Laboratorio de Fitopatologialttaversidade Estadual de Londrina, o
qual foi obtido em areas de cultivo de cafeeiroregido de Londrina — PR. Este foi
previamente selecionado quanto a capacidade dsitpam@vos dévl. paranaensisin vitro”,
em diferentes temperaturas (CADIOLI et al., 2003) gatogenicidade sobk&. paranaensis
em cafeeiro em casa de vegetacdo (CADIOLI et &09P Este fungo foi previamente
multiplicado em arroz, triturado e formulado na @emtracdo de £@onidios por grama pela
empresa Ballagro-Agro Tecnologia.

Ensaio I
Foi feita sincronizacdo da cultura &mchytraeus crypticuao ponto que

guando foi instalado o experimento o0s organisma$izados apresentavam clitelos
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desenvolvidos, ou seja, estavam em fase de regodatyavés das normas 1SO-16387
(2003).

Cada tratamento conteve 5 réplicas, cada uma com @ solo OCDE
previamente preparado. Os tratamentos foram: CO#r@e (sem o fungo); C1= 0,5 mg do
fungo Paecilomyces lilacinygC2= 7,5 mg do fung®aecilomyces lilaciny€C3= 13,5 mg do
fungoPaecilomyces lilacinus C4= 19,5 mg do fungdaecilomyces lilacinus

A suspensdo com os conidios do fungo foi prepapadia aplicacdo em
todos os tratamentos, e para isso, foi feita urspestsdo com 50 mL de agua destilada + 246
mg do conidio do fungBaecilomyces lilacinusApds, para cada tratamento foi adicionado o
valor de suspensédo (adgua destilada + fungo) doofpaga o total de 100 g de solo, sendo
adicionados 44,25 mL de suspensdo + agua destpadatratamento. Foram retiradas
aliquotas de solo para a medicdo do pH de cadarteaito em questdo e para determinacao
do teor de agua.

Apés o preparo do solo artificial com a adi¢do alogb P. lilacinus foram
adicionados 10 organismos de crypticuspor réplica e 25 mg de aveia moida como
alimento, fornecidos semanalmente. Os frascos faimmatizados em BOD a 25 °C com
fotoperiodo de 12 por 12 horas de claro e escuro.

Apods 28 dias foi adicionado em cada réplica, 4l808b e Rosa de Bengala
1% aos potes e agitados. Passados trés dias, o#reiogos estavam coloridos e foram
contados em microscopio estereoscopio.

Ensaio Il

Foi feita sincronizagdo da cultura de colémbologawnto que quando foi
instalado o experimento a cultura estava entre 1D dias de idade conforme preconiza as
normas I1ISO 11267 (1999).

Cada tratamento conteve 5 réplicas, cada uma €ognd@ solo OCDE. Os
tratamentos foram: CO = Controle (sem o fungo); €£0,5 mg do fungdPaecilomyces
lilacinus, C2 = 7,5 mg do fungdPaecilomyces lilacinysC3 = 13,5 mg do fungo
Paecilomyces lilacinus C4 = 19,5 mg do fund®aecilomyces lilacinus

A suspensdo com os conidios do fungo foi prepapadia aplicacdo em
todos os tratamentos e, para isso, foi feita unspeswsdo com 100 mL de agua destilada +
246 mg do fungdPaecilomyces lilacinusApds, para cada tratamento foi adicionado o valor
em suspensao (agua destilada + fungo) do fuhdjacinus para o total de 150 g de solo.
Foram adicionados 53,1 mL de suspenséo + agudadespor tratamento. Foram retiradas

aliquotas de solo para a medicdo do pH de cadantesto em questdo e para o valor da
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retencdo de umidade. A capacidade de retencdo we dig solo artificial foi medida com
resultado de 59%.

ApoOs a preparacao do solo com o fuiydilacinus foram adicionados 10
colémbolos por réplica e 2 mg de levedura comoefaid alimento. Os frascos com 0s
tratamentos foram pesados e foi avaliada a perdaaa semanalmente. ApGs quatorze dias
da montagem do experimento, foram fornecidos 2 mdededura por réplica em todos os
tratamentos. Os frascos foram acondicionados em B@B°C com fotoperiodo de 12 por 12
horas de claro e escuro.

Apods 28 dias do inicio do ensaio, cada réplicadtirada, transferida para
um recipiente onde foi colocada agua + tinta detzaazul (Parker). Os colémbolos ficaram
na superficie e foi tirada uma foto de cada réplas concentracdes. Esta foto foi transferida
para o computador e foi feita a contagem de coléslkairavés do programa ImageTool.

O critério de validacado no controle de reproducamp. candidaé uma
média de 100 juvenis (ISO, 1999). O coeficientea#acdo (CV) da reproducéo foi ajustado
a um maximo de 30% (ISO, 1999), idéntico aos tedtereproducdo de minhoca e de acaro
(1ISO, 1998).

Para avaliar a sobrevivéncia do fungo no $oldeita a diluicéo seriada (10
% de cada repeticao e foi plaqueada uma aliquotaldelL em meio semi-seletivo de aveia
paraP. lilacinusde Alves et al. (1998) modificado, com 20 g denfaa de aveia, 20 g de
agar, 230 mg de Baycor Plus (dodine 800 §)k§O mg de solucao de violeta genciana, 5 mg
de Tetraciclina (Cloridrato de tetraciclina, 300)pdjluidos em 1000 mL de agua destilada e
incubados por trés dias a 25 °C, para posterioerm@iacdo do percentual de
desenvolvimento das col6nias nas placas.

Os dados dos testes de reproducédo Edecrypticus e F. candida e
sobrevivéncia do fungd®. lilacinus foram submetidos a andlise de variancia com

desdobramento dos graus de liberdade em polindniogonais para comparacao da médias.

4.4 Resultados e Discussao

Pode ser observado que quanto maior a concentdecé@onidios do fungo
P. lilacinus menor foi a reproducéo dos colémbolos (Tabeldsig.corrobora com Fountain
e Hopkin (2005) que relataram que o fungo no Gualandidase alimenta influencia o seu
crescimento e fecundidade. Também ha relatos deagyealidade do substrato alimentar
fungico pode influenciar no crescimento dos col@dbdHOGERVORST et al., 2003) e
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reproducdo (KLIRONOMOS et al.,, 1999), alterando amanho da populagédo e assim
afetando o futuro da intensidade de alimentagéo.

Experimentos de laboratério corm. candida em microcosmos, com
espécies de fungos testadas separadamente em gmio@s; mostrou que alguns fungos sao
mais nutritivos que outros (FOUNTAIN; HOPKIN, 2008}ontudo, € dificil verificar as
razbes para esta diferenca que podem ser decarrdote diferentes teores de proteina
(DRAHEIM; LARINK, 1995) ou a inibicdo do crescimentos colémbolos por substancias
quimicas que atuam negativamente sobre os orgasigu®ingere (HOPKIN, 1997).

Outro estudo de fungos como alimento p&a candida destacou a
importancia de considerar ndo somente a espédignde envolvida, mas igualmente o seu
estagio de vida (SABATINI; INNOCENTI, 2000). Quatespécies de fungos patogénicos de
raizes de cereais de inverno foram avaliadas. @limide trés espécies favoreceu a nutricdo
para reproducdo de candida Contudo, o micélio dBipolaris sorokinianaoi negativo e o0s
colémbolos que se alimentaram dele morreram. &ritggmente, os conidios dB.
sorokiniana foram comidos porF. candida e forneceram uma dieta suficiente para a
reproducao.

Os resultados obtidos neste trabalho ndo confirngpm F. candida
consome e inativa fungos entomopatogénicos aplicedmo pesticidas bioldgicos sem sofrer
mortalidade, disturbio reprodutivo, ou qualquerrowdfeito prejudicial como foi citado por
Broza et al. (2001); Sjursen et al. (2001), poisatamento controle obteve maior reproducao
indicando que a ingestao do fungo diminuiu a repgéd de-. candida

N&o houve diferenca significativa nos resultados rdproducdo dos
enquitreideos com a aplicacdo de diferentes coraagi®s de conidios. Tal fato difere dos
resultados obtidos por Jaffee et al. (1997) quatasdm o rapido aumento do niamerokde
crypticusquando foram adicionados os peletes com hifas ¢asgio solo, indicando que os

enquitreideos ndo somente ingeriram como tambéenidigh o fungo.
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Tabela 1. Reproducdo dos organismos bioindicadbasomia candidae Enchytraeus
crypticus em relacdo a aplicagdo de diferentes concentragi@esesporos do fungo
Paecilomyces lilacinus

Tratamentos NE. candida NCE. crypticus

Co 881, 17 781,33

Ci1 740,33 651,17

Cc2 614,17 728,00

C3 591,33 565,50

C4 472,00 772,33
Y=807,44-17,17X (p<0,000 R2=88,00) Ns

CV (%) 26,49 23,34

Quanto a sobrevivéncia do fungo lilacinus ao final do experimento
(Tabela 2), foi observado que na presenca dos bol@&s ndo houve diferenca estatistica
entre as concentracdes e a recuperacdo do fungoldoE assumido que na naturdza
candidase alimenta de fungos (KLIRONOMOS et al., 199&)bera o organismo também se
alimente de nematoides (LEE; WIDDEN, 1996). Hoplii97) comentou que os colémbolos
afetam indiretamente processos de decomposicdorsmmtando das hifas fungicas. Também,
a alimentacdo seletiva dos colémbolos pode afetgyativamente ou positivamente a
abundancia de espécies fungicas (VARGA et al., 2002

Quanto a sobrevivéncia do fungo na presenca deitegigeos ndo houve
diferenca significativa, indicando que estes orgais podem ter se alimentado do fungo nas
maiores concentracdes. Os enquitreideos sdo tatose consumidores de material organico
morto microbiologicamente colonizado (O'CONNOR, T9BROCKMEYER et al., 1990;
DIDDEN, 1993), mas um numero de trabalhos reporume alguns enquitreideos se
alimentam de fungo (DASH; CRAGG, 1972; STANDEN; LPHR, 1977; HEDLUND;
AUGUSTSSON, 1995) e Jaffe et al (1997) suspeitayaeE. crypticusafetou diretamente o
fungo e concluiram qué&. crypticus pode interferir no controle biolégico de nematéide
fitoparasitas.

Segundo Jaffee e Muldoon (1997), a hifa peletizagaHirsutella
rhossiliensigeduziu a invasédo de nematoides nas raizes emaogmms em laboratorio, mas
nao em campo, o que foi atribuido ao fato gdecrypticus destruiram colénias das hifas
peletizadas dos fungos nematofagos e reduziranmtood® biol6gico de nematéide formador
de galhadVl. javanica O enquitreideo também reduziu a densidade dalggim do fungo
formador de armadilhavionacrosporium gephyropagymArthrobotrys thaumasiae A.

haptotylapela ingestdo e consumo do fungo (JAFFE et &.7)19
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Tabela 2. Sobrevivéncia (%) do funBaecilomyces lilacinuapés 28 dias em contato com o0s
organismog-olsomia candida Enchytraeus crypticus

Tratamentos Enquitreideos Colémbolos
C1 29,17 11,67
C2 23,33 32,00
C3 24,17 20,33
C4 24,17 25,00
Ns Ns
CV (%) 21,00 39,67

A comercializacdo de microrganismos bionematicidss baseia em
resultados de muita pesquisa. Um fator limitantstede bionematicidas € a inconstante
performance no campo (LAY et al., 1982; DICKSON; T@HELL, 1985; CARNEIRO;
CAYROL, 1991; PERSSON; JANSSON, 1999; MEYER et aD01; SORRIBAS et al.,
2003), a perda de viruléncia (LOHMANN et al., 19829)/CKERMAN et al., 1989; WANG et
al., 2003), consequentemente a baixa qualidadeodgote na aplicacdo (JENKINS et al.,
1998) por causa principalmente dos fatores anmdigengue o fungo estara sujeito quando
aplicado em campo.

Os agentes de controle biolégico no solo estaotssj@o antagonismo
imposto por diferentes organismos. E preciso umasiigacdo rigorosa para que se possa
aplicar bionematicidas, adquirir a confianca dosdptores e manter o ecossistema 0 mais

possivel intacto de estresses antropogénicos.

4.5 Conclusoes

A concentracao dos conidios do furig@ecilomyces lilacinugfluencia na
reproducéo dos colémbolos.

Ha indicacdo de que os dois organismos bioindiesd&nchytraeus

crypticuse Folsomia candidae alimentam do fung®aecilomyces lilacinus
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5. ARTIGO C: INTERACAO ENTRE Folsomia candida, Enchytraeus crypticus E
Meloidogyne paranaensis EM RESPOSTA AO FUNGO Paecilomyces lilacinus.

5.1 Resumo

O fungo Paecilomyces lilacinugThom., 1910) Samson, 1974 é relatado como agente d
biocontrole de nematdides e, com o interesse [@icps ecologicamente corretas, tem sido
dada énfase a estrutura da comunidade invertebiadalo, visando identificar um manejo
que possa otimizar atividades do ecossistema. [Esiealho objetivou avaliar em
microcosmos a interacdo dos microrganismos bioaadices do solo colémbolédlsomia
candidaWillem, 1902) e enquitreidedchytraeus crypticug/estheide & Graefe, 1992) em
conjunto com a aplicagédo do funBolilacinus(UELpae 18) e o efeito causado no nematoide
Meloidogyne paranaensifCarneiro et al., 1996) na cultura do tomategjkgycopersicon
esculentumMill. cv. Easypeél. O trabalho foi realizado na Universidade de Coanb
Portugal, constando de 16 tratamentos, cada um aooo réplicas utilizando todas as
interacdes entre planta, colémbolo, enquitreidempatoide e fungo, em delineamento de
blocos ao acaso. Recipientes de 1,5 L contendo de0golo artificial OCDE, foram
utilizados segundo as normas do ISO. Plantulaoiateiro com 30 dias de idade foram
transplantadas e inoculadas com 5000 ovo#/d@aranaensigor vaso. Foram utilizadas
populacdes de 20 organismos Belsomia candidae Enchytraeus crypticupor vaso de
microcosmos, sincronizados segundo as normas doABGs, foram aplicados 650 mg do
isolado do fungo diluidas em 10 mL de &gua destilpdr vaso. Os microcosmos foram
fechados e, apés 60 dias foram avaliadas carditasisle desenvolvimento das plantas,
populacdo déVl. paranaensisias raizes, populacédo #e candidae E. crypticusno solo, e
sobrevivéncia do fung®. lilacinus no solo. Os resultados apontaram uma diminuigdo na
altura de plantas e um aumento na massa das i@aseplantas de tomateiro quando na
presenca do nematdide. A interacdo fungo x colémkanquitreideos mostrou influéncias
variaveis nas caracteristicas de desenvolvimergoptintas. Para maior altura de planta a
interacdo de fungo e colémbolos ndo foi dependémtenquitreideo; e para massa de parte
aérea e de raiz esta interacdo foi dependente gloitexideo para apresentar 0s maiores
valores. Para reproducdo do nematoide o fungdifieete no controle da popula¢cdo com ou
sem a presenca dos organismos bioindicadoreshbmioglicadores sem a presenca do fungo
também diminuiram eficazmente a populacdo de nedestd A maior reproducdo dos
colémbolos e dos enquitreideos foi obtida na pgseto fungo e este obteve alta
sobrevivéncia na presenca do nematoide.

Termos para indexacdo Nematoides de galhas, Controle Biologico, Furigematofagos,
Bioindicadores do solo.

Abstract

The fungusPaecilomyces lilacinugThom., 1910) Samson, 1974 is reported as a biomon
agent for nematodes, and with interest in envirantally friendly practices, emphasis has
been given to the structure of soil invertebratecwnity, to identify a management able to
optimize activities for ecosystem operation. Thiglg evaluated in microcosm the interaction
of bioindicators organisms of soil springtaiFolsomia candidaWillem, 1902) and
enchytraeid Enchytraeus crypticug/estheide & Graefe, 1992) together with the appbeca
of the fungusP. lilacinus (UELpae 18) and the effect caused by the nemateleidogyne
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paranaensis(Carneiro et al., 1996) in tomafhycopersicon esculentuMill. cv. Easypeé).
The work was conducted at the University of CoimbRI, where 16 treatments were done,
each with five replicates using all interactionstween plants, springtails, enchytraeid,
nematode and fungus, in a randomized design. Gamaof 1.5 L were used containing 7509
of OECD artificial soil, according to the ISO stands. Tomato seedlings with 30 days of age
were transplanted and inoculated with 5.000 egdd.gdaranaensisWe used populations of
20 organisms ofolsomia candidaand Enchytraeus crypticuper containers microcosms,
synchronized according to the ISO standards. /&5 mg of fungal conidia isolate were
applied diluted in 10 mL of distilled water per ¢caimer. The microcosms were closed so that
there was no loss of microorganisms and, after &@s ccharacteristics of tomato plant
development were evaluated, the populatioMoparanaensi®n roots, the population &f.
candidaandE. crypticusin the soil, and survival of the fung®s lilacinusin soil. The results
showed a decrease in height and an increase imrass$ of tomato plants in the presence of
the nematode. The interaction springtail x fungenghytraeid showed variable influences on
the characteristics of plant development. It waseoked that for a greater plant height the
interaction of the fungus and Collembola it was dependent on the Enchytraeid; on the
other hand the weight of shoot and root of thisrattion was dependent on the Enchytraeid
to present the greater results. For nematode raptiod the fungus was eficient in population
control with or without the presence of bioindigaterganisms, as the bioindicators without
the presence of the fungus also effectively deeckabe nematode population. Further
reproduction of Collembola and Enchytraeid was iolkth in the presence of the fungus and
the fungus had a high survival in the presencé®hiematode.

Index terms: Root-knot nematode, biological control, nematoghasgfungi, Bioindicators of
soil.

5.2 Introducgéo

Nematodides formadores de galhke(oidogynespp.) estdo entre 0s grupos
de nematodides fitoparasitas que mais causam da&re2(%) e perdas (87 bilhdes de ddlares)
por ano nos campos das principais plantas cultsvagla todo o mundo (SASSER,;
FRECKMAN, 1987).

O controle destes nematéides tem sido realizadacipalmente por
nematicidas quimicos, rotacéo de culturas (SASSIERUZZELL, 1991; JOHNSON et al.,
1997; REYNOLDS et al., 2000; PLOEG, 2002; KRATOCHVet al., 2004), cultivares
resistentes quando disponiveis (WIDMER; ABAWI, 2)0€ultura de cobertura, adubacao
verde, solarizacdo, pousio e controle biologico RBER; KOENNING, 1998). No entanto,
todo método de controle tem sucesso limitado, eana que se aproxima de um método
sustentavel de controle de nematéide integra disdesramentas e estratégias para o manejo
de pragas em um sistema agricola sustentavel (AKTA97).

Com o crescimento das limitacbes do uso de nemasicho manejo de
nematoides, pois 0 controle quimico é muito caém, sustentavel e afeta 0 agroecossistema

negativamente (AHMAD; KHAN, 2004), varios agentes lmiocontrole tém sido avaliados
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para 0 manejo deste patdégeno. Os fungos oportarné&tamostrado resultados encorajadores
no controle de nematoéides formadores de galhas] (€Edl., 1993; KHAN; SAXENA, 1996,
1997; NAKAT et al., 1998; JONATHAN; RAJEDRAN, 2008BHMAD; KHAN, 2004).

Paecilomyces lilacinugThom) Samson, 1974, um hifomiceto comum no
solo com distribuicdo cosmopolita (DUBE; SMART, 98¢ um fungo oportunista que é
usado em grande numero de formulados nematicidé&giios (DONG; ZHANG, 2006). Os
fatores limitantes deste fungo sé@o o inconstangserdpenho no campo (LAY et al., 1982;
DICKSON; MITCHELL, 1985; CARNEIRO; CAYROL, 1991; HESSON; JANSSON,
1999; MEYER et al., 2001; SORRIBAS et al., 2003peaida de viruléncia (LOHMANN et
al., 1989; ZUCKERMAN et al., 1989; WANG et al., Z)Ce baixa qualidade de controle na
primeira aplicacao (JENKINS; GRZYWACZ, 2000).

A eficiéncia do fungdP. lilacinus como agente de controle bioldgico, tem
sido testada em muitos paises com resultados yissiflara o parasitismo de estagios
sedentarios dos nematdides fitoparasitas (DAVIDRAQA, 1983; JATALA, 1986; KHAN;
HUSSEIN, 1988, 1990). Um exemplo € o isolado 2512f) que atualmente é
comercializado e registrado para a venda como BidAG para controle de nematdides em
varios paises (KIEWNICK, 2004; ATKINS et al., 2005lém disso, PL251 recebeu
recentemente o registro US Environment Protectigandy como nematicida biol6égico com
o nome comercial Meloc6hWG (EPA, 2005). Os resultados preliminares obtidos a
formulacdo de granulos dispersiveis em agua de Pl(Boact WG) demonstraram o
potencial de controle biolégico dé. incognitaem plantas de tomatkleterodera schachtii
em beterraba, bem como o nematdRidopholus similiem banana, quando testado em
condi¢cdes de temperatura favoravel para o bioclenpelo fungo (KIEWNICK; SIKORA,
2003; KIEWNICK et al., 20044, b).

No entanto, € preciso avaliar o efeito do fungoryista na penetracao, no
desenvolvimento e no ciclo de vida dos nematOid&HRAF; KHAN, 2005) que tem uma
grande importancia na estratégia de manejo de dateatfitoparasitas, pois ha um grande
namero de fungos que ocorrem naturalmente no sofmdem exercer influéncia nos
microrganismos, inclusive nos nematéides (ANVERIgt2001).

E preciso também se avaliar o efeito do fungo omista no ciclo de vida
de organismos bioindicadores da qualidade de ssdoegtardo interagindo na microbiota do
solo. Com a crescente demanda de tecnologias @tpsodcologicamente corretos, tém sido
desenvolvidas varias estratégias de medicdo dadgdalambiental e da sustentabilidade da

exploracdo agropecuaria. O uso de bioindicadorestrerse promissor como indicadores
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ambientais que respondem as perturbacdes ou mwangzentais; indicadores ecoldgicos
gue demonstram efeitos das mudancas ambientais albenacoes de habitats, fragmentacao,
mudancas climaticas, poluicdo e outros fatoresggram impacto na biota; e, por ultimo,

indicadores de biodiversidade, que refletem indigediversidade (MCGEOCH, 1998).

Por cerca de 20 anos, testes ecotoxicoldgicos padans do solo tém sido
realizados. Na maioria destes métodos, usa-setétwados em solo artificial como substrato
para os testes (OECD, 1984). Os produtos quimidosaslicionados e avaliados nestes
substratos em varias concentracoes e seus efesogrganismos (minhocas, enquitreideos,
colémbolos e acaros predadores) sdo medidos. Negterimento utilizou-se como
organismos bioindicadores uma espécie de enqutrdithchytraeus crypticug/estheide &
Graefe1992; Oligochaeta) e uma espécie de colémbetdsOmia candidawillem 1902;
Collembola: Isotomidae).

Apesar do seu papel importante em muitos ecosssteas enquitreideos
foram negligenciados como organismos testes até ok 15 anos atras (ROMBKE, 2003).
Com a descoberta de sua sensibilidade aos estrassepogénicos, foram desenvolvidos
estudos de testes de reproducdo a campo e emt@immreom Enchytraeus albidupara
avaliar os efeitos dos produtos quimicos e analsajualidade do solo utilizando solo
artificial (ROMBKE; MOSER, 1999, 2002E. crypticusé uma espécie que, devido ao seu
rapido desenvolvimento, tem se tornado a espéciesdelha dos testes nos anos recentes
(ACHAZI et al.,, 1997; KUPERMAN et al., 2003b). Esteeste foi padronizado
internacionalmente por ASTM (2004), 1ISO (2003aRECD (2003) e € similar ao teste de
reproducao de minhoca e de colémbolos (ISO 1999 a®

Os enquitreideos petencem a classe dos Clitetiedem dos Oligochaeta e
ao filo dos Annelida. Fazem parte da mesofaunaofiipa da camada decompositora
superficial do solo (JANSCH et al., 2005) e, pspissdo conhecidos por serem consumidores
saprofiticos (O'CONNOR, 1967; BROCKMEYER et al.,909 DIDDEN, 1993), mas ha
trabalhos que reportam que alguns enquitreideadimentam de fungos (DASH; CRAGG,
1972; STANDEN; LATTER, 1977; DASH et al., 1980; HEODND; AUGUSTSSON, 1995)

e de bactérias filamentosas (KRISHEK et al., 1995). Jaffee et al. (1997) suspeitagaeE.
crypticusafeta diretamente o fungo, e concluiram que esteonganismo pode interferir no
controle biolégico de nematoides fitoparasitas.

Folsomia candidaé amplamente usada em estudos ecotoxicolégic@s (IS
1999a), pois possui um tempo de geracéao relativiemamto e reproducdo partenogénica, o

que faz a espécie apropriada para estudar indisidiferentes e parametros de populacdes
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em um experimento Gnico (CROMMENTUIIN et al., 1993J4 os colémbolos séo
classificados como microsaprofagos decompositdsl$CH et al., 2005), se alimentam de
fungos (KLIRONOMOS et al., 1992; FILSER, 2002; FOUANN; HOPKIN, 2005), mas
podem igualmente se alimentar de nematoides (BROWBY; GILMORE; POTTER, 1993;
LEE; WIDDEN, 1996; HOPKIN, 1997). Read et al. (2DO@portaram que &acaros e
colémbolos foram capazes de reduzir o namero deatdéses em laboratério e se
alimentaram de espécies alvo de nematdides no campo

Portanto, confrontando o ecossistema do solo e cuaplexas interacdes
das comunidades de espécies e seus processosidumisloguimicos e fisicos associados,
simplificados sistemas de laboratério foram condtrsi para preencher uma lacuna com a
complicada situacdo do campo. Coletivamente, egttmmas de laboratorio sdo chamados de
“microcosmos” e apesar das discussdes sobre aabdifade desses sistemas (TAYLOR;
PARKINSON, 1988), houve poucas tentativas de sgarha alguma padronizacdo (VAN
STRAALEN; VAN GESTEL, 1993).

Os fatores que conduzem as mudancas na dinamicaopagacoes dos
nematoides no solo sdo pouco conhecidos. No entast@rganismo<€. crypticuse F.
candidapodem em conjunto com o fungo lilacinusreduzir a populacdo do nematoisle
paranaensisem raizes de plantas de tomateiro em microcosmogyodem prejudicar a
eficiéncia do parasitismo do fungb lilacinusaumentando assim a populagdo do nematdide
M. paranaensisO presente trabalho teve como objetivo avaliafeito das interacbes dos
organismosMeloidogyne paranaensisPaecilomyces lilacinysEnchytraeus crypticuse

Folsomia candida@m plantas de tomateirbi¢opersicum esculentuMill.).

5.3 Material e Métodos

O trabalho foi realizado na Universidade de CoimbraPortugal,
Departamento de Zoologia, has dependéncias daouttastio Mar (IMAR).

Em principio foi feita a preparacdo do solo aridfic OCDE
(FAIRBROTHER et al., 1999; OECD, 2000) com 5% déau21% de caolin, 75% de areia e
3,7 g CaCQ@ kg*' de solo artificial OCDE para ajuste do pH (entrB-65), segundo as
normas do 1SO-11274 (1994). Logo apos foi deterdana capacidade de retencdo de agua
segundo as normas do 1SO-11274 (1998).
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O delineamento experimental foi em blocos casuddizaem esquema
fatorial 2x2x2x2, totalizando 16 tratamentos (TalkBl Recipientes de 1,5 L foram utilizados
contendo 750 g de solo artificial, segundo as nerdwalSO.

Tabela 1. Tratamentos elaborados com 5 repetigiks c
Tratamento

1 Planta

2 Planta #M. paranaensis

3 Planta #. candida

4 Planta +E. crypticus

5 Planta #M. paranaensis- F. candida
6 Planta #M. paranaensis E. crypticus
7 Planta #. candida+ E. crypticus

8 Planta +P. lilacinus

9 Planta +P. lilacinus+ M. paranaensis

10 Planta +P. lilacinus+ E. crypticus

11 Planta +P. lilacinus+ F. candida

12 Planta #P. lilacinus+ M. paranaensis F. candida+ E. crypticus
13 Planta +P. lilacinus+ M. paranaensis- E. crypticus

14 Planta +P. lilacinus+ M. paranaensis- F. candida

15 Planta M. paranaensis- F. candidat+ E. crypticus

16 Planta #P. lilacinus+ F. candida+ E. crypticus

Um més antes da montagem do experimento, sementesndteiro cultivar
Easypeel foram germinadas em estufa e foram tramisglas em vasos contendo 50 g de solo
OCDE e aos 30 dias foram transplantadas para oiggyeo.

Ao mesmo tempo foi realizada a sincronizacao diigras deEnchytraeus
crypticus e F. candida segundo as normas 1SO-16387 (2003) e ISO-112679),199
respectivamente. Foram aplicados 20 organismds. dgypticuse F. candidapor vaso, no
dia da montagem do experimento.

Para tanto, os nematdides foram multiplicados eamtpé de tomateiro
cultivar Easypeel e apos 60 dias procedeu-se agéxirdos ovos e eventuais juvenis das
raizes pela técnica de extracdo descrita por Banégrraz (1981). A suspensao foi ajustada
para 1000 ovos e eventuais juvenis por mL e forplcaos 5000 ovos e eventuais juvenis
por repeticao.

Apos 3 dias foram aplicados 650 mg do fulRgdilacinus (UELPae 18em
10 mL de agua destilada. Estes fungos foram prengmultiplicados em arroz, triturados e
formulados na concentracdo de®16sporos por grama pela empresa Ballagro-Agro
Tecnologia. O isolado de°. lilacinus (UELpae 18) avaliado pertence a colecdo de

microrganismos do Laboratorio de Fitopatologialttaversidade Estadual de Londrina, o



70

qual foi obtido em areas de cultivo de cafeeiroregido de Londrina — PR. Este foi
previamente selecionado quanto a capacidade dsitpam@vos dévl. paranaensisin vitro”,
em diferentes temperaturas (CADIOLI et al., 2003) gatogenicidade sobké. paranaensis
em cafeeiro em casa de vegetacdo (CADIOLI et @09
Os microcosmos foram fechados para que ndo havemsla dos

microrganismos e foram colocados em estufa climdéiza 22° C com fotoperiodo de 12 por
12 horas claro e escuro e foram regados diariamente

ApoOs 60 dias as garrafas com as plantas foramdastdoram retiradas as
raizes, e medida a altura da parte aérea e pespddeaaérea e as raizes das plantas de
tomateiro. Em seguida foi feita a extracdo dos ae@sematdides pela técnica descrita por
Bonetti e Ferraz (1981). A parte superior do solalividida (250 g) e para o tratamento com
colémbolos este solo foi colocado no extrator maperatura de 45° C, enquanto que para
enquitreideo foi adicionado alcool 80% + rosa deghéa 1%. Passada uma semana foram
feitas as contagens dos dois organismos em migimsestereoscopio.

Para avaliar a sobrevivéncia do fungo no $oideita a diluicdo seriada (10
% de cada repeticao e foi plaqueada uma aliquoadelL em meio semi-seletivo de aveia
paraP. lilacinusde Alves et al. (1998) modificado, com 20 g denfaa de aveia, 20 g de
agar, 230 mg de Baycor Plus (dodine 800 §)k§O mg de solucdo de violeta genciana, 5 mg
de Tetraciclina (Cloridrato de tetraciclina, 300)mgm 1000 mL de agua destilada. Passados
7 dias de incubacéao foi determinado o percentudiedenvolvimento das colonias nas placas.
Outra amostra foi recolhida de cada repeticdo paranedido o pH dos tratamentos ao final
do experimento segundo as normas do ISO-11274)1994

Os dados obtidos tanto para as caracteristicasedendolvimento das
plantas quanto para o desenvolvimento dos orgasisutibzados no experimento foram
submetidos a andlise de variancia com desdobranta# interacdes entre 0os organismos

para comparacao da médias.

5.4 Resultados e Discussao

Os resultados para a altura das plantas, pesorte gegea e de raiz das
plantas de tomate mostraram-se variaveis, send@aqltura das plantas teve dependéncia
significativa do nematdide e da interagdo colémboléungo x enquitreideo (Tabela 2).
Quando foi avaliado o peso da parte aérea foi vhdar dependéncia significativa da
interacdo colémbolo x fungo x enquitreideo e o pswaiz foi influenciado pela interacéo do

fungo x nematéide e colémbolo x fungo x enquitreide
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Tabela 2. Efeitos significativos das fontes deagio (£0.05) das Analises de Variancia das
caracteristicas de desenvolvimento de plantas defro.

Caracteristica Fonte de Variacdo GL Teste F (p. valor)
Altura de Planta Nematoide 1 0,0000
CV =22,91% Colémbolo x Fungo x Enquitreideo 1 0,0515
Fungo dentro (Colémbolo 1 Enquitreideo 0) 1 0,0001
Enquitreideo dentro (Colémbolo 1 Fungo 1) 1 0,0126
Peso de Parte Aérea Colémbolo x Fungo x Enquitreideo 1 0,0049
CV =33,29% Colémbolo dentro (Fungo 1 Enquitreideo 0) 1 0,0193
Fungo dentro (Colémbolo 1 Enquitreideo 0) 1 0,0040
Enquitreideo dentro (Colémbolo 1 Fungo 1) 1 0,0003
Peso de Raiz Nematoide x Fungo 1 0,0001
CV = 30,64% Nematéide dentro (Fungo 0) 1 0,0008
Nematéide dentro (Fungo 1) 1 0,0145
Fungo dentro (Nematoide 0) 1 0,0208
Fungo dentro (Nematoéide 1) 1 0,0005
Colémbolo x Fungo x Enquitreideo 1 0,0004
Colémbolo dentro (Fungo 1 Enquitreideo 0) 1 0,0002
Fungo dentro (Colémbolo 1 Enquitreideo 0) 1 0,0001
Enquitreideo dentro (Colémbolo 1 Fungo 1) 1 0,0001

Na presenca do nematoilie paranaensis altura das plantas de tomateiro
foi estatisticamente inferior (18,47 cm) do que awséncia do nematdide (23,14 cm),
independente da presenca ou auséncia dos organiimioslicadoresF. candidae E.
crypticus ou mesmo do fungo nematéfago lilacinug ou seja, o nematodide influenciou
negativamente no crescimento das plantas de tamateste resultado corrobora com o0s
obtidos por Ferraz e Monteiro (1995) que relatargoe o tamanho desigual de plantas, a
murcha nas horas mais quentes do dia, as folhagas fde menor tamanho, o nanismo e,
consequentemente, a reducédo de producdo sdo sintgpias do atague dos nematodides.
Segundo estes mesmos autores, no caso dos nemdtriadores de galhas, em funcao do
comprometimento do sistema radicular pela formagéocélulas gigantes, hiperplasia e
hipertrofia (sintomas histolégicos) de células, @ddaver uma exibicdo exagerada de
deficiéncias nutricionais que se refletem na padesa, levando a planta a um declinio
vagaroso.

Quando o fungo estava presente, a altura de plantamior (25,08 cm) do
gue na sua auséncia (16,07 cm), isto quando obol@ estava presente e o0 enquitreideo
ausente. Na presenca do enquitreideo a alturaadéapioi maior (21,54 cm) do que na sua
auséncia (16,07 cm) guando o colémbolo e o fustavam presentes, ou seja, independente
da presenca ou ausénciaHlecrypticus quando estavam presentes em conjéntcandidae

P. lilacinushouve um aumento significativo da altura das plsle tomateiro.
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Para a massa da parte aérea das plantas de tonfai@bservado que na
presenca de colémbolo a massa da parte aéreddtistasamente inferior (2,45 g) do que na
sua auséncia (3,81 g), quando o fungo estava peesen enquitreideo estava ausente. Na
presenca do fungo, a massa da parte aérea foi n{gis g) do que na sua auséncia (4, 14 g)
quando em conjunto com colémbolos e na auséncia edquitreideos. Na presenca do
enquitreideo, a massa da parte aérea foi supdr®t @) do que em sua auséncia (2,45 Q)
quando na presenca de colémbolo e fungo. Este#taghssl mostraram-se inversos aos
resultados para altura das plantas de tomateitie,gpresenca do fungo e dos colémbolos
diminuiu significativamente a massa da parte aérepenas quando estavam em conjunto
com E. crypticustiveram um aumento significativo da massa da pagrea, mostrando-se
dependentes deste organismo.

Para a variavel massa da raiz das plantas de tiomata presenca do
nematoide foi estatisticamente maior do que naasséncia, quando o fungo estava ausente,
e menor na sua presenca. Na presenca do fungosa mh@asaiz foi estatisticamente inferior
(1,53 g) do que na sua auséncia (2,17 g) quandoernatdide estava presente e
estatisticamente inferior (1,97 vs 1,55 g) na suséacia. Isto indica que na raiz em que foi
inoculado o nematdide e nao foi aplicado o fungtewdse um maior peso. Segundo
Hutangura et al. (1999), o aumento de massa desraifectadas por nematodides é
consequéncia do efeito combinado da emissdo desn@iaes secundarias nos locais de
infeccdo do nematdide e formacdo de galhas. Estamces encontradas para as
caracteristicas de desenvolvimento das plantaselagéo a presenca do nematoide formador
de galhas também foram encontradas em trabalheswd#gidos por Santiago et al, (2006) e
Cadioli et al. (2009).

Na presenca do colémbolo, a massa das raizesféoiom(1,09 g) ao que
era na sua auséncia (2,07 g) quando na presenfingo e auséncia de enquitreideo. Na
presenca do fungo, a massa da raiz foi inferidd9(3}) ao que era na sua auséncia (2,09 g)
quando na presenca do colémbolo e na ausénciajdiérefdeo. Na presencga do enquitreideo,
a massa das raizes foi superior (2,15 g) ao quesmuséncia (1,09 g) do que quando na
presenca de colémbolo e fungo. Isto indica quegligente para a massa de parte aérea o
bioindicador enquitreideo, de alguma forma, ajud@umentar a massa das raizes. Resultado
divergente foi relatado por Jaffee et al. (199%,quais citaram que igualmente ao niumero de
nematoides, o efeito de. crypticusno crescimento das raizes foi indireto, as raiaesni
atrofiadas quando os enquitreideos interferiram coatrole biolégico dos nematoides

formadores de galhas.
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Estes resultados corroboram Andrade (1999), queafjue o ambiente ao
redor das raizes representa uma regido de int¢invgdade microbiana, onde as interacdes
microrganismo-microrganismo e microrganismo-plargdo evidentes e extremamente
complexas.

A reproducdo dos nematdides ao final de sessen tdve influéncia
significativa da interacdo colémbolo x fungo x etmideos, em que a reproducdo dos
colémbolos foi dependente da interacdo do nemakdidego, do nematoide x enquitreideo e
do fungo x enquitreideo (Tabela 3). Ja a reproduig@oenquitreideos sofreu influéncia da
interacdo nematodide x fungo e a sobrevivéncia dwdufoi influenciada pela interagédo
nematoide x enquitreideo.

Todos os tratamentos que continhl@mparanaensi®btiveram o indice de
galhas mais elevado segundo a escala de Tayl@seiS4978) e massas de ovos por sistema
radicular (dados n&o apresentados na tabela podiféiobem estatisticamente entre si). Isto
significa que houve penetracdo dos juvenis nagsatmm formacdo de galhas e massas de
Ov0oS, porém o numero de ovos por massas de ovotesddgatamentos foram
significantemente menores (Tabela 3).

Para reproducdo de nematdides foi observado qpeesanca do colémbolo
a reproducédo de nematdide foi inferior (1.306 néidas) do que na sua auséncia (33.152
nematoéides) quando na auséncia do fungo e presmgenquitreideo. Estes resultados
indicam que os organismos bioindicadores de quddiadbp solo reduziram a populacao final
de nematdides, mostrando potencial para agentesrdeole bioldgico. Huhta et al. (1998)
em um estudo desenvolvido em laboratério, obsemvamue F. candida consumiu
nematoides, mas citaram que ndo estava claro senogtoides sdo importantes componentes
da dieta dos colémbolos. No entanto, Read et @06)2com o uso de PCR para detectar a
predacao de nematodides por microartropodes, aeatokembolos no laboratério e no campo
confirmaram a hipétese de que os acaros e os colémbao predadores significantes de
nematoides, capazes de reduzir a sua densidadéapiopal. Também, Wilson e Gaugler
(2004) encontraram correlacdo positiva entre a tixdeclinio da populacdo de nematoides
no solo e a abundancia de acaros e colémbolospbowando os resultados do presente

estudo.
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Tabela 3. Efeitos das fontes de variag&®(P5) sobre os resultados da Andlise de Variancia
do efeito dePaecilomyces liacinusa populacéo d&leloidogyne paranaensis, Enchytraeus
crypticus e Folsomia candidam microcosmo e sobrevivéncia®elilacinusno solo ao final

do experimento em tomateiro.

Caracteristica Fonte de Variacdo GL Teste F (p. valor)
Reproducédo do Nematdide Colémbolo x Fungo x Enquitreideo 0,0006
CV = 46,63% Colémbolo dentro (Fungo 0 Enquitreideo 1) 0,0000

Fungo dentro (Colémbolo 0 Enquitreideo 0)
Fungo dentro (Colémbolo 0 Enquitreideo 1)
Fungo dentro (Colémbolo 1 Enquitreideo 0)
Enquitreideo dentro (Colémbolo 0 Fungo 0)

0,0142
0,0000
0,0004
0,0008

Reproducéo do Colémbolo Nematoide x Fungo

CV =70,99% Nematoide dentro (Fungo 1)
Fungo dentro (Nematoéide 0)
Nematéide x Enquitreideo
Nematéide dentro (Enquitreideo 0)
Enquitreideo dentro (Nematoide 0)
Fungo x Enquitreideo
Fungo dentro (Enquitreideo 0)
Enquitreideo dentro (Fungo 1)

0,0077
0,0000
0,0000
0,0124
0,0000
0,0000
0,0143
0,0000
0,0000

0,0247
0,0013

Reproducéo do Enquitreideo  Nematdide x Fungo
CV = 66,19% Nematéide dentro (Fungo 1)

Fungo dentro (Nematoide 0) 0,0000
Fungo dentro (Nematoéide 1) 0,0074
Sobrevivéncia do Fungo Nematdide x Enquitreideo 0,0020
CV =50,67% Nematéide dentro (Enquitreideo 1) 0,0003

PR RRPRPRRPRRPRPRRPRPRPRPRPRERPRRPRERPRPR

Enquitreideo dentro (Nematoide 1) 0,0002

Porém, na presenca do enquitreideo, a reproducaendatoide foi superior
(33.152 nematdides) do que na sua auséncia (1®dm@atoides) quando na auséncia de
colémbolo e fungo. Isto indica que de alguma forog enquitreideos influenciaram
negativamente no controle bioldgico de nematéigegalhas quando sozinhos no solo. Jaffee
et al. (1997) observaram que crypticusndo reduziram o numero de nematoides, pelo
contrario, houve indicacbes de aumento da penetrdgs nematodides nas raizes quando um
namero pequeno de enquitreideos foi adicionadcesge efeito € real, no entanto, pode ter
sido um efeito indireto em que os enquitreideosrait a porosidade do solo (DIDDEN,
1990) e aumentam o movimento do nematdide pela 8dinnis e Jaffee (1989) relataram
que por causa do tamanho relativamente grandeaenpabilidade, os enquitreideos podem
mecanicamente danificar o fungt. rhossiliensis removendo os conidios e reduzindo a
adesdo nos nematoides.

Na presenca do fungo a reproducdo do nematoéidanferior (7.696
nematoides) quando na sua auséncia (18.176 nees)t@dna auséncia de colémbolos e

enquitreideos. Também na presenca do fungo a megodde nematodide foi inferior (4.512
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nematodides) do que na auséncia (33.152 nematdidasruséncia do colémbolo, mas
presenca de enquitreideo. E na presenca do fumgpraducdo do nematdide foi inferior
(3.616 nematdides) do que na auséncia (19.536 o®hleal quando na presenca de
colémbolo e auséncia de enquitreideo. Ou sejapéamtentemente da presenca ou auséncia
dos organismos bioindicadores em conjunto com gduhouve reducao da populagéo de
nematoides pelo fungo nematéfdgdilacinus

Ha varios trabalhos que relatam a eficiéncia dogduR. lilacinus na
supresséao da populacdo de nematdides fitoparéSHd3lOLI et al., 2009). Lara et al. (1996)
demonstraram quéP. lilacinus reduziu significativamenteM. incognita do solo, das
populacdes da raiz e aumentou o rendimento do érmalNa mesma cultura Siddiqui et al.
(2000) relataram a reducdo da infeccdoMiejavanica quando Ahmad e Khan (2004)
indicaram que o fung®. lilacinus eficazmente parasitou fémeas, massas de ovossedevo
M. incognitaem pimenta, afetando assim a multiplicagdo dacgerposterior do nematoide.
Holland et al. (1999) provou que ovos em todos stdgios, incluindo aqueles que contém
juvenis ndo eclodidos, foram infectados por umadol deP. lilacinus Assim, o fungo
primeiramente coloniza ovos mas nao juvenis, ossqoadem penetrar e se desenvolver
dentro do tecido da raiz (Jatala, 1986), confirnmaadesultado obtido neste trabalho com a
observacdo do alto indice de galhas em todos tasnmteamtos em que o nematdide foi
inoculado.

Schenk (2004) demonstrou o controle de nematoidagathas em tomate e
pepino, e 0 aumento da producdo de frutos em ocdeslige campo com a aplicacdo de um
produto comercial formulado com conidios ¢k lilacinus aplicado em pré-plantio,
combinado com a aplica¢do no substrato das mudasmesegunda aplicacdo apds 6 semanas
do plantio. E Cabanillas e Barker (1989) e Kiewrgckikora (2006) relataram que um bom
nivel de controle de nematoides foi conseguidmtaeta aplicacdo do isolado peruandPde
lilacinus dez dias antes do transplantio de tomate quantsotirdo PL251 seis dias antes do
transplantio das mudas.

Para reproducédo de colémbolos, na presenca de gideatreproducéao foi
inferior (21,2 colémbolos) do que na auséncia (€h@2mbolos) quando na presenca do
fungo. Na presenca do fungo a reproducéo dos colésiboi superior (71,2 colémbolos) do
gue na auséncia (19,4 colémbolos) quando na aas@achematdide. Ou seja, o fungo
lilacinus aumentou a reproducao Becandidaquando se apresentou sozinho.

Na presenca de nematoide, a reproducédo dos colésntmlinferior (19,5

colémbolos) do que na auséncia (68,2 colémboloahdp na presenca de enquitreideos. Na
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presenca de enquitreideos, a reproducédo dos cdiésrooinferior (22,4 colémbolos) do que
na auséncia (68,2 colémbolos) quando na ausénciaedetdides. Isto indica que o
enquitreideo e o nematoide afetaram de forma negatieproducao dos colémbolos.

Na presenca do fungo a reproducédo dos colémboiosufgerior (68,9
colémbolos) do que na auséncia (18,8 colémboloshdm na auséncia de enquitreideos. Na
presenca do fungo a reproducao dos colémbolosferior (23,5 colémbolos) do que na
auséncia (68,9 colémbolos) quando na presencaquétrendeos. Ou seja, novamente o fungo
P. lilacinusaumentou a reproducdo Be candidaquando se apresentou sozinho, pois como
0s enquitreideos também se alimentam de fungog f@wchavido competicdo entre os dois
organismos bioindicadores.

Broza et al. (2001) e Sjursen et al. (2001) redaamque F. candida
consome e inativa fungos entomopatogénicos aplkcedmo pesticidas bioldégicos sem sofrer
mortalidade, disturbio reprodutivo, ou qualquerroutfeito prejudicial. Experimentos de
laboratério conF. candidaem microcosmos mostrou que alguns fungos sédo muisivos
que outros. Contudo, é dificil verificar as razpasa esta diferenca, podendo ser relacionadas
ao teor de proteina (DRAHEIM; LARINK, 1995) ou dhigdo do crescimento por agentes
quimicos que prejudicam a alimentagdo (HOPKIN, 1997

A gualidade do substrato alimentar fungico podii@rfciar no crescimento
dos colémbolos (HOGERVORST et al., 2003) e repraduy&KLIRONOMOS et al., 1999),
alterando o tamanho da populacao e assim afetafidaro da intensidade de alimentacao.
maioria dos colémbolos se alimenta de hifas fusge&. candidando € uma excecao,
exibindo uma forte preferéncia para certas espéEI€@PKIN, 1997). Em microcosmos no
laboratério,F. candidaprefere fungos em crescimento na superficie demahbrganico em
decomposicdo do que em particulas de solo (BRIONESI., 1999), e dada a escolha,
preferiu consumir o fungo saprofiticAlternaria alternata que um fungo micorrizico
arbuscular (FMA) (KLIRONOMOS; MOUTOGLIS, 1999). Téadm Sabatini e Innocenti
(2000), estudando quatro espécies de fungos patogémbservaram que o micélio de trés
das espécies foi adequado para a nutricéo e regodie-. candida

Para reproducdo de enquitreideo pode ser notadtabela 3 que na
presenca de nematoide a reproducdo de enquitridederior (68,7 enquitreideos) do que
na sua auséncia (131,3 enquitreideos) quando sanme do fungo. Porém, na presenca do
fungo a reproducao de enquitreideos foi superidt,@ enquitreideos) do que na sua auséncia
(21,5 enquitreideos) quando na auséncia de nermeatdedpresenca do fungo a reproducéo de

enquitreideos foi superior (68,7 enquitreideos)qde na sua auséncia (18 enquitreideos)
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quando na presenca de nematodide. Ou seja, indegerdte presenca do nematoide, quando
estava presente o fungB. lilacinus no solo o enquitreideo obteve uma reproducgéo
significativamente maior. Resultado similar foiidbtpor Jaffee et al. (1997), que relataram o
aumento no numero de crypticusquando foram adicionados os peletes com hifaolip s
indicando que os enquitreideos ndo somente ingedoeno também digeriram o fungo.

A sobrevivéncia do fungo na presenca de nematdiiesiperior (20,75 %)
do que na sua auséncia (9,25 %) quando na auséacenquitreideos. Na presenca de
enquitreideos a sobrevivéncia do fungo foi infe(®26) do que na sua auséncia (20,75 %)
quando na presenca de nematéide. Tal fato indiesaquresenca de. crypticusinfluenciou
negativamente a sobrevivéncia do fungo nematofigoa presenca do nematdide houve uma
sobrevivéncia significativamente maior, respostaitp@ para um agente promissor de
controle biolégico. Jaffee et al. (1997) relataramhipotese de que a exclusdo dos
enquitreideos do campo aumentou o estabelecimerft;mgo nematofago.

Anver et al. (2001)elataram queP. lilacinus € capaz de ndo somente
colonizar e destruir 6rgaos de fémeas reprodutorass e cistos de nematdides mas € também
€ um bom competidor entre os microrganismos dag soéscendo facilmente em substancias
organicas na auséncia de um hospedeiro naturaleg@nplo o nematoide). Assim, podera
haver primeiro uma multiplicacdo em substratos miggd antes de atacar os nematoides.
Além disso, este fungo ndo depende da interacaoacnnosfera da planta hospedeira como
um fator para o controle biolégico (KIEWNICK et,&004a). Portanto, ele pode ser aplicado
sem a planta hospedeira no campo e no momento emaguemperaturas do solo séo
favoraveis para o fungo reduzir o inéculo de neidat Assim, a aplicacdo do fungo
lilacinus no solo quando forem plantadas culturas ndo he#asdde nematdides de galhas
pode ser uma estratégia alternativa para reduzifestacdo desta prag&lEWNICK;
SIKORA, 2006).

Anastasiadis et al. (2008) relataram o isolamermtd dlilacinus do solo
apos 3 meses da sua aplicagao, isto indicou quegm fsobreviveu durante todo periodo e foi
compativel com as praticas agronémicas e condigddsentais de agricultura intensiva em
estufas.

Resultados conflitantes foram encontrados por Bsogt e Rundgren
(1983) que citaram que os colémbolos, em densidadkesleradas, estimularam
frequentemente o crescimento fangico, enquantce¥{d985), Verhoef et al (1988) e Hanlon
e Anderson (1979) complementaram, respectivamgote estimulam o crescimento fangico

através da remocao de hifas senescentes, da cdag®sociacdo de um nutriente labil com a
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producdo de urina, e de fezes. Varga et al (20813)aram que a alimentagcao seletiva dos
colémbolos pode afetar a abundancia de espécigeésn

Contudo, o biocontrole do nematdide de galha and@achegou ao status de
ser um tratamento para ser aplicado sozinho (GIAK®A et al., 2004). A combinacao de
varias medidas sustentaveis para o0 meio ambierisecdmo incorporacdo de adubo verde,
plantio direto, plantas resistentes, plantas amiatgs, dentre outras, € viavel para que se

consiga o equilibrio do agroecossistema do campo.

5.5 Conclusoes

O fungo Paecilomyces lilacinugUELPae 18) reduziu a populagédo de
Meloidogyne paranaensem plantas de tomateiro.

Os organismos bioindicadores de qualidade de Bolsomia candidae
Enchytraeus crypticusnostraram-se potenciais agentes de controle dolddp nematoide
Meloidogyne paranaensis

A interacdo dos organismoPdecilomyces lilacinysFolsomia candidae
Enchytraeus crypticQsdiminuiu a populacdo dMeloidogyne paranaensiesm plantas de
tomateiro em microcosmos.

O fungo Paecilomyces lilacinusumentou a reproducdo dos organismos

bioindicadores do solbolsomia candida Enchytraeus crypticus
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os isolados do fungdaecilomyces lilacinusnostraram potencial para
controle bioldgico de nematoidéeloidogyne paranaensem mudas de cafeeiro em casa de
vegetacao.

Os bioindicadores de qualidade de sBlisomia candidae Enchytraeus
crypticus se alimentaram do fung®aecilomyces lilacinysmas houve diminuigcdo da
reproducéo do bioindicadéiolsomia candidacom o aumento da concentracdo dos conidios
do fungoPaecilomyces lilacinus

O fungo Paecilomyces lilacinugeduziu a populagdo d#eloidogyne
paranaensisem conjunto ou sem 0s organismos bioindicadoresquiidade do solo
Folsomia candida Enchytraeus crypticus.

Os organismos bioindicadores de qualidade do Bolsomia candidae
Enchytraeus crypticugm conjunto mostraram-se potencialmente capazeeedieir a

populacao déleloidogyne paranaensis

7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos mostram que estudos maiduapiexos sobre a
interacdo de microfauna e mesofauna do solo pracsa desenvolvidos. Por exemplo,
estudos em PCR para avaliar a porcentagem de &hg@n deFolsomia candidae
Enchytraeus crypticusobre o fungd®aecilomyces lilacinufUELPae 18) na presenca e na
auséncia ddeloidogyne paranaense estudos para avaliar mais rigorosamente a ediaé
do controle do fungdPaecilomyces liacinusia presenca e na auséncia dos organismos
bioindicadored-olsomia candida Enchytraeus crypticusobre os nematdides formadores de

galhas em diferentes culturas a campo.
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