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FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES NO CONTROLE DE Meloidogyne in-
cognita EM MUDAS DE TOMATEIRO'

CARLA DA SILVA SOUSA®", ANA CRISTINA FERMINO SOARES?, JOAO LUIZ COIMBRA’, MAR-
LON DA SILVA GARRIDO?, GISELE DA SILVA MACHADO?

RESUMO - Os fungos micorrizicos arbusculares tem demonstrado afetar algumas espécies de nematoides fito-
parasitos, reduzindo em muitos casos a ovoposi¢do e o nimero de galhas no sistema radicular de plantas infec-
tadas. Com o objetivo de avaliar o potencial biocontrole de fungos micorrizicos arbusculares em reduzir a in-
fectividade de Meloidogyne incognita em mudas de tomateiro, foi conduzido um experimento com delineamen-
to experimental em blocos casualizados com oito repeti¢des, em esquema fatorial com os seguintes tratamen-
tos: com e sem M. incognita, com presenca e auséncia das espécies fungicas Glomus clarum Nicolson & S-
chenck, Gigaspora albida Schanck & Smith e Acaulospora scrobiculata Trappe. O fungo G. clarum promoveu
reducdo significativa do indice de galhas (46,4%) e do niimero de massa de ovos (78,8%) do nematdide nas
mudas de tomateiro. O percentual de colonizagdo radicular ndo é por si s6 um indicativo da eficiéncia fungica
em controlar a infectividade de M. incognita em mudas de tomateiro, uma vez que 4. scrobiculata apresentou
alto grau de colonizagdo (77,6%) e ndo foi eficiente em controlar a reproducdo do nematoide. As espécies de
fungos micorrizicos arbusculares diferem quanto a eficiéncia em reduzir a infectividade de M. incognita em
mudas de tomateiro.

Palavras chave: Lycopersicon esculentum Mill. Nematéide de galhas. Micorriza.

ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN THE CONTROL OF Meloidogyne incognita IN
TOMATO SEEDLINGS

ABSTRACT - Mycorrhizal fungi has been shown to affect some species of parasitic nematodes, in many cases
reducing oviposition and the number of galls on the root system of infected plants. In order to evaluate the
biocontrol potential of arbuscular mycorrhizal fungi to reduce the infectivity of Meloidogyne incognita in
tomato plants, an experiment was conducted with a randomized block design with eight replications in a
factorial with thefollowing treatments: with and without M . incognita, with presence and absence of fungal
species Glomus clarum Nicolson &amp; Schenck, Gigaspora albida Schanck & amp; Smith and Acaulospora
scrobiculata Trappe. The fungus G. clarum significantly reduced the gall index (46.4%) and the number of egg
mass (78.8%) of the nematode on tomato seedlings. The percentage of root colonization is not in itself an
indicator of efficiency in controlling fungal infectivity of M. incognita in tomato plants, since 4. scrobiculata
exhibited a high degree of colonization (77.6%) and was not effective in controlling nematode reproduction.
The species of mycorrhizal fungi differ in efficiency in reducing the infectivity of M. incognita in tomato
seedlings.
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INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill) é a
mais importante hortalica cultivada no Brasil, embo-
ra do ponto de vista agrondmico seja uma cultura
complexa e de risco economico elevado, principal-
mente em virtude da susceptibilidade a diversos fito-
patdgenos (FILGUEIRA, 2000). Em quase todas as
regides do mundo, um dos problemas fitossanitarios
mais prejudiciais ao tomateiro é a meloidoginose.
Essa doenca ¢ causada por nematdides do género
Meloidogyne spp., conhecidos como nematodides de
galhas, devido ao sintoma caracteristico de formagao
de galhas nas raizes da planta. A formagdo de galhas
nas raizes do tomateiro impede a absor¢do de agua e
nutrientes do solo, provocando deficiéncia mineral e
perda de produtividade da ordem de 25 a 85%
(RESENDE; COSTA, 2000).

O controle de nematdides com nematicidas
constitui um dos manejos mais antigos na agricultura
(CHITWOOD, 2002). Entretanto, nematicidas de
solo, além de apresentar elevado custo, sdo prejudici-
ais a saude humana, animal e ao meio ambiente, ¢
sdo pouco eficientes no controle da meloidoginose
em hortalicas (FILGUEIRA, 2000). Muitas espécies
de nematoides parasitas de plantas sdo migratorias
no solo ou dentro das raizes, como por exemplo, os
do género Meloidogyne, ficando distantes do local de
aplicacdo do nematicida quimico, de modo que este
ndo consegue atingi-los. Outro fator limitante ao
controle quimico é que esses organismos apresentam
estruturas, como cuticulas, que sdo impermeaveis a
muitas moléculas organicas (THOMAS, 1996).

O controle biologico tem se apresentado co-
mo alternativa viavel para o manejo de fitonematoi-
des, por minimizar o dano ambiental, além de ser
mais vantajoso economicamente, quando comparado
aos métodos quimicos convencionais (COIMBRA;
CAMPOS, 2005). As micorrizas arbusculares sio
associagOes simbidticas mutualistas entre raizes de
plantas e fungos do filo Glomeromycota
(SCHUSSLER et al., 2001), que favorecem o cresci-
mento e aquisi¢do de nutrientes pela grande maioria
das plantas de interesse econdmico (CARNEIRO et
al., 2008). Plantas em simbiose micorrizica sofrem
alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e moleculares
relacionadas ao sistema de defesa para o estabeleci-
mento da simbiose (GARCIA-GARRIDO; OCAM-
PO, 2002) conferindo-lhes aumento da resisténcia
contra patogenos incluindo os nematdides (POZO et
al., 2002; ELSEN et al., 2003, ELSEN et al., 2008).

Além de indugdo de resisténcia, como meca-
nismos envolvidos, podem ser considerados a melho-
ria do estado nutricional da planta hospedeira, com-
pensagdo do dano causado pelo patdogeno, mudangas
anatdmicas e morfologicas no sistema radicular do
hospedeiro e competigdo pelo sitio de infeccdo e sitio
de colonizagio (AZCON-AGUILAR; BAREA,
1996; LINDERMAN, 1994; POZO et al., 2002).

Entretanto, nos estudos dessa interacdo destacam-se
em importancia a densidade de indculo do nematoi-
de, a espécie do FMA simbionte, o tempo da micor-
rizagdo em relagdo a inoculacdo do nematoide, a
resisténcia natural da planta ao patdogeno e a cultivar
da planta testada (MAIA et al., 2005).

E possivel que a utilizagio de FMA possa
constituir alternativa para aumentar a tolerancia ao
nematdide Melodogyne incognita e consequentemen-
te a produtividade do tomateiro, assim como reduzir
gastos com nematicidas e fertilizantes, no caso do
plantio de mudas micorrizadas em solos infestados
por nematoides. Neste sentido, o objetivo deste tra-
balho foi avaliar o potencial dos fungos micorrizicos
arbusculares Glomus clarum, Gigaspora albida e
Acaulospora scrobiculata no controle de Meloidogy-
ne incognita em mudas de tomateiro.

MATERIAL E METODOS

Para obtencdo dos J2, raizes de tomateiro da
cultivar Santa Clara, infestadas com M. incognita,
em condi¢des de casa de vegetagdo, foram lavadas
com agua potavel e trituradas em liquidificador por
20 segundos com solugdo de hipoclorito de sodio a
0,5%, seguindo-se a técnica de Boneti e Ferraz
(1981). Em seguida, a suspensdo de raizes trituradas
foi transferida para um conjunto de peneiras, consti-
tuido por uma peneira superior de 60 mesh e uma
peneira inferior de 400 mesh. O material retido na
peneira inferior foi transferido para camara de eclo-
sdo, montada numa placa de Petri com tela de 35
mesh e papel toalha poroso.

No experimento foram utilizados apenas J2
eclodidos nas 48 horas seguintes a montagem da
camara de eclosdo. Para a desinfestagdo dos J2, a
suspensdo obtida na camara de eclosdo foi transferi-
da para uma peneira de 400 mesh, na qual os J2 fica-
ram retidos, sendo esta em seguida imersa em solu-
¢a0 de hipoclorito de soédio a 0,5% durante 1 min,
seguido de quatro lavagens com agua destilada e
esterilizada. Para confirmagao da espécie, foi realiza-
do o corte na regido perineal das fémeas adultas,
conforme método proposto por Taylor e Sasser
(1978).

Para a obtengdo de in6culo dos fungos micor-
rizicos arbusculares, sementes de Brachiaria decum-
bens foram desinfestadas com uma solucdo aquosa
de 1% de hipoclorito de sodio e trés lavagens em
agua corrente e, em seguida, foram semeadas em
areia esterilizada. Uma semana apods a germinagao,
as plantulas foram transplantadas para vasos com
capacidade para 3 kg, contendo solo e areia, na pro-
porcao de 3:1, esterilizados em autoclave, a 120°C
durante uma hora e meia, em trés dias alternados.

Na fase de transplantio, cada plantula foi ino-
culada, colocando-se junto as raizes, com o auxilio
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de uma pipeta Pasteur, uma suspensido aquosa con-
tendo aproximadamente 200 esporos da espécie fun-
gica por vaso. Os vasos foram mantidos em casa de
vegetagdo por 120 dias, sob irriga¢des didrias com
agua destilada.

O experimento foi conduzido em delineamen-
to experimental de blocos inteiramente casualizados,
com oito repeti¢des, em arranjo fatorial com e sem
Meloidogyne incognita e com inoculagdo ou ndo dos
seguintes fungos micorrizicos arbusculares: Glomus
clarum Nicolson & Schenck, Gigaspora albida S-
chanck & Smith e Acaulospora scrobiculata Trappe.

O solo utilizado no experimento foi esteriliza-
do por autoclavagem a 120°C por uma hora ¢ meia
durante trés dias alternados, em seguida foi transferi-
do para sacos com capacidade para 400 cm® e reali-
zado o plantio das sementes de tomate cultivar Santa
Clara.

Para os tratamentos com FMA, os esporos das
espécies fungicas foram extraidos do solo dos vasos
de producdo de inoculo, pelo método do peneiramen-
to umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e
centrifugacdo em sacarose (JENKINS, 1964). Na
semeadura, foram colocadas trés sementes por vaso ¢
no mesmo momento, fez-se a inoculagdo com os
FMA, colocando-se em volta das sementes, 200 es-
poros por vaso. Quinze dias depois da germinacao do
tomateiro, fez-se o desbaste deixando-se 1 planta por
vaso ¢ foi realizada a inoculacdo das mudas com
1000 J2 por planta, através de orificios no solo, e
colocando o indculo em contato com as raizes, com o
auxilio de uma micropipeta de 1 mL.

Quarenta dias depois da inoculagdo com M.
incognita, foi realizada coleta das plantas, separan-
do-se as raizes, que foram lavadas em agua corrente
e, em seguida pesadas em balanga analitica para de-
terminagdo do peso fresco. Parte das raizes foi imer-
sa em solugdo de fucsina acida a 0,15% durante 20
minutos, € com auxilio de um microscopio estereos-
copio (40x) foi realizada a contagem das massas de
ovos e galhas.

Para determinar a percentagem de coloniza-
¢do micorrizica, outra parte das raizes foram diafani-
zadas em KOH 10% a 90°C em banho-maria durante
30 minutos, acidificadas em HCI 5% por 1 minuto, ¢
em seguida coloridas com azul de metila 0,05% em
lactoglicerol a 90°C em banho-maria por 15 minutos
(PHILLIPS; HAYMAN, 1970). As raizes coloridas
foram preservadas em frascos de vidro contendo
glicerol 4cido, até a montagem das laminas micros-
copicas com segmentos de 1 cm de comprimento das
raizes, cobertas com glicerol acido e laminula. Fo-
ram montadas 10 laminas por repeti¢cdo, com 10 seg-
mentos de raiz por lamina. A contagem dos segmen-
tos colonizados foi feita com auxilio de microscopio
otico (100x), conforme descrito por Melloni e Cardo-
s0 (1999).

Os resultados obtidos foram submetidos a
analise de varidncia e teste de Scott & Knott, a 5%
de probabilidade, para a comparagdo das médias,

utilizando o programa estatistico SISVAR. Os dados
referentes a percentagem de colonizagdo micorrizica,

v x/100

foram transformados em arc sen .

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo G. clarum destacou-se proporcionan-
do uma redugdo de 46,4% no numero de galhas do
nematdide M. incognita nas raizes das mudas de to-
mateiro, seguido pelo fungo G. albida (redugdo de
26,8%) (Tabela 1). Foi observada também significa-
tiva reducdo de 78,8 e 71,8% no ntimero de massa de
ovos de M. incognita colonizadas pelos fungos G.
clarum e G. albida, respectivamente, com relagdo ao
controle. Mudas de tomateiro inoculadas com o fun-
g0 A. scrobiculata, ndo diferiram estatisticamente
das mudas controle, com relagdo ao numero de ga-
lhas e de massa de ovos de M. incognita.

Trabalhos ja demonstraram que certas espé-
cies de fungos micorrizicos arbusculares podem re-
duzir a infecgdo de nematdides nas raizes das plan-
tas. Plantas de tomate inoculadas com G. fascicula-
tum, apresentaram significativa redugdo no numero
de galhas (66,1%) ¢ de massas de ovos (66,5%) em
comparagdo as plantas controle ndo micorrizadas
(SHREENIVARA et al., 2007). Zhang et al. (2008),
verificaram que G. intraradices, G. mosseae ¢ G.
versiforme, reduziram a reprodu¢do de M. incognita
em raizes de pepino. A densidade de M. incognita no
solo foi reduzida em 85% quando mudas de tomate
foram colonizadas por G. mosseae (TALAVERA et
al.,, 2001). Estes autores verificaram também neste
estudo que este fungo reduziu em 49% a populacdo
de Pratylenchus penetrans no solo rizosférico de
plantas de cenoura.

Segundo Benedetti (2005), o efeito dos fun-
gos micorrizicos arbusculares sobre a reprodugdo de
nematodides tem sido apontado como dependente do
grau de colonizacdo das raizes por esses microrga-
nismos. Entretanto, verificou-se no presente trabalho
que o fungo 4. scrobiculata que apresentou maior
grau de colonizagdo (77,6%) em relacdo as demais
espécies fungicas, ndo reduziu a reproducdo do ne-
matoide (Tabela 1), sugerindo que a interagdo planta-
fungo-parasita ocasiona diversos efeitos e essa varia-
bilidade de respostas pode ser explicada pela especi-
ficidade do trindmio ¢ alteragdes no ambiente, geno-
tipo da planta, espécie do nematoide e isolado fungi-
co podem levar a diversidade de resultados (HOL,;
COOK, 2005).

As espécies fungicas G. clarum e G. albida,
apresentaram alto grau de colonizagao radicular tanto
na presenca (74,4 e 70,2% respectivamente), quanto
na auséncia (63,0 e 64,5%) de M. incognita (Tabela
2). Brandao et al. (2004), também observaram que a
presenca de P. coffeae ndo influenciou a colonizagéo
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Tabela 1. Indice de galhas e nimero de massa de ovos por grama de raiz nas mudas de tomateiro inoculadas com fungos

micorrizicos.

Indice de galhas g raiz’

Massa de ovos g raiz’'

Espécie fungica
Numero Redugio (%) Numero Redugio (%)
Controle (nao inoculado) 235a - 245 a -
Glomus clarum 126 ¢ 46,4 52b 78,8
Gigaspora albida 172 b 26,8 69 Db 71,8
Acaulospora scrobiculata 183 a 22,1 206 a 15,9

Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Colonizagdo radicular por fungos micorrizicos arbusculares em mudas de tomateiro infectadas e ndo infectadas

com de M. incognita.

Colonizagao radicular (%) por fungos micorrizicos

Espécie fungica

Mudas com M. incognita

Mudas sem M. incognita

Controle (nao inoculado)
Glomus clarum
Gigaspora albida

Acaulospora scrobiculata

ObA OcA
74,4 aA 63,0 aA
70,2 aA 64,5 aA
77,6 aA 44,5 bB

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade. Letras maitusculas comparam na linha
a colonizagdo radicular por cada espécie fiingica com e sem a presenca do nematoide. Letras minasculas comparam na colu-
na a colonizagdo radicular pelas diferentes espécies fiungicas com e sem a presenga do nematdide.

radicular por G. etunicatum e A. longula em mudas
de graviola. Entretanto, as mudas apresentaram mai-
or grau de colonizagdo pelo fungo 4. scrobiculata na
presenca (77,6%) que na auséncia (44,5%) de M.
incognita, sugerindo que possivelmente a competi-
¢do com o nematdide pode ter estimulado a coloniza-
¢ao radicular como uma estratégia de sobrevivéncia
do fungo (HART; READER, 2002). O alto grau de
colonizacao pelo fungo A. scrobiculata na presenca
do M. incognita como uma estratégia de sobrevivén-
cia e ndo como efetividade simbiotica, possivelmente
justifica o ndo controle da infectividade causada por
este nematoide nas raizes das mudas de tomateiro.

CONCLUSOES

Os fungos G. clarum e G. albida sdo eficien-
tes em reduzir a infectividade de M. incognita em
mudas de tomateiro, sugerindo que estes podem ser
utilizados com agentes de biocontrole;

O grau de colonizacdo radicular pelas espé-
cies fingicas ndo € por si s6 um indicativo do contro-
le da infectividade de M. incognita em mudas de
tomateiro;

As espécies de fungos micorrizicos arbuscula-
res diferem quanto a eficiéncia em reduzir a infecti-
vidade de M. incognita em mudas de tomateiro.
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