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Resumo - Carneiro, RM.D.G., M.R.A. Almeida, 1. Martins, J.E. Souza, A.Q. Pires & M.S. Tigano. 2008.
Ocorréncia de Melvidogyne spp. e fungos nematéfagos em hortalicas no Distrito Federal, Brasil.

Trinta e oito amostras de rafzes e solo infectados por Melidogyne spp. foram coletadas em hortalicas, em
diferentes nucleos rurais do Distrito Federal. Com o objetivo de identificar as principais espécies, os fenotipos
enzimaticos de esterase (Est) foram analisados, usando fémeas maduras individualizadas. Das 38 amostras
coletadas, 10 populagdes exibiram fenétipo Est |3, tipico de M. javanica (pepino, quiabo, feijio vagem, cenoura,
jilo, berinjela, almeirdo e alface), 11 de M. incognita, Est 11 ou 12 (quiabo, feijao vagem, cenoura, jilo, berinjela,
pimentio) e em seis amostras a ocorréncia foi concomitante dessas duas espécies. M. ethigpica foi detectado em
duas amostras parasitando raizes de iacom e tomateiro. As seis amostras restantes exibiram perfil Est 1.3 atipico
(Rm: 0,95, 1,1 1,3) e foram detectadas em pepino, alface, brécolis, quiabo, feijao vagem e iacom. Foram obtidos
de massas de ovos de Melvidogyne spp. cinco isolados de Paecilonzyces lilacinus, um isolado de Beauveria bassiana e
um isolado de Pochonia chlamydospora. Das amostras de solo da rizosfera de plantas parasitadas com Melvidogyne
spp., foram obtidos 64 isolados de fungos das espécies B. bassiana, P. lilacinus e Metarbizium anisopliae

Palavras-chave: eletroforese, esterase, fungos parasitas de ovos, identificacio, nematoide das galhas.

Summary - Carneiro, RM.D.G., M.R.A. Almeida, I. Martins, J.E. Souza, A.Q. Pires & M.R. Tigano. 2008.
Occurrence of Meloidogyne spp. and nematophagous fungi on vegetables in the Federal District of Brazil.

Meloidogyne spp. were obtained from thirty-eight roots and soil samples collected from vegetables in different
rural municipalities in the Federal District of Brazil. In order to identify the main species, esterase (Est) phenotypes
were analyzed, using a single mature female. Ten samples of the 38 studied showed a typical Est J3 phenotype
of M. javanica (cucumber, okra, green bean, carrot, gilo, eggplant, bell pepper, chicory and lettuce), eleven were
Est 11 or 12 of M. incognita (okra, green bean, carrot, gilo, eggplant and bell pepper and six samples were a
mixture of the same species. M. ethiopica was found in two samples parasitizing yakon and tomato crops. The
remaining six populations exhibited atypical Est .3 phenotype (Rm: 0.95, 1.1 1.3) and were detected on cucumber,
lettuce, broccoli, okra, green-bean, and yakon. From the eggs of Melidogyne spp, five strains of Paecilomyces
lilacinus, one strain of Beawveria bassiana and one strain of Pochonia chlamydospora were isolated. From the soil
samples collected with the infected roots, 64 fungi strains of the species B. bassiana, P. lilacinus and Metarbizium
anisopliae were isolated.

Key words: electrophoresis, egg parasite fungi, esterase, identification, root-knot nematode.
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Introdugiao

Os nematoides formadores de galhas (Meloidogyne
spp.) representam um dos principais problemas
fitossanitarios em hortalicas nos tropicos. A estimativa
de perdas varia muito entre as diferentes culturas: 17
a 20 % para a berinjela, 18 a 33 % para o meldo e 24 a
38% para o tomate. Em producao comercial intensiva,
onde ¢ realizado o cultivo de culturas suscetiveis em
seqiiéncia, podem ocorrer perdas totais (Sikora &
Fernandez, 2005). Existem poucos estudos sobre
ocorréncia de Meloidogyne spp. no Distrito Federal
(DF). Um trabalho realizado por Souza ¢ al. (1994),
usando caracterizacio enzimatica, mostrou a
ocorréncia de M. javanica e M. arenaria no cerrado
nativo do DF, sendo observada a predominancia da
primeira espécie em relacdo a segunda. Recentemente,
um patégeno exotico, M. ethigpica Whitehead, 1968,
foi detectado no DI, causando sérios problemas a
cultura do iacom (Carneiro ez al., 2005).

Considerando a perspectiva de manejo integrado
de pragas na agricultura, que visa a manuten¢iao dos
niveis populacionais de pragas em equilibrio, o controle
biolégico pode exercer papel importante (Ferraz &
Santos, 1995). Dentre os agentes de controle biolégico
de nematoéides, os fungos que parasitam ovos s2o 0s
que apresentam maior perspectiva de utilizagdo, devido
a facilidade de producio iz vitro, e a possibilidade de
algumas espécies colonizarem a rizosfera, sem prejuizo
as rafzes das plantas (Lopéz-Llorca ez al, 2002). Os
nematdides formadores de galhas depositam seus ovos
em massas envoltas por uma substancia gelatinosa de
constitui¢do lipoprotéica, o que facilita a rapida
dissemina¢ao dos fungos endoparasitas (Carneiro,
1992). Esses fungos induzem desordens fisioldgicas
nos ovos, interrupcio no desenvolvimento
embriogénico e, em alguns casos, rompimento fisico
(Dackman et al., 1989). Além disso, sao parasitas
facultativos, o que facilita a multiplicagdo iz vitro ¢ a
sobrevivéncia no solo (Ferraz & Santos, 1995). Apesar
do elevado potencial do uso do controle biolégico de
pragas, tal pratica ainda é pouco utilizada na agricultura
no Brasil (Carneiro, 1992). No entanto, o emprego
dos fungos agentes de controle bioldgico de pragas
agricolas tende a aumentar significativamente, dentro
de um programa de manejo integrado, principalmente

em culturas em que o controle quimico nio ¢
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recomendavel (Sikora & Fernandez, 2005).

Este estudo teve como objetivos: 7) identificar
espécies de Meloidogyne em diferentes hortalicas no DE,
com énfase em M. ethiopicas ii) coletar, isolar e identificar
fungos relacionados aos nematdides das galhas

presentes no solo e em massas de ovos.

Material e Métodos

Foram coletadas 38 amostras de raizes infectadas
com Meloidogyne spp., em diversas hortalicas
provenientes de diferentes nucleos rurais; dessas raizes
foi retirada aliquota para a identificagdo dos
nematéides e outra para identificacio e isolamento
dos fungos nematéfagos. O solo aderente ao sistema
radicular foi também coletado. De cada amostra,
fémeas foram retiradas isoladamente e submetidas a
eletroforese de isoenzimas, de acordo com a
metodologia descrita por Carneiro & Almeida (2001).
A identificacdo das espécies de Meloidogyne foi feita
pelo estudo do polimorfismo das esterases, conforme
Janati ezal. (1982), Esbenshade & Triantaphyllou (1985)
e Carneiro es al. (1996, 2000, 2004b). Em todos os
géis, o extrato protéico de M. javanica foi aplicado em
uma cavidade para garantir o padrio de comparagio
dos fenoétipos encontrados. Os padroes perineais
foram cortados a partir de fémeas, em acido latico a
45 % e montados em glicerina (Taylor & Netscher,
1974).

As massas de ovos obtidas desses nematdides
foram colocadas em camaras umidas. Em caso de
aparecimento de estruturas de fungos na superficie
dos ovos, foi realizado o isolamento em meio de
cultura BDA (batata-dextrose-agar), contendo
antibiético (250 mg de cloranfenicol / litro). Quanto
ao isolamento de fungos a partir do solo, para cada
amostra, foram utilizados trés gramas em suspensao
em 27 m/de 4gua estéril, contendo espalhante adesivo
(Tween 80 a 0,1 %). A partir de dilui¢oes seriadas,
decimais de solo em agua estéril, 100 p/ da suspensao
foram inoculados em placas de Petri com meio semi-
seletivo (Tigano-Milani e al., 1993). Apos periodo de
aproximadamente 10 dias de incubac¢do em ciamara de
crescimento, a 28 °C, as colonias de fungos
individualizadas foram retiradas e repicadas em meio
de cultura BDA contendo antibiético. A identificaciao

dos fungos foi feita a partir de isolamentos purificados
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em repicagens sucessivas em meio BDA, utilizando
parametros morfoldgicos, relacionados aos conidios

e conidiéforos (Samson ez al., 1988).

Resultados e Discussao

Ocorréncia de Meloidogyne spp. Das 38
amostras coletadas, 10 popula¢des puras exibiram
fenoétipo de esterase (Est) J3 (Rm: 1,0, 1,25, 1,4) tipico

de M. javanica (pepino, cenoura, quiabo, jil6, berinjela,

feijao vagem, almeirdo e alface), 11 puras de M. zncognita,
Est11 (Rm:1,0) e I2 (Rm:1,0, 1,1), também detectado
em varias culturas: quiabo, feijdo vagem, cenoura, jilo,
berinjela e pimentdo. Oito amostras apresentaram
espécies misturadas, sobretudo M. javanica e M. incognita
(Tabela 1). Neste levantamento, M. ethiopica (Est E3,
Rm: 0,9, 1,05, 1,25) foi detectado somente em duas
localidades em populagbes puras, parasitando rafzes

de iacom e tomateiro (Tabela 1, Figura 1).

Tabela 1 - Espécies de Melvidogyne parasitando diferentes hortalicas em nicleos rurais do Distrito Federal.

Local Cultura Nome cientifico Espécie Perfil de esterase
Vargem Bonita Pepino Cucumis sativis Meloidogyne sp. L3
Quiabo Abelmoschus esculentus M. incognita 12
Alface Lactuca sativa Meloidogyne sp. L3
Broécolis Brassica oleracea vax. italica Meloidogyne sp. L3
Pipiripau Pepino C. sativus M. javanica J3
Feijao vagem Phaseolus vulgaris M. incognita 12
Cenoura Dancus carota M. incognita 12
Cenoura D. carota M. javanica J3
Quiabo A. esculentus M. jav + M. inc. J3+12
Taquara Cenoura D. carota M. jav + M. inc. J3+11
Quiabo A. esculentus M. javanica J3
Quiabo A. esculentus M. javanica J3
Quiabo A. esculentus M.incognita 12
Alexandre Gusmio Brécolis B. oleracea var. italica Meloidogyne sp. L3
Jilo Solanum gilo M. jav + M. inc J3+12
Berinjela Solanum melongena M. jav + M. inc J3+ 12
Tacom Polymnia sonchifolia M. ethiopica E3
Ceilandia Pepino C. sativus M. javanica J3
Quiabo A. esculentus M jav.+ M. sp. J3+1L3
Quiabo A. esculentus M. javanica J3
Beringela S. melongena M .incognita 11
Jilé S. gilo M.incognita 11
Quiabo A. esculentus M. javanica J3
Quiabo A. esculentus M. jav + M. inc J3+12
Ponte Alta / Gama Quiabo A. esculentus M.jav. + M. inc.+ M.sp. J3+12+13
Quiabo A. esculentus M.incognita 12
Pimentio Capsicum cordiforme M.inc+ M.sp. 12+82
Brazlandia Feijao vagem P. vulgaris M .incognita 12
Cenoura D. carota M. incognita 12
Feijao vagem P. vulgaris Meloidogyne sp. L3
Quiabo A. esculentus M. javanica ]3
Quiabo A. esculentus M. incognita 12
Planaltina Almeirao Cichorinm intybus M. javanica J3
Alface L. sativa M. javanica J3
Jilo S. gilo M. javanica J3
Tacom P. sonchifolia Meloidogyne sp. L3
Alface L. sativa M. incognita 12
Samambaia, CNPH Tomate Lycopersicon esculentum M. ethiopica E3
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Figura 1 - Fenétipos de esterase (Est) detectados em populacoes de Melvidogyne spp. oriundas do Distrito Federal. M. javanica (Est ]3)
foi usada como referéncia em cada gel. Est 12 e I1=M. incognita; Est S2 = Meloidogyne sp.; Est E3=M. ethiopica; Est 1.3=Meloidogyne sp.

O fendtipo Est S2, associado a uma populacio de
M. incognita foi detectado em pimentao (Tabela 1,
Figura 1). Esse fenotipo apresenta duas bandas de
atividade (Rm = 0,9, 1,05), sendo que a banda 0,9 ¢é
em geral mais fraca e a banda 1,05 é mais intensa Dessa
maneira, Est S2 vem sendo relatado como Est S1 em
alguns trabalhos. A configuracdo perineal dessa
populacao foi semelhante a M. incognita.

O perfil atipico Est L3 (Rm: 0,95, 1,1 1,3) foi
detectado em seis populagdes puras nas culturas de
pepino, alface, brécolis, quiabo, feijao vagem e iacom
(Tabela 1, Figura 1). Foi detectado também em
populacSes mistas com M. javanica e M. incognita (Tabela
1). A configuracdo perineal dessa populagio nio
permitiu a identificacdo da espécie.

Rotineiramente, o reconhecimento da identidade
de Meloidogyne spp. é feito por meio do exame da
configura¢ao perineal (Eisenback, 1985; Hirschmann,
1985). Porém, com o aumento rapido no nimero de
espécies descritas no género, a identificacdo baseada
na configuraciao perineal esta se tornando cada vez
mais inapropriada devido as variagdes ja detectadas
nesses padroes e, sobretudo, a similaridade e a
sobreposicdo dessa caracteristica entre espécies
(Carneiro ef al., 2000, 2003, 2004 a, b). Além disso, é
comum o surgimento de populagbes com
configuracbes perineais atipicas, o que aumenta a
dificuldade de utilizagio dessa caracteristica para fins
taxonomicos. Desse modo, frente as dificuldades
encontradas com a utilizacdo da configuracio perineal
em trabalhos de diagnose no Brasil e no exterior, o

uso da eletroforese de isoenzimas vem sendo proposto
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como o mais adequado em estudos de levantamento
de Meloidogyne spp. O avanco alcangado com essa
metodologia transformou-a numa ferramenta
indispensavel na diagnose diferencial (Janati ez 2., 1982,
Esbenshade & Triantaphyllou, 1985; Fargette, 1987;
Pais & Abrantes, 1989; Carneiro e al., 1996, 2000,
2004a,b, 2007; Castro e al., 2003; Cofcewicz ez al., 2004,
2005).
Neste

estudo, verificou-se

que,
predominantemente, as espécies de Melvidogyne foram
detectadas em ocorréncia isolada, mas sabe-se que ¢
comum encontrar M. javanica associada a M. incognita
ou a M. arenaria e, as vezes, a ocorréncia concomitante
dessas trés espécies (Eisenback & Triantaphyllou,
1991). Pode-se destacar neste levantamento a auséncia
de M. arenaria em hortalicas, mas essa espécie foi
recentemente detectada no DF, parasitando mama-
cadela, Brosimum gandichaudii Trec (Carneiro et al., 2000).

A detecgao de M. ethiopica nas mesmas culturas da
detecco anterior, ou seja, tomate e iacom e em outras
localidades, mostra que essa espécie foi provavelmente
introduzida no DI a partir de tubérculos de iacom
trazidos do Rio Grande do Sul. Esses tubérculos foram
plantados inicialmente na Embrapa Hortalicas, na area
em que atualmente existe um plantio de tomateiros,
também infectados com M. ethigpica. Posteriormente,
propagulos de iacom (rizé6foros) foram distribuidos
para alguns produtores (Carneiro & Almeida, 2005).
Recentemente, M. ethiopica foi considerada espécie
extremamente importante em videira no Chile,
ocorrendo também no quivi. Cerca de 80 % das areas

levantadas estdo altamente infestadas com essa espécie,



inclusive todos os viveiros de videira e quivi
amostrados (Carneiro ¢ al., 2007), o que comprova a
hipétese de sua entrada no Brasil a partir de mudas de
quivi contaminadas.

O fenétipo S1/S2 foi caracterizado primeiramente
por Esbenshade & Triantaphyllou (1985), sendo
denominado S1-M1, e foi correlacionado com
populagoes atipicas de M. arenaria. Recentemente, o
perfil S1 foi identificado como M. zncognita raga 1 em
cafeeiros, baseado na regido perineal, estilete da fémea
e vista de face dos machos (Oliveira ez al,, 2006). Esse
fenotipo foi detectado em populagSes encontradas,
concomitantemente com M. incognita, provenientes de
area de soja (Glycine max) (Castro et al., 2003) e banana
(Musa spp) (Cofcewicz et al., 2004) no Brasil. A
identidade taxonbémica desse isolado tem que ser
esclarecida comparando-se varias popula¢des de
diferentes culturas, por meio de estudos morfologicos,
morfométricos e moleculares.

O perfil de esterase L3 ja fora detectado no Brasil,
em lavanda no Rio Grande do Sul (Carneiro ez a/., 2000)
¢ em videira no Chile (Carneiro et al., 2007).
Esbenshade & Triantaphyllou (1985) detectaram o
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perfil L3 em trés populagbes provenientes da América
do Sul e uma da Turquia. Até o momento, a espécie
ainda nao foi identificada. Entretanto, duas
possibilidades devem ser investigadas, a ocorréncia de
uma nova espécie ou de uma espécie ja conhecida mas
com o perfil de esterase ainda nao caracterizado. Mais
estudos devem ser realizados, com o intuito de
esclarecer a identidade taxonémica da populagiao Est
L3, uma vez que 16 % das areas amostradas no DF
apresentaram esse padrio.

Fungos nematéfagos. Das massas de ovos de
Meloidogyne spp. analisadas, foram obtidos cinco
isolados de Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson, um
isolado de Pochonia chlamysdoporia (Goddard) Zare &
W. Gams (= Verticillinm chlanydosporinm Goddard, Zare
et al., 2001) e um isolado de Beanveria bassiana (Bals.)
Vuill. Das amostras de solo analisadas, foram obtidos
20 isolados de B. bassiana, 26 isolados de Metarbizinm
anisopliae (Metsch.) Sorok e 20 isolados de P. filacinus
(Tabela 2).

Levantamento para determinar a microflora em
ovos ¢ fémeas de Melvidogyne spp. na China também

mostrou que a espécie de fungo predominante foi P.

Tabela 2 - Fungos encontrados em ovos de Melidogyne spp. e em solo na rizosfera de hortalicas infectadas no Distrito Federal.

Fungos (n°. de isolados)

Ovos de Meloidogyne spp. Solo

Local N°. de amostras
Vargem Bonita 6
Pipiripau 4
Taquara 6
Alexandre Gusmao 4
Ceilandia 7
Ponte Alta / Gama 4
Brazlandia 5

Pochonia chlamydospora (1)

- Beanveria bassiana (6)
Metarbizinm anisopliae (4)
Paecilomyces lilacinus (2)

- B. bassiana (3)
M. anisopliae (1)
P. lilacinus (1)

- B. bassiana (5)
M. anisopliae (4)
P. lilacinns (3)

- B. bassiana (2)
M. anisopliae (3)
P. lilacinus (4)

P. lilacinus (4) B.bassiana (3)
M. anisopliae (5)

P. lilacinus (5)

P. lilacinns (1) B. bassiana (1)
M. anisopliae (4)

P. lilacinus (4)

B. bassiana (1) M. anisopliae (5)

P. lilacinns (1)
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lilacinus (49,3 % dos isolados coletados) e que apenas
6,9 % dos isolados coletados foram da espécie P.
chlamydosporia (Sun et al., 2006). No entanto, em uma
investigacao de fungos parasitas de ovos em solos
espanhéis, P. chlamydosporia foi a espécie mais
encontrada, principalmente de nematdides dos cistos,
Heterodera spp. (Olivares-Bernabeu & Lépez-Llorca,
2002). No Brasil, levantamento realizado em diferentes
locais de quatro estados, mostrou alta incidéncia de
Fusarium spp. em cistos de Heterodera glycines, mas nao
foi avaliado o potencial desses fungos no biocontrole
do nematoide (Costa ¢z al, 1997). Em analises de
ocorréncia de fungos patdgenos de insetos em solos
de diferentes regies do Brasil, B. bassiana, M. anisopliae
¢ P. lilacinus foram detectadas em grande freqiéncia
(Tigano-Milani ¢ al., 1993). Os isolados obtidos neste
trabalho foram armazenados em nitrogénio liquido (-
196 °C) e sob liofilizagao, na Cole¢ao de Culturas de
Fungos Entomopatogénicos da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, e alguns estao em teste
em ensaios em casa-de—vegetagdo, para avaliagdo do
potencial como agentes de controle biolégico de

Melvidogyne spp.
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