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RESUMO

AREDES, Anélia, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Marco de 2014. Interacdo de fungos nematdfagos com os nematoides
entomopatogénicos Steinernema carpocapsae NCALL e Heterorhabditis indica
LPP30 (Rhabditida). Orientadora: Profe. Claudia de Melo Dolinski.

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) sao importantes no controle biologico de
pragas. Contudo, a sobrevivéncia dos NEPs pode ser afetada por fungos
nematéfagos (FNs). Por isso, objetivou-se estudar interacbes entre os FNs
Arthrobotrys oligospora AM2, Arthrobotrys musiformis AM4, Arthrobotrys sp. CO7,
Arthrobotrys sp. CC7 e os NEPs Heterorhabditis indica LPP30 e Steinernema
carpocapsae NCALL e o desenvolvimento dos FNs em diferentes fontes nutritivas.
A linhagem H. indica LPP30 foi isolada de uma propriedade rural na cidade de
Campos dos Goytacazes-RJ e a linhagem S. carpocapsae NCALL, isolada na
Carolina do Norte, E.U.A. Repicagem dos FNs ocorreu a partir de discos (1 cm) da
colénia para o centro de placas de Petri (9 cm) com agar-agua. Realizou-se 5
ensaios experimentais: 1. Agressividade e 2. Susceptibilidade: Adicionando-se JIs
de NEPs ao redor dos discos e avaliando os NEPs capturados nas armadilhas dos
FNs; 3. Desenvolvimento vegetativo e reprodutivo: Foi avaliado em placas de Petri
contendo diferentes fontes nutritivas, Aguar-agua (AA); Agar-milho (AM); Batata-
Dextrose-agar (BDA); Extrato-de-solo (ES), Suco-V8 (V8) e Meio Concentrado de
NEPs (AAN), efetuando-se medicdes diarias da colonia e contagens dos esporos
em camara de Neubauer, que foram retirados com auxilio de um pincel; 4.

Susceptibilidade: Foram utilizadas placas de Petri com as mesmas fontes nutritivas
Vii



do ensaio 3, adicionou-se Jls ao redor dos discos com FNs e avaliou-se os NEPs
sobreviventes.5. Dispersao: Avaliada em pedacos de canos de PVC, unidos por fita
crepe e cada conjunto desses foi conectado a outro conjunto igual por um conector
de cano. Em cada extremidade do conjunto de tubos foi colocada uma placa de
Petri contendo FN. De um lado desse conjunto foi colocado areia e no outro solo.
Fez-se um orificio no conector, onde os JlIs foram adicionados. Os substratos foram
processados para contagem dos Jis. A. musiformis AM4 e Arthrobotrys sp. CO7
foram mais agressivos contra H. indica LPP30. S. carpocapsae NCAIl foi menos
capturado por A. musiformis AM4, e Arthrobotrys sp. CO7 nas primeiras 24 horas
guando comparado com H. indica. Depois de 48h a média de dispersdo das duas
espécies se igualou. Para H. indica ndo houve efeito (P<5) do tempo. A. musiformes
AM4 e Arthrobotrys sp. CO7 tiveram maior crescimento micelial nos tratamentos
ES, BDA e AM, que foram superiores aos tratamentos V8, AA e AAN. A maior
esporulacéo ocorreu para ambos os fungos Arthrobotrys sp. CO7 e A. musiformes
AM4 nos tratamentos V8 e BDA. Os Jis de ambas as espécies, H. indica LPP30 e
S. carpocapsae NCALL, foram menos recuperados no meio Agar-agua (AA)
(controle) para ambos os fungos. Tanto em areia quanto em solo argiloso,
Arthrobotrys sp. CO7 ndo apresentou efeito (p<5) na disperséo de H. indica LPP30.
Entretanto, este fungo, apresentou efeito (p<5) na disperséo de S. carpocapsae na

areia a 15 cm, indicando haver agao repelente do fungo para esse NEP.
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ABSTRACT

AREDES, Anélia, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. March, 2014. Interaction of nematophagous fungi with entomopathogenic
nematodes Steinernema carpocapsae NCALL and Heterorhabditis indica LPP30
(Rhabditida). Advisor: Prof2. Claudia de Melo Dolinski.

Entomopathogenic nematodes (NEPS) are important in biological control of
pests. However, the survival of NEPs can be affected by nematophagous fungi (NF).
The objective is studying interactions between NFs Arthrobotrys oligospora AM2,
Arthrobotrys musiformis AM4, Arthrobotrys sp. CO7, Arthrobotrys sp. CC7 and
NEPs Heterorhabditis indica LPP30 and Steinernema carpocapsae NCALL and the
development of NFs with different nutritional sources. The line H. indica LPP30 was
isolated in a rural property in the city of Campos dos Goytacazes-RJ and S.
carpocapsae NCALL, isolated in North Carolina, USA. Pricking of NFs occurred
from discs (1cm) from the colony to the center of Petri dishes (9 cm) with agar-water.
Was performed 5 experimental tests: 1. Aggression and 2. Susceptibility: Added to
Jis of NEPs around the disks and was evaluated NEPs caught in the traps of NF; 3.
Vegetative growth e reproductive: Used to Petri dishes containing different nutrient
sources, Agar-water (AA); Agar-maize (AM), Potato-Dextrose-agar (BDA); Stratum
to ground (ES), Juice-V8 (V8) and Part Concentrate NEPs (AAN), made up daily
measurements of the colony and removal of spores was done brushing over the
plate and they counted in a Neubauer chamber; 4. Susceptibility: Used to Petri

dishes with the same nutrient sources test 3, was added Jls around the discs and
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NFs was evaluated NEPs survivors; 5. Dispersion: It used pieces of PVC pipe, two
pieces were joined together by duct tape and each set of these was connected to
another set equal for a connector pipe. At each end of the tube assembly was placed
a Petri dish containing FN. On one side of this assembly was placed sand and other
soil. There was a hole in the connector, which occurred added of JIs. The substrates
were processed for counting of JIs. A. musiformis AM4 and Arthrobotrys sp. CO7
were more aggressive against H. indica LPP30. S. carpocapsae NCALL were less
captured by A. musiformis AM4, and Arthrobotrys sp. CO7 the first 24 hours than H.
indica, after 48h average of the two species equaled. H. indica there was no effect
(P<5) weather. A. musiformes AM4 and Arthrobotrys sp. CO7 had higher mycelial
growth in ES, BDA and AM treatments, which were higher than the V8, AA and AAN
treatments. Most sporulation occurred for both fungi Arthrobotrys sp. CO7 and A.
musiformes AM4 in V8 and BDA treatments. The Jls of both species, H. indica
LPP30 and S. carpocapsae NCALL were recovered at least half-water agar (AA)
(control) for both fungi A. musiformes AM4 and Arthrobotrys sp. CO7. While S.
carpocapsae were recovered at least half AAN for fungus Arthrobotrys sp. CO7 and
among AA to A. musiformes AM4. Both in sand and in clay soil, Arthrobotrys sp.
CO7 had no effect (p < 5) in the spread of H. indica. However this fungus had an
effect (p < 5) in the spread of S. carpocapsae in the sand to 15 cm, indicating there

repellent action of this fungus to NEP.



1. INTRODUCAO

Os insetos que podem causar prejuizos na quantidade e qualidade dos
produtos agricolas quando atacam as culturas sdo comumente chamados de
pragas. Os métodos para o controle dessas pragas devem ser selecionados com
base na sua eficacia, viabilidade econdmica, adaptabilidade ao usuario e
preservacao do meio ambiente e da saude humana (Picanco, 2010).

Nos ultimos anos cresceram as buscas por novos agentes do controle
bioldgico de pragas que possam ser incorporados ao manejo integrado de pragas
(MIP). Um bom instrumento de controle biolégico de insetos pragas € a utilizacao
dos nematoides entomopatogénicos (NEPs) dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis (Rhabditida: Steinematidae, Heterorhaditidae), pois estes nao
colaboram para o surgimento de resisténcia das pragas, com a destruicdo de
organismos ndo alvos e com a contaminacdo do solo e da agua com residuos
quimicos.

Os NEPs dos géneros Steinernema e Heterorhabditis sdo cosmopolitas em
sua distribuicdo e tém sido recuperados a partir de amostras de solo em todo o
mundo (Hominick et al. 1996). A larva da Galleria mellonella Linnaeus, 1758
(Lepidoptera: Pyralidae) conhecida como traca da cera € a “isca-viva” mais
comumente usada para capturar esses nematoides. Varios paises, incluindo o
Brasil, tém utilizado nematoides entomopatogénicos para controlar pragas com
resultados satisfatorios (Grewal et al., 2001). Pesquisas realizadas no Japdo, EUA

e Europa proporcionaram o desenvolvimento de produtos comerciais, existem mais



de 60 empresas produzindo e distribuindo NEPs para o controle de insetos pragas
(Caamano et al., 2008; Voss et al., 2009).

Estes organismos matam os insetos hospedeiros entre 24 e 48 horas. Esta
morte rapida faz com que o parasita e hospedeiro ndo criem uma relacdo de
especificidade altamente adaptada. Isto permite aos nematoides explorar uma
gama maior de hospedeiros que se estende por quase todas as ordens de insetos,
0 que confere uma vantagem sobre qualquer outro agente de controle microbiano
(Grewal et al., 2001; Kaya e Gaugler, 1993). Esta gama de hospedeiros
extraordinaria € um dos principais motivos para o grande interesse na utilizacao
desses nematoides para o controle biolégico. Além disso, eles possuem outras
vantagens: possuem quimiorreceptores e sdo moveis; podem ser facilmente
cultivados in vitro e tém um elevado potencial reprodutivo (Kaya e Gauler, 1993).

Geralmente, esses nematoides sao faceis para manusear e nao requerem
equipamentos especializados para a sua aplicacdo, nem mascaras ou outros
equipamentos de seguranca, podendo ser aplicados nas culturas em suspensdes
aquosas através da irrigacéo e pulverizacdo ou ainda através de insetos cadaveres
(Shapiro-llan et al., 2013).

Os insetos que habitam ou que passam alguma fase do seu ciclo de vida
no solo sdo os alvos mais apropriados aos NEPs, uma vez que 0 seu terceiro
estadio infectante (JI) vive livremente no solo. Entretanto, a permanéncia e a
sobrevivéncia desses nematoides no solo, podem ser afetadas por fatores abidticos
e bioticos. Dentre os fatores abioticos estdo umidade, temperatura, textura e o pH
do solo, enquanto que os fatores bibticos estdo os inimigos naturais, tais como
alguns invertebrados e microrganismos, como as bactérias e os fungos
nematofagos (Kaya, 2002; Andalé et al., 2008).

Os fungos nematdéfagos vivem na matéria organica do solo, onde
desenvolvem relacfes parasiticas ou predatérias com os nematoides (Girotto et al.,
2008). Muitas vezes produzem substancias quimicas que podem atrair 0s
nematoides (EL-Borai et al., 2011). A atratividade pode ser influenciada pela
morfologia e a capacidade saprofitica/paratitica do fungo. Eles s&o usados
constantemente em diversas pesquisas devido ao seu potencial no controle
biolégico contra fitonematoides e nematoides parasitas de animais, e tém

despertado fascinio dos pesquisadores devido as suas adaptacdes morfologicas



para capturar os nematoides, além de ser um bom modelo para estudos de
interacéo, devido a facilidade de serem cultivados em laboratério (Nordbring-Hertz
et al., 2006). No entanto, existem poucos trabalhos publicados sobre a influéncia
negativa desses organismos afetando a eficiéncia dos NEPs como controladores
de insetos pragas.

Contudo, este trabalho analisa a interacdo entre isolados de fungos
nematofagos Arthrobotrys spp. com duas espécies de NEPs, Heterorhabditis indica
Poinar et al.,, 1992 LPP30 (Rhabditida: Heterorhaditidae) e Steirnenema
carpocapsae Weiser, 1955 NCALL (Rhabditida: Steinematidae). Assim como,

avalia o desenvolvimento desses fungos em diferentes fontes nutritivas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Nematoides entomopatogénicos (NEPSs)

Os nematoides entomopatogénicos pertencem a ordem Rhabditida do filo
Nematoda, onde estdo Ilocalizadas as familias Steinernematidae e
Heterorhabditidae. A familia Steinernematidae possui dois géneros: Steinernema
Travassos, 1927 e Neosteinernema Nguyen e Smart, 1994, enquanto que a familia
Heterorhabditidae possui apenas o género Heterorhabditis Poinar, 1976. Segundo
Adams et al., (2006) existem reconhecidas 40 espécies do género Steinernema,
uma espécie do género Neosteinernema e 10 espécies do género Heterorhabditis.

Os nematoides entomopatogénicos possuem trés fases de
desenvolvimento: ovo, juvenil e adulto (machos e fémeas). Sendo que a fase juvenil
€ composta por quatro estadios: J1, J2, J3 ou JI (Juvenil Infectante) e J4 (Dolinski,
2006). O estadio J3, que corresponde ao Jl, € o unico estadio em que o0 nematoide
se encontra livre no solo (Dolinski e Moino Jr. 2006).

Os juvenis infectantes vivem em associa¢cdo simbionte com bactérias, o
Steinernema com bactérias do género Xenorhabdus Thomas e Poinar, 1979, e o
Heterorhabditis com bactérias do género Photorhabdus Boemare et al., 1993, essas
bactérias sdo patogénicas aos insetos quando inseridos em sua hemolinfa
(Boemare, 2002).

O ciclo de vida dos NEPs se inicia quando os juvenis infectantes penetram
no corpo do inseto hospedeiro. Juvenis infectante invadem os insetos através de

suas aberturas naturais do corpo (anus, boca e espiraculos), contudo no caso dos



nematoides do género Heterorhabditis a penetracdo pode ocorrer também através
da cuticula, utilizando-se um intumescimento da cuticula na regiao labial. Quando
os JIs penetram no corpo do hospedeiro, as bactérias sdo liberadas em sua
hemolinfa e se multiplicam rapidamente, causando septicemia e morte do
hospedeiro em 24 a 48 horas (Grewal et al.,2001).

Os JIs de Steinernema spp. quando entram no hospedeiro passam ao
ultimo estédio juvenil (J4) e posteriormente a adultos de primeira geracao (machos
e fémeas). Ja nos Heterorhabditis spp. os adultos da primeira geracdo sao
hermafroditas e a progénie destes hermafroditas € composta de machos e fémeas
(Adams e Nguyen, 2002). Os nematoides se desenvolvem e se reproduzem dentro
do cadaver do inseto, alimentando-se das bactérias e dos tecidos degradados
(Poinar e Grewal, 2012). Dentro do inseto cadaver, ocorrem cerca de duas a trés
geracdes de nematoides e quando as reservas de alimentos estdo exauridas, a
reproducdo € cessada e 0s nematoides se desenvolvem em Jls resistentes que
saem do inseto cadaver e sdo capazes de sobreviver no ambiente em busca de
novos hospedeiros (Grewal et al.,2001).

Nesta associacao simbionte, o nematoide depende da bactéria para matar
0 inseto hospedeiro. A bactéria cria um ambiente adequado para 0 seu
desenvolvimento através da producao de antibiéticos que inibem o crescimento de
outros microrganismos, decompdem os tecidos do hospedeiro em nutrientes e
servem como uma fonte de alimento para os nematoides. Enquanto que, 0s
nematoides conferem protecao as bactérias do ambiente externo, a penetracao na
hemocele do hospedeiro, e, possivelmente, inibicdo de proteinas antibacterianas
do hospedeiro (Kaya e Gauler, 1993).

2.2. Comportamento e estratégias utilizadas pelos N  EPs

Os nematoides entomopatogénicos procuram e localizam os seus
hospedeiros pelo CO2. Entretanto, o CO2 € um metabdlito volatil inespecifico, uma
vez que pode ser produzido por raizes e outros organismos do solo, bem como por
insetos. Portanto, a resposta dos NEPs para este composto sozinho ndo pode
explicar a adaptacdo pelo inseto hospedeiro. Sendo assim, JIs certamente

respondem a outros compostos, como odores adicionais dos hospedeiros, como



por exemplo, produtos de excrecdo, além de gradientes de temperatura e
substancias volateis liberadas por plantas atacadas por insetos (Kaya e Gauler,
1993; van Tol et al., 2001; Rasmann et al., 2005).

A movimentacdo e estratégia de busca dos JIs pelo hospedeiro variam
entre as espécies de nematoides entomopatogénicos e podem ser classificadas
como “ambusher” (que fica esperando os hospedeiros de tocaia) ou “cruiser” (que
busca os hospedeiros pelo solo). Os NEPs que apresentam comportamento
“ambusher” sdo mais sedentarios e possuem um movimento proprio chamado
nictacdo, no qual os JlIs ficam retos e apoiados apenas pela ponta da cauda. A parte
anterior do nematoide fica livre aguardando para saltar em direcdo ao hospedeiro
guando ele se aproxima, por isso sdo mais adaptados a localizar hospedeiros
altamente mdveis na superficie do solo. Enquanto que, os NEPs com estratégia
“cruiser” procuram ativamente seus hospedeiros pelo solo, provavelmente atraidos
por substancias volateis e CO2, sendo mais adaptados para hospedeiros
sedentarios no solo. Existem também algumas espécies que apresentam um
comportamento intermediario entre “ambusher” e “cruiser” a medida que se
aproximam do hospedeiro (Kaya e Gauler, 1993; Dolinski e Moino Jr., 2006; Poinar
e Grewal, 2012).

2.3. Caracteristicas de S. carpocapsae e H. indica

S. carpocapsae € a espécie mais estudada entre os nematoides
entomopatogénicos. Sao de facil producdo em massa e podem ser formulados em
estado parcialmente dessecado, o que fornece varios meses de vida util, a
temperatura ambiente. Esta espécie possui comportamento do tipo “ambusher”,
ficam nictando de “pé” sobre a cauda na posicao vertical proximo a superficie do
solo esperando o hopedeiro passar. Sao eficazes contra larvas de lepiddpteros,
especialmente quando aplicado contra insetos altamente moveis adaptados a
superficie, embora alguns insetos abaixo do solo também possam ser controlados
por esse nematoide. S. carpocapsae € mais eficaz a temperaturas que variam de
22 a 28 °C (Shapiro-llan et al., 2013). A linhagem S. carpocapsae NCALL foi isolada

na Carolina do Norte, E.U.A.



H. indica é considerado um nematoide tolerante ao calor podendo infectar
insetos com temperatura superior a 30°C. Este nematoide produz rendimentos
elevados em sua producao in vivo e in vitro, mas sua vida util € geralmente mais
curta do que a maioria das outras espécies de nematoides (Shapiro-llan et al.,
2013). Esta espécie possui 0s menores tamanhos de juvenis infectantes
conhecidos, que os separam de todas as outras espécies de Heterorhabditis
descritos (Poinar et al., 1992).

A linhagem H. indica LPP 30 foi isolada de uma propriedade rural localizada
no municipio de Campos dos Goytacazes, estado do Rio de Janeiro, utilizando-se
como armadilha lagartas vivas de G. mellonella. Esta linhagem possui capacidade
de se deslocar em busca do hospedeiro em experimentos realizados para o
controle do gorgulho da goiaba (Conotrachelus psidii Marshall). Deslocando-se no
sentido vertical em profundidades que vdo de 5 cm a 20 cm, e no sentido
longitudinal, até 60 cm no periodo de tempo avaliado (15 dias) e € capaz de se
reciclar e permanecer no solo com a populacédo infectiva e viadvel por periodos de
12 meses, todavia, na auséncia de hospedeiro ocorre o declinio da populacéo de
JIs. A producao acumulada de Jls é expressiva chegando a produzir 1.296.660 Jls
em larvas de G. mellonella, de acordo com Poinar (1990), pode-se obter de 100 a
300 mil JIs por larva infectada. Sendo assim, a linhagem H. indica LPP 30 se
destaca pelo seu potencial, podendo ser utilizado como agente no controle
bioldgico, apresentando maiores mortalidades nas temperaturas entre 28° C e 32°
C. Em concentracdo de 850 e 1000 JlIs, o H. indica LPP30 foi capaz de controlar
100% das larvas de C. psidii, considerando tempo de exposi¢ao das larvas de C.
psidii aos JIs de 60 e 72 horas (Minas, 2012).

2.4. Os fungos nematoéfagos

Os fungos nematoéfagos séo inimigos naturais dos nematoides, conhecidos
por sua capacidade de capturar, matar e digeri-los. Compreendem mais de 200
espécies encontradas em todos os principais grupos taxonémicos de fungos e
estao distribuidos em todos os tipos de solo, tendo sido encontrados em todas as
regides do mundo, desde os trépicos até a Antartida, em solos agricolas, de jardim

e florestas, sendo mais abundantes em solos ricos em matéria organica (Nordbring



- Hertz et al.,, 2006). Existem trés principais grupos de fungos nematéfagos:
predadores, endoparasitas e parasitas de ovos.

O grupo dos fungos predadores desenvolve estruturas em suas hifas
comumente chamadas de armadilhas, que sao responsaveis pela captura e
destruicdo dos nematoides (Mota et al., 2003). Essas armadilhas apresentam
caracteristicas particulares de acordo com a espécie de fungo, podendo ser: hifas
adesivas ndo modificadas; hifas adesivas tridimensionais; nédulos adesivos; anéis
constritores e anéis nao constritores (Figura 1). Sendo os principais géneros de
fungos predadores Arthrobotrys Corda, 1839 (Moniliales: Moniliaceae) e
Monacrosporium Oudem, 1885 (Moniliales: Moniliaceae) (Ferraz et al., 2010).

Figura 1. Orgdos de captura de fungos predadores: nédulos adesivos sésseis (A);
nddulos adesivos em talos (B); n6dulos adesivos com formato de ampulheta (C);
anel ndo constritor (D); anel constritor fechado (E) e aberto (F); ramificacdes
adesivas (G); rede adesiva bidimensional (H); e rede adesiva tridimensional (1)
(Fonte: Ferraz et al., 2010).

Os fungos pertencentes ao grupo dos endoparasitas sdo capazes de
infectar através de conidios, que podem aderir a cuticula dos nematoides ou serem
engolidos por eles. Estes fungos apds penetrarem no corpo do nematoide

desenvolvem hifas vegetativas responsaveis pela absor¢do do seu conteudo



interno, porém nao as produzem para fora do corpo do hospedeiro, somente hifas
férteis ou conidiéforos contendo conidios (Mota et al., 2003; Nordbring - Hertz et
al., 2006).

Os fungos parasitas de ovos como o Pochonia chlamydosporia (Goddard)
Zare & W. Gams. 2001, por exemplo, produzem uma por¢ao achatada nas pontas
das suas hifas denominada apressorios, que sdo estruturas responsaveis pela sua
adesdao a superficie do ovo, providenciando ancoragem para a sua invasao. Apos
a penetracdo na casca do ovo o conteudo interno é digerido pelo fungo (Nordbring
- Hertz et al., 2006). A Tabela 1, demonstra as estruturas de infeccao de algumas
espécies de fungos nematéfagos e como estes fungos estdo distribuidos nos
principais grupos taxonémicos.

No solo, estes fungos podem sobreviver como sapréfitas, contudo a
capacidade de usar os nematoides como uma fonte adicional de nutrientes &
vantajosa. Eles introduzem a sua fase parasitica quando mudam sua morfologia ao
formarem armadilhas ou conidios, diferindo na sua capacidade saprofitica e
parasitica. Embora muitos dos fungos predadores e parasitas de ovos possam
sobreviver como saprofitas no solo, os endoparasitas sdo na sua maioria mais
dependentes dos nematoides como fonte de nutrientes, sendo considerados

parasitas obrigatérios (Nordbring - Hertz et al., 2006).

2.5.Género Arthrobotrys

No género Arthrobotrys esté inserido um grande nimero de espécies de
fungos nematofagos. Este género foi descrito em 1839 por Corda a partir de
amostras de solo, no entanto, nesta ocasidao nao foi mencionada a capacidade de
predar nematoides. Os fungos deste género formam conidios blasticos de até trés
septos, com formato ovoide, proliferando-se na extremidade dos conidiéforos e
todos os isolados do género sdo capazes de produzir armadilhas na presenca de
nematoides de vida livre (Mota et al., 2003).

As espécies de fungos nematéfagos do género Arthrobotrys sdo comuns
na maioria dos solos, sendo mais frequente em regides temperadas a espécie A.
oligospora Fresen, 1850 e em regides tropicais a espécie A. musiformis Drechsler,
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1937, embora essas duas espécies sejam abundantes e cosmopolitas (Nordbring -

Hertz et al., 2006).

Tabela 1. Diferentes estratégias de captura de algumas espécies de fungos
nematofagos e seus respectivos grupos taxondémicos

Estruturas de infeccao Espécies Classificagéo
taxonémica
Redes adesivas Arthrobotyrs oligospora Deuteromycetes
A. conoides
A. musiformis
A. superba
Duddingtonia flagrans.
Ramos adesivos Monacrosporium gephyropagum Deuteromycetes
Botbes adesivos M. ellipsosporum Deuteromycetes
M. haptotylum
Anéis constritores A. Dactyloides Deuteromycetes

Botdes adesivos
adesivos

Esporos adesivos

Esporos ingeridos

Zodbsporos

Hifas adesivas

Gotas toéxicas

Apressorio

A. brochopaga

e esporobllematoctomus concurrens

N. leiosporus

Drechmeria coniospora
Hirsutella rhossoliensis
Harposporium anguillulae
Catenaria anguillulae
Haptoglossa dickii
Sylopage hadra
Cystopage cladospora
Pleurotus ostreatus

Pochonia chlamydosporia

Basidiomycetes

Basidiomycetes

Deuteromycetes

Deuteromycetes
Chytridiomycetes
Oomycetes

Zygomycetes

Basidiomycetes

Deuteromycetes

Fonte: Adaptado de Nordbring - Hertz et al. (2006)
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A maioria das espécies de Arthrobotrys é caracterizada
pela formacao de armadilha de rede adesiva. Esta armadilha pode consistir de um
anico anel ou uma rede tridimensinal completamente desenvolvida. Muitos dos
Arthrobotrys spp. ndo formam armadilha espontaneamente, sua formacéao depende
das condi¢cOes ambientais e especialmente da presenca de nematoides para induzi-
los a formacé&o. Estruturas de captura de outros fungos tais como botdes adesivos
e anéis de constricdo, podem ser formadas espontaneamente, indicando uma maior
necessidade dos nematoides como fonte de nutrientes.
Enquanto os endoparasitas e os formadores de armadilhas espontaneas
apresentam uma elevada capacidade parasitica, os outros fungos como
Arthrobotrys spp. sdo mais saprofitas, tendo uma capacidade Unica de mudar a sua
morfologia e de aumentar a sua habilidade parasitaria (Nordbring - Hertz et al.,
2006).

2.6. Atratividade

Os micélios dos fungos predadores ou os conidios de endoparasitas muitas
vezes produzem substancias quimicas que podem atrair varios tipos de
nematoides, como micofagos, fitfagos e bacteriéfagos quando testadas em placas
de agar (El-Borai et al.,2011).

Os nematoides séo atraidos para o micélio dos fungos e podem induzir a
formacdo de armadilhas, embora eles sejam mais atraidos por conidios e
armadilhas ja desenvolvidas. A atracdo desses nematoides se deve aos compostos
libertados a partir do micélio e de armadilhas de fungos predadores e de conidios
de endoparasitas. Tanto a morfologia e consequentemente a capacidade
saprofitica / parasitica influenciam fortemente a atratividade dos fungos. Fungos
que sao mais parasitarios parecem ter uma atracao mais forte do que os fungos
mais saprofitas, ou seja, as espécies de endoparasitas que infectam nematoides
com conidios sdo mais eficazes na atracao de nematoides do que as espécies mais
saprofitas com diferentes tipos de armadilhas de captura (Nordbring - Hertz et al.,
2006).

De acordo com a capacidade predatoria e saprofitica, Jansson e Nordbring

- Hertz (1979) dividiram os fungos nematdfagos em trés grupos ecoldgicos. No
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grupo 1, foram colocados os fungos predadores mais saproéfitas que possuem um
rapido crescimento, cujas armadilhas produzidas séo as redes adesivas formadas
normalmente quando induzidas por nematoides ou quimicamente. No grupo 2,
estdo os fungos mais predadores, que possuem um crescimento mais lento e que
geralmente produzem suas armadilhas espontaneamente (botdes adesivos, ramos
adesivos, anéis ndo constritores e anéis constritores). No grupo 3, estdo os fungos
endoparasitas, 0s quais infectam os nematoides com os seus conidios, sendo a
maioria desses fungos parasitas obrigatorios. Estudos sobre a atragdo de
nematoides para estes fungos indicam que a capacidade dos fungos para atrair
nematoides aumentou com o aumento da dependéncia dos fungos nematéfagos
sobre nematoides como fonte nutricional (Grupo 1 < Grupo 2 < Grupo 3) (Jansson
e Nordbring - Hertz, 1979; Jansson, 1982).

Segundo Jansson e Nordbring - Hertz (1979), quando os fungos foram
mortos por radiacdo UV, a atracdo dos fungos do grupo 1 foi completamente
abolida. Enquanto que os fungos dos grupos 2 e 3 continuaram atraindo, embora
um pouco menos. Isto sugeriu que uma substancia volatil, ou de um pequeno
composto com rapida difusdo, produzido continuamente, foi responsavel pela
atracdo para os fungos de crescimento rapido. Ja para os fungos dos grupos 2 e 3,
sugere-se que uma substancia de maior dimensdo ou menos volatil, ou que
compostos com difusdo mais lenta pode ser responséavel pela atracdo. No entanto,
as substancias responsaveis pela atracdo dos nematoides permanecem
desconhecidas.

Para avaliar o papel das armadilhas para a intensidade de atracédo, Jansson
(1982) utilizou o fungo A. oligospora como um organismo modelo, estudando a
atracdo tanto na fase saprofita quanto na fase predatoria, no qual utilizou um
peptideo para induzir a formacdo de armadilha. Na presenca de armadilhas houve
um aumento consideravel na capacidade do fungo em atrair os nematoides.
Entretanto, a presenca de armadilhas ndo necessariamente causa a atracao,
segundo Jansson e Nordbring - Hertz (1979) no fungo Arthrobotrys arthrobotryoides
(Berl.) Lindau, 1906 as armadilhas repeliram os nematoides. Além disso, os fungos
Arthrobotrys ductyloides Drechsler, 1937 e Dactylaria gracilis Duddington, 1951
cujas armadilhas séo anéis de constricdo foram neutras, ou seja, nem repeliram e

nem atrairam os nematoides.
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Jansson e Nordbring - Hertz (1979) sugeriram que a composi¢ao do
substrato e a adicdo de indutores de armadilhas, como extratos de nematoides e
soro de cavalo, por exemplo, poderia afetar a atratividade dos fungos, entretanto,
0S nematoides poderiam ser atraidos por particulas desses produtos, e néo,
necessariamente, pelas armadilhas formadas.

De acordo com El-Borai et al, (2011), os Jis de nematoides
entomopatogénicos podem ser atraidos, repelidos ou serem neutros em testes de
escolha para fungos ativados previamente com nematoides e fungos nao ativados.
Os seus resultados indicam haver uma complexidade potencial, ou seja, respostas
mistas ou movimento de agregacao em grupo, e certa especificidade nas respostas
das espécies de NEPs aos fungos. Os dados obtidos demonstram que o0s
resultados em agar podem diferir significativamente daqueles na areia, e salientam
a importancia potencial da utilizacdo de substratos naturais para avaliar
adequadamente o papel dos semioquimicos nas interacfes entre nematoides e
fungos. Os autores relacionam os resultados ao fato dos Jis dos nematoides
diferirem sua percepc¢ao e orientagdo em agar e areia, somados com as diferencas
nos gradientes formados por semioquimicos em uma placa de Petri com agar

daqueles formados em um tubo com areia Umida.

2.7. Aspectos da interferéncia dos fungos nematofag os sobre os NEPs

Os nematoides entomopatogénicos sao suscetiveis a serem infectados e
consequentemente serem mortos por diversos fungos nematofagos presentes no
solo (Poinar e Jansson, 1986a, 1986b; Timper e Kaya, 1989; Koppenhofer et
al.,1996; Andal¢ et al., 2008; El Borai et al., 2009). Assim, antes de se aplicar os
nematoides em solos ricos em humus, é prudente fazer um levantamento de fungos
nematofagos que possam estar presentes (Poinar & Grewal, 2012).

Timper e Kaya (1989) relataram que NEPs do género Steinernema sao
mais susceptiveis a infec¢cdo por conidios de fungos endoparasitas do que
nematoides do género Heterorhabtidis, devido a presenca da cuticula do segundo
estadio dos JIs de Heterorhabditis que fica retida como uma capa protetora. Assim,
pode-se sugerir que as espécies do género Heterorhabtidis podem ser mais

eficientes como agentes de controle biolégico do que espécies do género
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Sterneinema em solos onde esses fungos sédo abundantes (Timper e Kaya, 1992;

Timper e Kaya,1989).



15

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar as interagcbes de fungos nematdofagos com o0s nematoides

entomopatogénicos H. indica LPP30 e S. carpocapsae NCALL.

3.2. Objetivos Especificos

- Selecionar dois isolados fungicos mais agressivos a partir de testes in vitro,
entre Arthrobotrys oligospora AM2, Arthrobotrys musiformis AM4, Arthrobotrys sp.
CO7 e Arthrobotrys sp. CC7, contra Heterorhabditis indica LPP30;

- Avaliar a suscetibilidade in vitro de H. indica LPP30 e S. carpocapse NCALL
aos isolados de fungos nematéfagos A. musiformes AM4 e Arthrobotrys sp. CO7;

- Observar o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo in vitro dos isolados

A. musiformes AM4 e Arthrobotrys sp. CO7 em diferentes fontes nutritivas;

- Avaliar a suscetibilidade in vitro de H. indica LPP30 e S. carpocapse NCALL
aos isolados A. musiformes AM4 e Arthrobotrys sp. CO7 usando diferentes fontes

nutritivas;
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- Verificar a dispersdo dos nematoides H. indica LPP30 e S. carpocapse
NCALL na presenca do fungo Arthrobotrys sp. CO7 em solo argiloso e arenoso.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro-UENF,

campus Leonel Brizola, municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

4.1. Obteng&o e manutencgdo dos insetos, nematoides e fungos

4.1.1. Criacao de Galleria mellonella

Lagartas da espécie Galleria mellonella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera:
Pyralidae) foram utilizadas para a multiplicacdo de NEPs, as quais foram obtidas
da criacdo mantida artificialmente no Laboratério de Entomologia e Fitopatologia/
Setor de Nematologia/ CCTA/ UENF, de acordo com metodologia descrita por
Woodring e Kaya (1988). Os adultos foram mantidos em potes cilindricos de vidro
de 20 cm de altura e 14 cm de didametro com tampa plastica perfurada. Em cada
frasco foi colocada metade de uma folha de papel A4, para permitir a postura de
ovos pelas fémeas. Os pedacos de papel contendo os ovos foram recortados e
transferidos para potes plasticos de 20 cm de comprimento, 10 cm de altura e 18
cm de largura, forrados com papel A4, contendo dieta artificial (Apéndice).
Periodicamente os papeis que forravam os potes foram substituidos para evitar
excesso de umidade e proliferacdo de micro-organismos, seguido de adicdo da

dieta artificial para a manutencdo das lagartas até serem utilizadas para a
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multiplicacdo dos NEPs. Os adultos emergidos frequentemente eram recolhidos e

transferidos para os potes de vidro, para a manutencéo da criacao.

4.1.2. Multiplicacdo de Nematoides Entomopatogénico s (NEPSs)

Juvenis infectantes (JIs) de H. indica LPP30 e S. carpocapsae NCALL
foram obtidos do banco de nematoides entomopatogénicos do Laboratorio de
Entomologia e Fitopatologia/ Setor de Nematologia/ CCTA/ UENF.

As espécies foram multiplicadas separadamente em larvas de G.
mellonella. Para tanto, dez lagartas no ultimo instar foram colocadas em placas de
Petri (9 cm de diametro) contendo um disco de papel filtro. Onde, foi adicionado 1
mL de suspensado de agua destilada contendo aproximadamente 1.000 Jis/mL. As
placas foram mantidas em camara de germinacgao do tipo BOD sob temperatura de
25°C no escuro. Apos sete dias, os cadaveres de G. mellonella foram colocados
em armadilhas “de White” modificadas para a coleta dos JIs (White, 1927). Para
este procedimento foram utilizadas placas de Petri (9 cm de didmetro) contendo um
anel de PVC (2,5 cm de diametro) com um pedaco de papel filtro sobre 0 mesmao,
no qual foram colocados os insetos cadaveres. Foi acrescentada agua destilada na
parte inferior da placa, as quais foram mantidas em BOD a 25°C até que os JIs
comecgassem a emergir dos insetos- cadaveres, ocasido em que foram coletados
com auxilio de uma pipeta e a suspensdo concentrada armazenada em frascos
com tampa a temperatura de 16°C em BOD por até uma semana para serem

utilizados nos testes (Figura 2).

4.1.3. Cultivo de Fungos Nematéfagos

Foram utilizados quatro isolados do fungo nematéfago predador
Arthrobotrys: Arthrobotrys oligospora (AM2), Arthrobotrys musiformis (AM4),
Arthrobotrys sp. (CO7) e Arthrobotrys sp. (CC7). Os dois primeiros foram isolados
de solo da Mata do Carvao que corresponde a um fragmento da Mata Atlantica
localizada no municipio de Séo Francisco do Itabapoana/RJ. Os outros dois foram

isolados de pomar de goiabeira instalado na area experimental da Unidade de
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Apoio a Pesquisa do Centro de Tecnologias Agropecuarias da UENF, Campus
Leonel Brizola, municipio de Campos dos Goytacazes/RJ.

Repicagens periddicas foram realizadas para placas de Petri (9 cm de
didametro) contendo meio de cultura agar-milho 1,7%, seladas com filme pléstico e
mantidas em camara de germinacéao tipo BOD a 25°C no escuro, por no maximo
uma semana antes da sua utilizacdo. O armazenamento por longo periodo de
tempo ocorreu através do método de Castellani, onde pequenos discos (5 mm de
didametro) das col6nias dos fungos cultivados em agar-milho, foram adicionados a
agua destilada esterilizada contida em pequenos frascos, estes foram lacrados para

evitar contaminacao e evaporacao da agua e mantidos em BOD a 25°C no escuro.

Figura 2. Multiplicacdo de nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis indica
LPP30 e Steinernema carpocapsae NCALL em larvas de Galleria mellonela. A)
Larvas sobre papel filtro infectadas por nematoides entomopatogénicos; B)
Armadilha de White, modificada, com cadaveres de G. mellonella, utilizada para a
captura de juvenis infectantes; C) Garrafa de cultura de células (50 mL) com
suspensao de juvenis infectantes.

4.2. Experimentos

4.2.1. Agressividade in vitro de fungos nematéfagos

O experimento foi conduzido em laboratdrio, utilizando-se a linhagem de
NEP LPP30 e os isolados de fungos AM2, AM4, CO7 e CC7. Foram feitos 5
tratamentos: LPP30 + AM2; LPP30 + AM4; LPP30 + CO7; LPP30 + CC7; LPP30
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(tratamento controle). O tratamento controle foi composto apenas pela adicao de
Jis de LPP30 no meio, sem a presenca de fungo. O ensaio consistiu de 5
repeticdes/ tratamento, sendo cada placa de Petri uma unidade experimental.

Em cada placa (9 cm de didametro) contendo meio de cultura agar-agua 2%
foi repicado um disco (1 cm de diametro) da colénia de FN em crescimento,
cultivado em meio de cultura agar-milho 1,7% (Figura 3).

As placas foram vedadas com filme plastico e mantidas em BOD a 25° C,
no escuro. Apos quatro dias de incubacao foram adicionados 0,5 mL de suspensao
contendo 50 JIs de H. indica LPP30. As placas foram novamente vedadas e
incubadas. A avaliacdo da agressividade dos FN foi realizada através de
observagbes sob microscopio estereoscopico, contando-se o numero de NEPs
apreendidos pelos FN, apés 48 horas da adicdo dos Jls.

Figura 3. Fungo nematdéfago cultivado em meio de cultura agar-milho utilizado para
realizar ensaios de agressividade; A) Colonia com 7 dias de crescimento; B) Disco
de colbnia repicado para o centro da placa de Petri contendo meio de cultura agar-
agua.

4.2.2. Suscetibilidade in vitro de NEPs a fungos nematéfagos

Foram utilizadas duas linhagens de NEPs: LPP30 e NCALL, contra dois
isolados de FNs: AM4 e CO7, considerados 0s mais agressivos aos nematoides no

primeiro experimento. Assim, este ensaio consistiu de 6 tratamentos: LPP30 + AM4;
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LPP30 + CO7; NCALL + AM4; NCALL + CO7; LPP30 (controle 1); NCALL (controle
II). O controle I, foi composto somente por Jis de LPP30 e o controle Il composto
apenas de Jls de NCALL. Dessa forma, obteve-se um total de 10 repeti¢cdes/
tratamento.

Os fungos previamente crescidos em meio agar-milho 1,7%, foram
repicados por meio de um disco de 0,5 cm da col6nia para placas de Petri (5 cm de
didmetro) contendo meio agar-agua 2%, em um total de 20 placas por isolado. As
placas foram vedadas com filme plastico e mantidas em camara do tipo BOD com
temperatura de 25°C, no escuro.

ApoOs dois dias de incubacao, foram adicionadas 0,1 mL de suspensao
contendo 500 Jis de H. indica LPP30 e 500 Jis de S. carpocapsae NCALL,
separadamente, ao redor do disco previamente repicado, com auxilio de uma
pipeta. Posteriormente, as placas foram novamente vedadas e incubadas em
camara do tipo BOD com temperatura de 25°C, no escuro.

A avaliacdo da suscetibilidade dos NEPs foi realizada por meio de
observagbes sob microscopio estereoscépico, contando-se o numero de Jls
apreendidos nas armadilhas dos fungos, apés 24 e 48 horas de adicdo dos

nematoides.

4.2.3. Desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de fungos nematéfagos

Avaliaram-se o0 crescimento micelial e a esporulagcdo dos fungos
nematofagos sobre diferentes meios nutritivos. Para tanto, discos de colonias de 1
cm de diametro dos isolados AM4 e CO7, previamente crescidos em meio agar-
milho 1,7%, foram repicados separadamente para o centro de placas de Petri (9 cm
de didmetro) contendo os seguintes meios: agar-agua (AA) : 20 g de agar + 1L de
agua destilada; agar-milho (AM): 17 g de agar-milho + 1 L de 4gua destilada; batata-
dextrose-agar (BDA): 39 g de batata-dextrose-agar + 1 L de agua destilada; suco
V8-agar (V8): 200 mL de suco V8 + 3 g de CaCOs + 20 g de &gar + 1 L de agua
destilada; extrato de solo (ES) : 1 Kg de solo + 1 L de 4gua (autoclavado durante 1
h, depois de autoclavado, filtrou-se o extrato com papel de filtro). 200 mL do liquido
filtrado + 900 mL de agua destilada + 1 g de dextrose + 0,5 g de K2HPO4 + 20 g de

agar; meio agar-nematoides (AAN): 20 g de agar + 1 L de &gua destilada +
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aproximadamente 250 mL de solu¢do muito concentrada de JIs de LPP30 (Figuras
4 e 5). As placas foram mantidas a 25 ° C em BOD, no escuro.

Assim, foram feitos 12 tratamentos: AM4 + AA; AM4 + BDA; AM4 + V8;
AM4 + ES; AM4 + AAN; AM4 + AM (controle); CO7 + AA; CO7 + BDA; CO7 + VS;
CO7 + ES; CO7 + AAN; CO7 + AM (controle). Os ensaios experimentais consistiram
de 6 repeticdes/tratamentos.

O meio de cultivo Agar-milho AM (Corn Meal Agar CMA) foi utilizado como
tratamento controle Stevens (1981) apud Naime (2009). O crescimento micelial foi
avaliado medindo-se a cada 24 h o diametro da colonia (cm) em dois eixos
perpendiculares até que um dos tratamentos atingisse o crescimento maximo na
placa de Petri, ou seja, a borda da placa (Figura 6).

A avaliacdo da esporulagéo foi realizada aos 7 dias de crescimento,
recolhendo-se os esporos produzidos, por pincelamento da superficie da colénia
em suspensao de agua destilada esterilizada. A contagem dos esporos totais foi

realizada em camara de Neubauer.

4.2.4. Suscetibilidade de NEPs a fungos nematéfagos cultivados in vitro em

diferentes fontes nutritivas

Para avaliar a suscetibilidade dos NEPs LPP30 e NCALL aos isolados
fungicos AM4 e CO7, foram repicados separadamente, discos de col6nias de 1 cm
de didmetro dos isolados previamente crescidos em meio agar-milho 1,7%, para o
centro de placas de Petri (9 cm de diametro) contendo os seguintes meios: agar-
agua (AA) : 20 g de agar + 1L de agua destilada; agar-milho (AM): 17 g de agar-
milho + 1 L de agua destilada; batata-dextrose-agar (BDA): 39 g de batata-dextrose-
agar + 1 L de agua destilada; suco V8-agar (V8): 200 mL de suco V8 + 3 g de
CaCOs + 20 g de 4gar + 1 L de agua destilada; extrato de solo (ES) : 1 Kg de solo
+ 1 L de agua (autoclavado durante 1 h, depois de autoclavado, filtrou-se o extrato
com papel filtro). 100 mL do liquido filtrado + 900 mL de agua destilada + 1 g de
dextrose + 0,5 g de K2HPO4 + 20 g de agar; meio agar-nematoides (AAN): 20 g de
dgar + 1 L de &gua destilada + aproximadamente 250 mL de solugdo muito
concentrada de Jis de LPP30. As placas foram mantidas a 25° C em BOD, no

eScuro.
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Figura 4. Aspecto da colonia do fungo nematofago Arthrobotrys sp. (isolado CO7),
cultivado em diferentes fontes nutritivas. A) Suco V8-Agar; B) Agar-milho; C)
Batata-dextrose-agar; D) Extrato de solo; E) Agar-nematoides e F) Agar-agua.
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Figura 5. Aspecto da colonia do fungo nematéfago Arthrobotrys musiformis (isolado
AM4), cultivado em diferentes fontes nutritivas. A) Suco V8-Agar; B) Agar milho; C)
Batata-dextrose-agar; D) Extrato de solo; E) Agar-nematoides e F) Agar-agua.
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Assim, foram feitos 24 tratamentos: AM4 + BDA + LPP30; AM4 + V8 +
LPP30; AM4 + ES + LPP30; AM4 + AAN + LPPO; AM4 + AM + LPP30; AM4 + AA
+ LPP30 (controle); AM4 + BDA + NCALL; AM4 + V8 + NCALL; AM4 + ES + NCALL,;
AM4 + AAN + NCALL; AM4 + AM + NCALL; AM4 + AA + NCALL (controle); CO7 +
BDA + LPP30; CO7 + V8 + LPP30; CO7 + ES+ LPP30; CO7 + AAN + LPP30; CO7
+ AM+ LPP30; CO7 + AA + LPP30 (controle); CO7 + BDA + NCALL; CO7 + V8 +
NCALL; CO7 + ES + NCALL; CO7 + AAN + NCALL; CO7 + AM + NCALL; CO7 +
AA + NCALL (controle). Os ensaios experimentais consistram de 4
repeticbes/tratamentos.

Apos sete dias de crescimento dos fungos, foram adicionados as placas,
cerca de 0,1 mL de suspensdo contendo 1000 Jls de cada nematoide,
separadamente.

A avaliacéo da agressividade dos fungos foi realizada apés 72 h de semeio
dos NEPs. Nesse caso, as placas de Petri foram lavadas, com auxilio de uma
pipeta, com cerca de 10 ml de 4gua destilada e a suspensao recolhida em tubos de
ensaios. Posteriormente, os nematoides recuperados foram quantificados sob
camara de Peters.

Figura 6. Marcacdo em fundos de placa de Petri, devido a avaliagdo de medicéo do
crescimento micelial de colénias de Arthrobotrys musiformis (isolado AM4) e
Arthrobotrys sp. (isolado CO7) em diferentes fontes nutritivas.
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4.2.5. Dispersdo de NEPs em substrato areia e solo  argiloso

O experimento foi conduzido em laboratério, utilizando-se o isolado
Arthrobotrys sp. CO7 (uma vez que este foi obtido de pomar de goiabeiras assim
como o nematoide H. indica LPP30), e duas linhagens de NEPs, H. indica LPP30
e S. carpocapse NCALL, sob temperatura média de 25° C. Assim, foram feitos 4
tratamentos: CO7 + LPP30; LPP30 (Controle 1); CO7 + NCALL; NCALL (Controle
I), nos tratamentos controle ndo foram adicionados fungos. Os ensaios consistiram
em 10 repeti¢cdes/ tratamento.

Para avaliacdo da capacidade de dispersdo dos nematoides na presenca
do fungo nematéfago, montou-se um aparato constituido por pedagos de canos
PVC com 15 cm de comprimento x 6 cm de diametro. Dois pedagos foram unidos
um ao outro por fita crepe e cada conjunto desses foi conectado a outro conjunto
igual por um conector de cano de mesmo diametro, porém com 8 cm de
comprimento (figura 7). Em cada extremidade do conjunto de tubos foi colocada
uma placa de Petri contendo o fungo repicado em meio de cultivo agar-agua 2%. O
controle constituiu apenas da placa de Petri contendo meio de cultivo sem o fungo.

Em um dos lados desse conjunto foi colocado cerca de 1200 g de areia e
do outro lado, 1200 g de solo argiloso. Apos 48 horas do fungo ter sido colocado
nas extremidades do aparato, foi feito um orificio no centro do conector, por onde
ocorreu o0 semeio de suspensao aquosa na concentracédo de 10.000 Jis/ml (Figura
8). Os pedacos de canos unidos por fita crepe serviram para avaliar a distancia de
15 a 30 cm percorrida pelos nematoides. Obteve-se um total de 10
repeticbes/tratamento.

Os substratos foram anteriormente submetidos a analises quimicas e
fisicas, onde a areia apresentou, 0,7% de argila, 99,3% de areia, pH 6,1 e 1,9 g/dm?
de matéria organica, e o solo argiloso apresentou, 46,7% de argila, 7,7% de areia,
45,6% de silte, pH 5,8 e 12,6 g/dm? de matéria organica. Os substratos foram
esterilizados em coletor solar por trés dias consecutivos a aproximadamente 70° C
e umidade ajustada a 10% (massa/volume).

Os tubos foram mantidos na posi¢édo horizontal e lacrados com filme
plastico com pequenas perfuragbes para promover oxigenacdo do tubo e evitar

perdas por evaporacao. Apos 10 dias, o tubo foi desmontado e o solo argiloso e a
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areia foram retirados dos pedacos de canos e processados individualmente para a

contagem dos Jls livres (Jenkins,1964).

Figura 7. Aparato desenvolvido para a avaliacdo da dispersdo de nematoides no
solo, composto por canos de PVC e Placas de Petri contendo col6nias de fungos
nas extremidades opostas.

Figura 8. Peca central (conector) do aparato para avaliar a dispersao de nematoides
no solo, com detalhe do orificio para semeio dos juvenis de nematoides
entomopatogénicos.
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4.3. Andlise estatistica

Nos experimentos de suscetibilidade in vitro de NEPs a fungos
nematofagos e no desenvolvimento vegetativo dos fungos nematéfagos, as
variaveis foram testadas para a homogeneidade de variancia (teste de Cochran e
Bartlett) e normalidade dos erros (teste de Lilliefors), em 5% de probabilidade.
Quando estes pressupostos ndo foram cumpridos, os dados foram transformados
por log da equacao (x +1) e os pressupostos da analise de variancia reavaliados.
Em seguida, os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05).

Para os experimentos de, agressividade dos fungos nematéfagos,
desenvolvimento reprodutivo dos fungos nematéfagos, suscetibilidade de NEPs a
fungos nematéfagos cultivados in vitro em diferentes fontes nutritivas e de
dispersdo de NEPs em substrato areia e solo argiloso, os resultados foram
submetidos a analise estatistica de Kruskall-Wallis em 5% de probabilidade. Todos

0s experimentos foram repetidos uma vez.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Agressividade in vitro de fungos nematéfagos

Todos os quatro fungos testados foram capazes de predar JIs de H. indica
LPP30. Os valores médios de Jis apreendidos por A. musiformis AM4 e
Arthrobotrys sp. CO7 foram significativamente superiores em relacdo aos outros
tratamentos Arthrobotrys sp. CC7, A. oligospora AM2 e o controle (sem fungo), no
ensaio 1 e no ensaio 2 (figura 9). A média de Jls apreendidos no ensaio 1, em geral,
foi superior a média no ensaio 2. Com excec¢do para o isolado AM2, que teve sua
média de apreensdo maior no ensaio 2 do que no ensaio 1.

Em uma analise conjunta dos dados, também houve diferenca significativa
entre os tratamentos. Os fungos A. musiformis AM4 e Arthrobotrys sp. CO7 foram
0S mais agressivos, apreendendo 48,72% e 38,57% dos Jls, respectivamente.
Enquanto que o Arthrobotrys sp. CC7 apreendeu 9,47% e A. oligospora AM2
3,24% dos Jls adicionados as placas (Figuras 10 e 11). Estes dados séo
corroborados por aqueles obtidos por El-Borai et al., (2009), onde A. musiformis
reduziu JIs de H. indica enquanto A. oligospora nao teve efeito (p<5) sobre esses
NEPs, reforcando a hipotese de especificidade entre isolados fungicos x NEPs.

Desta forma, tornou-se adequado desenvolver estudos mais aprofundados
envolvendo os isolados A. musiformis AM4 e Arthrobotrys sp. CO7, em outros

ensaios experimentais do presente trabalho.
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Média de juvenis infectantes apreendidos

AM4 CO7 CC7 AM2 AM4 CO7 CC7 AM2
Ensaio 1 Ensaio 2

Figura 9. Média de juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP30 apreendidos
pelos isolados fungicos Arthrobotrys oligospora AM2, Arthrobotrys musiformis AM4,
Arthrobotrys sp. CO7 e Arthrobotrys sp. CC7. Letras diferentes sdo estatisticamente
diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (P<5). No controle n&do foram observados
juvenis apreendidos.
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Figura 10. Porcentagem de juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP30
apreendidos pelos isolados fungicos Arthrobotrys oligospora AM2, Arthrobotrys
musiformis AM4, Arthrobotrys sp. CO7 e Arthrobotrys sp. CC7 em testes in vitro.
Letras diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (P<5).
No controle nao foram observados juvenis apreendidos.
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Figura 11. Juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP30 capturados pelo
fungo nematdfago Arthrobotrys musiformis AM4. A) Juvenil apreendido pela
extremidade anterior; B) Individuos capturados em coldnia crescida em meio de
cultivo agar-agua.

5.2. Suscetibilidade in vitro de NEPs a fungos nematofagos

Os JlIs de S. carpocapsae NCALL foram menos susceptiveis a ambos os
fungos A. musiformis AM4 e Arthrobotrys sp. CO7 nas primeiras 24 horas. J4 os JlIs
de H. indica LPP30 nao sofreram efeito (P<5) do tempo em ambos 0s ensaios 1 e
2 (Tabelas 2 e 3).

Observou-se ainda, que no ensaio 1, os JIs de S. carpocapsae NCALL
foram menos susceptiveis aos isolados Arthrobotrys sp. CO7 do que Jis de H.
indica LPP30 nas primeiras 24 horas. No ensaio 2, observou-se que os Jis de S.
carpocapsae NCALL foram menos susceptiveis a ambos os isolados A. musiformis
AM4 e Arthrobotrys sp. CO7 do que Jis de H. indica LPP30 nas primeiras 24 horas.
Contudo, depois de 48 horas as médias de JiIs capturados pelos fungos se
igualaram estatisticamente tanto no ensaio 1 quanto no ensaio 2 (Tabelas 2 e 3).

El Borai et al.,(2009) observaram em ensaios experimentais com areia, que
JIs de Steinernema diaprepesi Nguyen e Duncan, e Steinernema glaseri Steiner
nao foram afetados por A. musiformis, A. oligospora e Arthrobotrys dactyloides

Drechsler. Entretanto, o fungo A. musiformis reduziu Jls de Steinernema riobrave
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Cabanillas, Poinar e Raulston, H. indica e Heterorhabditis zealandica Poinar. Ja o
fungo A. oligospora reduziu somente Jis de S. riobrave e H. zealandica. Sendo, Jls
de S. riobrave mais suscetiveis que Jls de H. indica e H. zealandica para os fungos
A. musiformis e A. oligospora no 14° dia de inoculacdo. Os autores sugerem que
os JIs de maiores tamanhos (como S. diaprepesi, e S. glaseri) ttm maior forca
podendo permitir o escape com mais facilidade dos 6rgéos de captura dos fungos

predadores.

Tabela 2. Juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP30 e Steinernema
carpocapse NCALL apreendidos pelos fungos Arthrobotrys musiformes AM4 e
Arthrobotrys sp. CO7, 24 e 48 horas apos a inoculagéo dos juvenis (Ensaio 1)

Tempo

Tratamentos 24 horas 48 horas
AM4 + LPP30 78,7 Aab 95,9 Aab
CO7 + LPP30 63,3 Bb 89,2 Aab
AM4 + NCALL 58,0 Bb 139,7 Aa
CO7 + NCALL 29,4 Cc 104,4 Aa
LPP30 (Controle I) 0 Dd 0 Dd
NCALL (Controle 1) 0 Dd 0 Dd

C.V.(%) = 10,1%

Para analise estatistica os dados de juvenis infectantes apreendidos foram
transformados por log (x+1). Médias seguidas da mesma letra minuscula, na
mesma linha e médias seguidas da mesma letra mailscula na mesma coluna, ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP30 e Steinernema
carpocapse NCALL apreendidos pelos fungos Arthrobotrys musiformes AM4 e
Arthrobotrys sp. CO7, 24 e 48 horas apos a inoculacéo dos juvenis (Ensaio 2)

Tempo

Tratamentos 24 horas 48 horas
AM4 + LPP30 126,0 Bab 127,8 Bab
CO7 + LPP30 116,6 Bab 121,7 Bab
AM4 + NCALL 55,8 Dc 150,8 Bab
CO7 + NCALL 78,3 Cc 214,7 Aa
LPP30 (Controle I) 0 Dd 0 Dd
NCALL (Controle 11) 0 Dd 0 Dd

C.V.(%) = 14,4%

Para analise estatistica os dados de juvenis infectantes apreendidos foram
transformados por log (x+1). Médias seguidas da mesma letra minuscula, na
mesma linha e médias seguidas da mesma letra maidscula na mesma coluna, ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade.

No primeiro momento (24 horas) os Jis de S. carpocapsae NCALL
mostraram-se menos suscetiveis ao isolado Arthrobotrys sp. CO7 do que Jis de H.
indica LPP30, sugerindo que os Jls de maior tamanho poderiam escapar com mais
facilidade das armadilhas dos fungos predadores, como observado por El-Borai et
al., (2009), uma vez que Jis de S. carpocapsae NCALL (Comprimento: 558 um
(438-650); diametro: 25 pum (20-30)) sao maiores que H. indica LPP30
(Comprimento 528 pm (479-573); didametro = 20 um (19-22)) .

No entanto, em um segundo momento (48 horas) nao ocorreu diferenca
significativa no numero de JIs capturados para ambas as espécies de nematoides,
ou seja, os JIs de H. indica LPP30 nao tiveram aumento significativo de captura,
enquanto que, JIs de S. carpocapsae NCALL tiveram um aumento no namero de
nematoides capturados, igualando as médias de captura de ambas as espécies.
Isto sugere que o tipo de comportamento dos NEPs em estudo, poderia estar sendo
influenciado pela captura dos fungos, uma vez que H. indica LPP30 é do tipo
“cruiser”. Assim, apds as 48 horas eles poderiam ter se dissipado mais pela placa

de Petri e conseguido escapar com mais facilidade dos 6rgaos de captura do fungo,
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enquanto que o S. carpocapsae NCALL, por ter comportamento do tipo “ambucher”,
poderia ter permanecido por mais tempo estatico na placa, proporcionando um
aumento de nematoides capturados. Durante todo o experimento, foi possivel
observar intensa movimentacdo dos Jis de H. indica LPP30 (devido ao seu
comportamento de busca “cruiser”), por toda a placa de Petri, inclusive nas bordas
e na tampa das placas. No entanto, ainda ndo esta elucidado se o tipo de
comportamento de busca ou a morfologia (tamanho) dos NEPs poderia influenciar
a suscetibilidade destes organismos aos fungos predadores. Tornando-se
necessarios estudos com diferentes tipos de substratos e condi¢cdes experimentais
que busquem recriar o ambiente natural desses organismos, uma vez que, na
natureza fatores como comportamento de busca pelo hospedeiro e respostas dos
NEPs aos semioquimicos dos fungos nematéfagos poderiam de alguma forma
proteger os NEPs no ambiente em um grau maior do que o permitido observar
nestes ensaios experimentais.

Além disso, o tempo de avaliacdo dos ensaios foi curto (apenas dois dias),
devido a dificuldade de observacgéao direta dos NEPs capturados na placa de Petri,
pois eles se decomporem rapidamente depois de capturados e o micélio dos fungos
crescerem rapidamente por toda a placa dificultando a observacéo. Assim, torna-
se adequado novos estudos com estes organismos por tempo mais prolongado.
Contudo, seria melhor utilizar a técnica de funil de Baermann, para recuperagéo
dos Jls, assim como fez El borai et al., (2009) e n&o a observagéao direta dos NEPs
na placa de Petri através de microscopio estereoscopio como foi realizado no
presente trabalho, devido & grande dificuldade de observagéo.

Poucos trabalhos envolvendo a susceptibilidade de NEPs aos fungos
nematofagos estdo disponiveis, mas os dados do presente trabalho séo
consistentes com a hipétese de que estes fungos podem afetar negativamente a

eficiéncia dos NEPs como agentes no controle biolégico de insetos pragas.

5.3. Desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de fu ngos nematofagos

Todos os meios de cultura testados se apresentaram aptos ao
desenvolvimento micelial dos fungos. A ultima avaliagdo ocorreu ao quinto dia apos

a inoculacdo dos isolados, quando alguns tratamentos atingiram crescimento
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méaximo na placa de Petri. Nesta ocasido, ambos os fungos avaliados A.
musiformes AM4 e Arthrobotrys sp. CO7, apresentaram maior diametro micelial nos
tratamentos Estrato de solo (ES), Batata-dextrose-agar (BDA) e agar-milho (AM)
(Controle), que foram superiores aos tratamentos Suco-V8 (V8) e Meio com NEPs
(AAN) para o isolado CO7 e superiores ao tratamento Meio com NEPs (AAN) para
o isolado AM4, no ensaio 1 (Tabela 4). Enquanto que, no ensaio 2, os tratamentos
Estrato de solo (ES), Batata-dextrose-agar (BDA) e Agar-milho (AM) (Controle),
foram superiores aos tratamentos Agar-agua (AA) para o isolado CO7 e superiores
ao tratamento Suco-V8 (V8) e Agar-agua (AA) para o isolado AM4 (Tabela 5).

Tabela 4. Crescimento radial das colonias de Arthrobotrys musiformes AM4 e
Arthrobotrys sp. CO7 em diferentes meios de cultura (Ensaio 1)

Tratamentos Arthrobotrys sp. CO7 A. musiformes AM4
BDA 90a 90a
AM (Controle) 9,0a 8,9 a
ES 9,0a 9,0a
V8 7,8b 8,4 ab
AA 8,5 ab 8,0 ab
AAN 78b 74b
C.V.(%) 6,2% 7,2%

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si, pelo teste
de Tukey em 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Crescimento radial das colénias de Arthrobotrys musiformes AM4 e
Arthrobotrys sp. CO7 em diferentes meios de cultura (Ensaio 2)

Tratamentos Arthrobotrys sp. CO7 A. musiformes AM4
BDA 9,0a 9,0a
AM (Controle) 8,7 ab 8,7 a
ES 8,5 abc 8,7a
V8 7,6 bed 7,6 b
AA 7,1d 76 b
AAN 7,3cd 8,0 ab
C.V.(%) 9,7% 7,4%

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si, pelo teste
de Tukey em 5% de probabilidade.

De acordo com Stevens (1981) apud Naime (2009), o meio de agar-milho
€ o melhor meio para cultivo de fungos, por promover equilibrio de desenvolvimento
entre crescimento micelial e esporulacdo. Enquanto que, o meio de cultivo Batata-
dextrose-adgar BDA permite o crescimento de uma gama de microrganismos, ndo
oferecendo a seletividade e o equilibrio de desenvolvimento que o meio AM
proporciona.

Soares et al., (2008) também observaram crescimento micelial maximo
para os fungos A. musiformis e A. oligospora nos meios de cultivo AM e BDA. Estes
resultados sugerem gque os fungos nematofagos se desenvolvem melhor em meios
de cultivo como os de ES, AM e BDA. Nao foi encontrado na literatura estudo
envolvendo o desenvolvimento de fungos nematdfagos em meio de cultivo ES ou
AAN. Neste trabalho, os isolados tiveram crescimento micelial maximo no meio ES,
gue foi utilizado com objetivo de recriar in vitro o ambiente natural desses
organismos. Ja no meio AAN, era esperado um maior crescimento dos fungos, uma
vez que se utilizou nematoides como fonte de nutrientes, entretanto, os isolados
tiveram pequeno crescimento, isso talvez podesse ser explicado pelo modo como
foi preparado o meio, uma vez que os NEPs foram autoclavados juntamente com o
agar. Assim, os compostos dos nematoides dos quais os fungos se nutrem

poderiam nao estar mais disponiveis aos fungos e/ou, com a autoclavagem, os
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NEPs poderiam ter resultado em alguma substancia de inibicdo do crescimento dos
isolados. O meio V8 é um meio rico em nutrientes e nado possibilitou o
desenvolvimento pleno dos fungos, enquanto que, o meio AA por ser um meio “mais
pobre”, poderia n&o estar favorecendo o crescimento dos fungos.

Todos os meios de culturas testados se mostraram aptos também para a
producéo de esporos dos fungos Arthrobotrys sp. CO7 e A. musiformis AM4. Sendo
que, a maior producdo de esporos ocorreu para Arthrobotrys sp. CO7 tanto no
ensaio 1 quanto no ensaio 2 (Tabelas 6 e 7). No ensaio 1, a maior esporulacao para
Arthrobotrys sp. CO7 ocorreu no meio BDA e a menor no meio ES e AA, enquanto
que, para A. musiformis AM4, a maior esporulagcdo ocorreu no meio V8 e a menor
no meio AA. No ensaio 2, Arthrobotrys sp. CO7 teve maior esporulacdo no meio V8
e menor no meio AA, para A. musiformis AM4, a maior esporulacéo ocorreu no meio

BDA e menor no meio AA.

Tabela 6. Producéo de esporos por Arthrobotrys musiformes AM4 e Arthrobotrys
sp. CO7 em diferentes meios de cultura (Ensaio 1)

N° de esporos (x 10 “esporos/mL)

Tratamentos Arthrobotrys sp. CO7 A. musiformes AM4
V8 14,6 ab 7,2a
BDA 25,1a 1,7 ab
AM (Controle) 11,2 ab 1,0 ab
AAN 5,0ab 1,4 ab
ES 0,4b 1,7 ab
AA 0,93 Db 0,33 b

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, pela
analise estatistica de Kruskal-Wallis em 5% de probabilidade.
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Tabela 7. Producéo de esporos por Arthrobotrys musiformes AM4 e Arthrobotrys
sp. CO7 em diferentes meios de cultura (Ensaio 2)

N° de esporos (x 10 “esporos/mL)

Tratamentos Arthrobotrys sp. CO7 A. musiformes AM4
V8 60,6 a 5,2 ab
BDA 36,0 ab 9,4 a
AM (Controle) 29,4 ab 1,5ab
AAN 59 ab 1,7 ab
ES 1,7 ab 0,5ab
AA 0,2b 0,3b

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, pela
analise estatistica de Kruskal-Wallis em 5% de probabilidade.

Segundo Soares et al., (2008), o meio AM propiciou maxima esporulacao
para A. oligospora, mas nao para A. musiformis. Dias e Ferraz (1993) observaram
que, para diferentes espécies de Arthrobotrys, entre elas A. musiformis, os meios
BDA e AM propiciaram esporulacdo adequada dos isolados testados.

Assim como no estudo feito por Maciel et al., (2006), o meio de cultivo AA
apresentou menor produgéo de esporos em relagdo a outros meios como BDA e
AM, para Arthrobotrys robusta, Monacrosporium thaumasium e Duddingtonia
flagrans.

Dias e Ferraz (1993) observaram intensa producao de micélio por diversos
isolados de Arthrobotrys spp. entre eles A. musiformis, em milho triturado e arroz
utilizados como substratos. Porém, a esporulacdo foi muito pequena ou nao
ocorreu, portanto, as exigéncias para a producédo de esporos ndo sao as mesmas
para o crescimento vegetativo.

No geral, os melhores meios para o crescimento micelial e a esporulacéo
de A. musiformis AM4, no estudo em questdo, também foram os melhores para
Arthrobotrys sp. CO7. Todavia, alguns meios que se destacaram para esporulacao
de Arthrobotrys sp. CO7 nao foram eficazes para a esporulacdo de A. musiformis,
indicando que o isolado de A. musiformis estudado é mais exigente que o de

Arthrobotrys sp. CO7, corroborando com estudos feitos por Soares et al., (2008).
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Os dados obtidos no presente estudo confirmaram que 0sS meios
adequados para o crescimento micelial dos fungos néo necessariamente
favoreceram a esporulacéo e vice-versa, conforme também foi observado por Dias
e Ferraz (1993) e Soares et al., (2008).

Para se desenvolverem, os fungos necessitam de condi¢cdes ambientais
favoraveis, como aeracéao, luz, umidade e temperatura, contudo, o meio de cultivo
é o fator que mais influencia no crescimento do fungo. Com isso, um bom meio de
cultivo, permite grande esporulagcéo e pequeno crescimento micelial, sendo que,
geralmente, a esporulacéo é favorecida pela escassez de nutrientes, 0 que € uma
condicao contraria ao crescimento vegetativo (Dhingra e Sinclair, 1995; Maciel et
al., 2006).

5.4. Suscetibilidade de NEPs a fungos nematé6fagos in vitro em diferentes

fontes nutritivas

Os JIs de ambas as espécies de NEPs, H. indica LPP30 e S. carpocapsae
NCALL, foram menos recuperados no meio agar-agua (AA) (controle) para ambos
os fungos A. musiformes AM4 e Arthrobotrys sp CO7 no ensaio 1 e no ensaio 2
(Tabelas 8 e 9).

O meio de cultivo AA, foi utilizado como tratamento controle, uma vez que
os fungos nematéfagos ndo necessitam de meios complexos para seu
desenvolvimento (Aradjo et al., 2004). Normalmente os ensaios experimentais sao
realizados em meio AA adicionando-se nematoides de vida livre como o
Panagrellus spp. (Araujo et al., 1993, 1994).

Maciel et al., (2006) constataram a viabilidade dos fungos Arthrobotrys
robusta, Duddingtonia flagrans e Monacrosporium thaumasium na predacao de
larvas infectantes de Ancylostoma spp., ndo havendo perda de eficacia na captura

independente do meio de cultivo (AA, AM, BDA) do qual se originaram 0S eSporos.
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Tabela 8. Juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP30 e Steinernema
carpocapsae NCALL recuperados de diferentes meios de cultivo colonizados por
Arthrobotrys musiformes AM4 e Arthrobotrys sp. CO7 (Ensaio 1)

LPP30 NCALL

Meios CO7 AM4 CcO7 AM4
AA (Controle) 1375Db 125.0a 375.0b 1375Db
AM 312.5ab 475.0 a 775.0 ab 487.5 ab
BDA 425.0 ab 2125a 600.0 ab 425.0 ab
V8 312.5 ab 275.0a 887.5a 687.5a
ES 475.0 a 187.5a 787.5 ab 7375a
AAN 387.5 ab 125.0a 725.0 ab 312.5ab

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si, pela
analise estatistica de Kruskal-Wallis em 5% de probabilidade.

Tabela 9. Juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP30 e Steinernema
carpocapsae NCALL recuperados de diferentes meios de cultivo colonizados por
Arthrobotrys musiformis AM4 e Arthrobotrys sp. CO7 (Ensaio 2)

LPP30 NCALL

Meios CO7 AM4 CcO7 AM4
AA (Controle) 25.0b 25.0b 450.0 a 287.5Db
AM 262.5 ab 500.0 a 725.0 a 7125 ab
BDA 4125 a 175.0 ab 862.5 a 362.5 ab
V8 287.5 ab 162.5ab 850.0 a 600.0 ab
ES 62.5 ab 162.5 ab 625.0 a 837.5a
AAN 62.5 ab 62.5b 662.5 a 462.5 ab

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, pela
analise estatistica de Kruskal-Wallis em 5% de probabilidade.

Os resultados do presente trabalho, indicam ndo haver relacéo direta do
crescimento micelial e a esporulacdo com a agressividade dos fungos aos

nematoides, uma vez que no meio AA ambos os fungos tiveram as menores taxas
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de crescimento micelial e esporulagéo, entretanto, foi 0 meio que mais possibilitou
a acao predatdria do fungo e consequentemente maior suscetibilidade dos NEPs.
Isto sugere que, em meios mais pobres em nutrientes esses fungos tendem a ser
mais agressivos em funcdo de dependerem mais dos nematoides como fonte de
nutrientes, embora estes fungos possam viver como saprofitas, tendo capacidade
de mudar a sua morfologia e de aumentar a sua habilidade parasitaria de acordo

com suas nescessidades fisiologicas (Nordbring - Hertz et al., 2006).

5.5. Dispersdo de NEPs em substrato areia e solo ar  giloso

Tanto em areia quanto em solo argiloso, o fungo Arthrobotrys sp CO7 néo
apresentou efeito (p<5) na dispersao dos Jis de H. indica LPP30. Mas, este mesmo
fungo, apresentou efeito (p<5) na dispersao de S. carpocapsae NCALL na areia a
distancia de 15cm, onde as médias ficaram abaixo do tratamento controle,
indicando haver uma possivel acdo repelente do fungo para essa espécie de
nematoide entomopatogénico no ensaio 1 e no ensaio 2 (Tabelas 10 e 11).

Esses resultados demonstram que existe especificidade nas respostas de
NEPs a fungos nematoéfagos, assim como foi observado por El-Borai et al. (2011),
onde todos os NEPs (Steinernema diaprepesi, Steinernema glaseri, Steinernema
riobrave, Heterorhabditis zealandica e Heterorhabditis indica) foram repelidos por
Arthrobotrys gephyropaga, mas foram atraidos para os fungos endoparasitas
Myzocytium sp. e Catenaria sp. Exceto o H. Indica, que permaneceu neutro para
Myzocytium sp., e S. glaseri. neutro para Catenaria sp. em colunas de areia.
Entretanto, em placas de Petri com meio agar-agua todas as espeécies de NEPs

foram atraidas pelos fungos nematofagos, exceto S. riobrave.
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Tabela 10. Dispersao de Heterorhabditis indica LPP30 e Steinernema carpocapsae
NCALL em areia e solo argiloso a distancia de 15 e 30 cm na presenca do fungo
Arthrobotrys sp. CO7 (Ensaio 1)

Areia Solo argiloso
Tratamentos
15cm 30cm 15cm 30cm
LPP30 + CO7 97.1ab 25.3a 45.1b 35.4 ab
LPP30 (Controle 1) 1415a 220a 28.7b 15.2Db
NCALL + CO7 439b 20.3a 241.3 a 16.9 ab
NCALL (Controle Il) 153.6a 16.9a 212.0a 40.3 a

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, pela
analise estatistica de Kruskal-Wallis em 5% de probabilidade.

Tabela 11. Dispersao de Heterorhabditis indica LPP30 e Steinernema carpocapsae
NCALL em areia e solo argiloso a distancia de 15 e 30 cm na presenca do fungo
Arthrobotrys sp. CO7 (Ensaio 2)

Areia Solo argiloso
Tratamentos 15cm 30cm 15cm 30cm
LPP30 + CO7 105.4 ab 27.0a 71.9 ab 28.6 a
LPP30 (Controle I) 156.6 a 15.2 a 37.0b 28.7 a
NCALL + CO7 52,1b 13.6a 238.6 a 135a
NCALL (Controle II) 176,8 a 23.7a 166.6 a 37.0a

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, pela
analise estatistica de Kruskal-Wallis em 5% de probabilidade.

Os resultados deste estudo demonstram que os Jis de NEPs podem ser
repelidos ou mostrar respostas neutras para Artrhobotrys sp. CO7 em testes de
escolha com diferentes substratos e distancias. Assim como observado por El Borai
et al., (2011), os resultados indicam haver uma especificidade e um movimento de

agregacao de grupo nas respostas dos NEPs ao fungo, sendo de suma importancia
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utilizar diferentes substratos para avaliar adequadamente o papel dos
semioquimicos nas interacdes entre nematoides e fungos.

Robinson e Jaffee (1996) demonstraram que 0 nematoide fitoparasita
Meloidogyne incognita foi repelido pelo fungo A. gephyropaga em ensaios com
areia, enquanto que Jansson e Nordbring-Hertz (1979) relataram anteriormente que
este fungo atraiu M. incognita em placas de Petri com meio 4gar-dgua. Estes
resultados demonstram que o substrato utilizado pode ser um fator importante,
sendo fundamental utilizar substratos que se assemelham aos que existem nos
ambientes naturais desses organismos durante 0s ensaios experimentais.

A repeléncia de S. carpocapsae ao isolado Artrhobotrys sp. CO7 sugere que
estes NEPs apresentam capacidade de evitar este fungo altamente agressivo, pelo
menos sob determinadas circunstancias. Ainda nao ficou claro se as respostas de
atratividade dos NEPs aos fungos tém relacéo direta com a sua susceptibilidade,

tornando-se necessarios estudos mais detalhados.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Nematoides entomopatogénicos (NEPsS) sdo importantes no controle
bioldgico de insetos pragas. Contudo, a sobrevivéncia e a permanéncia dos NEPs
no solo, podem ser afetadas negativamente por fungos nematéfagos (FNs). Assim,
objetivou-se estudar interacbes entre os FNs Arthrobotrys oligospora AM2,
Arthrobotrys musiformis AM4, Arthrobotrys sp. CO7, Arthrobotrys sp. CC7 e os
NEPs Heterorhabditis indica LPP30 e Steinernema carpocapsae NCALL e o
desenvolvimento dos FNs em diferentes fontes nutritivas.

Para isto, avaliou-se a agressividade destes fungos contra o LPP30, a
susceptibilidade de NCALL e LPP30 aos fungos considerados mais agressivos
(AM4 e CQO7), o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo dos fungos AM4 e CO7
em diferentes fontes nutritivas, a susceptibilidade de NCALL e LPP30 aos fungos
AM4 e CO7 em diferentes fontes nutritivas e a dispersdo dos NEPs NCALL e LPP30
em solo argiloso e areia.

Todos os quatro fungos testados A. musiformis AM4, A. oligospora AM2,
Arthrobotrys sp. CO7 e Arthrobotrys sp. CC7, foram capazes de predar Jis de H.
indica LPP30. Sendo que, os valores médios de JIs apreendidos por AM4 e CO7
foram significativamente superiores em relacdo aos outros tratamentos CC7, AM2
e o controle (sem fungo). Isto sugere que, AM4 e CO7 sao isolados fungicos mais
agressivos do que AM2 e CC7, pelo menos aos Jis de H. indica LPP30.

Os JIs de S. carpocapsae NCALL foram menos susceptiveis a ambos os

isolados AM4 e CO7 nas primeiras 24 horas. Ja os JIs de H. indica LPP30 néo
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sofreram efeito (P<5) do tempo em ambos os ensaios 1 e 2. P6de-se observar
ainda, que no ensaio 1, os Jls de NCALL foram menos susceptiveis ao CO7 do que
JIs de LPP30 nas primeiras 24 horas. J& no ensaio 2, observou-se que os JIs de
NCALL foram menos susceptiveis a ambos os isolados AM4 e CO7 do que Jls de
LPP30 nas primeiras 24 horas. Contudo, depois de 48 horas as médias de JIs
capturados pelos fungos se igualaram estatisticamente em ambos 0s ensaios.

Todos o0s meios de cultura testados se apresentaram aptos ao
desenvolvimento micelial e & producgéo de esporos pelos fungos. Ambos os fungos
avaliados AM4 e CO7, apresentaram maior diametro micelial nos tratamentos
Estrato de solo (ES), Batata-dextrose-agar (BDA) e agar-milho (AM) (Controle), que
foram superiores aos tratamentos Suco-V8 (V8), agar-agua (AA) e Meio com NEPs
(AAN). A maior esporulacao ocorreu para o isolado CO7. Sendo que, no ensaio 1,
a maior esporulacao para CO7 ocorreu no meio BDA e a menor no meio ES e AA,
engquanto que, para AM4, a maior esporulacdo ocorreu no meio V8 e a menor no
meio AA. J& no ensaio 2, CO7 teve maior esporulagdo no meio V8 e menor no meio
AA, para AM4, a maior esporulacdo ocorreu no meio BDA e menor no meio AA.

Os JIs de ambas as espécies de NEPs, H. indica LPP30 e S. carpocapsae
NCALL, foram menos recuperados no meio agar-agua (AA) (controle) para ambos
os isolados fuangicos AM4 e CO7.

Tanto em areia quanto em solo argiloso, o fungo CO7 néo apresentou efeito
(p<5) na dispersao dos Jis de H. indica LPP30. Entretanto, este mesmo fungo,
apresentou efeito (p<5) na disperséo de S. carpocapsae NCALL na areia a distancia
de 15cm, onde as médias ficaram abaixo do tratamento controle, indicando haver
uma possivel acdo repelente do fungo para essa espécie de nematoide
entomopatogénico.

Contudo, pode-se concluir que, ainda nao ficou totalmente esclarecido se a
morfologia dos NEPs, o comportamento de busca ou as respostas de atratividade,
poderiam estar influenciando na suscetibilidade destes organismos aos fungos

predadores, tornando-se necessario estudos mais detalhados.
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Composicéao da dieta artificial utilizada na criacéo de lagartas de G.

Mellonella

APENDICE

Ingredientes Quantidade
Farelo de trigo 400 g
Leite em pd desnatado 200 g
Levedo de cerveja 120 g
Gérmen de trigo 200 g
Mel 153 ml
Glicerina 82 ml
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