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ESTUDO DO CONTROLE BIOLOGIGO DE FITONEMATOIDES COM FUNGOS
NEMATOFAGOS

RESUMO - O interesse pelo controle biolégico de nematdides vem aumentando
ano apos ano, estimulado pelas crescentes restricbes ao uso de agrotéxicos. Entre os
agentes do controle biolégico de nematdides, os fungos predadores vém se
destacando, dada a facilidade de crescimento em meios artificiais e substratos diversos
e a comprovada eficacia. No presente estudo, confirmou-se que espécies de
Arthrobotrys e de Monacrosporium estao entre os fungos nematéfagos mais comuns
nos solos do Brasil. Esses fungos crescem em subprodutos da agroindustria,
potencializando a formulagédo desses agentes a baixo custo e pode tornar-se o recurso
mais vantajoso para 0 manejo de nematéides em cultivos de hortifrutigranjeiros em volta
de centros urbanos. Bagago de cana misturado com farelo de arroz, na proporcao de
2:1, é um substrato adequado a formulacdo de fungos nematéfagos. Para o cultivo de
alface, uma unica aplicacdo, antes do plantio, é suficiente para o manejo dos
nematodides. A adicdo de formulagbes dos fungos ao substrato para a producdo de
mudas pode facilitar a utilizacdo desse recurso, e formulagdes contendo mais de uma
espécie com habilidades predatérias diferentes, incluindo parasitos de ovos, podem ser
mais eficazes que formulagdes de uma Unica espécie. A especificidade dos fungos
dificulta o comércio de formulagdes desses agentes, dado o risco de comprometimento
a credibilidade dos produtos, se formulacées nao-especificas para os nematdides que
ocorrem em certas areas, forem utilizadas. Por conseguinte, as formulacées desses
agentes sao mais adequadas para a distribuicdo assistida, ja que os nematéides que

ocorrem nos locais onde serao empregadas, podem ser previamente identificados.

Palavras-Chave: Artrobotrys spp., Dactylella spp., formulacdo, Meloidogyne spp.,
Paecilomyces lilacinus, Rotylenchulus reniformis



BIOLOGICAL CONTROL STUDY OF PHYTONEMATODES WITH
NEMATOPHAGOUS FUNGI

SUMMARY - The interest in the biological control of nematodes is increasing
year after year, stimulated by the increasing restrictions to the use of chemical
defensives. Among the agents for the biological control of nematodes, the predators
fungi have become the group of higher interest since they grow easily on different kinds
of material and they also present known efficacy. In the present study, it was
demonstrated that species of Arthrobotrys and Monacrosporium are among the most
common nematophagous fungi in Brazilian soils. These fungi grow on by-products of the
agroindustry, making formulations of these agents of low cost and can become the most
advantageous resource for the nematode control in vegetable production areas around
urban centers in Brazil. Sugar cane bagasse mixed with rice bran in the ratio of 2:1 is
an adequate substratum for the formulation of nematophagous fungi. For the lettuce
culture, only one application, before the planting date, is enough for the control of
nematodes. The addition of fungi to the substratum for the production of seedlings in
nurseries can facilitate the use of this resource. Formulations containing more than one
species with different predatory abilities, including egg parasites, can be more efficient
than formulations with only one species. The specificity of the fungi makes difficult the
commerce of formulations of these agents, since the risk of unsuccessful use can put
down the credibility on the products, if non-specific formulations for the nematodes that
occur in certain areas are used. Therefore, the formulations of these agents are more
suitable for attended distribution, since the nematodes that occur in places where the

formulation will be used can be previously identified.

Keywords: Artrobotrys spp., Dactylella spp., formulation, Meloidogyne spp.,

Paecilomyces lilacinus, Rotylenchulus reniformis



I. INTRODUCAO

Os fitonematoéides causam perdas anuais médias a producdo agricola mundial
estimadas em 12%, correspondendo a bilhdes de dodlares de prejuizo (SASSER &
FRECKMAN, 1987). Praticamente, todas as espécies de plantas cultivadas sofrem
danos causados por, pelo menos, uma espécie de nematodide. Algumas culturas,
inclusive, sdo hospedeiras de varias espécies. A maioria dos nematdides ataca,
principalmente, partes subterrdneas, como raizes, bulbos, tubérculos e rizomas. Outras
espécies causam danos em partes aéreas, como caules, folhas e sementes. Alguns sao
disseminados em sementes e, historicamente, desde o Brasil Império, mudas de
cafeeiro foram a principal via de disseminacao dessas pragas da cafeicultura (GOELDI,
1892).

Os nematéides mais comuns no Brasil, associados a hortifruticolas sdo do grupo
dos nematoides de galha (Meloidogyne spp.). Esses nematbides causam alteracées em
partes subterraneas das plantas hospedeiras visiveis na forma de carogos chamados
de galhas. Além de provocarem essas alteracées nas raizes, também reduzem a
absorcao e o transporte de agua e nutrientes, comprometendo ou, em casos extremos,
inviabilizando o cultivo.

Os nematoides de galha estdo entre os patdégenos mais freqlentes nos cultivos
protegidos. Podem, inclusive, inviabilizar o cultivo de hortalicas e outras em estufas.
Com efeito, salvo a fumigacao do solo, ndo se dispunha de outras medidas de manejo
de nematédides para a maioria dos cultivos protegidos. Como 0s solos nessas condi¢coes
sao intensivamente cultivados com culturas suscetiveis, as populacdes dessas pragas
alcangam niveis limitantes. Além disso, as condicbes mais estaveis de temperatura e
umidade também favorecem o aumento da populacdo dos nematoéides, se comparadas

as condigdes de cultivo a campo.



A area de producado de hortalicas em ambiente protegido no Brasil é estimada
em 1.390 ha (VECCHIA & KOCH, 1999) e, segundo as estimativas do Instituto
Biodinamico, maior certificador de orgéanicos no Pais, o mercado nacional movimenta
US$ 200 milhdes por ano, sustentado por mais de 7 mil produtores em 270 mil ha de
agricultura e pecuaria organicas (ESCOBAR, 2002).

O sucesso econdmico e ecologico do manejo dos fitonematodides requer a
adocdo de medidas de manejo combinadas, tais como medidas de exclusado, rotagcéo de
culturas, utilizagdo de plantas antagonistas, controle quimico, variedades resistentes,
controle bioldgico e outras. Dessas, o controle biolégico dos nematdides, empregando
fungos nematoéfagos, vem despertando notavel interesse tanto no Brasil quanto em
outros paises (BARRON, 1977; FATTAH, 1988; DAVIDE et al., 1990; SANTOS, 1991 e
1996; LIMA, 1996; MAIA et al., 2001; CORBANI, 2002; BERNARDO, 2002). Contudo,
ainda é uma das alternativas menos estudadas, visto que poucos profissionais tém se
dedicado a esse campo. As pesquisas na area, em sua maioria, tém enfocado, apenas,
a deteccdo de agentes potenciais do controle biol6gico, em que pesem as evidéncias
favoraveis ao sucesso da utilizacdo dessa alternativa na pratica. Poucos sédo os estudos
realizados em condi¢cdes de campo (STIRLING, 1991).

O controle biolégico dos nematéides apresenta inUmeras vantagens em relacao
ao controle quimico, dentre as quais se destacam: 1) ndo causa efeito danoso ao
ambiente; 2) ndo deixa residuos nos produtos colhidos; 3) é a alternativa mais
adequada em certas circunstancias, notadamente em parques e jardins de areas
urbanas; 4) nao favorece o surgimento de formas resistentes dos nematoides; 5) nao
causa desequilibrio na biota do solo, com conseqtiente ressurgimento do problema com
maior severidade; 6) potencialmente, pode transformar um solo conducente em
supressivo; 7) tem menor custo; 8) é de facil aplicagéo.

O controle biolégico tem enorme potencial de uso nos cultivos protegidos, hortas
e agricultura organica, assim como em parques e jardins em areas urbanas. Consiste
na redugao da populacdo do nematodide pela agdo de outro organismo vivo, que ocorre
naturalmente no solo, ou através da manipulagcdo do ambiente, incluindo a introdugao

de organismos antagonistas.



Mais de 200 diferentes organismos sao considerados inimigos naturais dos
fitonematoides. Fungos, bactérias, nematoéides predadores, acaros, entre outros, tém
sido encontrados predando ou parasitando nematoides (POINAR & JAHNSSON, 1988a,
1988b; KERRY, 1990; STIRLING, 1991; SIDDIQUI & MAHMOOQOD, 1996). Entre esses,
os fungos tém se destacado como agentes potenciais para o controle biolégico
(DIJKSTERHUIS et al., 1994). Cerca de 75% dos antagonistas ja identificados séo
fungos encontrados normalmente nos solos e inofensivos as culturas. Parasitam ovos,
predam juvenis, adultos ou cistos, ou ainda produzem substancias toxicas aos
nematoides (JATALA, 1986; VAN GUNDY, 1985 citado por SANTOS, 1991; STIRLING,
1991). Um grande numero de espécies de fungos nematdfagos de diferentes géneros é
capaz de capturar nematodides, constituindo o grupo de inimigos naturais mais
estudado. Sao conhecidos cerca de 70 géneros e 160 espécies com a habilidade de
usar nematéides em sua alimentacao (QADRI, 1989; FERRAZ et al., 2001).

Projetos recentes desenvolvidos na UNESP/FCAV (MAIA, 2000; BERNARDO,
2002; CORBANI, 2002), alguns com suporte da FAPESP, evidenciaram a possibilidade
de passarmos a pratica, inclusive com a introducdo no mercado de formulacdes
comerciais a base dos fungos nematéfagos em pouco tempo (FAPESP, 2002; SOARES
et al., 2005a; 2005b; SOARES & SANTOS, 2005).

Em face dessas informacdes, o presente estudo foi conduzido com os seguintes
objetivos: 1) Montar uma colecdo de isolados de fungos nemat6fagos de diferentes
regides do Estado de Sao Paulo e do Brasil; 2) Estudar a viabilidade de producao
massal de fungos nematdfagos em diferentes substratos, incluindo subprodutos da
industria de bebidas e alimentos; 3) Avaliar diferentes formas de tratamento dos
substratos para serem utilizados na formulagcao dos fungos nematéfagos, e 4) Avaliar a
eficacia do controle biolégico de alguns nematdides com fungos nematéfagos em

cultivos protegidos e orgéanicos.



Il. REVISAO DE LITERATURA

Os fungos sao considerados a maior biomassa microbiana em muitos solos
(CLARK & PAUL, 1970). Muitos estdo associados aos nematdides na rizosfera e
frequentemente sédo capazes de destrui-los em quase todos os solos das diferentes
regides geograficas do mundo (SIDDIQUI & MAHMOOD, 1996). Sdo também
conhecidos como os fungos nemato6fagos, pois atacam os nematéides vivos e/ou ovos,
utilizando-os como fonte de nutrientes (MANKAU, 1980a). Uma grande variedade e
diversidade de géneros e espécies de fungos nematéfagos ocorrem naturalmente nos
solos. Em uma pesquisa na Irlanda, GRAY (1983) observou que os fungos nematofagos
foram encontrados em diferentes habitats examinados, tais como: pasto permanente,
nos restos de folha e na vegetacdo litordnea, onde foram mais freqlentes e
abundantes.

O primeiro fungo nematéfago isolado e descrito foi Arthrobotrys oligospora
Fresenius, em 1852 (GRAY, 1988). Pesquisas com fungos que destroem nematbides
tiveram inicio ha mais de 130 anos, com observacdes feitas por Lodhe em 1874, com o
fungo endoparasito Harposporium anguillulae Lohde, conforme mengao de NOVARETTI
(1986). O aumento do interesse pelo controle bioldégico de nematdides ocorreu apds a
demonstracdo de que algumas espécies de fungos endoparasitos impediam o aumento
da populacado do nematoéide Heterodera avenae Wollenweber e reduziam a populagao
de nematdides causadores de galhas (JATALA et al.,, 1981; KERRY et al., 1982). No
Brasil, os primeiros registros relativos ao controle bioldégico de nematoides foram feitos
por ALCANTARA & AZEVEDO (1981), que isolaram alguns fungos a partir de
nematoides infectados.

Os fungos nematéfagos, em sua grande maioria, sdo mitospéricos. Contudo,
antigamente, eram classificados na divisdo Deuteromycetes, classe Hyphomycetes,



ordem Hyphomycetales e familia Moliniaceae (BARRON, 1977). Apresentam micélio
septado e bem desenvolvido, reproduzindo-se agamicamente por esporos exégenos
que sao formados sobre ramificagdes do micélio (DRECHSLER, 1937). Até 1964, a
maioria dos fungos nematéfagos era classificada como pertencentes aos géneros
Arthrobotrys Corda, Dactylaria Saccardo, Dactylella Grove e Trichothecium Pers.
Posteriormente, varios novos géneros foram descritos, incluindo Duddingtonia Dudd. &
Cooke, Monacrosporium Qudemans, Genicularia De Bari e Dactylariopsis Gray.
Recentemente, estadios de reproducédo sexuada desses fungos foram observados para
algumas espécies que estdo sendo reconhecidas como pertencentes ao filo
Ascomycota (GRIFFIN, 1994).

De acordo com a estratégia utilizada para capturar os nematoides, eles podem
ser classificados em ectoparasitos ou predadores, por capturar os nematdides utilizando
hifas modificadas na forma de armadilhas. Endoparasitos, por parasitar os nematéides
utilizando pequenos conidios que penetram pelas aberturas naturais do corpo dos
nematoides. Os oportunistas ou ovicidas parasitam ovos e cistos e, por ultimo, aqueles
que produzem metabdlitos téxicos aos nematodides (MORGAN-JONES & RODRIGUEZ-
KABANA, 1987; JANSSON et al., 1997).

2.1. Fungos Ectoparasitos ou Predadores

Existem mais de 50 espécies de fungos nematéfagos predadores que séo
capazes de capturar e matar os nematoides no solo (SIDDIQUI & MAHMOOD, 1996;
DIUKSTERHUIS et al., 1994). Esses fungos tém sido classificados principalmente em
alguns géneros de Hyphomycetes, que podem ser suscetiveis ou ndo ao antagonismo
de outros fungos do solo (COOKE, 1964).

Os fungos nematoéfagos predadores sdo os mais promissores, destacando-se
pela facilidade de se estabelecerem no solo, pelas suas habilidades saprofiticas, além
da facilidade de crescimento in vitro, despertando, com isso, o0 interesse de varios
pesquisadores em todo o mundo (GRAY, 1988). Essa habilidade saprofitica dos fungos

nemato6fagos predadores foi comprovada por TIMPER et al. (1999), onde um fungo nao



identificado, nomeado de ARF (“Arkansas fungus”), apresentou crescimento micelial em
solo ndo esterilizado sem a presenca do nematéide hospedeiro. Em outro estudo, foi
concluido que esse mesmo fungo possivelmente utiliza os restos de cultura no solo
para sobreviver por um extenso periodo de tempo, na auséncia dos nematdides (WANG
et al., 2004).

Os principais géneros de fungos predadores conhecidos sao: Arthrobotrys,
Dactylaria, Dactylella e Monacrosporium, conforme mencdo de MANKAU (1980b). As
espécies de Arthrobotrys sao consideradas um dos grupos mais importantes de fungos
nematéfagos, inclusive sao intensamente estudadas em relagdo a sua ecologia e
patofisiologia, sendo, freqlientemente, incluidos nas pesquisas de manejo de
nematoides (DIUKSTERHUIS et al., 1994; SIDDIQUI & MAHMOOQOD, 1996). Os fungos
predadores possuem rapido crescimento e desenvolvimento micelial intenso que séo
dois atributos fundamentais para se disseminarem e sobreviverem no ambiente natural
(DACKMAN et al.,, 1987). Esses fungos produzem estruturas especializadas para a
captura dos nematéides, ao longo das hifas, genericamente referidas como armadilhas.
Essas estruturas podem ser adesivas ou nao (NORDBRING-HERTZ, 1972) e
aprisionam os nematoides. Apds a captura, independentemente da armadilha utilizada,
as hifas penetram na cuticula, colonizam e consomem o conteudo interno dos
nematodides. Em seguida, emitem para o meio externo as suas estruturas vegetativas e
reprodutivas (BARRON, 1977; GRAY, 1987). Essas estruturas podem ser formadas
espontaneamente (BLACKBURN & HAYES, 1966) ou serem produzidas em resposta a
estimulos diversos, tais como substancias liberadas no meio pelos nematéides
(NORDBRING-HERTZ, 1973), escassez de agua e/ou nutrientes (BALAN & GERBER,
1972), motilidade, uma vez que, quanto maior for a motilidade dos nematéides, maior o
estimulo para o fungo produzir as armadilhas (JANSSON & NORDBRING-HERTZ,
1980) e o chamado ritmo enddgeno, onde as hifas vegetativas, ao crescerem, sao
ritmicamente predispostas para producdo dessas armadilhas (LYSEK & NORDBRING-
HERTZ, 1981).

Algumas espécies de fungos nematédfagos predadores desenvolvem estruturas

de captura como resultado de estimulos externos, enquanto outras sdo desenvolvidas



espontaneamente, sendo, portanto, mais dependentes de nematdides como fonte de
nutrientes. As espécies que formam armadilhas espontaneamente, sdo mais
abundantes em solo contendo disponibilidade de matéria organica, conferindo
vantagens sobre as espécies que nao formam armadilhas espontaneamente, em solos
com fauna e flora microbiana ricas (GRAY, 1985). Essa observac¢ao sugere que o fungo
nematéfago que tem a habilidade de formar armadilhas, espontaneamente, pode
oferecer uma vantagem competitiva sobre outro fungo cujas armadilhas ndo sao
formadas espontaneamente.

Sao conhecidos sete tipos de armadilhas: redes adesivas tridimensionais, redes
adesivas bidimensionais, nédulos adesivos, ramos adesivos, anéis constritores
constituidos por trés células que se dilatam e estrangulam o nematdide, anéis nao
constritores, cujas células que os formam, ndo se dilatam e as hifas adesivas nao
modificadas, as quais se aderem ao corpo dos nematodides. Além desses tipos de
armadilhas, também ocorre a penetracdo direta do fungo pela cuticula do nematdide,
envolvendo acdo mecanica (pressao) e algumas variantes dessas armadilhas, conforme
ilustrado por MAIA (2000) e SOARES & SANTOS (2006).

As armadilhas podem ter acdo ativa ou passiva e serem ou n&o recobertas por
substancias adesivas. A armadilha em forma de anéis pode ter acao ativa (constritores)
e passiva (nao-constritores). Os anéis constritores, através da dilatacdo de suas
células, apreendem os nematoides, promovendo o0 estrangulamento dos mesmos em
menos de 0,1 segundo, a exemplo do que ocorre em Arthrobotrys dactyloides Drechsler
e Dactylaria brochopaga Drechsler, além de outros (RUBNER, 1996; JACOBS, 2006).
Os anéis ndo-constritores tém acdo passiva. S&o revestidos por uma substancia
adesiva que impede os nematdides capturados de se libertarem, facilitando o processo
de infecgcdo, como ocorre em Dactylaria candida (Nees) Saccardo e Dactylella
leptospora Drechsler que, além desse tipo de armadilha, também produzem ndédulos
adesivos (RUBNER, 1996; JACOBS, 2006). Ainda no inicio da infeccao, os nematéides
se movimentam a curta distancia, o que favorece a disseminac¢ao do fungo no ambiente
(BARRON, 1977).



Devido ao aprisionamento do nematdide, ocasionado pela dilatagdo das células
do anel constritor formado pelo fungo, revestido por uma camada adesiva superficial, os
nematdides, ao entrarem nos anéis, em geral se retorcem e ndo conseguem sair. A
composi¢ao da cuticula varia entre as diferentes espécies de nematdides, notadamente
quanto aos tipos de acucares (lecitinas), determinando a especificidade dos fungos
nematofagos aos seus respectivos hospedeiros (NORDBRING-HERTZ & MATIASSON,
1979; ROSENZWEIG & ACKROYD, 1983).

O processo de infecgao inicia-se no momento do contato da estrutura de captura
do fungo predador com o nematoide, o qual € atraido e apreendido nas estruturas
especializadas (TUNLID et al., 1992a). Para facilitar o processo de infeccéo,
substancias hidroliticas, produzidas pelo fungo, auxiliam na imobilizacdo do nematdide.
A seguir, um bulbo é formado no ponto de contato com o corpo do nematéide, e o
crescimento da hifa se inicia. Em pouco tempo, todo o corpo do nematdide, interna e
externamente, pode ser tomado pelo crescimento de hifas, levando a sua morte
(PADILHA & SAMUEL, 2000). Dependendo da espécie de Arthrobotrys em questao, os
juvenis do nematbide sdo atraidos e capturados nas armadilhas adesivas ou nao
(JANSSON & NORDBRING-HERTZ, 1979; 1980). Depois do contato inicial entre o
nematdide e o fungo, o processo de infeccdo se inicia com uma série de eventos
bioquimicos, tais como: ativagdo de receptores de lecitina, modificacdo de polimeros na
superficie de contato, ativacdo de enzimas especificas e producdo de substancias
hidroliticas (NORDBRING-HERTZ & MATIASSON, 1979; BORREBAECK et al., 1984,
1985; NORDBRING-HERTZ, 1988; TUNLID & JANSSON, 1991; ROSEN et al., 1992;
TUNLID et al., 1992b). Entao, o fungo penetra o corpo do nematéide, forma um bulbo
logo abaixo da cuticula e inicia o crescimento micelial, que ocupa todo o corpo do
nematdide, alterando suas fungfes vitais e causando sua morte (DRECHSLER, 1937).
O mecanismo envolvido na colonizagdo do nematdide e na digestdo do conteudo do
corpo € similar entre os fungos nematéfagos (WIMBLE & YOUNG, 1984; VEENHUIS et
al., 1989; DIUKSTERHUIS et al., 1991).

Espécies de Arthrobotrys, tais como A. oligospora, sdao exemplos de fungos

predadores que produzem extensas ramificagdes miceliais e 6rgaos de captura que



prendem os nematdides (LIMA, 1996). O desenvolvimento de armadilhas pode ser
considerado um mecanismo de sobrevivéncia complementar, que confere ao fungo uma
certa vantagem para competir com outros organismos em condi¢gdes adversas do
ambiente (DIJKSTERHUIS et al., 1990).

Varios autores tém constatado a ocorréncia de fungos predadores em diferentes
agroecossistemas do Brasil (NAVES & CAMPOS, 1991; DALLA PRIA et al., 1991;
LIMA, 1996; RIBEIRO et al., 1999; COIMBRA et al., 1999; MAIA, 2000; SANTOS &
FERRAZ, 2000; RIBEIRO et al., 2003). Com efeito, tem sido observado que eles
colonizam a rizosfera de varias espécies de plantas (PETERSON & KATZNELSON,
1965; GASPARD & MANKAU, 1987).

Os fungos nemato6fagos predadores podem apresentar conidios de diferentes
tamanhos, coloracdo, forma e resisténcia a condigdes do ambiente. A maioria dos
fungos nemat6fagos apresenta conidios secos, emergindo de estruturas de frutificacao
denominadas conidiéforos, essenciais na dispersdo dos conidios. Os conodiéforos
crescem verticalmente, em direcdo perpendicular ao substrato utilizado no cultivo do
isolado. Algumas espécies produzem conidiéforos contendo apenas um conidio em sua
extremidade, como, por exemplo, Monacrosporium robustum McCulloch. Outras
espécies apresentam cachos de conidios em toda a estrutura do conidi6éforo, como, por
exemplo, Artrhobotrys oligospora. Também podem ser produzidas estruturas
denominadas de clamiddsporos, que sao estruturas de parede espessa, diferenciada a
partir de hifas, que aparecem em condicdes de estresse extremo e podem dar origem a
hifas, conidi6foros e conidios (BARRON, 1977).

2.2. Fungos Endoparasitos

Os fungos nematéfagos endoparasitos sdo parasitos obrigatérios de nematéides,
possuem fase saprofitica limitada e geralmente passam a parte vegetativa do ciclo de
vida dentro do hospedeiro. Ap6s a digestao do conteudo do corpo do hospedeiro, em
alguns endoparasitos, sdo formados conidiéforos do lado de fora da cuticula do

nematdide, onde sdo observados numerosos conidios (BARRON, 1977). Somente apds



a maturacao desses conidios ocorre infec¢cao de outros nematodides. Os nematéides sao
infectados, também, apdés a adesdo dos conidios a cuticula ou apds a ingestao de
minusculos conidios (BARRON, 1977). Entdo, sdo desenvolvidas hifas responsaveis
pela absorcado do conteldo interno do corpo do nematdide. Esses fungos penetram no
corpo do nematdide através de aberturas naturais ou mesmo pela cuticula (ASCHNER
& KOHN, 1958). Porém, os nematéides parasitos de plantas sdo incapazes de ingerir
estes conidios, em funcdo da anatomia da regido anterior do eséfago (SIDDIQUI &
MAHMOOQOD, 1996).

O fungo nematéfago endoparasito Drechmeria coniospora (Drechsler) Gams e
Jansson infecta os nematoides através do conidio maduro e livre (BARRON, 1977) que
adere a cuticula por meio de uma substancia adesiva (JANSSON & NORDBRING-
HERTZ, 1983; 1984). Estudos prévios da infeccdo do nematdide de vida livre
Panagrellus redivivus Goodey, utilizando microscépios 6ptico composto e eletrénico de
varredura, evidenciaram que a adesao do conidio ocorre preferencialmente nas regides
anterior (fémeas, machos e juvenis) e posterior (somente dos machos), préximo aos
orgaos sensoriais (JANSSON & NORDBRING-HERTZ, 1983). A penetracao da cuticula
pode ser o resultado simultdneo do enfraquecimento através da acédo enzimatica e da
aplicagdo de forga mecanica (DIUKSTERHUIS et al.,, 1990). Subseqlentemente, um
apressorio é formado (SAIKAWA, 1982), que é um pré-requisito para a penetracdo na
cuticula do nematdide (DIJKSTERHUIS et al., 1990). Ap6s a penetracédo, o corpo do
nematdide € colonizado por hifas. A morfologia celular da hifa nesse estagio de infeccéao
€ caracterizada pela presenca de numerosas gotas de lipideo muitas vezes associadas
a pequenos granulos. Dentro de 40-48 horas, conidiéforos sdo formados na parte
externa do cadaver do nematdide sobre os quais sdo formados numerosos conidios
(JANSSON et al., 1984; DIJKSTERHUIS et al., 1991). Todas as fases do processo de
infeccao dao suporte a hipétese de que a principal estratégia desses fungos é garantir a
rapida e massiva producao de conidios no hospedeiro (DIJKSTERHUIS et al., 1991).

As tentativas de multiplicagdo de fungos endoparasitos que produzem nédulos
adesivos em grandes quantidades para introducdo no solo, podem nao ser bem-

sucedidas devido ao crescimento limitado desses fungos em cultura. Além disso, sua



fraca habilidade saprofitica e competitiva e a dificil esporulagcdo em meio artificial podem
limitar seu estabelecimento em um novo ambiente (SIDDIQUI & MAHMOOD, 1996).

A habilidade do conidio de algumas espécies de atrairem nematdides
(JANSSON, 1982 a, b) tem sido considerada de significativa importancia ecoldgica para
esses fungos. Uma espécie de Harposporium Lohde produz conidios que se alojam na
abertura oral ou intestino do nematdide hospedeiro, iniciando a infecg¢ao.

O uso de fungos nematéfagos endoparasitos, como Drechmeria coniospora,
apresentou resultados promissores para o0 controle biolégico de nematdides
(TOWNSHEND et al., 1989). Hirsutella rhossiliensis Minter & Brandy, outro
endoparasito, também tem apresentado habilidade em reduzir a populacdo de
nematéides (TEDFORD et al., 1993; TIMPER & BRODIE, 1994), apesar de ter sido
observada variabilidade entre isolados do mesmo fungo (TEDFORD et al., 1994). Em
outro estudo, verificou-se o efeito do micélio de um isolado do fungo endoparasito
Hirsutella minnesotensis Chen, Liu & Chen, na reducao de diferentes populacdes de M.
hapla Chitwood em casa de vegetacao, variando de 61 a 98% (MENNAN et al., 2006).
Dois outros endoparasitos que produzem esporos flagelados (Catenaria auxiliaris
(Kuhn) Tribe e Nematophthora gynophila Kerry & Crump possuem papel importante na
regulacao da dindmica de populacdées de Heterodera schachtii Schmidt e H. avenae
Wollenweber em alguns solos (CRUMP et al., 1983; KERRY et al., 1980).

Catenaria anguillulae Sorokin € amplamente distribuido no solo (PERSMARK et
al., 1995; VAISH & SINGH, 2002). Possui tanto habilidade parasita sobre os
nematodides, como saprofitica, denotando seu alto potencial de controle biolégico
(SINGH et al., 1996). Algumas outras espécies de fungos endoparasitos consideradas
importantes no biocontrole s&o encontradas nos géneros Acrostalagmus Corda,
Harposporium, Myzocytium Schenk e Haptoglossa Cope, entre outros (MORGAN-
JONES & RODRIGUEZ-KABANA, 1987).



2.3. Fungos Oportunistas ou Ovicidas

Os fungos nemat6fagos oportunistas ou ovicidas estdo entre 0s mais
promissores. Como os fungos predadores, destacam-se pela facilidade de se
estabelecerem no solo, pelas suas habilidades saprofiticas, além da facilidade de
crescimento in vitro. Também exibem acentuado crescimento na rizosfera. Os cistos e
ovos dos nematéides liberados no solo sdo vulneraveis a deterioracdo e colonizagao
por diferentes agentes, despertando o interesse de varios pesquisadores.

Os fungos ovicidas consomem todo o contelddo dos ovos. Ao estabelecer um
contato com o ovo, as hifas fixam-se na parede externa e produzem quitinase,
rompendo o complexo quitina-proteina, possibilitando a penetracdo e colonizacdo de
todo o conteudo interno (BARRON, 1977). Uma vez em contato com cistos ou massa
de ovos, esses fungos crescem rapidamente e, em geral, parasitam todos os ovos ao
redor. As vezes, fungos predadores também colonizam ovos de nematdides
externamente. Suas hifas podem envolvé-los, inclusive exercendo pressao sobre eles.
Como esses fungos nao produzem quitinase, ndo ocorre a penetragdo. Entretanto,
havendo a eclosao do juvenil de segundo estadio, esse sera imediatamente capturado.
Os nematoides de cisto e os de galha sdo mais vulneraveis a acao desses fungos, uma
vez que produzem os ovos em aglomerados, quer nos cistos, quer em massas externas
as raizes, facilitando a colonizacao de todos eles. Acredita-se que os fungos parasitos
de ovos sejam mais eficazes no biocontrole de nematdides que os outros grupos.
Apesar de um expressivo numero de fungos parasitos de ovos serem conhecidos,
apenas Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson e Pochonia chlamydosporia (Goddard)
Zare & Gams (sinonimia Verticillium chlamydosporium) tém sido exaustivamente
estudados por diversos pesquisadores, devido a sua comprovada eficacia (MANKAU,
1980b; JATALA et al., 1980; SIDDIQUI & MAHMOOD, 1995; ATKINS et al., 2003).



2.3.1. Paecilomyces lilacinus

Paecilomyces lilacinus, pertence & classe Hyphomycetes. E um fungo parasito de
ovos e cistos e trata-se de um oportunista com muito pouca especificidade de
hospedeiros, embora os diferentes isolados em geral difiram na sua habilidade para
parasitar os ovos e os cistos de diferentes espécies de nematdides (GOETTEL et al.,
2001). Paecilomyces lilacinus € um sapréfita capaz de utilizar grande faixa de
substratos (DOMSCH et al., 1980). Em teste in vitro, avaliando a habilidade de um
isolado desse fungo em crescer e inibir o crescimento de Rhizoctonia solani Kuhn,
Chaetomium globosum Kunze ex Fries, Fusarium oxysporum Schlecht, Penicillium bilaii
Chalab and Trichoderma harzianum Rifai, esse fungo mostrou-se mais competitivo
comparado a Plectosphaerella cucumerina (Lindfors) Gams e Pochonia chlamydosporia
(=Verticillium chlamydosporium) a 10 e 20 °C (JACOBS et al., 2003). Paecilomyces
lilacinus cresce bem as temperaturas entre 15 e 30 °C, com étimo entre 25 e 30 °C. Sua
adaptabilidade a uma ampla faixa de pH do solo torna-o um organismo competitivo em
solos agricultaveis. Além disso, P. lilacinus é compativel com muitos fungicidas e
nematicidas (VILLANUEVA & DAVIDE, 1983; JACOBS et al., 2003). Esse fungo,
quando aplicado ao solo, se estabelece, cresce e dissemina-se rapidamente e, em curto
periodo de tempo, torna-se a espécie dominante. Em testes de laboratério, infectou
ovos de Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood e destruiu os embrides em
curto espaco de tempo (JATALA, 1986), confirmando sua eficacia como agente do
biocontrole.

O processo de infecgdo de ovos de Meloidogyne spp. por P. lilacinus inicia-se
com o crescimento da hifa do fungo sobre a gelatina que recobre a massa de ovos do
nematodide. A colonizagcdo dos ovos aparenta ocorrer pela simples penetracdo da
parede do ovo por uma hifa individual, auxiliada por atividades mecanicas e/ou
enzimaticas (JATALA, 1986). A protease serina produzida por P. lilacinus possui um
papel importante na penetragdo do fungo através da cuticula dos ovos dos nematoides
(BONANTS et al., 1995). Ap6s a penetracado, em curto espaco de tempo, 0s ovos sao

completamente colonizados pelo fungo. Esse fungo penetra nos ovos de Meloidogyne



spp. mais rapidamente que nos de Globodera spp. ou de Nacobbus spp. Vérias
pesquisas foram desenvolvidas e resultaram na obtencdo de dados sobre o
comportamento do fungo em diversas localidades ao redor do mundo. Segundo
JATALA (1986), os resultados da aplicacdo de P. lilacinus a campo, em algumas
fazendas no Peru, evidenciaram a eficacia do fungo no controle de M. incognita em
diferentes culturas e de T. semipenetrans Cobb, em citros.

Culturas de P. lilacinus foram enviadas para pesquisadores em 46 paises,
através do International Meloidogyne Project (ESSER & EL-GHOLL, 1993),
possibilitando a divulgacdo do conhecimento sobre o fungo. Varias pesquisas foram
desenvolvidas e resultaram na obtencédo de dados sobre o comportamento do fungo em
diversas localidades do mundo (JATALA, 1985).

Um estudo evidenciou que as folhas de Calotropis procera (Aiton) Aiton
adicionadas ao solo junto com P. lilacinus foram mais efetivas do que todos os outros
materiais organicos usados de forma integrada, tendo como resultado o aumento do
crescimento da planta, reducdo da populacdo do nematdide e reducdo do numero de
galhas nas raizes, além do aumento do parasitismo do fungo sobre o nematéide
(AHMAD & KHAN, 2004). Varios pesquisadores no Brasil tém estudado a eficacia desse
fungo no biocontrole de nematdides, especialmente M. javanica (CAMPOS, 1992;
CARNEIRO & GOMES, 1993; RIBEIRO & CAMPOS, 1993; D’ANGIERI FILHO &
CAMPOS, 1997).

2.3.2. Pochonia chlamydosporia

Pochonia chlamydosporia também tem sido apontado como um agente de
biocontrole de nematdides com expressivo potencial. O fungo é capaz de sobreviver na
auséncia do hospedeiro, visto que produz clamiddsporos, o que o torna mais resistente
a condi¢des adversas do ambiente que outros, além de ser facilmente cultivado in vitro.
E um parasito de ovos dos nematdides de cisto e dos formadores de galha (FREIRE &
BRIDGE, 1985). Foi apontado como uma das principais causas do declinio de
populacées do nematdide de cistos dos cereais em monocultura na Inglaterra (KERRY



et al., 1982). Pode reduzir as populagoes de nematdides em mais de 90% quando
aplicado a campo (DELEIJ et al., 1993). MORGAN-JONES et al. (1983) mencionaram
que esse fungo preveniu a eclosdao de juvenis de M. arenaria (Neal) Chitwood
colonizando os ovos do nematéide. Tanto a parede do ovo quanto a cuticula do juvenil
aparentam ser fisicamente impenetraveis. Contudo, ocorre a penetracdo de hifas do
fungo as quais se desenvolvem endogenamente tanto em ovos quanto em juvenis.
DELELJ et al. (1993) constataram efeito sinergistico da aplica¢éo de aldicarb com
Verticillium chlamydosporium para 0 manejo da populacdo de M. incognita, obtendo 100
% de controle. Este estudo sinaliza com a possibilidade da utilizagcdo combinada de
nematicidas com fungos nematéfagos de modo a permitir a redugdo da quantidade de
pesticida quimico aplicada ao solo, sem comprometer ou até aumentando a eficacia do

tratamento.

2.4. Fungos que Produzem Metabdlitos Toéxicos

Vem surgindo, como alternativa, a utilizacdo de fungos que produzem
metabdlitos toxicos aos nematdides (COSTA, 2000). Por exemplo, Pleurotus ostreatus
(Jac. Ex Fr.) Kummer produz minusculas gotas de toxinas que imobilizam o nematéide
em menos de 30 segundos (BARRON & THORN, 1987). Com P. lilacinus, observou-se
que seus metabdlitos sdo capazes de paralisar o desenvolvimento embrionario de M.
hapla, causando a morte de 88% dos embrides (FITTERS et al.,, 1993). Essas
substancias podem afetar a motilidade (COSTA, 2000), a capacidade de penetracao na
planta, a atragdo do juvenil pelo hospedeiro, a eclosdo ou causar a morte desses
fitoparasitas (KERRY et al., 1984), podendo apresentar efeito nematostatico ou
nematicida (HALLMAN & SIKORA, 1996; SAIFULLAH, 1996).

Nas interacdes entre fungos e nematdides, acredita-se que os metabdlicos
fungicos podem exercer um papel importante tanto no ataque quanto na defesa contra
os nematdides (STADLER et al., 1993). Por exemplo, no caso dos fungos nemato6fagos,
em observacoes feitas por BARRON & THORN (1987), foi demonstrado que os fungos

produzem toxinas que podem estar envolvidas na imobilizagdo e morte dos nematdides.



Também, ja se tem conhecimento de fungos que, para ndo serem consumidos por
nematoides, protegem as suas hifas com substancias toxicas (RIFFLE, 1967 e 1971;
HUTCHISON et al., 1996). Existem, ainda, fungos que aparentemente ndo interagem
diretamente com os nematdides, mas sdo capazes de produzir substancias com
propriedades nematicidas (CHEN et al., 2000). Por exemplo, Fusarium equiseti (Corda)
Saccardo, cujo filtrado da cultura em meio liquido apresentou atividade nematicida
sobre M. incognita (NITAO et al.,, 1999). Também, efeitos toxicos foram observados
com filtrados de varios isolados de F. oxysporum aos nematéides (HALLMAN &
SIKORA, 1996; COSTA, 2000).

Varios fungos tiveram os filtrados correspondentes submetidos a testes
toxicolégicos in vitro e in vivo com M. incognita, 0 que permitiu observar que aqueles
obtidos de Cunninghamella elegans Lendner, Fusarium sp., P. lilacinus e P. variotii
Bainer foram os mais ativos contra o referido nematéide (COSTA, 2000).

Os fungos que produzem metabdlicos tdéxicos aos nematodides tém despertado o
interesse da industria de defensivos nos ultimos anos, visto que os efeitos colaterais de
varias moléculas sintéticas vém sendo demonstrados, resultando em restricoes e até
descontinuidade na utilizacdo de varias delas. Com efeito, os metabdlitos de
microrganismos vém assumindo importante papel como produtos que substituem
moléculas desenvolvidas em laboratério para uso agronémico ou veterinario. Os mais
importantes anti-helminticos para mamiferos, desenvolvidos nas ultimas décadas, séo
as abamectinas, consideradas produtos naturais a base de metabdlitos de
Streptomyces avermitilis (Burg) Kim & Goodfellow. As abamectinas sdo nematicidas
efetivos de solo, em alguns casos, mas o uso deles ndo € economicamente viavel,
conforme a opiniao de BLACKBURN et al. (1996).

As pesquisas com o metabdlito “omphalotin A”, produzido pelo basidiomiceto
Omphalotus olearius (DeCandolle: Fries) Singer, exibiu atividade seletiva contra M.
incognita, comparado com outros nematéides (MAYER et al., 1996). Estudos in vitro
demonstraram que metabdlitos antagbnicos aos nematdides de galha (Meloidogyne

spp.) estavam presentes em extratos e fragdes quimicas de Fusarium equiseti 0s quais



inibiram a eclosdo e imobilizaram juvenis de segundo estadio que eclodiram (NITAO et
al., 1999).

COSTA et al. (2000) estudaram filtrados de 18 isolados fungicos in vitro e
observaram que apenas os filtrados de Fusarium moniliforme Sheldon, F. oxysporum e
P. lilacinus reduziram a eclosédo e a motilidade e causaram a mortalidade de juvenis de
segundo estadio de M. incognita, semelhante a observada com aldicarb.

Em outro estudo, foi confirmado que os filtrados de quatro isolados de fungos
inibiram significativamente a motilidade de juvenis do nematdide de cisto da soja
(Heterodera glycines Ichinohe), do nematdide de galha M. incognita ou ambos os
nematdides, mostrando o potencial nematicida desses compostos (MEYER et al.,
2004).

Uma ampla listagem de fungos que produzem metabdlicos toéxicos aos
nematdides é encontrada nos trabalhos de ANKE et al. (1995) e ANKE & STERNER
(1997).

Por razbes comerciais e segredo de industria, muitas das pesquisas nessa area
nao sao publicadas. As evidéncias, no entanto, indicam que, atualmente, ha intensas
buscas por novos metabdlitos de fungos e outros microrganismos que possuam agao

nematicida e menor impacto ambiental que as moléculas sintéticas tradicionais.

2.5. Eficacia do Controle Biolégico de Nematdides com Fungos
Nematéfagos

O potencial dos fungos nematéfagos no controle de nematoides foi demonstrado,
no Brasil, em trabalhos realizados por SANTOS et al. (1992) e SANTOS & FERRAZ
(1994 a, b) com Monacrosporium ellipsosporum (Grove) Cooke & Dickinson. Trata-se
de um fungo predador que forma nodulos adesivos o qual vem apresentando
expressivos resultados. SANTOS et al. (1992) relataram reducbes de até 95% no
numero galhas, massas de ovos e juvenis de segundo estadio de M. incognita em

raizes de tomateiro por esse fungo. MANKAU & WU (1985) também observaram



redugdes de populagcbes de M. incognita a campo por M. ellipsosporum na cultura do
tomateiro.

Em testes de patogenicidade in vitro a H. glycines, Pratylenchus brachyurus
(Godfrey) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, M. arenaria, M. javanica e M. incognita
raca 3, dezoito isolados de fungos nematéfagos foram avaliados por SANTOS (1996).
Constatou-se que M. ellipsosporum, Arthrobotrys robusta Duddington e trés isolados de
fungos nao identificados, da subdivisao Mastigomycotina, foram os mais eficientes na
predacdo dos nematdides testados, com excecéo de H. glycines.

CAMPQOS & CAMPOS (1997), ao estudarem, em casa de vegetacao, o efeito da
época e forma de aplicacao dos fungos Arthrobotrys conoides Drechsler, A. musiformis
Drechsler, P. lilacinus e V. chlamydosporium no controle de Meloidogyne exigua Goeldi,
em cafeeiro, verificaram que todos reduziram significativamente o niumero de juvenis de
segundo estadio, numero de ovos/g de raiz e a populacao total do nematdide, quando
comparados a testemunha sem aplicacdo dos fungos.

MACHADO & CAMPOS (1997), avaliando a colonizacdo de A. conoides, P.
lilacinus e V. chlamydosporium, em diferentes substratos, visando ao controle de M.
javanica, verificaram melhor eficiéncia dos fungos antagonistas quando multiplicados
em esterco bovino e farelo de arroz.

Projetos recentes desenvolvidos no Laboratério de Nematologia do
Departamento de Fitossanidade da UNESP/FCAV (MAIA, 2000; BERNARDO, 2002;
CORBANI, 2002) também confirmaram o potencial de controle dos nematodides por
alguns fungos nemat6fagos em estudos no laboratério e a campo (FAPESP, 2002).

MAIA (2000) obteve um isolado de Monacrosporium robustum cuja
patogenicidade a juvenis de segundo estadio de H. glycines foi de 100% até o terceiro
dia apds a adicdo dos juvenis a cultura do fungo. Para os nematdides de galha M.
javanica e M. incognita, esse fungo exibiu 100% de predagao dos juvenis, ja no primeiro
dia. BERNARDO (2002) constatou que o0 mesmo fungo predou 100% de espécimes de
R. reniformis no periodo de até trés dias apos a adicdo dos nematdides a cultura do
fungo, e CORBANI (2002) obteve o mesmo resultado para juvenis e adultos do

nematdide dos citros (7. semipenetrans), ja no primeiro dia.



Um coquetel de cinco fungos nematéfagos, a saber: A. oligospora, A. musiformis,
D. leptospora, M. robustum e P. lilacinus, produzidos em um preparado especial de
arroz, no Laboratério de Nematologia da UNESP/FCAYV, foi incorporado ao substrato
para o preparo das mudas de crisdntemo de corte (Dendranthema grandiflora Tzvelev),
a razao de 1 L do coquetel dos fungos para 100 L do substrato. Ao final do periodo de
producdo das mudas em bandejas, de cerca de 20 dias, o substrato estava
completamente colonizado pelos fungos. Quando essas mudas foram transplantadas
para estufas com canteiros infestados por M. javanica, em area de producédo comercial
(cerca de 8 ha), em Holambra — SP, obteve-se o controle do nematéide, resultando em
canteiros cujas plantas exibiam crescimento e florescimento uniformes. Além disso, o
coquetel proporcionou plantas com hastes de melhor qualidade, maior tamanho e
didametro. No caso de crisdntemo de corte em estufas, esses fungos exibiram os
melhores resultados no manejo de M. javanica, até o presente, mesmo comparado a
fumigacdo do solo com brometo de metila (FAPESP, 2002; SOARES e SANTOS,
2005).

A mistura ae partes iguais do substrato colonizado, individualmente, pelos fungos
nematéfagos A. musiformis e A. oligospora, aplicada em solo infestado por M. incognita
e R. reniformis em ambiente protegido de cultivo comercial de alface (Lactuca sativa L.)
do tipo americana, cv. Lucy Brown, nas doses de 4 e 8 L da mistura por parcela de 5 m
de comprimento por 1 m de largura, proporcionou um ganho de mais de 400% na
massa de matéria fresca da parte aérea das plantas produzidas em parcelas tratadas,
em relacdo as plantas das nao-tratadas, aos 54 dias apos o transplantio (SOARES et
al., 2005a). Nao houve diferenca entre a produtividade das parcelas tratadas com as
doses de 4 e 8 L da mistura.

A mesma mistura de fungos foi aplicada em canteiro de producdo comercial de
pimentdo (Capsicum annuum L.) cv. Elisa, em estufa com alta infestagcdo por M.
incognita, na dose de 1 L da mistura/m2, antes do transplantio das mudas. Os fungos
apresentaram eficacia no controle do nematdide, resultando em melhor
desenvolvimento das plantas nas parcelas tratadas. A produtividade média das parcelas
tratadas foi de 0,6 caixa de 10 kg/m?, enquanto nas parcelas nao-tratadas foi de,



apenas, 0,35 caixa, representando um ganho de quase 100% nas parcelas tratadas
com os fungos (SOARES et al., 2005b).

2.6. Formulacao de Fungos Nematé6fagos

No processo de formulacdo dos fungos nematéfagos, em geral, ha uma
expressiva demanda por culturas puras dos fungos para serem utilizadas na inoculagao
do substrato que dara origem a formulagdo. Meios de cultura que proporcionem rapido
crescimento e/ou esporulacdo dos fungos sao relevantes para o processo de
formulacdo. Esses meios de cultura devem apresentar caracteristicas que viabilizem
sua utilizacdo, tais como: seja de simples composicéo e facil preparacao; favorecam a
producdo de grandes quantidades de micélio e esporos dos fungos nematéfagos e
apresentem custo igual ou menor que 0s meios industrializados, para possibilitar a
producdo de biomassa dos fungos suficiente para a inoculacdo de grande volume do
substrato destinado ao preparo das formulagdes e viabilizar o emprego econémico
desses organismos em grande escala.

O crescimento micelial e a esporulagdo abundantes sdo fundamentais para a
disseminacao e sobrevivéncia dos fungos em condi¢des naturais (JANSSON, 1982a), o
que é altamente desejavel em programas de controle bioldgico. Atualmente, poucas sao
as opcdes de meios de cultura sélidos, utilizados para multiplicacao desses fungos em
placas de Petri. Em geral, os mais utilizados sdo: B.D.A.(batata dextrose agar), B.D.A.
+ peptona, C.M.A. (“corn meal agar”), fuba + agar e YPSS (DIAS & FERRAZ, 1993);
B.D.A. e YPSS (MACHADO & CAMPQOS, 1997); B.S.A. (batata sacarose agar)
(CASTRO et al., 2000). Varios desses meios utilizados sdo industrializados. Quando
ndo, os produtos utilizados em sua composicdo podem ser sintéticos. A utilizacdo de
meios sintéticos ou industrializados pode nao favorecer as pesquisas sobre a
potencialidade dos fungos nematéfagos, devido a dificuldades técnicas encontradas no
cultivo de alguns desses organismos nesses meios (VAN GUNDY, 1985).

Na literatura, sdo encontrados trabalhos confirmando que a temperatura de 25

°C, em geral, € a mais favoravel ao crescimento de diversos fungos nematofagos



(TEDFORD et al., 1995; VELVIS & KAMP, 1996; CASTRO et al., 2000). COOKE (1963)
obteve maior crescimento micelial para um isolado de A. musiformis a 25 °C. DIAS &
FERRAZ (1993) verificaram que, para cinco isolados de cinco espécies de Arthrobotrys,
o meio YPSSA e a temperatura de 25 °C proporcionaram maior crescimento micelial e
esporulacdo em relacdo aos demais e que, apesar de os isolados serem de espécies
diferentes e algumas vezes até provenientes de regides diferentes, eles tiveram
comportamento semelhante quanto a temperatura. CASTRO et al. (2000) também
constataram que a temperatura 6tima que permitiu a obtencdo da maior massa micelial
de um isolado de Arthrobotrys musiformis foi de 25 °C.

Para as formulagbes, geralmente se utiliza um substrato constituido por
sementes de cereais ou subprodutos diversos (SANTOS, 1991; DALLA PRIA, 1992;
BERNARDO, 2002; CORBANI, 2002). Entre varios substratos testados para os fungos
A. conoides, P. lilacinus e V. chlamydosporium, o melhor deles foi o farelo de arroz
(MACHADO & CAMPOQOS, 1997).

CARNEIRO & GOMES (1997) prepararam uma formulagdo peletizada de P.
lilacinus, utilizando uma mistura de alginato de sédio, argila e sulfato de estreptomicina
e concluiram que a viabilidade do fungo nessa formulacdo permanecia inalterada por
cinco meses a temperatura ambiente, e até 12 meses a 7 °C, decrescendo,
rapidamente, apds esses periodos.

Varios outros substratos tém sido testados para diferentes fungos (CARNEIRO &
KULCZYNSKI, 1993; DIAS & FERRAZ, 1993; MACHADO & CAMPOS, 1997;
BERNARDO, 2002; CORBANI, 2002).

Existem algumas formula¢des comerciais de fungos predadores no mercado
exterior. Entretanto, essas formulagdes tém obtido desempenho varidvel por

problemas de controle de qualidade, sendo, portanto, pouco usadas.

Na Franca, ja foram comercializadas as formulagdes Royal 300 ®e Royal 350 ®
(CAYROL et al., 1978; CAYROL & FRANKOWSKI, 1979). O Royal 300 ® tinha como
base o fungo Arthrobotrys robusta, para controle de Ditylenchus myceliophagous
Goodey em cogumelo. O Royal 350 ® era a base de A. superba Corda, destinada ao
controle de Meloidogyne spp., em tomateiro. Esses nematicidas biol6gicos deixaram de



ser produzidos, sendo substituidos por outro produto denominado Nematus®. Além
desses, outro produto a base de mistura de fungos predadores, produzido com a marca
comercial Nemout®, na formulagdo de p6 molhavel, foi produzido por uma industria
americana e reduziu o numero de galhas e de ovos de M. javanica em raizes de
tomateiro, sob condigdes de casa de vegetacao (Al-HAZMI et al., 1993).

Duas linhagens do fungo predador Arthrobotrys sp. estao disponiveis, como o
agente nematicida “Nematofagin-BL®" na Russia (MATSKIEVICH, 1993). Ambas as
linhagens séo efetivas na reducédo de populacdes de nematdide em diversas culturas.
STIRLING & MANI (1995) também produziram formulagdes granulares de Dactylella
candida (Nees) De Hoog & Van Oorschot e A. dactyloides em alginato puro,
encapsulando diferentes quantidades da biomassa do fungo. As melhores formulacdes
foram aquelas nas quais o fungo foi encapsulado em granulos de alginato. Essas
formulagdes produziram uma rede de armadilhas no solo, as quais se mantiveram por
aproximadamente 10 dias no solo correspondente ao volume do bulbo com 5-10 mm de
didmetro, radialmente distribuido em volta do granulo.

Em 1998, a empresa Abbott Laboratories introduziu no mercado um nematicida
biolégico derivado da fermentacdo de um isolado de Myrothecium verrucaria (Alb. &
Schwein.) Ditmar, em meio liquido. O produto recebeu o nome comercial DiTera® e foi
introduzido no mercado norte-americano € em outros paises, tendo apresentado
resultados efetivos no controle dos nematéides. Em experimento a campo, esse produto
controlou varias espécies de nematbdides de importancia econbémica, incluindo
nematoides de galha (Meloidogyne spp.), nematéides de cisto (Heterodera e Globodera
spp.), nematdides das lesdes radiculares (Pratylenchus spp.), Trichodorus spp.,
Belonolaimus spp., o nematoéide cavernicola (Radopholus similis Cobb) Thorne e varios
outros associados a diferentes culturas (WARRIOR et al., 1999).

Nas Filipinas, a partir de 1981, a maior parte dos estudos sobre o controle
biolégico de nematdides enfocou o uso de P. lilacinus, conforme compilacao feita por
KERRY (1990). Alguns desses relatos dao conta de que Meloidogyne sp., em tomateiro,
Globodera rostochiensis (Wollenweber) Behrens, em batata, R. similis, em bananeira, T.

semipenetrans, em citros, R. reniformis, em abacaxi, e Pratylenchus spp., em diferentes



culturas, foram controlados com eficiéncia por uma formulagdo comercial desse fungo,
produzida nas Filipinas, conhecida como Bioact® (KERRY,1989). Um isolado desse
fungo que apresentou maior eficacia na colonizacao de ovos de nematdides (Phil. Strain
No. 1), entre muitos outros testados, passou a ser produzido em massa e
comercializado com a marca BIOCON® pela empresa Asiatic Technologies Inc. de
Manila (DAVIDE et al., 1990). Outro nematicida biolégico denominado Paecil®, tendo
como principio ativo um isolado patenteado de P. lilacinus usado pela firma Australiana
Tecnological Innovation Corporation Pty Ltda (KERRY, 1989), também tem sido
empregado em escala comercial.

Recentemente, um produto comercial a base de P. chlamydosporia, parasita de
ovos e cistos de nematodides, foi langcado e registrado com o nome comercial KlamiC®
para 0 uso no controle de nematodides de galha em diferentes culturas, em Cuba. A
aplicacdo desse produto resultou em reducdes da infestagdo dos nematdides
superiores a 80% (KERRY, 2006).



ll. MATERIAL E METODOS

Os estudos em condi¢gdes controladas foram conduzidos no Laboratério de
Nematologia do Departamento de Fitossanidade da UNESP/FCAV, Céampus de
Jaboticabal — SP, e os estudos da eficacia da mistura dos fungos nematofagos no
manejo dos nematdéides foram conduzidos em diferentes culturas e ambientes a campo,

em propriedades privadas.

3.1. Deteccao, Isolamento e Manutencao das Culturas Puras dos Fungos
Nematéfagos

Amostras de solo de diferentes culturas e regiées do Estado de Sdo Paulo e de
outras regides do Brasil foram utilizadas para a detecgdo e isolamento de fungos
nematéfagos da microflora do solo e inclusdo na colecdo de fungos nematéfagos do
Laboratério de Nematologia. Foram coletadas 42 amostras de solo e raizes de 12
diferentes culturas, a saber: tomateiro (Solanum lycopersicom L.), mamoeiro (Carica
papaya L.), pimentdo (Capsicum annuum L.), quiabeiro (Hibiscus esculentus L.), uva
(Vitis vinifera L.), citros (Citrus spp.), cana-de-acucar (Saccharum spp.), pimenta
(Capsicum sp.), tomilho (Thymus vulgaris L.), cebola (Allium cepa L.), cebolinha verde
(Allium fistulosum L.) e manjericao (Ocimum basilicum L.) nos Estados de Sao Paulo,
Minas Gerais, Espirito Santo e Goiés.

Foi utilizado o método do espalhamento de solo descrito por BARRON (1977),
modificado por SANTOS (1991), para a deteccdo dos fungos nematofagos
ectoparasitos (predadores) que, usualmente, sdo de crescimento rapido. No centro de
placas de Petri, contendo agar-agua 2%, foi colocada uma colher de sopa rasa da
amostra de solo previamente homogeneizada. A seguir, foi adicionado 1 mL de



suspensao concentrada do nematéide de vida-livre (NVL) Panagrellus sp., tendo como
objetivo estimular o crescimento e a esporula¢do dos fungos nematofagos.

A populacéo de Panagrellus sp. foi multiplicada em placas de Petri de 9 cm de
didametro, contendo um substrato a base de farinha de aveia umedecida. As placas
permaneceram a temperatura ambiente até se obter a multiplicacdo da populacéo.
Periodicamente, de 15 a 30 dias, essa populacdo vem sendo repicada para novas
placas com o mesmo substrato. Apés a multiplicagdo, os nematdides eram recolhidos
da superficie do meio e das tampas das placas em suspensao aquosa, em um béquer
de 100 mL, com auxilio de uma pisseta. Para limpar a suspensao e recuperar somente
0os nematdides vivos, a suspensdo foi aplicada ao funil de Baermann (BAERMANN,
1917).

Apoés a aplicagdo do NVL, as placas foram mantidas no escuro em condi¢des
ambiente do Laboratério, onde as médias das temperaturas minimas e maximas no
periodo foram de 24-26 °C, respectivamente. Aproximadamente 5 dias apos o
plagueamento das amostras de solo (Figura 1), iniciou-se a observagao das placas em
um microscopio estereoscépio.

Constatada a presenca de nematoides predados, exibindo frutificagcdes fungicas,
sob condicdes assépticas (em camara de fluxo laminar) e com auxilio de um estilete de
ponta fina flambado, foram transferidos conidios individuais ou nematdides predados
pelos fungos para outras placas de Petri contendo &gar-agua a 2%. Em seguida, foi
adicionado 1 mL da suspenséo concentrada de NVL para estimular o crescimento e a
esporulagdo dos fungos. Apo6s cinco dias (em média), conidios dos fungos foram
transferidos para tubos de ensaio, contendo meio de cultura BDA inclinado, em camara
de fluxo laminar. Esses tubos foram acondicionados em incubadoras a 25 °C, por no
maximo, 15 dias, no escuro, até que o fungo colonizasse toda a superficie do meio e, a
seguir, o fungo foi coberto com 6leo mineral NUJOL autoclavado.

Os tubos de ensaio, com culturas puras dos fungos, estdo sendo mantidos no
escuro a temperatura ambiente. A cada ano, estdo sendo repicados de tubo para tubo,
duas a trés vezes consecutivas, em intervalos de um ano. Apos a ultima repicagem, os

fungos foram transferidos para placas de Petri, com agar-agua a 2%, acrescida de uma



Figura 1. Placas de Petri contendo agar-agua a 2 %,
com uma aliquota de uma amostra de solo, sobre a
qual foi aplicada a suspensdo de Panagrellus sp.,
utiizada como isca, para deteccao, isolamento e
identificagdo de fungos nematéfagos predadores.



aliquota e 2 mL da suspensao concentrada de NVL. Apos a predagéo e/ou infec¢ao dos
nematéides, os fungos foram novamente isolados, em cultura pura, a partir de
estruturas reprodutivas, sendo armazenados conforme mencionado anteriormente.
Essa operacao deve ser realizada como medida preventiva a perda da patogenicidade

dos fungos, apds periodos mais prolongados em estado de crescimento vegetativo.

3.2. Manutencao de Culturas Puras dos Fungos da Colecao do Laboratério
de Nematologia

A colecdo de fungos nematéfagos do Laboratério de Nematologia é composta
por cinco diferentes espécies: Arthrobotrys musiformis, A. oligospora, Dactylella
leptospora, Monacrosporium robustum e Paecilomyces lilacinus. As culturas puras
desses fungos sdo mantidas em tubos de ensaio, no escuro, a temperatura ambiente,
conforme descrito no item 3.1. Conforme mencionado no item anterior, a cada ano, 0s
fungos estdo sendo repicados para placas de Petri, com agar-agua a 2%, € uma
suspensao do NVL é acrescida a placa para prevencao a perda de patogenicidade. No
caso do parasito de ovos (P. lilacinus), em vez da suspensado de NVL, acrescentam-se
1 a 2 mL de suspensdo concentrada de ovos de Meloidogyne sp., obtidos conforme
HUSSEY & BARKER (1973), a partir de plantas de tomateiro infectadas pelo
nematodide, mantidas em casa de vegetacdo. Apés a predacdo e/ou infecgcdo dos
nematodides ou ovos, os fungos sdo novamente isolados, em cultura pura, a partir de
estruturas reprodutivas, e armazenados conforme mencionado no item anterior.
Conquanto o isolado de M. robustum da mencionada colegcdo tenha exibido elevada
patogenicidade a diferentes nematdides em estudos anteriores (MAIA, 2000; MAIA,
2001; BERNARDO, 2002; CORBANI, 2002), pelo fato de se tratar de um fungo de

crescimento muito lento, decidiu-se néo inclui-lo em alguns dos testes a campo.



3.3. Crescimento Micelial e Esporulacao de um lIsolado de Arthrobotrys
musiformis e um de Arthrobotrys oligospora em Diferentes Meios de

Cultura e duas Temperaturas

Foram utilizados um isolado de A. musiformis e um de A. oligospora, obtidos da
colecao de fungos nematéfagos do Laboratério de Nematologia, oriundos das regides
de Ipameri — GO, e ltiquira — MT, respectivamente.

Para a avaliacdo do efeito da temperatura sobre o crescimento micelial e
esporulacdo desses dois fungos, os isolados foram submetidos a dois diferentes
regimes de temperaturas, sendo estes: ambiente controlado (B.O.D. a 25 £ 1 °C no
escuro) e condicdo de temperatura ambiente, no escuro, onde as médias das
temperaturas minimas e méaximas no periodo foram 24,9 °C e 26,9 °C, respectivamente.

Para cada regime de temperatura, foram utilizados vinte diferentes meios de
cultura, sendo estes, com as respectivas composi¢coes para cada litro de meio: 1) agar-
agua a 2% (AA: 20 g de agar e 20 g de dextrose); 2) agua de arroz (AAZ: 4gua de 60 g
de arroz fervido, 20 g de agar e 20 g de dextrose); 3) aveia em flocos finos (AFF: 60 g
de aveia em flocos finos, 20 g de agar e 20 g de dextrose); 4) aveia em flocos grossos
(AFG: 60 g de aveia em flocos grossos, 20 g de agar e 20 g de dextrose); 5) agar
micologico (AM: meio industrializado pronto da VETEC®); 6) amido de milho (AMA: 60 g
de amido de milho, 20 g de agar e 20 g de dextrose); 7) arroz em graos (AZG: 60 g de
graos de arroz cozido, 20 g de agar e 20 g de dextrose); 8) arroz triturado (AZT: 60 g de
arroz cozido e triturado, 20 g de agar e 20 g de dextrose); 9) batata-dextrose-agar
(BDA: 200 g de batata, 20 g de dextrose e 20 g de &gar); 10) batata-dextrose-agar mais
levedura (BDA+L: 200 g de batata, 20 g de dextrose, 20 g de &gar e 50 g de levedura);
11) corn meal &gar (CMA: meio industrializado); 12) farinha de aveia (FA: 60 g de
farinha de aveia, 20 g de dextrose e 20 g de agar); 13) farinha de mandioca (FM: 60 g
de farinha de mandioca, 20 g de dextrose e 20 g de agar); 14) farinha de milho (FMI: 60
g de farinha de milho, 20 g de dextrose e 20 g de agar); 15) farinha de rosca (FR: 60 g
de farinha de rosca, 20 g de dextrose e 20 g de agar); 16) farinha de trigo (FT: 60 g de
farinha de trigo, 20 g de dextrose e 20 g de agar); 17) fuba (FU: 60 g de fuba, 20 g de



dextrose e 20 g de agar); 18) polvilho azedo (PA: 60 g de polvilho azedo, 20 g de
dextrose e 20 g de agar); 19) polvilho doce (PD: 60 g de polvilho doce, 20 g de dextrose
e 20 g de agar) e 20) trigo para quibe (TK: 60 g de trigo para quibe, 20 g de dextrose e
20 g de agar).

Cada um dos meios foi pré-aquecido em banho-maria e autoclavado a 120 °C
por 20 minutos. Foi utilizado o meio BDA para o desenvolvimento inicial dos fungos,
durante 15 dias. Discos do micélio de 5 mm de didmetro, retirados dos bordos das
colénias, foram transferidos para o centro de placas de Petri descartaveis, contendo
cada um dos meios mencionados anteriormente, com auxilio de uma alga de metal, em
condicoes assépticas. Os fungos foram incubados nas duas condicdes de temperatura
previamente mencionadas, no escuro.

Com uma caneta de transparéncia para retroprojetor, foram feitos tragcos a partir
do centro até o bordo das placas. As medi¢cdes do didametro do crescimento micelial
sobre os tracos previamente marcados foram feitas com auxilio de uma régua,
diariamente, até que o crescimento do micélio de um dos isolados, em algum dos
tratamentos, atingisse completamente as bordas da placa de Petri. Além desta
avaliagado, ao término das medigbes de crescimento micelial de todos os tratamentos,
foi realizada a avaliacdo das estruturas reprodutivas formadas pelos fungos, através da
contagem de conidios em camara de Newbauer, com auxilio de um microscépio éptico
composto. Uma suspensao de cada repeticdo, em cada tratamento, foi obtida através
da adicao de 10 mL de agua destilada esterilizada na placa e a raspagem das colénias
com auxilio de um pincel.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, seguindo o esquema
fatorial 20 x 2 x 2, com cinco repeticdes para cada tratamento. Para as analises
estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1) conforme BARBOSA (2001) e
submetidos a analise de variancia pelo teste F, comparando-se as médias pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.



3.4. Potencial do Controle Biolégico de Meloidogyne javanica Infectando
Tomateiro em Vasos por Quatro Fungos Nematofagos em Casa de

Vegetacao

Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood é um dos nematdides-chave do
tomateiro e de varias outras culturas no Brasil e tem causado perdas consideraveis a
cultura. O controle bioldégico € uma pratica de manejo que tem apresentado grande
potencial e eficacia no controle de fitonematdides. Nesse estudo, avaliou-se o potencial
de quatro fungos nematéfagos para o manejo de M. javanica em tomateiro, em vasos,
em casa de vegetacao.

Para o estudo comparativo do antagonismo de fungos nematéfagos ao
nematdide em estudo, foram utilizados isolados puros de Arthrobotrys oligospora,
Dactylella leptospora, Monacrosporium robustum e Paecilomyces lilacinus da colegédo
de fungos nematoéfagos existentes no Laboratério de Nematologia. O indculo dos fungos
foi produzido a partir de culturas puras desses isolados mantidos no Laboratério de
Nematologia. Utilizaram-se 214 g de quirera de arroz, juntamente com 100 mL de agua
destilada, em sacos de polipropileno autoclavaveis, fechando-se os sacos com uma
peca de fio de cobre. Entao, foram autoclavados a 121 °C e 1 atm, por 20 minutos.
Ap6s o resfriamento, os sacos foram levados a camara de fluxo laminar para
inoculagédo. Adicionaram-se cerca de 10 mL de agua esterilizada as placas de culturas
puras dos fungos e, com auxilio da alca de Drigalski, raspou-se a superficie das
culturas. Apés a raspagem e retirada da suspensao de micélio e conidios, o volume foi
ajustado para 120 mL de suspensdo em agua esterilizada. Em seguida, com auxilio de
seringa descartavel esterilizada de 20 mL, procedeu-se a inoculagdo de 3 mL da
suspensao em cada saco. Apéds a inoculagdo, as culturas foram mantidas em sala a 25
+ 2 °C, no escuro, por 15 dias. A cada dois dias, o conteudo dos sacos era misturado
manualmente para uma colonizagdo mais uniforme do substrato.

A partir de subpopulacdo pura de M. javanica, mantida em tomateiro cv. Santa
Cruz Kada, em vasos, em casa de vegetacdo, obteve-se uma suspensao de ovos e
juvenis de segundo estadio, utilizando-se da técnica de HUSSEY & BARKER (1973).



Mudas de tomateiro da mesma cultivar, produzidas em bandejas com substrato
organico Plantimax®, com 27 dias ap6s a germinagao, foram utilizadas no teste. Dois
dias antes do transplante, 20 g do inéculo dos diferentes fungos utilizados foram
misturados com o substrato constituido da mistura de terra de subsolo e areia nédo
tratados, na proporcdo de 1:2, e colocados em vasos de argila de 6 L de capacidade,
para favorecer a colonizagdo pelos fungos. Posteriormente, as mudas de tomateiro
foram transplantadas e inoculadas com 10 mL de suspensdo contendo 500 ovos e
juvenis de segundo estadio/mL de M. javanica/muda/vaso, dispostas em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por
um vaso. As plantas foram diariamente irrigadas e, onze dias apos o transplante, foram
adubadas com 10 g/vaso de NPK (04-14-08). Aos 57 dias ap6s a inoculacdo do
nematéide, as plantas foram coletadas para avaliagdo das varidveis: massa de matéria
fresca da parte aérea (MFPA), massa de matéria seca da parte aérea (MSPA), massa
de matéria fresca das raizes (MFR), niumero de galhas nas raizes (N° GALHAS),
numero de massas de ovos nas raizes (N° M.O.), nUmero de ovos extraidos das raizes
(HUSSEY & BARKER, 1973) e numero de juvenis/100 cm® de solo, extraidos pela
técnica de JENKINS (1964).

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1),
conforme BARBOSA (2001), e submetidos a andlise de variancia pelo teste F,
comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.5. Controle Bioldgico de Meloidogyne javanica em Alface em Vasos com
Quatro Fungos Nematofagos

Para o estudo comparativo do controle biolégico de M. javanica em alface com
quatro fungos nemato6fagos, foram utilizados os tratamentos: alface inoculada com o
nematoide (testemunha) e alface inoculada com o nematoide e aplicacdo dos isolados
puros de A. musiformis, A. oligospora, D. leptospora e M. robustum da colecdo de
fungos nematdfagos existente no Laboratério de Nematologia. A partir desses isolados,
a producao de in6culo foi feita conforme descrito no item 3.3.



A partir de cultura pura de M. javanica mantida em tomateiros cv. Santa Cruz
Kada, em vasos, em casa de vegetacado, obteve-se uma suspensao de ovos e juvenis
de segundo estadio, utilizando-se da técnica de HUSSEY & BARKER (1973). Dois dias
antes do transplante e inoculacdo das mudas de alface para vasos de ceramica de seis
litros, contendo substrato constituido da mistura de areia e terra de subsolo ndo tratado,
na proporgao de 2:1, foram aplicados, em cada vaso, 20 g do inéculo dos quatro fungos
(tratamentos), individualmente, tendo em vista favorecer a colonizagdo do substrato
pelos fungos. As mudas de alface cv. Vera, com 27 dias apdés a germinacdo em
bandejas de poliestireno expandido, contendo substrato organico Plantimax®, foram
transplantadas, uma muda/vaso e inoculadas com 10 mL de suspensao contendo 1.000
ovos e juvenis de segundo estadio de M. javanica/muda/vaso, dispostas no
delineamento inteiramente casualizado, com seis repeticdes, sendo cada repeticao
constituida por um vaso. As plantas foram irrigadas diariamente e, onze dias apds o
transplante, foram adubadas com 10 g/vaso de NPK (04-14-08). Aos 50 dias apo6s a
inoculagdo do nematdide, as plantas foram coletadas para avaliacdo das variaveis:
namero de folhas (N° FOLHAS), massa de matéria fresca da parte aérea (MFPA),
massa de matéria fresca das raizes (MFR), numero de galhas nas raizes (N° GALHAS),
numero de massas de ovos nas raizes (N° M.O.), numero de ovos extraidos das raizes
(HUSSEY & BARKER, 1973) e nimero de juvenis/100 cm® de solo, extraidos pela
técnica de JENKINS (1964).

Para as andlises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1)
conforme BARBOSA (2001), e submetidos a analise de variancia pelo teste F,

comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.6. Utilizacao de Fungos Nematofagos no Controle de Rotylenchulus
reniformis em Alface em Casa de Vegetacao

Para o estudo comparativo do antagonismo de fungos nematéfagos a R.
reniformis Linford & Oliveira, foram utilizados os tratamentos: alface ndo inoculada com
nematdide (Testemunha 1), alface inoculada com nematdide mais adicdo de quirera de



arroz autoclavada (Testemunha 2), alface inoculada com nematéide em substrato
tratado com quirera de arroz colonizada por A. musiformis, com A. oligospora, com D.
leptospora e com M. robustum, individualmente, obtidos da colegcdo de fungos
nematofagos do Laboratério de Nematologia da FCAV. A partir desses isolados, a
producdo de indculo foi feita conforme mencionado no item 3.3.

A partir de cultura pura de R. reniformis mantida em plantas de mamona (Ricinus
communis L.), em vasos de argila, em casa de vegetacdo, suspensdes de ovos e
juvenis de segundo estadio do nematdide foram obtidas pelo método do hipoclorito de
sédio a 0,25 % (WALTERS & BARKER, 1993). As mudas de alface cultivar Vera foram

obtidas em substrato organico Plantimax®, conforme descrito no item anterior. Dois
dias antes do transplante, 20 g do inéculo dos diferentes fungos utilizados foram
misturados com o substrato constituido da mistura de areia e terra de subsolo nao
tratado, na proporcao de 2:1, e colocados em vasos de argila de 6 L de capacidade, de
maneira a favorecer a colonizagdo dos fungos. Posteriormente, as mudas de alface
foram transplantadas e inoculadas com 10 mL de suspensdo contendo 1.000 ovos e
juvenis de segundo estadio de R. reniformis/muda/vaso, dispostas em delineamento
inteiramente casualizado, com seis repeticdes. As plantas foram diariamente irrigadas
e, onze dias apds o transplante, foram adubadas com 10 g/vaso de NPK (04-14-08).
Aos 50 dias apds a inoculagcdo do nematdide, as plantas foram coletadas para a
avaliacao das variaveis: numero de folhas (N° FOLHAS), massa de matéria fresca da
parte aérea (MFPA), massa de matéria fresca das raizes (MFR), nUmero de ovos nas
raizes (N° OVOS), extraidos conforme HUSSEY & BARKER (1973), e numero de
juvenis/100 cm3 de solo (N° JUVENIS), extraidos pela técnica de JENKINS (1964). Para
as analises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1), conforme
BARBOSA (2001), e submetidos a analise de variancia pelo teste F, comparando-se as

médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.



3.7. Avaliacao Preliminar da Eficacia do Controle Biolégico de Meloidogyne
incognita em Pimentao com Fungos Nematéfagos em Ambiente
Protegido (1)

Na cidade de Reginopolis — SP, foi criada uma associacdo de aproximadamente
60 produtores de pimentdo e outras culturas em estufa, denominada PARE (Produtores
Associados de Regindpolis e Regidao). Um dos principais problemas do grupo é o
prejuizo causado a cultura por M. incognita (Figura 2). De acordo com informes obtidos
na mencionada Associacao, estufas ndo infestadas pelo nematdide chegam a produzir
de 1.500 a 1.800 caixas de 10 kg de pimentdo. Entretanto, quando infestadas,
produzem, apenas, 800 a 900 caixas, dependendo do nivel de infestacdo da praga. O
prejuizo, em média, tem sido de, aproximadamente, 50%, se comparado a producéo da
cultura em estufas n&o infestadas. Diante desses fatos, a Associa¢ao solicitou ajuda na
solugéo do problema tendo sido iniciados os estudos visando-se a avaliar a eficacia dos
fungos nemato6fagos no controle do nematéide nas estufas do grupo, no periodo de 12-
03-2004 a 29-09-2004.

A partir de cultura pura dos fungos A. musiformis e A. oligospora, mantidas em
tubos de ensaio, transferiu-se, com auxilio de um estilete flambado, uma pequena
porcdo do meio, para placas de Petri contendo &gar-agua a 2%. Essas placas foram
mantidas em estufa do tipo BOD a 25 + 1 °C, por £15 dias, no escuro. ApOs esse
periodo, quando os fungos apresentaram esporulagdo abundante, estruturas
reprodutivas dos fungos (conidios) foram transferidas para placas de Petri contendo
BDA, e as placas foram mantidas nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, por
12 dias. A seguir, foram adicionados 24 mL de 4gua destilada esterilizada em cada
placa e, com auxilio de uma alga de Driglauski, foi removido o micélio da superficie do
meio.

Em cé@mara de fluxo laminar, foram inoculados, com auxilio de uma pipeta de
Pasteur descartavel, 6 mL da suspensao obtida em 600 g de arroz, acrescidos de 100
mL de agua destilada, autoclavados a 121 °C a 1 atm, durante 40 minutos, em sacos de
polipropileno autoclavaveis, através de um orificio aberto na parede de cada saco. A



Figura 2. Sintomas tipicos produzidos por
Meloidogyne incognita em raizes coletadas
na regido de Reginopolis — SP. A) Raizes de
pimentdo. B) Raizes de pepino.



seguir, o orificio para a inoculagao do arroz em cada saco foi vedado com fita adesiva, e
a cultura foi incubada em sala escura com temperatura ambiente de cerca de 25 + 2 °C,
por 30 dias, até a colonizacdo total do arroz. Periodicamente, esses sacos foram
revolvidos para homogeneizac¢ao da colonizagao do substrato pelo fungo (Figura 3). Ao
final, esse material foi utilizado como inéculo nas estufas.

O experimento, visando a avaliagdo do controle biolégico de Meloidogyne
incognita, utilizando fungos nematéfagos, foi instalado em uma estufa com pimentéo,
em Pirajui-SP, cujas andlises prévias de amostras de solo (JENKINS, 1964) e raizes
(COOLEN & D'HERDE, 1972), coletadas em 01-12-03, revelaram, em média, a
presenca de 3.904 juvenis de M. incognita em 100 cm® das amostras de solo e 16.240
juvenis de segundo estadio e ovos por 10 g de raizes. A espécie foi identificada com
base nos caracteres morfolégicos do padrao perineal, preparado conforme TAYLOR &
NETSCHER (1974), na morfologia da regido labial dos machos (EISENBACK et al.,
1981) e no fendtipo isoenzimatico para esterase, obtido pela técnica de ESBENSHADE
& TRIANTAPHYLLOU (1990), utilizando-se de um sistema tradicional de eletroforese
vertical Mini Protean |l da BIO-RAD.

A area experimental utilizada foi um canteiro de 30 m de comprimento e 0,60 m
de largura. Esse canteiro foi dividido em 5 parcelas, sendo 6 m de comprimento para
cada parcela. O tratamento adotado foi em delineamento inteiramente casualizado a
partir da mistura de A. musiformis e A. oligospora, com trés repeticoes, e a testemunha
com duas repeticdes. O numero desigual de repeticoes foi decorréncia da limitagao da
area no interior da estufa, tendo sido disponibilizada apenas essa area para o

experimento. O experimento foi conduzido de acordo com o seguinte croqui:

Tratamento 1 - Aplicacdo de 4 sacos de arroz contendo 600 g de arroz
colonizado cada, sendo 2 de cada fungo, por parcela;
Tratamento 2 - Testemunha (sem aplicacéo do arroz colonizado na parcela);



Figura 3. Inéculo de fungo nematéfago.
A) Saco de polipropileno utilizado para
multiplicagdo do fungo nemato6fago. B)
Preparado especial de arroz colonizado
pelo fungo.



CANTEIRO (30 m comprimento X 0,6 m largura)

Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento

1 2 1 2 1

Imediatamente antes da aplicagdo dos tratamentos, apdés a marcagdo das
parcelas, foram coletadas quatro amostras simples para a forma¢ao de uma amostra
composta de solo para cada parcela, tendo em vista a determinacdo da populacédo
inicial dos nematoéides em 100 cm® das amostras de solo.

O tratamento foi aplicado distribuindo-se, manualmente, de forma homogénea,
todo o substrato colonizado, ao longo da parcela, em um sulco aberto no centro do
canteiro (Figura 4), promovendo-se leve incorporagdo com um enxadao. Apds 15 dias
da aplicacdo dos fungos, mudas de pimentédo da cultivar Elisa, com 35 dias de idade,
foram transplantadas no canteiro. Foi avaliada a produtividade média das parcelas de
subsolo tratadas e nao-tratadas e a populacao do nematdide no solo e nas raizes aos
60; 120 e 180 dias, ap6s o transplantio.

Para cada avaliacao, foi retirada uma amostra composta a partir de 4
amostras simples de solo e raizes coletadas entre as plantas ao longo da parcela.
Essas amostras foram acondicionadas em sacos de plastico, etiquetadas e
transportadas para o Laborat6rio de Nematologia da UNESP/FCAV, onde foram
processadas. Os nematdides foram extraidos das amostras de solo pelo método da
flotagdo centrifuga em solugéo de sacarose (JENKINS, 1964), e das raizes, pelo
método de COOLEN & D'HERDE (1972). A seguir, a populagao de nematdides nas
amostras foi estimada ao microscépio 6ptico composto com auxilio da camara de
contagem de Peters (SOUTHEY, 1970).

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1),
conforme BARBOSA (2001), e submetidos a andlise de variancia pelo teste F,

comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.



Figura 4. Aplicacdo da mistura do arroz colonizado por
Arthrobotrys musiformis e A. oligospora no canteiro de
estufa infestada por Meloidogyne incognita. A) Material
aplicado 15 dias antes do transplante. B) Aspecto da
parcela tratada. C) Mudas de pimentdo cultivar ELISA

transplantadas na parcela tratada.



3.8. Eficacia do Controle Biolégico de Meloidogyne incognita Utilizando
Arthrobotrys musiformis e A. oligospora em Cultivo de Pimentao sob
Estufa (Il)

Com o sucesso obtido no teste preliminar, anteriormente descrito, decidiu-se
utilizar diferentes doses da mistura de A. musiformis e A. oligospora para o controle
biolégico de M. incognita em estufa de piment&o.

O indculo foi preparado como descrito no item 3.7., e 0 experimento foi instalado
em uma estufa cultivada com pimentao, em Regindpolis-SP, no periodo de 21-06-2004
a 05-04-2005.

A area experimental utilizada foi de uma estufa com 18 canteiros de 30 m de
comprimento e 0,60 m de largura. Cada canteiro foi dividido em 4 parcelas de,
aproximadamente, 7 m de comprimento. Os tratamentos adotados foram distribuidos
em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, e preparados a
partir da mistura de A. musiformis e A. oligospora, conforme descricdo detalhada a

sequir:

1. 1 litro da mistura em partes iguais de arroz colonizado por ambos os fungos por
parcela;

2 litros da mesma mistura por parcela;

3 litros da mesma mistura por parcela;

4 litros da mesma mistura por parcela;

o M 0N

Suspensédo de conidios de A. oligospora (68.130 conidios/mL, sendo 120 mL da
suspensao por parcela, equivalente a 8.175.600 conidios por parcela);

6. Testemunha = sem o tratamento com os fungos.

Os tratamentos relativos a mistura de arroz colonizado pelos fungos foram
aplicados manualmente, de forma homogénea ao longo da parcela, em um sulco aberto
no meio do canteiro (Figura 5 A e B), promovendo-se leve incorporagdo com um

enxaddo. Para o tratamento com a suspensao de esporos de A. oligospora, utilizou-se



Figura 5. Aplicacdo de fungos nematéfagos em parcelas
de pimentdo, em estufa, infestada por Meloidogyne
incognita. A e B) Graos de arroz colonizados pelos fungos
Arthrobotrys musiformis e A. oligospora (setas) aplicados
em um sulco no centro do canteiro. C) Aplicacao de 120
mL de suspensdo de conidios contendo 68.130
conidios/mL de A. oligospora, diluidos em 5 L de agua,
por parcela de 7 m de comprimento, em um sulco no
centro do canteiro (seta), 17 dias antes do transplantio
das mudas de pimentao.



um regador, onde foram colocados 120 mL da suspensdo original e completou-se o
regador para 5 litros com agua. Em seguida, essa suspensao de conidios foi distribuida

no sulco de forma homogénea (Figura 5 C).

A suspensao de conidios de A. oligospora foi obtida em camara de fluxo laminar
em condicbes assépticas, utilizando-se de 20 placas de Petri do fungo crescido em
BDA. A placa foi preenchida com agua esterilizada e com o auxilio de uma alga de
Driglauski, raspou-se a superficie do meio para a retirada do maior nimero de conidios
do fungo. A seguir, acrescentaram-se 15 gotas/L de Tween 20 e estimou-se 0 numero
de conidios na suspensao, utilizando-se da camara de Newbauer.

Apés a marcacdao das parcelas, imediatamente antes da aplicacdo dos
tratamentos, foram coletadas quatro amostras simples para a formagao de uma amostra
composta de solo por parcela, tendo em vista a determinagao da populacéo inicial dos
nematdides em 100 cm® das amostras de solo. As mudas de pimentdo das cultivares
Amanda, Margarita e Zarco, com 35 dias da germinacdo, foram transplantadas nos
canteiros, 17 dias apds a aplicacao dos tratamentos, conforme o croqui apresentado a
pagina seguinte.

Apo6s o transplantio das mudas, foram realizadas amostragens do solo e de
raizes aos 60; 120 e no final do ciclo da cultura, aos 180 dias, para a verificacao do
nivel da populagdo do nematéide. Para essas avaliagdes, uma amostra composta foi
formada a partir de quatro amostras simples de solo e raizes coletadas entre as plantas
de cada parcela. Essas amostras foram acondicionadas em sacos de plastico,
etiquetadas e transportadas para o Laboratério de Nematologia do Departamento de
Fitossanidade da FCAV, onde foram processadas. Os nematéides foram extraidos das
amostras de solo pelo método da flotacdo centrifuga em solucdo de sacarose
(JENKINS, 1964), e das raizes, pelo método de COOLEN & D'HERDE (1972). A sequir,
a populacao de nematoides nas amostras foi estimada ao microscopio 6ptico composto
com auxilio da cadmara de contagem de Peters (SOUTHEY, 1970).

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1),
conforme BARBOSA (2001), e submetidos a analise de variancia pelo teste F,
comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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3.9. Estudo Preliminar do Controle Biologico de Meloidogyne hapla
Utilizando Fungos Nematéfagos em Estufa de Cultivo de Roseira

O experimento foi instalado na regido de Andradas — MG, em uma fazenda de
producdo de rosas para exportacdo e para o mercado interno, numa propriedade de
cerca de 13 ha de estufas. Nesse local, a presenca de M. hapla em alguns canteiros ou
cochos das estufas tem diminuido a produgdo a menos da metade em relacao as areas
ndo-infestadas, conforme as informagdes verbais do técnico responsavel pela
producao.

A populagéo de M. hapla foi previamente identificada com base na morfologia da
regiao labial de machos e na configuracdo perineal de fémeas, observados ao
microscopio Optico composto, e no fendtipo isoenzimatico de esterase, obtido pela
técnica de ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU (1990), utilizando-se de um sistema
tradicional de eletroforese vertical Mini Protean Il da BIO-RAD.

Com a finalidade de minimizar as perdas causadas por M. hapla, foi utilizada a
mistura de fungos nematéfagos aplicados na forma de arroz colonizado por A.
oligospora e A. musiformis na rizosfera de plantas cultivadas em cochos contendo
substrato organico. O experimento foi conduzido no periodo de 31-05 a 23-07 de 2004.

O inéculo dos fungos foi preparado como descrito nos casos anteriores, tendo

sido empregados 0s seguintes tratamentos:

0,5 litro da mistura de arroz colonizado pelos fungos;
1,0 litro da mistura de arroz colonizado pelos fungos;

1,5 litro da mistura de arroz colonizado pelos fungos;

> w o~

Testemunha.

A area experimental utilizada foi em canteiros suspensos dois a dois,
denominados de cochos. Foram utilizadas 19 parcelas, tendo cada parcela ou cocho 6
m de comprimento por 0,15 m de largura por 0,20 m de altura (Figura 6). O

delineamento estatistico adotado foi o inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des.



Figura 6. Estufa de rosas na regidao de Andradas — MG, infestada por
Meloidogyne hapla. A) Vista geral dos canteiros na area experimental. B e C)
Canteiros suspensos dois a dois, denominados de cochos. D) Aplicagédo no
cocho da mistura de arroz colonizado por A. musiformis e A. oligospora, no
sulco preparado no substrato.



Ap6s a marcagdo das parcelas, imediatamente antes da aplicacdo dos
tratamentos, foram coletadas quatro amostras simples para a formag¢ao de uma amostra
composta de substrato e raizes para cada parcela, tendo em vista a determinacao da
populagéo inicial dos nematoides. Depois de 60 dias apds a aplicagdo dos fungos,
repetiu-se essa amostragem para a verificacdo do nivel populacional do nematoide.
Essas amostras foram acondicionadas em sacos de plastico, etiquetadas e
transportadas para o Laboratério de Nematologia, onde foram processadas. Os
nematdides foram extraidos das amostras de substrato pelo método da flotacao
centrifuga em solucdo de sacarose (JENKINS, 1964), e das raizes, pelo método de
COOLEN & D'HERDE (1972). A seguir, a populacdo de nematdides nas amostras foi
estimada ao microscopio éptico composto com auxilio da camara de contagem de
Peters (SOUTHEY, 1970).

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1),
conforme BARBOSA (2001), e submetidos a andlise de variancia pelo teste F,

comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.10. Estudo do Controle Biolégico de Meloidogyne incognita e
Rotylenchulus reniformis Utilizando Fungos Nematéfagos em Cultivo
de Alface Americana sob Estufa

Na regiao de Itapolis-SP, em estufas para producao de alface americana (Figura
7), entre os maiores problemas estdo os danos causadas por M. incognita (Figura 8) e
R. reniformis. Segundo informagdes de um dos proprietarios, os pés de alface
produzidos em canteiros com os nematéides tém uma perda no seu peso de, pelo
menos, 50%.

A populagéo de M. incognita foi previamente identificada com base na morfologia
da regiao labial de machos e na configuragdo perineal, observados ao microscopio
optico composto, e no fendtipo isoenzimatico de esterase, obtido pela técnica de
ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU (1990), utilizando-se de um sistema tradicional
de eletroforese vertical Mini Protean Il da BIO - RAD. Para identificar a populagao



Figura 7. Vista geral do interior de uma estufa de alface
americana na regiao de Itapolis-SP.



Figura 8. Sintoma tipico da infeccdo por Meloidogyne
incognita em raizes de alface americana expresso na forma
de galhas.



de R. reniformis utilizaram-se fémeas jovens e a chave dicotdmica proposta por
ROBINSON et al. (1997).

Com o objetivo de diminuirem as perdas causadas por esses nematdides, foi
instalado um experimento para a avaliacdo da eficacia dos fungos nematofagos
Arthrobotrys musiformis e A. oligospora, no periodo de 15-06 a 24-08 de 2004,
utilizando-se da mesma metodologia descrita nos casos anteriores.

A area experimental utilizada foi de um canteiro de 50 m de comprimento e 1 m
de largura. Esse canteiro foi dividido em 10 parcelas, sendo 5 m de comprimento para
cada parcela. Os tratamentos adotados a partir da mistura de partes iguais de arroz
colonizado por A. musiformis e A. oligospora foram com duas doses, a saber: 2 e 4 L do
arroz colonizado por parcela, com quatro repeticdes, e o tratamento-testemunha sem
aplicacao dos fungos, com duas repeticoes, face a limitacdo da area disponivel para o
teste, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado.

Imediatamente antes da aplicacdo dos tratamentos, apdés a marcacao das
parcelas, foram coletadas dez amostras simples de solo para a formagdo de uma
amostra composta por parcela, tendo em vista a determinacédo da populagao inicial dos
nematoides.

Os tratamentos foram aplicados, distribuindo-se, manualmente, de forma
homogénea, todo o substrato colonizado ao longo da parcela, em trés sulcos
equidistantes abertos no canteiro (Figura 9), promovendo-se leve incorporacao ao solo
com um rastelo.

Cerca de 15 dias apo6s a aplicacao dos fungos, mudas de alface americana
cultivar Lucy Brown, com 21 dias, foram transplantadas para o canteiro no espagamento
0,30 x 0,30 m. Uma semana apés a aplicacao dos fungos, o local do experimento foi
inspecionado. O aspecto da colonizagdo do solo pelos fungos, na oportunidade, foi
documentado.

Depois de 54 dias do transplantio, avaliaram-se as massas da matéria fresca da
parte aérea e das raizes de 10 plantas de alface coletadas aleatoriamente nas parcelas
tratadas e nao-tratadas. Avaliaram-se, também, a populacdo inicial dos nematdides
(antes da aplicacdo dos fungos) em aliquotas de 100 cm?® das amostras de solo e a



Figura 9. Aplicagdo da mistura de arroz colonizado por
Arthrobotrys musiformis e A. oligospora no canteiro experimental
de alface americana cultivar Lucy Brown, infestado por
Meloidogyne incognita e Rotylenchulus reniformis.



populagdo no momento da avaliagéo final, em aliquotas de 100 cm® das amostras de
solo e em 10 g de raizes.

Essas amostras foram acondicionadas em sacos de plastico, etiquetadas e
transportadas para o Laboratério de Nematologia, onde foram processadas. Os
nematdides foram extraidos das amostras de solo pelo método da flotacao centrifuga
em solucdo de sacarose (JENKINS, 1964), e das raizes, pelo método de COOLEN &
D'HERDE (1972). A seguir, as populacdes de nematéides nas amostras foram
estimadas ao microscopio Optico composto com auxilio da camara de contagem de
Peters (SOUTHEY, 1970).

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1),
conforme BARBOSA (2001), e submetidos a andlise de variancia pelo teste F,
comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.11. Avaliacao Preliminar de Diferentes Substratos para Formulacao de

Fungos Nemato6fagos

A escolha de um produto ou subprodutos, ou misturas desses, que favoreca o
rapido crescimento e esporulacdo dos fungos e que seja de baixo custo, é de
fundamental importancia para o processo de formulacdo desses fungos. Materiais como
arroz, casca de arroz, farelo de arroz, bagaco de cana, o subproduto da industria de
cerveja (Kaiser) e sementes de goiaba sem triturar e trituradas, subproduto da industria
de doce de goiaba foram testados, isolados ou em combinacéo, para a produgdo de uma
formulacao dos fungos nematéfagos.

Um estudo prévio foi realizado, enfocando as combinacbes possiveis e
consideradas mais adequadas para a multiplicacao dos fungos. Também, foi levado em
consideracao o custo de cada um desses produtos, para a determinagdo da melhor
opcao de substrato a ser utilizado. Os seguintes tratamentos foram testados:

1. 428 g de arroz : 200 mL de agua;
2.1 L de casca de arroz : 200 mL de agua;



1 L de casca de arroz : 1 L de farelo de arroz : 400 mL de agua,;
1 L de casca de arroz : 2 L de farelo : 200 mL de agua;

1 L de bagaco de cana : 200 mL de agua;

1 L de bagaco de cana : 1 L de farelo de arroz : 400 mL de agua;

1 L de bagaco de cana : "2 L de farelo de arroz : 200 mL de agua;

© N o o kW

1,5 L do subproduto da industria de cerveja sem agua;

[(e]

. 1 L de subproduto da industria de cerveja : 500 mL de farelo de arroz (s/ agua);

10. 1 L de sementes de goiaba (sem triturar) : 100 mL de agua;

11. 1 L de sementes de goiaba (sem triturar) : 2 L de farelo de arroz: 200 mL de agua;
12. 1 L de sementes de goiaba (trituradas) : 100 mL de agua,;

13. 1 L de sementes de goiaba (trituradas) : "2 L de farelo de arroz : 200 mL de agua.

Os diferentes produtos foram colocados em sacos de polipropileno
autoclavaveis, acrescidos das quantidades de agua, e os recipientes foram fechados,
em seguida, com um grampeador, apds duas ou trés dobras da extremidade aberta.
Como ja havia sido observado no decorrer desses estudos que os fungos colonizam
mais o0 substrato do lado da abertura do saco que na por¢céo ao fundo, provavelmente,
dada a maior eficacia nas trocas gasosas, trés possibilidades de aberturas do saco de
polipropileno foram testadas, a saber: a frente, ao fundo e em um dos lados, fechando o
recipiente nessas faces por meio de duas dobras e uso de grampeador. Apds o
acondicionamento dos diferentes materiais nos sacos, procedeu-se ao tratamento do
material em autoclave a 121 °C e 1 atm, por 40 minutos. Apés o resfriamento, os sacos
foram levados para uma cémara de fluxo laminar para inoculacdo em condicoes
assépticas.

Adicionaram-se cerca de 10 mL de agua esterilizada as placas de culturas puras
de A. oligospora e, com auxilio da al¢a de Drigalski, raspou-se a superficie das culturas.
Apéds a raspagem e retirada da suspensao de micélio e conidios, o volume foi ajustado
para 120 mL de suspensdo em agua esterilizada. Em seguida, com auxilio de uma
pipeta de Pasteur descartavel e esterilizada de 3 mL, procedeu-se a inoculagdo de 3 mL

da suspensdo em cada saco. Para cada tratamento avaliado, foram preparados 2



sacos. Apds a inoculacdo, os sacos foram mantidos em uma sala a 25 + 2 °C, no
escuro, por 15 dias. A cada dois dias, o conteudo dos sacos, individualmente, era
misturado, manualmente, para uma colonizacdo mais uniforme do material. Apos 15
dias de incubacdo, procedeu-se a uma estimativa visual da percentagem do material

colonizado por recipiente.

3.12. Avaliacao de Diferentes Substratos, Condicao de Aeracao do
Acondicionamento e Formas de Tratamento para Producado de uma
Formulacao dos Fungos Nematofagos

Tomando-se como base os resultados obtidos no teste anterior, foram escolhidos
alguns dos tratamentos para uma avaliagdo mais detalhada tanto da composi¢do como
das formas de tratamentos esterilizantes do substrato a ser utilizado na formulagao dos
fungos nemato6fagos. Os principais critérios na escolha dos materiais para composicao
do substrato foram a disponibilidade do material, o custo e o favorecimento ao
crescimento dos fungos no material.

Um litro de bagago de cana, misturado com meio litro de farelo de arroz e bagaco
puro, acrescidos de 200 mL de agua foram acondicionados em sacos de polipropileno
com as seguintes dimensdes: 35 cm de altura x 25,5 cm de largura, para o tratamento
em autoclave. Para o tratamento do substrato com irradiagcéo, foram utilizados sacos de
polietileno com as dimensdes de 60 cm de altura x 42 cm de largura. Ambas as
embalagens foram fechadas com grampeador, utilizando-se de trés grampos
equidistantes apds duas dobras na extremidade aberta das embalagens. Uma variagao
desses tratamentos também foi testada, constituida dos mesmos materiais e
embalagens, mas com fechamento dos recipientes com dobras e uso de grampeador
nas duas extremidades das embalagens. Os tratamentos de esterilizacao dos substratos
foram autoclavagem a 120 °C e 1 atm, por 40 minutos, realizados no Laboratério de
Nematologia da UNESP/FCAV e esterilizacdo do substrato com irradiagdo. A irradiagao

foi efetuada com radiois6topo cobalto-60, nas doses de 5, 25 e 50 kGy, nas instalacdes



da empresa especializada CBE (Companhia Brasileira de Esterilizacdo), com sede em
Jarinu — SP.

A CBE utiliza o tratamento com energia ionizante que consiste em expor 0s
produtos as ondas eletromagnéticas curtas, de alto poder de penetragdo. Essas ondas
penetram em qualquer tipo de embalagem e produto, rompem a cadeia de DNA dos
microrganismos, eliminando-os ou impedindo que eles se reproduzam. Devido ao alto
poder de penetracdo da radiacdo nos mais diversos materiais, 0 processo pode ser
executado com os produtos em suas embalagens finais, em camaras especiais de alta
seguranga, garantindo uma esterilizagdo eficaz e segura. Outra caracteristica do
processo é que nao deixa residuo téxico, sendo que os produtos podem ser utilizados
imediatamente apds a esterilizagéo.

Os seguintes materiais e formas de tratamento foram utilizados para formulagao

de A. oligospora e P. lilacinus:

1.1 L de bagago de cana : 500 mL de farelo de arroz : 200 mL de 4gua — uma abertura -
autoclavado (F AUTO I);
. 1 L de bagaco de cana : 500 mL de farelo de arroz : 200 mL de agua — duas aberturas
- autoclavado (F AUTO II);
3. 1 L de bagaco de cana : 500 mL de farelo de arroz : 200 mL de agua — uma abertura —
50 kGy (F 50 I);

[\)

4.1 L de bagago de cana : 500 mL de farelo de arroz : 200 mL de 4gua — duas aberturas
— 50 kGy (F 50 11);
5.1 L de bagago de cana : 500 mL de farelo de arroz : 200 mL de dgua — uma abertura —

25 kGy (F 25 I);
6. 1 L de bagaco de cana : 500 mL de farelo de arroz : 200 mL de agua — duas aberturas
— 25 kGy (F 25 11);
. 1 L de bagago de cana : 500 mL de farelo de arroz : 200 mL de agua — uma abertura —
5kGy (F51);
8. 1 L de bagaco de cana : 500 mL de farelo de arroz : 200 mL de agua — duas aberturas
- 5kGy (F51I);

~



9. 1 L de bagaco de cana : 500 mL de farelo de arroz : 200 mL de agua — uma abertura —

Testemunha (F TESTEMUNHA |);

10. 1 L de bagaco de cana : 500 mL de farelo de arroz : 200 mL de agua — duas

aberturas — Testemunha (F TESTEMUNHA l1);

11. 1,5 L de bagaco de cana : 200 mL de agua — uma abertura - autoclavado (F AUTO I);

12. 1,5 L de bagaco de cana : 200 mL de agua — duas aberturas - autoclavado (F AUTO
I1);

13. 1,5 L de bagago de cana : 200 mL de 4gua — uma abertura — 50 kGy (F 50 1);

14. 1,5 L de bagago de cana : 200 mL de 4gua — duas aberturas — 50 kGy (F 50 II);

15. 1,5 L de bagago de cana : 200 mL de 4gua — uma abertura — 25 kGy (F 25 1);

16. 1,5 L de bagaco de cana : 200 mL de agua — duas aberturas — 25 kGy (F 25 II);

17. 1,5 L de bagago de cana : 200 mL de 4gua — uma abertura — 5 kGy (F 5 |);

18. 1,5 L de bagaco de cana : 200 mL de agua — duas aberturas — 5 kGy (F 5 II);

19. 1,5 L de bagagco de cana : 200 mL de 4gua — uma abertura — Testemunha (F
TESTEMUNHA |);

20. 1,5 L de bagaco de cana : 200 mL de agua — duas aberturas — Testemunha (F
TESTEMUNHA II).

Apbés os substratos receberem os tratamentos de esterilizacdo, foi feito
plagueamento de uma por¢do do substrato em BDA (batata dextrose &gar), em
condicoes assépticas, para a avaliagdo da presenca de contaminantes (fungos,
bactérias ou outros microrganismos), uma semana apos o plaqueamento. Cerca de 21
dias apds a inoculacao do substrato, avaliou-se a percentagem de colonizacao visual do
material pelos fungos nematéfagos. Para a avaliagdo da esporulacdo, 10 g de cada
substrato colonizados foram transferidos para um vidro contendo 100 mL de uma
solugdo de Tween 20 em agua destilada e esterilizada e agitados manualmente por 2
minutos. A suspensdo foi passada em uma gaze e, em seguida, estimou-se a
concentragdo de conidios em camara de Newbauer com auxilio de um microscopio
optico composto. Para os tratamentos que néo exibiram a presenca de contaminantes

no substrato esterilizado, foi feito plaqueamento de uma por¢cdo do substrato em agar-



agua (AA) a 2%, em condigdes assépticas. Dez dias depois, foi confirmado se o
crescimento micelial nos substratos era dos fungos nematéfagos inoculados ou de
contaminantes, com base na morfologia dos conidios e dos conidiéforos. Apds essa
avaliacdo, nas mesmas placas em que se constatou a presenca de A. oligospora, foi
colocada uma suspensao de 1 mL contendo 200 Panagrellus sp. por placa. Nas placas
onde se constatou P. lilacinus, colocou-se uma suspensado de 1 mL contendo 200 ovos
de M. javanica por placa. Quatro dias depois, foram avaliados os numeros de
Panagrellus sp. predados e o de ovos de M. javanica parasitados por placa, para a
determinacédo da percentagem de nematdides predados e de ovos parasitados. Todos
esses estudos foram realizados em condigcdo de temperatura ambiente do Laboratorio
de Nematologia, onde as médias das maximas e das minimas no periodo foram de 23,2
e 22,4 °C, respectivamente.

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1),
conforme BARBOSA (2001), e submetidos a andlise de variancia pelo teste F,

comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.13. Controle Biologico de Nematdides em Cultivo Protegido de Tomateiro
Cereja Organico com Arthrobotrys musiformis, A. oligospora e
Paecilomyces lilacinus

O experimento foi conduzido no Municipio de Itapolis - SP, em uma estufa de
producdo comercial de tomate cereja infestada por M. incognita. Foi testada a mistura
de partes iguais de bagaco de cana enriquecido com farelo de arroz na propor¢ao de
2:1, colonizada, individualmente, pelos fungos A. musiformis, A. oligospora e P.
lilacinus.

A partir de cultura pura dos fungos A. musiformis, A. oligospora e P. lilacinus
mantida em tubos de ensaio, transferiu-se, com auxilio de um estilete flambado, uma
pequena por¢do da colbnia para placas de Petri contendo agar-agua a 2%. Essas
placas foram mantidas em estufa do tipo BOD a 25 + 1 °C, por 15 dias, no escuro. Apos
esse periodo, quando os fungos apresentaram esporulacdo abundante, estruturas



reprodutivas dos fungos (conidios) foram transferidas para placas de Petri contendo
BDA, e as placas foram mantidas nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, por
12 dias. A seguir, foram adicionados 24 mL de &gua destilada esterilizada em cada
placa e, com auxilio de uma alca de Drigalski, foi removido o micélio da superficie do
meio. Em camara de fluxo laminar, foram inoculados, com auxilio de uma pipeta de
Pasteur descartavel, 6 mL da suspensao obtida em 1 L de bagaco de cana, 2 L de
farelo de arroz e 300 mL de agua, autoclavados a 121 °C a 1 atm, durante 40 minutos,
em sacos de polipropileno autoclavaveis.

Para a inoculagédo do substrato, efetuou-se um orificio no saco de polipropileno,
aplicou-se a suspensao de estruturas do fungo com uma pipeta de Pasteur, lacrou-se o
saco com uma fita adesiva e incubou-se a cultura em sala escura com temperatura
ambiente de cerca de 25 + 2°C, por 15 dias, até a colonizagdo total do substrato.
Periodicamente, esses sacos foram revolvidos para a homogeneizagao da colonizagao
do substrato pelo fungo. Ao final, quantidades iguais de substrato colonizado
individualmente pelos fungos foram misturadas e, conforme o tratamento, partes dessa
mistura foram retiradas para aplicagao nas parcelas como inéculo.

O experimento foi instalado em cultura sob estufa, no periodo 24-10-2005 a 16-
04-2006. A area experimental utilizada foi de quatro canteiros de 100m de comprimento
e 0,4 m de largura. Quatro parcelas de 6 m de comprimento foram demarcadas, em
cada um dos canteiros, em pontos mais infestados da estufa, previamente identificados
pelo produtor com base nos sintomas observados nas plantas no cultivo anterior de
tomateiro expressos na forma de crescimento comprometido das plantas e presenca de
galhas nas raizes (Figura 10). A espécie presente foi M. incognita, identificada com
base nos caracteres morfolégicos do padrao perineal (TAYLOR & NETCHER, 1974), na
morfologia da regido labial de machos (EISENBACK et al., 1981) e no fendtipo
isoenzimatico para esterase, conforme ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU (1990).

Os tratamentos adotados foram preparados a partir da mistura de partes iguais
de bagago de cana com farelo de arroz, na proporcéo de 2:1, previamente autoclavado,
inoculado e colonizado individualmente pelos fungos A. musiformis, A. oligospora e P.

lilacinus, conforme descricdo detalhada a seguir:



Figura 10. Sintoma tipico da infecgdo por Meloidogyne
incognita em raizes de tomateiro, expresso na forma de
galhas.



1. 3 L da mistura por parcela;
2. 6 L da mistura por parcela;

T. Testemunha (T) = sem o tratamento com os fungos.

Os tratamentos com quatro repeticbes foram distribuidos no delineamento
inteiramente casualizado e aplicados em 24-10-2005, manualmente, de forma
homogénea ao longo de cada parcela, promovendo-se leve incorporacdo com o auxilio
de um rastelo. Em seguida, todas as parcelas, inclusive a Testemunha (sem o

tratamento com os fungos) foram cobertas com bagaco de cana (Figura 11).

Ap6s a marcagdo das parcelas e antes da aplicagdo dos tratamentos, foram
coletadas quatro amostras simples para a formagdo de uma amostra composta de solo
de cada parcela, tendo em vista a determinacdo da populacao inicial dos nematdides
em 100 cm® das amostras de solo. As mudas de tomate tipo cereja ‘Sindy’, com 25 dias
da germinagdo, foram transplantadas nos canteiros, aos 13 dias ap6s a aplicacdo dos
tratamentos, em 07-11-2005.

Quando as plantas iniciaram a producdo (Figura 12), foram avaliadas a
produtividade média das parcelas tratadas e nao-tratadas, além das amostragens do
solo e de raizes, aos 45 e 90 dias, para a verificacdo dos niveis de populacdo dos
nematdides. Para essas avaliacbes, uma amostra composta foi formada a partir de
quatro amostras simples de solo e raizes coletadas entre as plantas ao longo da

parcela.

Essas amostras foram acondicionadas em sacos de plastico, etiquetadas e
transportadas para o Laboratério de Nematologia da UNESP/FCAV, onde foram
processadas. Os nematdides foram extraidos das amostras de solo, pelo método da
flotagdo centrifuga em solucdo de sacarose (JENKINS, 1964), e das raizes, pelo
método de COOLEN & D'HERDE (1972). A seguir, as populacées de nematbides nas
amostras foram estimadas ao microscépio éptico composto com auxilio da camara de
contagem de Peters (SOUTHEY, 1970). As populagdes de nematoides identificadas nas
amostras de solo e raizes foram: M. incognita, P. brachyurus, P. zeae, R. reniformis, H.
dihystera e Tylenchus sp. A identificacdo da populacdo de R. reniformis
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Figura 12. Tomateiros cereja cultivar Sindy, cultivadas em
canteiros infestados por Meloidogyne incognita, previamente
tratados com a mistura de bagaco de cana colonizado por
Arthrobotrys musiformis, A. oligospora e Paecilomyces
lilacinus. A) Plantas florescendo com 45 dias apdés o
transplantio. B e C) Plantas em plena produgdo com 90 dias
apds o transplantio.



foi feita com base em caracteres morfologicos de fémeas jovens utilizando-se da chave
dicotémica proposta por ROBINSON et al. (1997). As populac¢des de P. brachyurus e P.
zeae foram identificadas com base na morfologia de fémeas adultas, utilizando-se da
chave dicotdmica proposta por SANTOS et al. (2005). Para a identificacdo da
populacdo de H. dihystera, caracteres morfoldégicos de fémeas adultas do nematdide
foram comparados com a descricdo de caracteristicas morfolégicas de fémeas da
espécie, conforme SIDDIQI (1972). Embora diferentes géneros e espécies tenham sido
identificados nas amostras, as populagdes de M. incognita, P. brachyurus, P. zeae, R.
reniformis e H. dihystera apresentaram os maiores niveis de populacdo no solo. Por
conseguinte, sobre essas populacdes, foi posta maior énfase na avaliagéo.

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1),
conforme BARBOSA (2001), e submetidos a andlise de variancia pelo teste F,

comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.14. Controle Biolégico de Nematoides em Cultivo de Quiabeiro Organico
com Arthrobotrys musiformis, A. oligospora e Paecilomyces lilacinus

Em areas de producédo comercial de cultivos organicos no Municipio de Itapolis -
SP, onde os nematodides, notadamente Meloidogyne spp., sdo o principal problema para
o cultivo de quiabeiro (Figuras 13 e 14), escolheu-se uma é&rea infestada por M.
incognita para conducgao desse experimento. Foi utilizadas a mistura de partes iguais do
substrato constituido de bagaco de cana misturado com farelo de arroz, na proporgao
de 2:1, colonizado individualmente pelos fungos A. musiformis, A. oligospora e P.
lilacinus, preparado conforme descrito no item 3.13.

A area experimental utilizada foi de 16 linhas de 3 m de comprimento, em area
previamente marcada pelo produtor, utilizando as plantas com sintomas da infecgéao por
M. incognita na parte aérea e nas raizes, no cultivo anterior, como indicativo para
escolha das areas. O experimento foi conduzido no periodo de 13-09-2005 a 1°-02-
2006. Os tratamentos adotados foram:
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Figura 14. Sintoma tipico da infec¢do por Meloidogyne incognita
em raizes de quiabeiro, na regido de Itpolis - SP.



1. 4 L da mistura da mistura de partes iguais do substrato colonizado,
individualmente, pelos fungos por parcela;

T. Testemunha (T) = sem o tratamento com os fungos.

Os tratamentos foram aplicados nas parcelas, em 13-09-2005, manualmente,
de forma homogénea ao longo da parcela (Figura 15), promovendo-se leve mistura e
incorporacdo com a ajuda de um rastelo. Em seguida, todas as parcelas, inclusive a
Testemunha (sem tratamento com os fungos), foram cobertas com palhada de
capim. ApOs a marcacgao das parcelas, imediatamente antes da aplicacdo dos
tratamentos, foram coletadas trés amostras simples para a formacao de uma amostra
composta de solo por parcela, tendo em vista a determinagéo da populacao inicial
dos nematéides em 100 cm® das amostras. As mudas de quiabeiro cultivar Santa
Cruz, com 15 dias da germinacao, foram transplantadas nos canteiros, aos 15 dias
apds a aplicacao dos tratamentos, em 28-09-05, tendo sido adotado o delineamento

inteiramente casualizado, com oito repeti¢cdes para cada tratamento.

Apds o transplantio das mudas, foram feitas amostragens do solo e de raizes aos
45 e 90 dias, para a verificacao dos niveis das populagdes dos nematoides e da eficacia
do controle com os fungos nematdfagos. Para essas avaliagdes, uma amostra
composta foi formada a partir de trés amostras simples de solo e raizes coletadas entre
as plantas ao longo de cada parcela.

Essas amostras foram acondicionadas em sacos de plastico, etiquetadas e
transportadas para o Laboratorio, onde foram processadas. Os nematodides foram
extraidos das amostras de solo, pelo método da flotacdo centrifuga em solucédo de
sacarose (JENKINS, 1964), e das raizes, pelo método de COOLEN & D'HERDE (1972).
A seguir, as populagbes de nematdides nas amostras foram estimadas ao microscopio
optico composto, com auxilio da camara de contagem de Peters (SOUTHEY, 1970) e
identificadas conforme descrito no item anterior.

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1),
conforme BARBOSA (2001), e submetidos a andlise de variancia pelo teste F,
comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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3.15. Controle Biolégico de Meloidogyne mayaguensis em Goiabeira com
Arthrobotrys musiformis, A. oligospora, Paecilomyces lilacinus e
Dactylella sp.

Relatos recentes da ocorréncia de Meloidogyne mayaguensis infectando as
raizes de goiabeira (Psidium guajava), desde o sul até as regides norte e nordeste do
Brasil, dao conta de que esse nematdide vem ameacando a rentabilidade e até mesmo
a viabilidade da cultura da goiabeira no Pais (CARNEIRO et al., 2001; LIMA et al., 2003;
TORRES et al., 2004 e 2005). Importantes regides produtoras de goiaba ja constataram
a presenca desse nematodide, tais como a regido de Petrolina — PE, e nos Estados do
Rio de Janeiro e Sao Paulo, que € o maior produtor de goiaba do Brasil. Essa espécie
ndo € problema apenas para a cultura da goiaba, mas apresenta ampla gama de
hospedeiros, incluindo culturas e plantas daninhas, tais como: ornamentais, café
(Coffea sp), mamao (Carica papaya L.), acerola (Malpighia emarginata D.C.), aracé
(Psidium sp.), soja (Glycine max (L.) Merril), feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), feijao
caupi (Vigna unguiculata Walp.), tomate, pimentdo, fumo (Nicotiana tabacum L.),
abdbora (Cucurbita moschata Duchesne), melancia (Citrullus vulgaris Schrad.), melao
(Cucumis melo L.), fedegoso (Senna sp.), serralha (Emilia sonchifolia (L.) DC. ex
Wight.), beldroega pequena (Chamaesyce prostata Ait.), urtiga (Cnidoscolus urens (L.)
Arthur) e maracuja do mato (Passiflora mucronata Lam.), conforme relatos anteriores
(MARANHAO, 2001; MEDEIROS et al., 2003; LIMA et al., 2003; GUIMARAES et al.,
2003). Em 2004, em area irrigada de producdo de goiaba variedade Pedro Sato, da
empresa VAL FRUTAS, na regiao de Monte Azul Paulista — SP, foi constatada alta
infestacao no solo por M. mayaguensis e infeccao de raizes exibindo extensas necroses
(Figura 16). A alta infecgdo do sistema radicular das plantas resulta em severo
comprometimento a absorgdo e transporte de agua e nutrientes com consequente
depauperamento geral das plantas, conforme ilustrado na Figura 17. As folhas
apresentam coloracdo avermelhada (Figuras 18 e 19) e os frutos ndo se desenvolvem
satisfatoriamente (Figura 20), comprometendo a producdo, especialmente quanto a

qualidade dos frutos destinados ao consumo in natura. Até a morte de plantas foi



Figura 16. Raizes de goiabeira variedade Pedro
Sato, exibindo galhas formadas por
Meloidogyne  mayaguensis, coletadas no
Municipio de Monte Azul Paulista — SP.



Figura 17. Plantas de goiabeira variedade Pedro Sato, na
regido de Monte Azul Paulista — SP. A) Planta doente,
apresentando desenvolvimento comprometido, clorose
generalizada e menor numero de folhas, face a alta
infeccdo das raizes por Meloidogyne mayaguensis. B)
Planta sadia.



Figura 18. Folhas avermelhadas em goiabeira
variedade Pedro Sato, na regidao de Monte Azul
Paulista — SP, exibindo os sintomas tipicos de alta
infeccao nas raizes por Meloidogyne mayaguensis.
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constatada na area, devido a alta populacdo do nematoide, levando a formacéo de
reboleiras no pomar (Figura 21), aumentando ainda mais 0 prejuizo para a empresa.
Esses fatos levaram o técnico responsavel a procurar uma opcdo de manejo do
nematodide no Laboratério de Nematologia da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.
Por se tratar de uma cultura perene, para a qual ndo existem nematicidas quimicos
registrados, a utilizacdo de um porta-enxerto resistente e o controle biolégico seriam as
principais op¢des a serem testadas. Diante do exposto, foi testada a mistura de partes
iguais de bagaco de cana e farelo de arroz colonizado individualmente por A.
musiformis, A. oligospora, P. lilacinus e Dactylella sp.

A partir de culturas puras dos fungos A. musiformis, A. oligospora, P. lilacinus e
Dactylella sp., preparou-se uma formulacao desses fungos como descrito no item 3.14.
O experimento, visando a avaliacdo da eficacia do controle biolégico de M.
mayaguensis e H. dihystera, previamente constatados no pomar, utilizando esses
fungos nematéfagos, foi instalado em uma area irrigada de producdo comercial de
goiaba para mesa de cinco anos de idade, variedade Pedro Sato, de propriedade da
empresa VAL FRUTAS, na regiao de Monte Azul Paulista — SP, no periodo de 22-09-
2005 a 26-01-2006.

Cada parcela continha quatro arvores contiguas, no espacamento de 7 m entre
linhas e 5 m entre plantas, sendo que, para a avaliacao do efeito dos tratamentos,
foram consideradas as duas plantas centrais como a area util. Os tratamentos com os
fungos foram preparados a partir da mistura de partes iguais do substrato colonizado,
individualmente, por esses agentes, a saber:

1. 4 L da mistura de partes iguais de bagaco de cana e farelo de arroz,

colonizada, individualmente, pelos fungos mencionados por planta;

2. 8 L da mesma mistura, por planta;

3. 150 g de Aldicarb, por planta;

4. Testemunha (T) = sem qualquer tratamento.

Antes da aplicacdo dos tratamentos nas parcelas, no dia 22-09-2005, foi feita
uma trituracdo prévia das doses de 4 e 8 L da mencionada formulagdo dos fungos
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nematofagos com 25 kg de sementes trituradas de goiaba, obtida na industria VAL
FRUTAS, utilizando-se de uma picadeira de capim acoplada a tomada de forgca de um
trator. Para os tratamentos-testemunha e o tratamento com Aldicarb, também foram
aplicados os 25 kg de semente de goiaba triturada/planta. Todas as plantas da parcela
receberam seu respectivo tratamento. As misturas foram aplicadas manualmente sob a
copa das arvores, promovendo-se leve incorporagdo com um rastelo e cobrindo o solo
com restos de folha da goiabeira e palha de capim. O Aldicarb foi aplicado utilizando-se
de uma matraca, distribuindo-se o produto de forma homogénea, em 8 pontos, na
projecao da copa das plantas (Figura 22). Todos os frutos das arvores foram removidos
imediatamente antes da aplicacdo dos tratamentos.

Ap6s a marcagdo das parcelas, imediatamente antes da aplicagcdo dos
tratamentos, foram coletadas oito amostras simples para a obtencdo de uma amostra
composta de solo e de raizes por parcela, tendo em vista a determinacao da populacao
inicial dos nematoéides em 100 cm?® das amostras de solo e em 10 g de raizes. Além da
amostragem inicial, também se repetiu essa mesma amostragem aos 60 e 120 dias
apés a aplicacdo dos tratamentos. O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado, com quatro repeticées para cada tratamento. Essas amostras
foram acondicionadas em sacos de plastico, etiquetadas e transportadas para o

Laborat6rio de Nematologia, onde foram processadas.

Os nematoides foram extraidos das amostras de solo, pelo método da flotagao
centrifuga em solugdo de sacarose (JENKINS, 1964), e das raizes, pelo método de
COOLEN & D'HERDE (1972). A seguir, as populacdes de nematdides nas amostras
foram estimadas ao microscopio éptico composto com auxilio da camara de contagem
de Peters (SOUTHEY, 1970).

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados em Log (x+1),
conforme BARBOSA (2001), e submetidos a andlise de variancia pelo teste F,

comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.



Figura 22. Aplicacdo dos tratamentos na proje¢cdao da copa de goiabeira variedade
Pedro Sato, infectada por Meloidogyne mayaguensis, na regido de Monte Azul
Paulista — SP. A) Testemunha (25 kg de sementes de goiaba trituradas/planta). B e
C) Doses de 4 e 8 L da mistura de partes iguais de bagaco de cana colonizado por
fungos nemat6fagos mais 25 kg de sementes. D) Aldicarb 150 g mais 25 kg de
sementes trituradas/arvore.



3.16. Teste - Piloto para o Manejo de Meloidogyne javanica em Plantio
Comercial de Crisantemo de Corte com Fungos Nematofagos em
Ambiente Protegido em Holambra - SP

Os nematéides de galha (Meloidogyne spp.) estédo entre os principais problemas
no cultivo de crisantemo de corte, em ambiente protegido. A fumigacao do solo com
brometo de metila, o principal método de manejo disponivel, em nossas condi¢cdes,
além de caro, envolve alta periculosidade. O controle biolégico de nematbéides em
ambiente protegido é favorecido pelas condi¢des locais em tais ambientes e poderia ser
uma alternativa viavel para o manejo dessas pragas.

A populacdo de M. javanica foi previamente identificada com base na morfologia
da regiao labial de machos e na configuragdo perineal, observados ao microscopio
Optico composto, e no fendtipo isoenzimatico de esterase, obtido pela técnica de
ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU (1990), utilizando-se de um sistema tradicional
de eletroforese vertical Mini Protean Il da BIO-RAD.

Uma mistura de partes iguais do substrato colonizado individualmente pelos
fungos A. musiformis, A. oligospora, D. leptospora, M. robustum e P. lilacinus foi
empregada, a razao de 1L da mistura para 100 L dos substrato constituido por palha de
arroz pré-carbonizada, utilizado para a producdo das mudas. Os fungos foram
formulados individualmente em 214 g de substrato a base de arroz e 100 mL de &gua,
autoclavados em sacos de polipropileno, conforme descrito no item 3.7. Um litro de
partes iguais do arroz colonizado pelos cinco fungos, individualmente, foi aplicado a 100
L do substrato utilizado para a producao das mudas. O material contendo os fungos foi
vigorosamente misturado ao substrato para a produgdo das mudas (Figura 23 A), e a
seguir, as bandejas foram preenchidas com esse material para producao das mudas
(Figura 23 B). Quando as mudinhas atingiram 20 dias de idade e estavam aptas para o
transplantio, o substrato utilizado para a producédo das mudinhas estava completamente
colonizado pelos fungos (Figura 23 C e D). Entdo, foram transplantadas nos canteiros
infestados por M. javanica (Figura 23 E e F). O crescimento e o desenvolvimento das
plantas nos canteiros foram acompanhados e documentados até a colheita. Esse
trabalho foi efetuado em 8,8 ha de estufa de crisdntemo de corte no decorrer de sete
quinzenas.



A\

Figura 23. Producdo de mudas de crisantemo de corte protegidas contra
nematdides pela aplicacdo de fungos nematdéfagos no substrato. A)
Substrato constituido de palha de arroz pré-carbonizada com aplicacao de 1
L da mistura de partes iguais do material colonizado, individualmente, por
cinco fungos nematéfagos para 100 L do substrato. B) Bandejas contendo o
substrato ao qual foi adicionada a mistura de fungos nematéfagos. C) Mudas
produzidas no substrato contendo os fungos nematéfagos. D) Evidéncias da
colonizacdo do substrato das mudas pelos fungos nematéfagos. E e F)
Canteiros infestados por Meloidogyne javanica plantados com as mudas
produzidas em substrato tratado com os fungos nematéfagos.



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Deteccao, Isolamento e Manutencao das Culturas Puras dos Fungos

Nematoéfagos

Os fungos nematéfagos predadores Arthrobotrys oligospora, A. musiformis e
Monacrosporium sp. foram isolados da rizosfera de plantas de diferentes culturas
(Tabela 1), os quais foram identificados, utilizando-se de chaves de identificacdo de
espécies, segundo HAARD (1968), VAN OORSCHOT (1985), LIU & ZHANG (1994) e
publicacbes das descricoes originais de varios fungos (McCULLOCH, 1977;
DRECHSLER, 1937; DRECHSLER, 1961). Entdo, os conidios e/ou estruturas
caracteristicas desses fungos foram documentados (Figura 24), e um ou mais isolados
de cada um deles foram incorporados a colecdo de fungos nematéfagos mantida no
laboratério de Nematologia da UNESP/FCAV.

Entre as 42 amostras plaqueadas, encontraram-se, em 28 delas, pelo menos,
uma, duas ou até trés espécies de fungos nematéfagos predadores numa Unica
amostra, correspondendo a 67% do total de amostras analisadas. Em apenas 33% do
total, correspondendo a 14 amostras, ndo foi detectada a presenca de nenhum fungo
nematofago predador (Tabela 1).

Avaliagbes prévias de isolados de A. musiformis, A. oligospora, Dactylella
leptospora, M. robustum e P. lilacinus, frente aos nematoides M. javanica, M. incognita
e R. reniformis foram efetuadas no mencionado laboratério e confirmaram o
potencial desses fungos como agentes do biocontrole de algumas espécies de
Meloidogyne e outros nematdides (MAIA, 2000; MAIA, 2001; BERNARDO, 2002;
CORBANI, 2002). Alguns desses isolados mais patogénicos a diferentes nematdides

foram formulados, inicialmente em arroz, para testes em estufas de producédo de
hortalicas ou em areas de agricultura organica.



Tabela 1. Amostras de solo de diferentes culturas e regides dos Estados de Sao Paulo,
Minas Gerais, Espirito Santo e Goias utilizadas para deteccdo, isolamento e

identificacao de fungos nemato6fagos predadores.

AMOSTRA LOCAL HOSPEDEIRO FUNGOS
COLETA

L.1528/03 Taquaral - SP Tomateiro ausentes
L.1529/03 Taquaral - SP Tomateiro Arthrobotrys oligospora
L.1667/03 Linhares - ES Mamoeiro A. oligospora e Monacrosporium sp.
L.1670/03 Pirajui - SP Pimentao Ausentes
L.1671/03 Pirajui - SP Pimentéo Ausentes
L.1722/03 Birigui - SP Quiabeiro Ausentes
L.1723/03 Jales - SP Uva Ausentes
L.1724/03 Jales - SP Uva A. musiformis
L.1725/03 Tapira - MG Nao informado A. musiformis e A. oligospora
L.1782/03 C. Gomes - MG Citros A. musiformis e A. oligospora
L.1788/03 Urupés - SP Citros A. oligospora
L.1790/03 Urupés - SP Citros A. oligospora
L.1791/03 Urupés - SP Citros A. oligospora
L.1795/03 Urupés - SP Citros A. musiformis e A. oligospora
L.1796/03 Urupés - SP Citros A. musiformis e A. oligospora
L.1810/03 Cristalina - GO Nao informado Ausentes
L.1818/03 lpua - SP Cana-de-agucar Ausentes
L.1819/03 lpua - SP Cana-de-aclcar  A. oligospora e Monacrosporium sp.
L.1821/03 lpua - SP Cana-de-acucar A. oligospora
L.1822/03 lpua - SP Cana-de-acgucar Ausentes
L.1824/03 lpua - SP Cana-de-acgucar Monacrosporium sp.

C. Gomes = Comendador Gomes



Continuagéo...

AMOSTRA LOCAL HOSPEDEIRO FUNGOS
COLETA
L.1825/03 lpua - SP Cana-de-acgucar A. musiformis e A. oligospora
L.1833/03  Ipua - SP Cana-de-acuUcar Ausentes
L.1834/03  lIpua - SP Cana-de-acucar Ausentes
L.1835/083  Ipuéa - SP Cana-de-agucar Ausentes
L.1854/03 lpua - SP Cana-de-acucar A. oligospora
L.2/04 B. de Minas - MG Nao informado A. oligospora
L.42/04 B. de Minas - MG Nao informado A. oligospora
L.44/04 B. de Minas - MG N&o informado A. oligospora
L.46/04 B. de Minas - MG Pimenta A. oligospora e Monacrosporium sp.
L.47/04 B. de Minas - MG Nao informado Arthrobotrys musiformis
L.48/04 B. de Minas - MG Tomilho Ausentes
L.49/04 B. de Minas - MG Pimentao A. oligospora e Monacrosporium sp.
L.50/04 B. de Minas - MG Pimentéao A. musiformis
L.52/04 B. de Minas - MG Pimentéao A. musiformis
L.53/04 B. de Minas - MG Cebola (bulbo) A. musiformis e A. oligospora
L.54/04 B. de Minas - MG A. musiformis, A. oligospora e
Pimentao
Monacrosporium sp.
L.55/04 B. de Minas - MG Cebola (folha) A. musiformis e A. oligospora
L.56/04 B. de Minas - MG Pimentao A. musiformis e A. oligospora
L.57/04 B. de Minas - MG Nao informado Ausentes
L.58/04 B. de Minas - MG Pimentao Ausentes
L.63/04 B. de Minas - MG Manjericdo A. oligospora e Monacrosporium sp.

B. de Minas = Brasilandia de Minas



Figura 24. Fotomicrografias dos conidios de
fungos nematéfagos isolados de amostras
de solo. A) Arthrobotrys musiformis. B)
Arthrobotrys oligospora. C) Monacrosporium
sp. (barras de escala 10 pm)



4.2. Manutencao de Culturas Puras dos Fungos da Colecao do Laboratério
de Nematologia

A colecdo de fungos nematéfagos predadores do Laboratério de Nematologia é
composta por cinco diferentes espécies: Arthrobotrys musiformis, A. oligospora,
Dactylella sp., Monacrosporium robustum e Paecilomyces lilacinus. As culturas puras
desses fungos sdo mantidas em tubos de ensaio, no escuro, em temperatura ambiente,
conforme mencionado no item 3.1. A cada ano, os fungos estdo sendo repicados para
placas de Petri, com agar-agua a 2%, acrescida de uma aliquota de 2 mL de suspensao
concentrada de NVL. ApoOs a predacdo e/ou infecgcdo dos nematdides, os fungos séo
novamente isolados, em cultura pura, a partir de estruturas reprodutivas, sendo
armazenados conforme mencionado no item 3.2. Conquanto o isolado de M. robustum
da mencionada colecao tenha exibido elevada patogenicidade a diferentes nematdides,
em estudos anteriores (MAIA, 2000; MAIA, 2001; BERNARDO, 2002; CORBANI, 2002),
pelo fato de se tratar de um fungo de crescimento muito lento, decidiu-se nao inclui-lo

em alguns dos testes a campo.

4.3. Crescimento Micelial e Esporulacao de um Isolado de Arthrobotrys
musiformis e um de Arthrobotrys oligospora em Diferentes Meios de
Cultura e duas Temperaturas

A Tabela 2 contém os resultados das analises de variancia dos dados relativos
ao crescimento micelial de A. musiformis e A. oligospora, em diferentes meios de
cultura e duas temperaturas (B.O.D. a 25 + 1 °C e em temperatura ambiente do
laboratério), para todas as avaliagdes individuais, durante 6 dias, assim como para a
interagdo meio x temperatura.

No primeiro dia de avaliagéo, na interacdo meio x A. musiformis, a maior média

do crescimento micelial foi para AA com 0,92 cm, apresentando diferenca estatistica
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significativa pelo teste de Tukey, a 1% de probabilidade de outros meios, a exceg¢ao de
TK, AZT, AFF, PD, BDA, FA, AZG, FT, CMA, AMA, FM e FR. Com A. oligospora, a
maior média foi obtida com o meio de AZG com 0,63 cm, diferindo estatisticamente dos
demais meios, exceto para AAZ. Para a interacdo meio x fungo, houve diferenca
estatistica significativa a 1% de probabilidade, sendo que A. musiformis apresentou
maior média, com 0,39 cm.

Quanto a interagao temperatura x A. musiformis, nao houve diferenga estatistica
significativa. Para A. oligospora, houve diferenca estatistica a 1% de probabilidade,
com maior média de 0,23 cm para temperatura ambiente. Na interacdo meio x
temperatura x fungo, ndo houve diferenca estatistica significativa para A. musiformis,
mas houve para A. oligospora a 1 % de probabilidade (Tabela 2).

Para o segundo dia de avaliagdo, a interacdo meio x A. musiformis e A.
oligospora apresentou diferenca estatistica significativa a 1% de probabilidade para a
média do crescimento micelial de ambos, sendo que a maior média para A. musiformis
foi para FA, com 2,82 cm, néo diferindo apenas de AFF, AFG, AM, BDA, FM, FT, PD e
TK. Com A. oligospora, a melhor média foi de 2,63 cm para AZG, nao diferindo dos
demais, exceto de AZT. Na interacdo meio x fungo, houve diferenca estatistica
significativa a 1% de probabilidade, com a maior média de 2,05 cm para A. musiformis.
Na interacdo temperatura x A. musiformis e A. oligospora, houve diferenca estatistica
significativa a 1% de probabilidade, com maiores médias de 2,20 e 1,92 cm,
respectivamente, em temperatura ambiente. Para a interacdo meio x temperatura x
fungo, houve diferenga estatistica significativa, sendo a 1% para A. musiformis e a 5%
para A. oligospora (Tabela 2).

No terceiro dia de avaliacdo, na interacdo meio x A. musiformis x A. oligospora,
ocorreu, para ambos, diferenca estatistica significativa a 1% de probabilidade para a
média do crescimento micelial, sendo a maior média de 4,63 cm com PD para A.
musiformis, ndo diferindo apenas de AFF, AFG, BDA, FA, FM, FMI, FT e TK. A maior
média para A. oligospora foi de 5,18 cm, nao diferindo apenas de AAZ, AZT, FT e TK.



Com a interacdo meio x fungo, ocorreu diferenca estatistica significativa a 1% de
probabilidade, onde a maior média foi de 3,78 cm para A. oligospora. Para a interagao
temperatura x A. musiformis e A. oligospora, ocorreu diferenga estatistica significativa
para ambos, sendo que as maiores médias foram em temperatura ambiente com 3,74 e
4,04 cm, respectivamente. Na interagdo meio x temperatura x fungo, houve diferenga
estatistica significativa a 1% de probabilidade para A. musiformis, mas nao houve para
A. oligospora (Tabela 2).

Para o quarto dia de avaliagéo, a interagdo meio x A. musiformis e A. oligospora,
apresentou, para ambos, diferenca estatistica significativa a 1% de probabilidade para a
média do crescimento micelial, sendo que, para A. musiformis, a maior média com 6,29
cm, foi obtida em PD, ndo diferindo apenas de AFF, BDA e FM. Para A. oligospora, a
maior meédia, com 7,08 cm, foi obtida em AZG, ndo diferindo apenas de AAZ. Na
interacao meio x fungo, houve diferenca estatistica significativa a 1% de probabilidade,
com a maior média, de 5,32 cm, para A. oligospora. Para a interagdo temperatura x A.
musiformis e A. oligospora, ambos apresentaram diferenga estatistica significativa a 1%
de probabilidade, sendo as maiores médias, de 4,87 e 5,61 cm, respectivamente, para a
temperatura ambiente. Com a interagdo meio x temperatura x fungo, ocorreram
diferencas estatisticas significativas para ambos, a 1% de probabilidade (Tabela 2).

No quinto dia de avaliagdo, para a interagdo meio x A. musiformis e A.
oligospora, ocorreu, para ambos, diferengca estatistica significativa a 1% de
probabilidade, sendo a maior média em PD com 7,43 cm, ndo diferindo apenas de AFF,
AM, BDA, CMA, FM, FMI e TK. Com A. oligospora, a maior média foi obtida em AAZ,
com 8,50 cm, nao diferindo apenas de AFF, AZG, AZT e FM. A interacao meio x fungo,
apresentou diferencga estatistica significativa a 1% de probabilidade, com a maior média,
de 6,89 cm, para A. oligospora. Na interacdo temperatura x A. musiformis e A.
oligospora, houve diferenca estatistica significativa a 1% de probabilidade, para ambos,
com as maiores médias, de 6,05 e 7,15 cm, respectivamente, para a temperatura



ambiente. Para a interacdo meio x temperatura x fungo, houve diferenca estatistica
significativa para ambos os fungos a 1% de probabilidade (Tabela 2).

No ultimo dia de avaliagdo, a interacdo meio x A. musiformis e A. oligospora
apresentou diferenca estatistica significativa para ambos os fungos a 1% de
probabilidade, sendo que A. musiformis teve a maior média com FM, nao diferindo
estatisticamente de AA, AFF, AM, BDA, CMA, FMI, FT, PD e TK. Enquanto para A.
oligospora, a maior média foi de 8,50 cm para AAZ, AFF, AM, AZG, AZT, FM, FR e FT,
nao diferindo estatisticamente de AA, AFG, BDA, CMA, FA, FU, PD e TK. Na interacao
meio x fungo, ocorreu diferenga estatistica significativa a 1% de probabilidade, sendo a
maior média para A. oligospora, com 7,71 cm. A interagdo temperatura x A. musiformis
e A. oligospora apresentou diferenga estatistica significativa a 1% de probabilidade,
para ambos, sendo as maiores meédias de 7,01 e 7,79 cm, respectivamente, para a
temperatura ambiente. Com a interacdo meio x temperatura x fungo, houve diferenca
estatistica significativa a 1% de probabilidade para ambos os fungos (Tabela 2).

Na Tabela 3, estdo as andlises de variancia das médias da esporulacdo de um
isolado de A. musiformis e um de A. oligospora, em duas temperaturas (B.O.D. a 25 +
1°C e temperatura ambiente), no escuro, em 20 meios de cultura, apds seis dias de
incubacgao.

A interacao meio x A. musiformis e A. oligospora revelou diferenca estatistica
significativa a 1% de probabilidade para ambos, sendo a maior média para A.
musiformis com 101.000 conidios/placa em FR, n&o diferindo estatisticamente de AFF,
AFG, AM, AZT, BDA, FA, FM, FMI e TK. Os fungos ndo esporularam nos meios AAZ,
AMA e PA. Com A. oligospora, a maior media foi de 570.800 conidios/placa em CMA,
diferindo dos demais meios, sendo que em PA nao houve esporulacdo. Para a
interacdo meio x fungo, houve diferenca estatistica significativa a 1% de probabilidade,
sendo que, enquanto a média de A. musiformis foi de 24.700 conidios /placa, para A.
oligospora foi de 64.547 conidios/placa. A interacdo meio x A. musiformis e A.

oligospora apresentou diferengca estatistica significativa para ambos, onde ocorreu



Tabela 3. Comparacdes de médias da esporulacao de um isolado de Arthrobotrys musiformis
e um de A. oligospora em 20 meios de cultura e duas temperaturas (B.O.D. 25 + 1°C e
temperatura ambiente) no escuro, apos seis dias de crescimento micelial. Jaboticabal —
SP/2004.

FUNGO (F)
MEIO (M) Arthrobotrys musiformis 1 Arthrobotrys oligospora
AA 009650 cd 006900 c
AAZ 000000 f 041650 bc
AFF 031950 abc 046550 bc
AFG 053750 ab 039000 bc
AM 031900 abc 037635 bc
AMA 000000 f 006100 c
AZG 004200 e 049600 bc
AZT 026700 abc 076850 bc
BDA 042650 ab 050700 bc
BDA + L 002200 d 038450 bc
CMA 004150 d 570800 a
FA 036350 abcd 042200 bc
FM 014550 abc 032550 bc
FMI 027150 ab 052550 bc
FR 101000 a 108600 b
FT 009450 bc 038350 bc
FU 008300 e 036300 bc
PA 000000 f 000000 c
PD 006100 cd 001850 c¢
TK 083950 a 014300 bc
Teste F 122,19 ** 40,65 **
dms (Tukey 5%) 0,7474 97434
FUNGO (F)
Arthrobotrys 24700 b
musiformis
Arthrobotrys 64547 a
oligospora
Teste F 431,23 **
dms (Tukey 5%) 0,0847
TEMPERATURA (T)
AMBIENTE 27020 a 52816 b
B.O.D. 22380 b 76278 a
Teste F 38,22 ** 7,53 **
dms (Tukey 5%) 0,1295 16882
INTERACAO
Teste F (M X T) 20,47 ** 2,14 **
CV (%) 14,19 93,64

' Para a analise estatistica, os dados foram transformados em log (x+1).

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

** Significativo a 1% de probabilidade.



maior esporulagdo média a temperatura ambiente para A. musiformis, diferentemente
de A. oligospora, que foi maior em B.O.D. 25 + 1 °C. Para a interagcdo meio x
temperatura x fungo ocorreram diferengas estatisticas significativas a 1% de
probabilidade, para ambos os fungos (Tabela 3).

No presente estudo, os meios que se destacaram quanto ao crescimento micelial
cima de 7 cm até o ultimo dia de avaliagado para A. musiformis, em ordem decrescente,
foram: FM, PD,CMA, AFF, AA, AM, BDA, FMI, FT e TK. Para A. oligospora, acima de 8
cm, foram: AAZ, AFF, AM, AZG, AZT, FM, FR, FT, AA, FA, AFG, CMA, FU, BDA, TK e
PD. Em relacdo a esporulagdao dos fungos, os meios que se destacaram quanto a
producdo do maior numero de conidios para A. musiformis, acima de 14.000
conidios/placa, em ordem decrescente, foram: FR, TK, AFG, BDA, FA, AFF, AM, FMI,
AZT e FM. Para A. oligospora, acima de 32.000 conidios/placa, foram: CMA, FR, AZT,
FMI, BDA, AZG, AFF, FA, AAZ, AFG, BDA+L, FT, AM, FU e FM. Resultados
semelhantes foram obtidos em um estudo, avaliando o crescimento micelial e a
esporulacdo, em diferentes meios, e entre os meios avaliados estavam BDA, Fubd e
CMA para espécies de Arthrobotrys, uma das quais era A. musiformis (DIAS &
FERRAZ, 1993). Em estudo realizado por BERNARDO (2002), utilizando quatro
espécies de fungos nematodfagos, entre os quais estavam um isolado de A. musiformis
e um de A. oligospora, avaliando o crescimento micelial e a esporulagdo em dois meios
(BDA e CMA), os fungos apresentaram crescimento micelial semelhante nos meios.
Quanto a esporulagédo, A. oligospora esporulou nos dois meios, e A. musiformis sé
esporulou em BDA, diferindo dos resultados obtidos no presente estudo para o isolado
de A. musiformis utilizado, que esporulou em ambos 0s meios.

Em geral, os meios que se destacaram para o crescimento micelial e
esporulacdo de A. musiformis, também foram os melhores para A. oligospora.
Entretanto, alguns que se destacaram para A. oligospora, nao foram tao eficazes para
A. musiformis. Conquanto os meios que se destacaram para as duas espécies

estudadas tenham sido os mais eficazes tanto para o crescimento micelial quanto para



a esporulacao, o que favoreceu mais o crescimento de A. musiformis, foi FM, enquanto
FR foi o que favoreceu mais a esporulacdo desse fungo. No caso de A. oligospora, o
meio que proporcionou maior crescimento micelial foi AAZ, e a melhor esporulacao foi
obtida em CMA, embora esse meio tenha proporcionado o menor crescimento do fungo.
Por conseguinte, os dados obtidos confirmam que o crescimento micelial e a
esporulagdo dos fungos nematdides sdo fenémenos independentes. Os meios
favoraveis a um deles podem néo ser favoraveis ao outro. A escolha do meio, para
certo fungo, portanto, deve levar em conta o que se pretende obter ao final: se massa
micelial ou esporulacéo.

Quanto as duas temperaturas utilizadas, a que proporcionou a maior média no
crescimento micelial, em todos os periodos avaliados, foi a temperatura ambiente, para
as duas espécies de fungos estudadas. A esporulacdo média para A. musiformis, no
entanto, foi maior a temperatura ambiente, enquanto a esporulacado de A. oligospora foi
maior em B.O.D. (25 £ 1 °C).

Os resultados evidenciaram que, apesar de as duas espécies de fungos
estudados pertencerem ao mesmo género, produzem diferentes tipos de armadilha de
captura, sdo oriundas de regides diferentes e, por conseguinte, tém exigéncias
ecoldgicas distintas. DIAS & FERRAZ (1993) também constataram que as exigéncias
ecoldgicas variam entre as espécies de fungos de um mesmo género ou entre aquelas
com o mesmo tipo de 6rgao de captura. Portanto, essas exigéncias tém de ser
determinadas para cada espécie isolada (OLTHOF & ESTEY, 1965). Também,
informagdes sobre o efeito de fatores ecoldgicos no crescimento e na atividade desses
fungos podem ser usadas vantajosamente para melhorar sua eficiéncia no controle de
nematdides (DUDDINGTON, 1955). O sucesso no estabelecimento de fungos
nematéfagos no solo depende de uma base alimentar que Ihes garanta vantagens
competitivas no contexto da biota do solo, segundo KERRY et al. (1984), citando
PAPAVIZAS & LEWIS (1981).



Os dados obtidos no presente estudo indicam que, para a produgcdo em grandes
quantidades do indculo desses fungos, visando ao preparo de formulagdes, em grande
escala, existem varias opcdes de meios de cultura que, em geral, sdo de custo mais
baixo que os meios industrializados tradicionais, tais como BDA e CMA. Além disso,
nas condigdes climaticas de Jaboticabal, ndo se faz necessaria a utilizacdo de camaras
especiais para o crescimento desses fungos, bastando apenas adaptacdes simples

para proporcionar condigées de escuro na sala destinada a incubagéo das culturas.

4.4. Potencial do Controle Biolégico de Meloidogyne javanica Infectando
Tomateiro em Vasos por Quatro Fungos Nematofagos em Casa de
Vegetacao

Os resultados das avaliagcbes com base na média de cada uma das sete
varidveis mencionadas no item 3.4. estdo apresentados na Tabela 4. A anadlise
estatistica dos dados evidenciou diferenca estatistica significativa a 1 ou 5% de
probabilidade para as variaveis avaliadas entre os diferentes tratamentos, com excecao
do numero de ovos nas raizes, que foi ndo-significativo, embora todos os tratamentos
tenham exibido cerca de 50 % menos ovos que o tratamento-testemunha, evidenciando
que ocorreu certo nivel de controle do nematoide pelos fungos nematofagos. Quanto as
variaveis numero de galhas e numero de massas de ovos, 0s quatro fungos testados
diferiram estatisticamente da testemunha a 1% de probabilidade, sendo que o melhor
tratamento foi com M. robustum, apresentando menores numeros de galhas e de massa
de ovos nas raizes (180 e 30, respectivamente), conforme consta na Tabela 4. Quanto
ao numero de juvenis no solo, apenas os tratamentos D. leptospora e M. robustum
diferiram estatisticamente da testemunha, a 1% de probabilidade, e entre si, sendo o
menor numero 337 juvenis, obtido com D. leptospora. Entretanto, M. robustum nao
diferiu dos demais tratamentos. Para as demais variaveis, nao houve diferencas

estatisticas significativas favoraveis aos tratamentos em relacdo a testemunha.
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Inclusive, para a massa de matéria fresca de raizes, os tratamentos nao diferiram entre
si e foram menores que a testemunha.

A Tabela 5 contém a comparacao entre as médias da percentagem de eficiéncia
do tratamento em relagéo ao tratamento-testemunha, de acordo com Abbott (NAKANO
et al., 1981), para algumas das variaveis. Nenhuma das variaveis avaliadas apresentou
diferenca estatistica significativa, exceto a percentagem do numero de juvenis no solo,
que apresentou diferenca estatistica significativa a 1% de probabilidade, para D.
leptospora, com 87% de eficacia em relacao aos demais tratamentos. Monacrosporium
robustum, A. oligospora e P. lilacinus apresentaram eficacia de 48; 42 e 32%,
respectivamente, embora apenas M. robustum tenha apresentado diferenca estatistica
em relacéo a testemunha.

Embora nao tenha ocorrido diferenga estatistica significativa entre os tratamentos
para a percentagem de redugdo do numero de galhas nas raizes, M. robustum, A.
oligospora, P. lilacinus e D. leptospora apresentaram eficacia no tratamento, de 77; 66;
66 e 58%, respectivamente. Para a percentagem do nimero de massa de ovos nas
raizes, também néo houve diferenga estatistica significativa. Entretanto, M. robustum,
A. oligospora, P. lilacinus e D. leptospora apresentaram 74; 73; 66 e 59% de controle,
respectivamente. Quanto a percentagem do numero de ovos nas raizes, também nao
ocorreu diferenga estatistica significativa, embora M. robustum, A. oligospora, D.
leptospora e P. lilacinus tenham demonstrado uma eficicia de 55; 46; 46 e 37% de
controle, respectivamente (Tabela 5).

Os resultados das percentagens de eficacia dos tratamentos para os numeros de
galhas nas raizes, massa de ovos nas raizes, ovos nas raizes e juvenis no solo, dos
isolados de M. robustum, A. oligospora, D. leptospora e P. lilacinus utilizados para o
controle de M. javanica em tomateiro, em vasos e em casa de vegetacdo, evidenciam o
potencial que esses fungos apresentam para minimizar os danos provocados por esse

nematoide a cultura.
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4.5. Controle Biologico de Meloidogyne javanica em Alface em Vasos com
Quatro Fungos Nematé6fagos

Os resultados das avaliacées, com base na média de cada uma das variaveis
mencionadas no item 3.5., estdo apresentados na Tabela 6. A analise de variancia dos
dados evidenciou diferenca estatistica significativa a 1% de probabilidade entre os
tratamentos pelo teste F. A comparacao entre as médias dos tratamentos revelou que
ndao houve diferenca estatistica significativa entre os diferentes tratamentos para o
numero de folhas por planta, massa de matéria fresca da parte aérea, massa de
matéria fresca das raizes e numero de ovos nas raizes, comparados pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Apesar de nao ter ocorrido diferenga estatistica
significativa entre os tratamentos para o numero de ovos nas raizes, todos os
tratamentos apresentaram menor nimero que a testemunha, com destaque para o
tratamento com D. leptospora, que apresentou cerca de 50% menos. Em relagédo ao
numero de galhas e de massa de ovos por sistema radicular, D. leptospora
proporcionou 0 menor numero de galhas, tendo sido o Unico tratamento que diferiu
estatisticamente da testemunha a 1% de probabilidade, embora nédo tenha diferido dos
demais tratamentos (Tabela 6). Quanto ao numero de massa de ovos, esse tratamento
proporcionou 0 menor numero e diferiu de todos os demais, a 1% de probabilidade.
Também para o numero de juvenis no solo, ao final do experimento, esse fungo tinha
reduzido o valor dessa variavel ao menor nivel (66 juvenis em 100 cm?3 de solo),
diferindo dos demais, a 1% de probabilidade, a excecao de A. musiformis (Tabela 6).

A comparagéo entre as médias da percentagem de eficiéncia do tratamento em
relagdo ao tratamento-testemunha, de acordo com Abbott (NAKANO et al., 1981), para
algumas das varidveis, estd na Tabela 7. Considerando o conjunto das variaveis
avaliadas, nao houve diferencga estatistica significativa entre os fungos avaliados para a
maior parte delas, exceto em relagdo a percentagem do numero de massas de ovos

nas raizes. De fato, a eficiéncia do tratamento com D. leptospora foi de 87%, diferindo a



(oAneoniubis oeu) o ‘opepljigqeqoid ap %] e oAledyIubIS |,

"apepljigeqoid ap %G e ‘Aeyn

ap o1s8] 0jad ‘IS 811U BJUBLIEIISIIEISS WBJISJIP OBU [SABLIEA BPED 8P BUN|OD BU BINOSNUIW k18| Bwsaw ejad sepinbas seipay

‘(1 +x) Bo| We SopewIojSUBRI] WRI0) SOPEP SO ‘SBOIISIRISe Sosijeue Sk eied

G2 Iv'6 298l €o'te 89°'/¢ GO'vv Leze (%) AD
« 18°CG « 2088 « 9€°0€ « 212 sy 782 on 68°} oy 020 481s8]
B 02h B 012'GE B G2 ge 86 137 e 6 B G| wnjsnqoJ wnijodsooeuoy
a 99 B 09¢€02 qa 9 q 2v eg e gg e6 eiodsoyds) ejjgjAroeq
© 6.2 eZleee ele ge 0/ ez e ge e gl elodsobljo sAjoqoiyliy
qe oy | e vy EC e Ve ge 8/ eg e 92 siwoyIsnw sA1oqoayry
eECI
B6LE € 096'8€ e gy eg/l ey e gy ecl eyunwsilsa
(ojos S9zjel seu  S9zjel Seu  Ssozjed seu (B) (6) oluswelel |
ap WD 001L) SOAO 9p SOAO 9p seyjeb sp sozjel easoe aped ejueld uod
0|0Ss ou oN essew ap oN sep eosal} ep edSal}  Sey|oj ap
siuaan[ ap oN elglew ap  elidlew ap oN
oN esse esse\

'dS — [eqeonoger -oedejobon ap BSEO WS ‘SOSEA Wo ‘@oejje wa ‘eoiuerel suAbopiojsyy ©190s sobejojewau

sobuny oJienb ep eisiuobelue oede ep opnise ou sepebaldwa SIBABLEBA 8)8S 9p Seipaw Se aJjus oedesedwon ‘9 eloge]



"(oAneolIUbIS OkU)  ‘opepIjiqedold ap % | B oAledyIubls .,

"apepligeqoid ap %G e ‘Aeyn

ap 81s8] 0jad ‘IS 8J)Ud SJUBLIELDISIIBISS WaJalIP OBU [9ABLIEA BPERO 8P BUN|OD BU BINOSNUIW BJ18| BwsaW Bjad sepinbas seipgiy

18961 1G'981 89'9¢ 06'v€ (%) AD
o 86T o 68°0 v GE'L oy 09°F 4 81s9]
e 2e- e 0l qa vy e G wnjsnqo. wniiodsoloeuoyy
B 6. e gy e /8 e 9/ eJodsojdaj ejajf1oeqg
B¢l e G| q 0g e |9 eJodsobijo sAijoqoiyry
e $G egl qa 9y ® 98  sjwioysnw sAjoqoayriy
ojos ou sozjes seu $9zjel SBU SOAO ap sozjel ojuswejel|
sjuann| ap SOAO 3p essew ap seu sey|eb ap
oN % oN % oN % oN %

‘dS — [eqeonoqger ‘oedejabon op BSEO Wa ‘SOSBA Wa ‘@oe)je

woe ‘eoiuenel suhbopiojsyy ©1qos sobejorewau sobuny oljenb ap eisiuobeilue oede ep opnise ou sepebaidws SloABLIEA SEP

sewnbje ap ‘eyunwolssl-ojuswelel] oe oedejal Wo ‘sojuswelel} sop (%) BloBdI Bp Seipaw Se aJjus oedesedwo) / eloge ]



1% de probabilidade dos demais fungos. Para essa variavel, a eficiéncia dos fungos A.
musiformis, M. robustum e A. oligospora foi de 46; 44 e 30%, respectivamente, ndo
diferindo entre si (Tabela 7).

Embora nao tenha ocorrido diferenga estatistica significativa entre os tratamentos
para a percentagem do numero de galhas nas raizes, D. leptospora, A. oligospora, A.
musiformis e M. robustum apresentaram consideravel eficacia, com niveis de controle
de 76; 61; 56 e 45%, respectivamente. Para a percentagem do numero de ovos nas
raizes, também nado houve diferenca estatistica significativa. Entretanto, os niveis de
eficacia desses tratamentos foram de 48; 15; 13 e 10%, respectivamente. Também nao
ocorreu diferenca estatistica significativa para porcentagem do numero de juvenis no
solo. Contudo, os niveis de eficacia dos fungos foram de 79; 54; 13 e — 32%,
respectivamente (Tabela 7).

Os resultados das percentagens de eficacia dos tratamentos para os nimeros de
galhas, massa de ovos, ovos has raizes e juvenis no solo, dos isolados de D.
leptospora, A. oligospora, A. musiformis e M. robustum utilizados para o controle de M.
javanica em alface, em vasos e em casa de vegetacao, salientam o potencial que esses
fungos apresentam para minimizar os danos causados por esse nematéide a cultura,

sendo que D. leptospora se destacou dos demais.

4.6. Utilizacao de Fungos Nematofagos no Controle de Rotylenchulus
reniformis em Alface em Casa de Vegetacao

Os resultados das avaliacbes, com base na média de cada uma das variaveis
mencionadas no item 3.6., estdo na Tabela 8. A analise de variancia dos dados
evidenciou diferenca estatistica significativa a 1 ou 5% de probabilidade, pelo teste F,
para as variaveis avaliadas entre os diferentes tratamentos, com exce¢do do numero
de folhas por planta. Para a massa de matéria fresca da parte aérea, houve diferenca

estatistica significativa a 5% de probabilidade, apenas entre os tratamentos
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A. musiformis, com 92 g, comparado com A. oligospora, com 49 g, e alface inoculada
com o nematéide, mais adicao de quirera de arroz nao inoculada com os fungos, com
43 g. Quanto a massa de matéria fresca das raizes, ocorreu diferenca estatistica
significativa a 5% de probabilidade, somente entre alface inoculada com o nematdide,
mais adigdo de quirera de arroz autoclavada e nao colonizados pelos fungos, com 4,5
g, comparada com 2,3 g de massa de matéria fresca de raizes para o tratamento
relativo a D. leptospora. Com relacdo ao numero de ovos nas raizes, ndo ocorreu
diferenca estatistica significativa entre os fungos. A diferenca significativa a 1% de
probabilidade, entre os tratamentos, detectada na analise de variancia, foi decorrente
do valor zero constatado no tratamento com alface nao inoculada. Para o numero de
juvenis no solo, houve diferenca estatistica significativa a 5% de probabilidade entre os
tratamentos, também em funcao do tratamento nao inoculado. Os baixos numeros de
juvenis no solo, observados nos demais tratamentos, provavelmente, foram decorrentes
do fato de que havia abundante espaco vital nas raizes para abrigar os juvenis, fazendo
com que eles se mantivessem nos tecidos das raizes em vez de migrarem para o solo
(Tabela 8).

A comparagdo entre as médias da percentagem de controle obtida com os
tratamentos, em relagdo a testemunha, de acordo com Abbott (NAKANO et al., 1981),
para as variaveis avaliadas, estd na Tabela 9. Embora ndo tenha ocorrido diferenga
estatistica significativa entre os tratamentos para essas variaveis, a eficacia do
tratamento para a percentagem do numero de ovos nas raizes, com D. leptospora, A.
musiformis, M. robustum e A. oligospora, foi de 70; 49; 32 e — 24%, respectivamente.
Quanto a percentagem do numero de juvenis no solo, a eficacia do tratamento com A.
oligospora, D. leptospora, A. musiformis e M. robustum foi de 59; 22; - 37 e — 49%,
respectivamente (Tabela 9).

Os resultados das percentagens de controle, com base nos nimeros de ovos
nas raizes, evidenciaram que D. leptospora se destacou dos demais com 70% de

controle em relagdo a testemunha. Entretanto, esse fungo ndo é um parasito de ovos.
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Por conseguinte, admite-se que sua atuacao se deu sobre a populagcédo de juvenis, a
partir da inoculacdo do nematdide. Com isso, menor nimero de juvenis teria se
instalado nas raizes e, consequentemente, menor numero de fémeas teria alcangado a
fase adulta e iniciado a oviposicao, resultando em menor numero de ovos nas raizes,
ao final do experimento. Para a percentagem de controle com base no numero de
juvenis no substrato, os dados evidenciaram que a eficiéncia do tratamento com A.
oligospora foi superior aos demais, embora tenha sido de apenas 59%. Esses dados,
no entanto, corroboram a hip6tese de que os fungos nematéfagos podem ser uma

alternativa de controle dos nematodides em alface.

4.7. Avaliacao Preliminar da Eficacia do Controle Biolégico de Meloidogyne
incognita em Pimentao com Fungos Nematéfagos em Ambiente
Protegido ()

Uma amostra da populagdo do nematdide, coletada na estufa onde o
experimento foi instalado, no Municipio de Pirajui — SP, foi previamente processada no
Laboratério de Nematologia do Departamento de Fitossanidade da UNESP/FCAV,
Campus de Jaboticabal, tendo sido identificada como pertencente a M. incognita,
conforme os caracteres morfoldgicos e bioquimico marcantes, para identificacdo da
espécie, obtidos conforme descrito no item 3.7. e ilustrados na Figura 25.

Antes da primeira amostragem de solo e raizes de pimentéo, cerca de 30 dias
apdés o transplantio das mudas, a area foi inspecionada. Na Figura 26 A, estdo
ilustradas plantas coletadas na parcela nao tratada (testemunha), apresentando menor
desenvolvimento, menor niumero de folhas, inicio de amarelecimento das folhas, além
do sistema radicular exibindo sintomas de alta infec¢do, representada pelo grande
nuamero de galhas. Na 26 B, sao ilustradas plantas coletadas na parcela tratada com os
fungos, exibindo melhor desenvolvimento, maior nimero de folhas e o sistema radicular

livre de galhas. Em 26 C, ilustrou-se o sistema radicular ampliado de uma planta nao
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Figura 26. Plantas de pimentdo em estufa, coletadas 30 dias apds
o transplante das mudas em parcelas infestadas por Meloidogyne
incognita e tratadas e nado tratadas com os fungos nemato6fagos.
A) Planta coletada em parcela ndo tratada com os fungos
(Testemunha), aparentando = comprometimento em  seu
desenvolvimento. B) Planta coletada em parcela tratada com os
fungos, apresentando melhor vigor e desenvolvimento. C) Sistema
radicular da planta da parcela ndo tratada (NT) e sistema radicular
da planta da parcela tratada (T).



tratada (NT) exibindo numerosas galhas formadas pelo nematoide e o de uma planta
tratada com os fungos (T), livre de galhas.

Na Figura 27 A, sédo ilustradas plantas coletadas nas parcelas sem tratamento
com os fungos (testemunha), aos 60 dias apds o transplante, as quais apresentaram
desenvolvimento retardado, tanto na parte aérea como no sistema radicular, além de
elevado numero de galhas e plantas da parcela tratada (27 B) exibindo melhor
desenvolvimento e auséncia de galhas nas raizes. Em 27 C, estdo ilustrados os
sistemas radiculares de plantas das parcelas tratadas e nao-tratadas. Na Figura 28,
esta ilustrada uma vista geral do experimento, onde se vé a diferenca no

desenvolvimento entre as plantas das parcelas tratadas (setas) e das ndo-tratadas.

As médias da populacdo de M. incognita, aos 60 dias ap6s o transplantio das
mudas, foram estimadas em 225 juvenis de segundo estadio/100 cm® de solo e 1.957
juvenis de segundo estadio e ovos/10 g de raizes, nas parcelas tratadas. Nas parcelas
nao-tratadas, foram de 642 juvenis/100 cm® de solo e 9.982 ovos e juvenis de segundo
estadio por 10 g de raizes. Apds 120 dias, os valores dessas variaveis foram de 142
juvenis/100 cm® de solo e 1.713 ovos e juvenis/10 g de raizes, nas parcelas tratadas e
78 juvenis em 100 cm® de solo e 4.340 juvenis e ovos nas raizes nas néo-tratadas. Aos
180 dias, foram de 9.262 juvenis por 100 cm® de solo e 15.812 ovos e juvenis em 10 g
de raizes nas parcelas tratadas. Nas parcelas nao-tratadas, foram estimados em 17.700
juvenis em 100 cm® das amostras de solo e 34.220 ovos e juvenis, nas amostras de
raizes (Figuras 29 e 30). Em que pesem essas diferencas nos valores das médias
dessas varidveis, a andlise estatistica dos dados néo evidenciou diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 10).

A aplicagao do teste de Abbott, de acordo com NAKANO et al. (1981), revelou
que aos 60; 120 e 180 dias apds a aplicacao dos fungos, as percentagens de controle
de M. incognita no solo foram de 65; -83 e 48% e, nas raizes, foram de 80; 61 e 54%,
respectivamente (Tabela 11). Essas variagbes sao atribuidas, principalmente, a
irregularidade na distribuigdo do nematoide no solo e refletiram, também, na analise dos
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Figura 27. Plantas de pimentdo em estufa, coletadas 60 dias apds o
transplante em parcelas infestadas por Meloidogyne incognita e
tratadas e nao tratadas com os fungos nematéfagos. A) Plantas de
pimentdo coletadas em parcela ndo tratada com os fungos
(testemunha), exibindo menor desenvolvimento da parte aérea e do
caule. B) Plantas coletadas em parcela tratada com os fungos,
apresentando maior altura e espessura do caule. C) Sistemas
radiculares de planta coletada em canteiro ndo tratado (NT) e de uma
planta coletada no canteiro tratado (T).



Figura 28. Vista geral de experimento em estufa, aos 60 dias
apds o transplantio das mudas de pimentdao em parcelas
infestadas por Meloidogyne incognita e tratadas e n&o
tratadas com fungos nematdfagos, exibindo plantas
apresentando desenvolvimento satisfatério (setas) nas
parcelas tratadas com os fungos, enquanto, nas parcelas
nao tratadas (testemunha), o desenvolvimento das plantas
foi comprometido pela agdao do nematéide.
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Tabela 10. Média no solo e nas raizes das estimativas dos numeros de juvenis de

segundo estadio de Meloidogyne incognita aos 60; 120 e 180 dias apds a aplicacao da

mistura de arroz colonizado por Arthrobotrys musiformis e A. oligospora e o tratamento-

testemunha (sem os fungos), em canteiro de produgcdo de pimentao cultivar Elisa, em

estufa, no Municipio de Pirajui — SP.

TRATAMENTO Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita em 100 cm® de solo
P60 P120 P180
TESTEMUNHA 642 78 17700
FUNGOS 225 142 9262
Teste F' 2,09 ™ 0,20 ™ 1,20"°
dms 1,8178 3,1251 2,537
CV (%) 27,09 65,83 23,52
TRATAMENTO Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita em 10 g de raizes
P60 P120 P180
TESTEMUNHA | 9982 4340 34220
FUNGOS 1957 1713 15812
Teste F' 2,18"° 2,27"° 1,19™
dms 2,3235 1,3385 1,6967
CV (%) 24,06 14,21 13,97

P60, P120 e P180 = populacdo do nematbide aos 60; 120 e 180 dias apds a aplicagao

da mistura dos fungos.

NS Nao houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos.

'Para a andlise estatistica, os dados foram transformados em log (x+1).



Tabela 11. Médias da percentagem de controle de Meloidogyne incognita no solo e nas

raizes, aos 60; 120 e 180 dias, apos a aplicacdao da mistura de arroz colonizado por

Arthrobotrys musiformis e A. oligospora, em relacao a Testemunha (sem os fungos), em

canteiro de produgcéo de pimentdo cultivar Elisa, em estufa, no Municipio de Pirajui —

SP.
TRATAMENTO % Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognitaem 100 cm® de solo
P60 P120 P180
FUNGOS 65 - 83 48
CV (%) 72,56 - 300,51 161,76
TRATAMENTO % Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita em 10 g de raizes
P60 P120 P180
FUNGOS 80 61 54
CV (%) 22,82 82,00 73,56

P60, P120 e P180 = populacdo do nematbide aos 60; 120 e 180 dias apds a aplicagao

da mistura dos fungos.



dados relativos a produtividade, uma vez que ndo houve diferenga estatistica
significativa entre as médias, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Tabela 12),
embora a média das parcelas tratadas tenha sido de 0,6 caixa de 10 kg/m?, enquanto
nas parcelas nao-tratadas foi de apenas 0,35 caixa (Figura 31), representando um
ganho de quase 100% nas parcelas tratadas com os fungos nematéfagos. Esses
resultados mostram o potencial de utilizacdo desses fungos no controle de M. incognita

em pimentao.

Tabela 12. Média da producao de plantas de pimentdo da cultivar Elisa, cultivadas em
parcelas tratadas com a mistura de arroz colonizado por Arthrobotrys musiformis e A.
oligospora e o tratamento-testemunha (sem os fungos), em canteiros de uma estufa de

producao comercial, no Municipio de Pirajui — SP.

TRATAMENTO Producao em caixa de 10 kg
TESTEMUNHA 0,35a
FUNGOS 0,60 a
Teste F 4,42 NS
dms 0,1107
CV (%) 21,94

"SNo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos.

'Para a andlise estatistica, os dados foram transformados em log (x+1).

As amostras de solo coletadas no momento da aplicagao dos fungos, aos 30; 60;
120 e 180 dias ap0s o transplantio das mudas, foram plaqueadas conforme descrito no
item 3.1. para a verificagdo da presenca de fungos nematéfagos no canteiro. Para as
amostras de solo coletadas no dia da aplicacdo, ndo foi encontrado nenhum fungo
nematofago nas parcelas destinadas ao tratamento e nas que nao seriam tratadas.

Nas amostras coletadas aos 30 dias apdés o transplantio das mudas, houve

abundante predacdo nas aliquotas plaqueadas. Os nematdides utilizados como iscas
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foram capturados e foram observadas as estruturas de captura e conidios dos fungos.
Também, nessas placas, foi observada a presenca de acaros alimentando-se das hifas
e conidios dos fungos. Nas parcelas sem tratamento com os fungos (testemunha), ndo
havia presenca de fungos nemato6fagos.

Para as amostras coletadas aos 60; 120 e 180 dias, nao se detectou a presenca
dos fungos nematofagos. Talvez devido a acaros antagdnicos, uma vez que, uma alta e

incomum populagéo de acaros foi observada nas amostras.

4.8. Eficacia do Controle Biolégico de Meloidogyne incognita Utilizando
Arthrobotrys musiformis e A. oligospora em Cultivo de Pimentao sob
Estufa (Il)

Como descrito no item anterior, a populagdo de M. incognita foi previamente
identificada em raizes de plantas coletadas na estufa utilizada para conducdo desse
experimento. Nas Figuras 32 A e 32 B, estado ilustradas plantas aos 60 dias apds o
transplantio, apresentando o desenvolvimento retardado da parte aérea nas parcelas
sem tratamento com os fungos (testemunha) e nas tratadas com uma suspensao de
conidios somente de A. oligospora, respectivamente, evidenciando a acdo danosa da
infeccdo das plantas pelo nematdide. Observou-se, também, que os sistemas
radiculares das plantas estavam comprometidos, face ao elevado numero de galhas
presentes em ambos os tratamentos. Com efeito, quando os fungos sao aplicados na
forma de substrato colonizado, as estruturas de captura sdo formadas imediatamente, e
estes iniciam sua atividade predatéria, protegendo as raizes contra a penetragdo dos
juvenis do nematédide. Por outro lado, a aplicagdo de suspensao de conidios demanda
um periodo de tempo para estes germinarem e formarem o micélio sobre o qual iriam
ser formadas as estruturas de captura, retardando o inicio da atuagdo dos fungos.
Enquanto isso, 0s juvenis que penetrassem nas raizes, teriam escapado da acao dos

fungos, uma vez que estes ndo colonizam os tecidos das raizes.



Figura 32. Plantas de pimentdo em cultivo protegido, tratadas com fungos
nematéfagos e ndo tratadas, aos 60 dias apds o transplantio, em parcelas
infestadas por Meloidogyne incognita. A e B) Plantas apresentando
desenvolvimento retardado (setas) nas parcelas sem tratamento
(Testemunha) e nas tratadas com a suspensdo de conidios de A.
oligospora, respectivamente. C e D) Plantas apresentando bom
desenvolvimento (setas), em parcelas tratadas com 1 e 3 L da mistura de
arroz colonizada por Arthrobotrys musiformis e A. oligospora,
respectivamente.



Em 32 C e 32 D, estdo documentadas plantas em parcelas tratadas com 1 e 3 L
da mistura de arroz colonizado pelos fungos, exibindo melhor desenvolvimento da parte
aérea.

Nas Figuras 33 e 34, estdo ilustradas plantas aos 120 dias apds o transplantio,
denotando grande diferenca entre os tratamentos utilizados. Em 33 A, percebe-se,
visualmente, a diferengca no desenvolvimento das plantas das parcelas tratadas com as
doses de 2 e 4 L da formulagao dos fungos, em relagdo a parcela tratada com apenas 1
L. Na Figura 33 B, também é nitida a diferenga entre as plantas da parcela tratada com
3 L da mistura de partes iguais de substrato colonizado pelos fungos e as plantas da
parcela sem tratamento (Testemunha), as quais exibiram menor crescimento que as da
parcela tratada, inclusive com a suspensado de conidios. Em 34 A, estdo ilustradas
plantas apresentando maior desenvolvimento, na parcela tratada com 4 L, enquanto na
parcela tratada com a suspensao de conidios as plantas estdo com desenvolvimento
retardado. Na 34 B, o resultado se repete, sendo que as plantas da parcela tratada com
3 L da mistura apresentavam melhor desenvolvimento, comparadas as da parcela sem
tratamento (Testemunha).

Plantas de pimentdo com 180 dias ap6s o transplantio estdo documentadas nas
Figuras 35 e 36. A 35 A ilustra plantas apresentando desenvolvimento comprometido na
parcela tratada com a suspensao de conidios de A. oligospora, enquanto na parcela
tratada com 1 L da mistura de partes iguais de arroz colonizado, por ambos os fungos,
as plantas apresentaram bom desenvolvimento. Em 35 B, s&o observadas plantas bem
desenvolvidas, com diferencas nitidas na altura, diretamente proporcional ao tratamento
utilizado na parcela. De fato, houve uma relagado direta entre a dose da mistura aplicada
e o crescimento das plantas nas dosesde 1,2e 4 L.

Na Figura 36, estao ilustradas plantas apresentando desenvolvimento totalmente
comprometido na parcela sem tratamento (Testemunha). Contudo, na parcela tratada
com 1 L da mistura do arroz colonizado pelos fungos nematéfagos, as plantas

apresentaram bom desenvolvimento (Figura 36 A). Em 36 B, s&o observados resultados
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Figura 36. Plantas de pimentdo em cultivo protegido, tratadas e nao
tratadas com fungos nematéfagos, aos 180 dias apds o transplantio,
em canteiros infestados por Meloidogyne incognita. A) Plantas
apresentando desenvolvimento totalmente comprometido na parcela
sem tratar (Testemunha), enquanto, na parcela tratada com 1 L da
mistura do arroz colonizado pelos fungos nematéfagos, as plantas
apresentavam bom desenvolvimento. B) As plantas na parcela sem
tratamento (Testemunha) estdo pouco desenvolvidas, enquanto, na
parcela tratada com 3 L, exibiam bom desenvolvimento.




semelhantes ao anterior, comparado-se com as plantas da parcela sem tratamento
(Testemunha), as quais exibiam pouco desenvolvimento, enquanto, na parcela tratada
com 3 L, as plantas mostravam-se bem desenvolvidas.

A andlise de variancia pelo teste de F e o teste de Tukey, a 5% de probabilidade
das médias da populagao estimada de juvenis de segundo estadio M. incognita no solo,
na amostragem prévia (zero), aos 60; 120 e 180 dias, para as cultivares Amanda,
Margarita e Zarco, estdo na Tabela 13.

Embora a analise dos dados tenha evidenciado que a populagdo de juvenis do
nematdide estava relativamente uniforme no solo, conforme indicado pela andlise dos
dados da amostragem prévia, salienta-se que o método de JENKINS (1964), utilizado
para extracao de nematoides do solo, ndo se aplica para avaliagao quantitativa de ovos.
Por conseguinte, em estufas onde a cultura anterior foi removida ha pouco, grande
quantidade de radicelas, com elevado numero de massas de ovos, permanecem no
solo e ndo sao detectadas pelo método de JENKINS (1964). Provavelmente, esse fato
exerceu certa influéncia sobre os resultados obtidos.

Para a média da populagao de M. incognita no solo, aos 60 dias, comparando-se
as trés cultivares, houve diferenca estatistica significativa a 5% de probabilidade entre
elas. A cultivar Zarco, com 122 juvenis de segundo estadio do nematdide por 100 cm®
de solo, diferiu das cultivares Amanda e Margarita, com 40 e 43, respectivamente, mas
essas ultimas cultivares nao diferiram entre si (Tabela 13).

Mesmo assim, os tratamentos com 1; 3 e 4 L da mistura dos fungos
apresentaram em torno de 52% menos nematdide que o tratamento-testemunha (sem
fungo). No tratamento com suspensao de conidios, foi recuperado maior niumero de

nematdides que a Testemunha (117 contra 92 juvenis/100 cm® da amostra de solo).
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Quanto a interacdo das cultivares com os tratamentos utilizados, ndo houve
diferenca estatistica significativa. Aos 120 dias, houve diferenca estatistica significativa
a 5% de probabilidade, entre a cultivar Zarco, com 312 juvenis de segundo estadio, e a
Amanda, com 127, e essa nao diferiu da cultivar Margarita, com 76 juvenis de M.
incognita/100 cm® das amostras de solo.

Para os tratamentos utilizados, ndo houve diferenca estatistica significativa entre
eles. Contudo, 3; 2; 4 e 1 L da mistura dos fungos apresentaram numero de juvenis/100
cm?® das amostras de solo equivalentes a 89; 44; 37 e 34% menos nematdide que o
tratamento-testemunha. Embora nao tenha havido diferenca significativa entre eles, o
tratamento com conidios de A. oligospora exibiu mais nematoides que a testemunha.
Para a interagdo das cultivares e os tratamentos utilizados, também n&o ocorreu
diferenca estatistica significativa.

Aos 180 dias, também nao ocorreu diferenca significativa entre as cultivares
utilizadas. Contudo, o nimero de juvenis por 100 cm® de solo recuperado nas parcelas
com a cultivar Margarita foi de 302, para Amanda foi de 362 e para Zarco, 1.252. Esse
fato sugere que a cultivar Zarco pode ser mais suscetivel ao nematdide. Com efeito, na
analise de aliquotas de 10 g de raizes, aos 60; 120 e 180 dias apds o transplantio, essa
tendéncia se manteve, uma vez que foram recuperados mais ovos € juvenis do
nematdide em Zarco que nas outras duas cultivares (Tabela 13). Os tratamentos
relativos a 3 e 4 L da mistura de partes iguais do substrato colonizado pelos fungos, aos
60 dias apds o transplantio, inibiram o0 aumento da populacdo do nematdide nas raizes,
em relacao a testemunha, conforme os dados da avaliacdo de aliquotas de 10 g de
raizes (Tabela 13). De fato, embora os tratamentos relativos a suspensao de conidios
de A. oligospora e 1 L e 2 L da mistura do substrato colonizado pelos fungos néo
tenham diferido da testemunha, em relagdo a essa variavel, os dados revelam a
tendéncia para a reducdo da populagdo do nematdide nas raizes, na fase inicial de

desenvolvimento da cultura. Sendo a fase inicial de desenvolvimento das culturas a



mais vulneravel a agdo dos nematéides, os dados evidenciam o beneficio que pode ser
obtido com a aplicacédo dos fungos, especialmente em culturas de ciclo mais curto.

Por outro lado, como M. incognita € um endoparasito sedentario, parte da
populacdo do nematdide escapa da acao dos fungos, apds sua penetracao nas raizes.
Entdo, a populagdo do nematdide tende a recompor-se e, até, a aumentar com o tempo.
Os dados evidenciaram esse fato, ja que nao houve diferenga significativa entre os
tratamentos, em relagdo ao numero de juvenis do nematdide nas raizes, nem aos 120
nem aos180 dias apds a aplicacdo dos fungos. Para as culturas de ciclo mais longo,
por conseguinte, seria o caso de se refazer a aplicacdo dos fungos. Para a interacéao
entre as cultivares e os tratamentos utilizados, ndao houve diferenca estatistica
significativa (Tabela 13).

A analise de variancia pelo teste F e a comparacao entre as médias pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade, relativa a eficiéncia dos tratamentos, medida pela
percentagem de controle em relacdo ao tratamento-testemunha, de acordo com Abbott
(NAKANO et al., 1981), estd apresentada nas Tabelas 14, 15 e 16.

Na Tabela 14, estdo as médias da percentagem de controle de M. incognita em
100 cm® de solo aos 60; 120 e 180 dias para a cultivar Amanda. A analise de variancia
dos dados da eficacia dos tratamentos utilizados, medida pela percentagem de controle,
em relagdo a testemunha, pelo teste F a 5% de probabilidade, ndo evidenciou diferenca
significativa entre os tratamentos, em nenhum dos periodos avaliados. Entretanto, aos
60 dias, os tratamentos com 4 e 1 L apresentaram os melhores percentuais de controle,
a saber, 74 e 46%, respectivamente, em relacdo a testemunha. Mesmo assim, a
variabilidade dos dados, em sua maior parte resultante da distribuicao irregular do
nematoide no solo, foi muito alta, conforme evidenciado pelo valor do C.V. = -1.541,55
(Tabela 14). Aos 120 dias apds o transplantio, os dados exibiram maior coeréncia,
embora os tratamentos nao tenham diferido entre si. Contudo, os maiores valores das
eficacias dos tratamentos, em relacao a testemunha, foram obtidos com 3 L da mistura

de partes iguais do substrato colonizado pelos fungos (95% de controle) e com a



Tabela 14. Média da eficiéncia dos tratamentos (% de controle), em relacdo a Testemunha,

sobre a populacdo de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita no solo e nas

raizes, aos 60; 120 e 180 dias apds a aplicacdo dos tratamentos-testemunha (sem os

fungos), Suspensao de Conidios de Arthrobotrys oligospora, 1 L, 2 L, 3 L e 4 L da Mistura de

Partes Iguais de Arroz Colonizado por Arthrobotrys musiformis e A. oligospora, em canteiro

de produgéo comercial de pimentéo cultivar Amanda, em estufa, no Municipio de Regindpolis

- SP.
TRATAMENTO (T) % Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita em 100 cm® de solo
i 60 DIAS 120 DIAS 180 DIAS
CONIDIOS -151 a 92 a - 696 a
1 L FUNGOS 46 a 83 a 15a
2 L FUNGOS - 46a 62 a - 315a
3 L FUNGOS 3a 95 a - 266 a
4 L FUNGOS 74 a 72 a -1074 a
Teste F 0,60 "° 0,53 " 0,87™°
dms (Tukey 5%) 500,58 82,32 1978,20
CV (%) - 1541,55 46,59 - 193,87
TRATAMENTO (T) % Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita em 10 g de raizes
i 60 DIAS 120 DIAS 180 DIAS
CONIDIOS -37 a 84 a -103 a
1 L FUNGOS 81a 92 a - 28a
2 L FUNGOS 28 a 87 a -189 a
3 L FUNGOS 72 a 98 a 59 a
4 L FUNGOS 67 a 88 a -311 a
Teste F 1,64 0,93 ™ 1,26 ™
dms (Tukey 5%) 165,30 24,90 555,71
CV (%) 179,49 12,72 - 222,32

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente entre

si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

NS (nao significativo).



suspensao de conidios de A. oligospora (92%), conforme consta na Tabela 14.

Aos 180 dias apds o transplantio, a variabilidade dos dados acentuou-se,
novamente, € a analise dos dados nao evidenciou qualquer eficacia aceitavel dos
tratamentos no controle do nematoide no solo (Tabela 14).

Em relacdo a analise de variancia dos dados relativos a eficacia dos tratamentos
no controle do nematédide nas raizes, os dados da mencionada tabela evidenciam que,
também nesse caso, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos em nenhum
dos intervalos de tempo considerados para a avaliacdo. Mesmo assim, os dados da
eficacia de controle do nematdide nas raizes, aos 60 e 120 dias apds o transplantio,
foram menos variaveis que no solo (Tabela 14). Além disso, aos 120 dias, tanto no solo
quanto nas raizes, os dados foram menos variaveis e, até, mais consistentes. Os
valores negativos da percentagem de controle obtidos no teste de Abbott, conforme
NAKANO et al. (1981), aos 60 e 180 dias, indicam que alguns dos tratamentos nao
foram eficazes no controle do nematdide e, ao contrario da hip6tese aventada,
permitiram o aumento da populacdo do nematdide, em relacdo a testemunha (Tabela
14).

O desempenho do tratamento correspondente a suspensdo de conidios,
entretanto, foi considerado um fato relevante. Com efeito, as estruturas de captura dos
fungos envolvidos no estudo sdo formadas sobre o micélio (Figura 37). Quando os
fungos séo aplicados ao solo na forma de substrato colonizado, ha condicbes mais
favoraveis para o crescimento inicial do fungo, favorecendo a colonizacdo mais rapida
do solo, uma vez que o micélio ja esta formado e o préprio substrato empregado na
formulagcdo dos fungos funciona como fonte de suprimento inicial. Por outro lado, os
conidios aplicados em suspensado nao terdo essa fonte inicial de suprimento e ainda
terdo de germinar e formar o micélio para iniciar a predacao, ja que as estruturas de
captura séo formadas sobre o micélio. Mesmo assim, os resultados da aplicacdo de
conidios em suspensao nao foram favoraveis, aos 60 dias apds a aplicagdo, conforme

se observa na Tabela 14. Porém, aos 120 dias, foram considerados expressivos, tendo



A\

Figura 37. Eletromicrografias de varredura de nematdides capturados por
diferentes estruturas de captura formadas sobre o micélio de fungos
nematéfagos. A e B) Rede tridimensional. C) Anel constritor. D) Anel nao
constritor. E) Ramo adesivo (seta). F) Anel constritor atipico ndo constituido por
trés células dilatadas e infeccdo ja consolidada, conforme hifas em
desenvolvimento no interior do corpo do nematdide (seta).



sido superior a algumas das doses de partes iguais do substrato colonizado pelos
fungos (Tabela 14). Esse fato sugere a possibilidade de se efetuar a aplicacdo dos
fungos na forma de suspensao de conidios, via alguns dos sistemas de irrigagao.

Havendo nematdides no solo, o micélio do fungo tende a aumentar, utilizando
esses como sua principal fonte de nutrientes. Quando ha uma acentuada reducéo da
populacdo de nematéides no solo, como conseqiéncia da predagédo, € ndao havendo
disponibilidade de matéria organica, o micélio do fungo tende a se exaurir. Enquanto
isso, a populagdo remanescente do nematdide que estava imersa nas raizes, volta a
crescer.

Em alguns hospedeiros, certas espécies de Meloidogyne tendem a formar
massas de ovos internas nas raizes, aumentando o potencial de escape do nematoide,
ja que os fungos nematéfagos crescem apenas na rizosfera. Nas culturas de ciclo mais
longo, como é o caso do pimentdo, € provavel que a reincidéncia do nematoide ocorra
por esse mecanismo. Por conseguinte, a duracao do ciclo de vida do nematédide e do
ciclo da cultura sao aspectos-chave para se determinar quando uma ou mais aplicacoes
devem ser feitas no decorrer do ciclo da cultura. Naturalmente, o monitoramento da
populacdo do nematdide em amostras de solo e de raizes coletadas na cultura, a
intervalos regulares, é a principal fonte de informagéao para auxilio a tomada de deciséo
de quando fazer uma nova aplicacdao. No caso das culturas perenes e semiperenes,
certamente, o controle biologico dos nematéides ira demandar multiplas aplicagées, e 0
monitoramento da populacdo do nematdide, assim como a fenologia da cultura no
decorrer do ano, se a cultura € irrigada ou ndo, sdo questdes igualmente relevantes
para se estabelecerem os intervalos entre aplicagoes.

O fato de a suspenséao de conidios de A. oligospora ter proporcionado aumento e
nao reducao da populacdo do nematdide nas raizes, em relagdo a testemunha (-37%
de controle), aos 60 dias apos o transplantio, de acordo com o teste de Abbott (Tabela
14), e 1 L da mistura de partes iguais do substrato colonizado pelos fungos ter

proporcionado uma eficacia no controle do nematdide nas raizes de 81%,e€2;3e4 L



terem proporcionado eficacias de 28; 72 e 67%, respectivamente, denotam certa
incoeréncia dos resultados de dificil interpretacao.

Conforme mencionado anteriormente, a adicdo de substrato colonizado pelos
fungos permite a pronta acdo desses agentes na captura dos juvenis do nematéide no
solo, porque o micélio j4 estaria formado, e as estruturas de captura sdo formadas
sobre ele. No caso da adicdo de conidios, somente depois da germinacao e formacao
do micélio seria iniciada a captura dos juvenis do nematdide. Enquanto isso, muitos
juvenis teriam penetrado nas raizes e escapado da acao dos fungos, ja que a atividade
desses agentes estaria restrita a rizosfera. Por conseguinte, na avaliagdo aos 60 dias,
foi detectado aumento na populagdo de juvenis nas raizes, em relagdo a testemunha (-
37% de controle), com o tratamento correspondente a suspensao de conidios (Tabela
14). Por outro lado, a variagdo na percentagem de controle do nematéide, obtida com
as diferentes doses de partes iguais do substrato colonizado pelos fungos, embora nao
diferindo estatisticamente entre elas, poderia ser atribuida a variagdo na populacdo do
nematoide no solo ou a imprecisdo do método de JENKINS (1964) para a quantificacao
da populacéo inicial do nematéide no solo, ja que muitas massas de ovos, em radicelas
que teriam permanecido no solo, da cultura anterior, ndo teriam sido detectadas por
essa técnica. Aos 120 dias, tanto nas raizes quanto no solo (Tabela 14), ocorreu a
estabilizacdo do patossistema, traduzida pelos valores de C.V. de 46,59% para as
andlises de amostras do solo e apenas 12,72% para raizes. Embora nao havendo
diferenca entre os tratamentos, em ambas as situagdes, os resultados foram mais
coerentes e consistentes. Ficaram evidentes as eficacias da suspensao de conidios de
A. oligospora no controle do nematéide, com eficiéncia de 92% no solo e 84 % nas
raizes, e as eficacias variaveis das doses de partes iguais de substrato colonizadas por
ambos os fungos, em relagdo a testemunha, obtidas pelo teste de Abbott, de acordo
com a explanacao do teste por NAKANO et al. (1981).

Aos 180 dias apods o transplantio, as analises tanto das amostras de solo quanto

das de raizes evidenciaram a instabilidade do patossistema, haja vista os valores do



C.V. de — 193,87% para as andlises das amostras do solo e —222,32% para as andlises
das raizes. De fato, quando houve algum nivel de controle, a exemplo de 15% com 1 L
da misturas dos fungos no solo, em relacédo a testemunha, e 59% com 3 L, nas raizes,
este foi muito a quem do minimo aceitavel. Além disso, em ambas as situacoes, 0s
dados indicaram que a populacdo do nematdide estava se recompondo, caso que,
provavelmente, ndo teria acontecido se uma ou mais reaplicagbes dos fungos tivessem
sido efetuadas (Tabela 14).

Os dados relativos a aplicagdo do teste de Abbott, segundo NAKANO et al.
(1981), para a eficacia dos fungos no controle de M. incognita associado a cultivar
Margarita, estdo apresentados na Tabela 15. A analise de variancia pelo teste F nédo
evidenciou diferenga significativa entre os tratamentos em nenhum dos periodos
avaliados, tanto para o controle do nematdide no solo quanto nas raizes. Os valores de
C.V. foram negativos ou muito altos, denotando alta variabilidade nos dados em ambas
as situacdes, como no caso anterior. O maximo nivel de controle de juvenis de segundo
estadio de M. incognita obtido no solo foi de 48%, com 3 L da mistura de partes iguais
do substrato colonizado por ambos os fungos por parcela, aos 120 dias apds o
transplantio, muito aquém, portanto, de um nivel aceitavel de controle (Tabela 15). Com
efeito, em solos infestados, freqlentemente, niveis de populacdo do nematdide,
superiores a 10.000 juvenis de segundo estadio/100 cm® de solo, sdo comuns. Nesses
casos, 0s niveis aceitaveis de controle, medidos pelo teste de Abbott (NAKANO et al.,
1981), para serem aceitaveis, deveriam aproximar-se de 100%, de preferéncia > 99%.
No caso da cultivar Zarco (Tabela 16), o teste de Abbott indicado que os tratamentos
com os fungos tiveram um efeito mais pronunciado no controle do nematdide, embora a
andlise de variancia pelo teste F nao tenha evidenciado diferencga significativa entre os
tratamentos, em nenhum dos periodos avaliados, quer no solo, quer nas raizes. A
comparagao entre as médias, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, também nao
evidenciou, estatisticamente, nenhum efeito particular dos tratamentos sobre a

populacdo dos juvenis do nematdide em ambas as  situagoes.



Tbela 15. Média da eficiéncia (% de controle) dos tratamentos, em relagdo a Testemunha,
relativa a populacao de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita no solo e nas
raizes, aos 60; 120 e 180 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos-testemunha (sem os
fungos), Suspensao de Conidios de Arthrobotrys oligospora, 1 L, 2 L, 3 L e 4 L da Mistura em
Partes Iguais de Arroz Colonizado por Arthrobotrys musiformis e A. oligospora, em canteiro
de producdo comercial de pimentdo cultivar Margarita, em estufa, no Municipio de
Reginépolis — SP.

TRATAMENTO (T) % Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita em 100 cm’ de
solo
] 60 DIAS 120 DIAS 180 DIAS
CONIDIOS -97 a -109 a -115a
1 L FUNGOS 22 a 32 a -182 a
2 L FUNGOS 38 a -193 a 3a
3 L FUNGOS -16a 48 a - 596 a
4 L FUNGOS - 3a - 24a -203 a
Teste F 0,71 0,75™ 1,20™
dms (Tukey 5%) 270,79 508,31 901,80
CV (%) -1092,54 - 472,59 - 188,85
TRATAMENTO (T) % Numero de juvenis de segundo eslri?zice)sde Meloidogyne incognitaem 10 g de
i 60 DIAS 120 DIAS 180 DIAS
CONIDIOS 24 a 38 a 30 a
1 L FUNGOS -101 a - 24a 57 a
2 L FUNGOS 35a -258 a 44 a
3 L FUNGOS 53 a - 84a -43 a
4 L FUNGOS 48 a -113 a -43 a
Teste F 1,72™ 1,01 1,08 ™
dms (Tukey 5%) 213,69 482,88 202,56
CV (%) 854,03 - 250,52 1031,86

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

NS (nao significativo).



Tabela 16. Média da eficiéncia (%) dos tratamentos, em relacdo a Testemunha, relativa a
populacédo de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita no solo e nas raizes, aos
60; 120 e 180 dias apdés a aplicacao dos tratamentos-testemunha (sem os fungos),
Suspensao de conidios de Arthrobotrys oligospora, 1 L, 2 L, 3 L e 4 L da mistura de partes
iguais de arroz colonizado por Arthrobotrys musiformis e A. oligospora, em canteiros de
produgao comercial de pimentédo cultivar Zarco, em estufa, no Municipio de Regindpolis —
SP.

TRATAMENTO (T) % Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita em 100 mL de
solo
] 60 DIAS 120 DIAS 180 DIAS
CONIDIOS 11a 47 a 50 a
1 L FUNGOS 58 a 81a 85 a
2 L FUNGOS 36 a 96 a 92 a
3 L FUNGOS 79 a 98 a 89 a
4 L FUNGOS 52 a 86 a -74a
Teste F 0,43"° 1,65™ 1,117
dms (Tukey 5%) 170,09 70,24 291,54
CV (%) 165,63 39,33 276,74
TRATAMENTO (T) % Numero de juvenis de segundo eslri?zice)sde Meloidogyne incognitaem 10 g de
i 60 DIAS 120 DIAS 180 DIAS
CONIDIOS 58 a 19a -04a
1 L FUNGOS 68 a -172 a 0,2a
2 L FUNGOS 80 a 62 a 0,2a
3 L FUNGOS 85 a 28 a 0,2a
4 L FUNGOS 80 a 46 a 0,3a
Teste F 1,49 0,92 ™ 0,37 ™
dms (Tukey 5%) 39,66 436,08 1,98
CV (%) 24,45 - 5731,57 915,01

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna néo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

NS (nao significativo).



Discutindo os niveis de dano econébmico de nematoides para algumas culturas,
BARKER et al. (1985) mencionaram que para M. incognita em tomateiro, 0s niveis
seriam de 2-100 e, para soja, de 10-250 juvenis de segundo estadio do nematéide/100
cm?® de solo, ou seja, nessas densidades de populacdo do nematdide, o valor dos danos
causados as culturas seria igual ao do custo do controle.

Conquanto o teste de Abbott ndo tenha evidenciado valores aceitaveis da
eficacia do controle do nematdide com os tratamentos utilizados em nenhuma das trés
cultivares, nem na rizosfera nem nas raizes, as plantas tratadas com certas doses de
partes iguais do substrato colonizado pelos fungos exibiram um padrédo de crescimento
muito superior ao das plantas nao-tratadas, conforme ilustrado nas Figuras 32 — 36.
Portanto, na avaliacao dos testes sobre o controle biol6gico de nematéides com fungos
nematdfagos, as variaveis de crescimento e desenvolvimento das plantas, assim como
a producéo final de parcelas tratadas, comparadas as de parcelas nao-tratadas, podem
ser mais adequadas do que as avaliacbes sobre as variacbes na populacdo do
nematoide, quer no solo, quer nas raizes, em resposta as aplicagées dos fungos. Em
verdade, a pouca eficiéncia intrinseca do método de JENKINS (1964), para avaliacoes
quantitativas da populacdo dos nematéides do solo, pode ser a causa principal desses
erros. De fato, BARKER (1985) menciona que a eficiéncia desse método varia de 17 a
20%, apenas. Apesar de baixa, a maior parte dos laboratérios ao redor do mundo a
utiliza nas andlises de rotina, dada a praticidade e a rapidez da técnica. Além disso, as
outras técnicas de extragcéo de juvenis de Meloidogyne spp. do solo ndo sdo muito mais

eficientes que a técnica de JENKINS (1964) nem sao praticas e rapidas quanto essa.



4.9. Estudo Preliminar do Controle Bioldgico de Meloidogyne hapla
Utilizando Fungos Nematofagos em Cultivo Comercial de Roseira sob
Estufa

A subpopulagdo de M. hapla utilizada no estudo foi coletada numa estufa de
producao comercial de rosas, no Municipio de Andradas — MG. A espécie do nematdide
foi identificada no Laboratério de Nematologia do Departamento de Fitossanidade da
UNESP/FCAV, Céampus de Jaboticabal, tendo sido documentados os caracteres
morfolégicos e bioquimico da espécie, conforme descrito no item 3.9. e ilustrados na
Figura 38.

A analise de variancia pelo teste F e o teste de Tukey, a 5% de probabilidade das
médias das populacdes estimadas de M. hapla e NVL (nematdides de vida livre) no
substrato, antes da aplicagdo da mistura de fungos nematéfagos, e aos 60 dias apos a
aplicacdo, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre os tratamentos,
embora tenha sido observado ligeiro acréscimo na populacdo dos nematdides,
conforme consta na Tabela 17. Nas raizes, também n&o houve diferenga significativa
entre os tratamentos, embora tenha sido observada diminui¢cdo da populacéo final para
os tratamentos com 0,5 e 1,0 L da mistura dos fungos nematéfagos, denotando ter
havido ligeira eficacia no controle de M. hapla. Com NVL, no substrato, houve aumento
da populacéao final para todos os tratamentos, assim como nas raizes, salvo para 0,5 L
da mistura dos fungos nematé6fagos (Tabela 17).

A aplicacdo do teste de Abbott aos dados (NAKANO et al, 1981), para a
comparacao da eficiéncia dos tratamentos, esta apresentada na Tabela 18. O teste em
questdo também n&o evidenciou diferenca significativa na eficacia do controle de M.
hapla no substrato utilizado para o desenvolvimento das plantas de roseira, em cochos.

Nas raizes, os tratamentos com 0,5, 1,0 e 1,5 L da mistura de partes iguais do
substrato colonizado pelos fungos propiciaram percentagens de controle de M. hapla,

em relacdo a Testemunha, de 98; 73 e 48%, respectivamente (Tabela 18), sugerindo
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Figura 38. Subpopulacdo de Meloidogyne hapla recuperada de raizes de
roseira. A) Emissdo de radicelas sobre as galhas é o sintoma tipico da
infeccao em raizes. B) Fotomicrografia do padrdao perineal. C)
Fotomicrografia da regido labial de macho. D) Fenétipo isoenzimatico para
esterase com uma banda tipica da espécie (seta). MJ = Meloidogyne
Javanica utilizada como controle.
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que esses fungos nematéfagos podem ser empregados no manejo desse nematoéide
em roseiras cultivadas em cochos. Grande parte da populagédo de NVL presente era
constituida de dorilaimidios que, usualmente, ndo sdo suscetiveis a acado desses
fungos.

As amostras de substrato coletadas no momento da aplicacdo dos fungos e 60
dias apds a aplicacdo da mistura de fungos nematéfagos foram plaqueadas conforme
descrito no item 3.1 para averiguagao da presenca ou auséncia de fungos nematéfagos
nos cochos, antes da aplicacdo dos tratamentos. As amostras de substrato de cada
repeticdo por tratamento utilizado foram homogeneizadas, separadamente, e
plagueadas.

Para as amostras de substrato coletadas no dia da aplicagdo, nao foi encontrado
nenhum fungo nematéfago nas parcelas tratadas e nao-tratadas. Nas amostras
coletadas aos 60 dias apds a aplicacao, para as parcelas tratadas com 0,5; 1,0e 1,5 L
de mistura dos fungos nematéfagos, verificaram-se muitos nematéides capturados por
armadilhas de captura, conidiéforos e conidios dos fungos A. musiformis e A.
oligospora. Para as amostras das parcelas sem tratamento com os fungos

(Testemunha), ndo se observou a presenga dos fungos nematofagos.

4.10. Estudo do Controle Biolégico de Meloidogyne incognita e
Rotylenchulus reniformis Utilizando Fungos Nematéfagos em
Cultivo de Alface Americana ‘Lucy Brown’ sob Estufa

Uma amostra de solo e raizes coletada na estufa onde o experimento foi
conduzido, no Municipio de Itapolis — SP, foi previamente processada no Laboratério de
Nematologia do Departamento de Fitossanidade da UNESP/FCAV, Céampus de
Jaboticabal, tendo sido constatado que o solo estava infestado por M. incognita,
conforme as ilustracbes de caracteres morfolégicos e bioquimico, marcantes para

identificacdo da espécie, incluidos na Figura 25, e R. reniformis, cujos principais



caracteres morfologicos para a identificacdo da espécie, obtidos conforme descrito no
item 3.10., estdo ilustrados na Figura 39.

Uma semana apos a aplicacdo de partes iguais de substrato colonizado pelos
fungos, o aspecto da colonizagdo do solo foi documentado (Figura 40). Entado, as
parcelas foram amostradas, e as mudas de alface foram plantadas.

A andlise de variancia das médias das populacdes dos nematdides no solo antes
da aplicacdo dos tratamentos, e no solo e nas raizes das plantas de alface, aos 54 dias
apos o transplantio, assim como a aplicacao do teste de Abbott (NAKANO et al., 1981)
para a comparag¢ao da percentagem de controle, ndo evidenciou diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, conforme consta nas Tabelas 19 e 20. Contudo, é
provavel que as populagbes dos nematdides no solo tenham sido subestimadas.
Conforme mengao de BARKER (1985), a eficiéncia do método de JENKINS (1964) para
extracdo de nematdides no solo é de apenas 20%, e ovos nao sao extraidos do solo por
esse método. Além disso, a alta infeccdo de raizes e o0 consequente
subdesenvolvimento das plantas em parcelas ndo-tratadas com os fungos, comparadas
as plantas das parcelas tratadas, aos 54 dias depois do transplantio, dao suporte a
hipétese de que a infestagéo do solo era superior a detectada pelo método de JENKINS
(1964), conforme os dados da Tabela 19, uma vez que niveis tdo baixos de infestagéo
do solo ndo causariam infec¢oes tao elevadas (Figura 41).

Conquanto a analise estatistica ndo tenha detectado diferenca significativa entre
os tratamentos, quanto a populacdo dos nematdides no solo e nas raizes (Tabelas 19 e
20), houve diferencga significativa para a quantidade de massa de matéria fresca da
parte aérea, assim como do sistema radicular (Tabela 21 e Figura 42). De fato, para as
parcelas tratadas com 8 ou 4 L da mistura dos fungos, as médias para a massa fresca
da parte aérea foi de 458 g para ambas as doses (Tabela 21 e Figura 42). A massa da
matéria fresca das raizes foi de 20 e 18 g, respectivamente. Nas parcelas néo-tratadas,
esses valores foram de 107 e 9 g (Tabela 21 e Figura 42), respectivamente. Esses

dados representam ganhos de mais de 400% na massa da matéria fresca da parte



aérea e de 100% na massa de raizes. O aspecto geral das plantas esta documentado
na Figura 43, e os resultados indicam que a mistura de A. musiformis e A. oligospora
favoreceu o aumento de massa da parte aérea e de raizes. Demonstram, também, que
o manejo de M. incognita e R. reniformis no cultivo de alface americana em ambiente
protegido pode ser obtido com essa alternativa. Em estudo futuro para a determinacéao
da dose adequada, deverao ser avaliadas doses equivalentes a 4 L da mistura dessa

formulacao dos fungos por parcela.
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Figura 40. Aspecto da colonizagdo do solo por fungos nematéfagos
uma semana apoés a aplicagao.
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Figura 41. Plantas de alface americana ‘Lucy Brown’ produzidas em estufa,
na regido de Itapolis — SP, infestada por Meloidogyne incognita. A) Planta
bem desenvolvida e sistema radicular praticamente sem galhas produzida
em canteiro tratado com os fungos nematéfagos Arthrobotrys musiformis e
A. oligospora. B) Planta com desenvolvimento comprometido e sistema
radicular completamente tomado por galhas formadas por M. incognita,
produzida em canteiro sem os fungos (Testemunha). C) Sistema radicular,
em detalhe, com poucas galhas, de planta produzida em canteiro tratado
com fungos nematéfagos. D) Sistema radicular exibindo numerosas galhas,
de planta coletada em canteiro ndo tratado.



Tabela 21. Média das massas de matéria fresca da parte aérea (MFPA) e das raizes
(MFR) de 10 plantas de alface americana cultivar Lucy Brown, coletadas
aleatoriamente, aos 54 dias apos o transplante, nas parcelas tratadas com 4 e 8 L da
mistura de partes iguais de arroz colonizado por Arthrobotrys musiformis e A. oligospora
e o tratamento-testemunha (sem os fungos), em estufa de produgdo comercial, no
Municipio de Itapolis — SP.

TRATAMENTO MASSA FRESCA DA MASSA FRESCA DAS
PARTE AEREA RAIZES
(9) (9)
TESTEMUNHA 107 b 9 b
FUNGOS 4 L 458 a 18a
FUNGOS 8 L 458 a 20 a
Teste F 54,69** 20,69**
CV (%) 10,96 11,07

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey, a 5 % de probabilidade.

" Significativo a 1 % de probabilidade.
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Figura 43. Plantas de alface americana ‘Lucy Brown’ produzidas em estufa, na
regido de ltapolis — SP, infestada por Meloidogyne incognita. A) Planta com
aproximadamente 30 cm de diametro produzida em canteiro tratado com
fungos nematéfagos. B) Planta com aproximadamente 20 cm de didmetro
produzida em canteiro sem os fungos (Testemunha). C) Planta a esquerda
produzida em parcela ndo tratada e planta maior, a direita, de parcela tratada
com fungos nematéfagos.



4.11. Avaliacao Preliminar de Diferentes Substratos e Condicao de Aeracao
do Acondicionamento para Formulacao de Fungos Nematéfagos

Os resultados estimados da colonizagdo visual de diferentes produtos, visando a
formulagédo dos fungos nematoéfagos, estao apresentados na Tabela 22:

Tabela 22. Avaliacao visual da percentagem de colonizagao por Arthrobotrys oligospora
de diferentes substratos, compostos por diferentes subprodutos da agroindustria e
industria de bebida.

%
Composicao Substrato Colonizacao

1. 428 g de arroz : 200 mL de agua; 100
2. 1 L de casca de arroz : 200 mL de agua; 0
3.1 L de cascade arroz : 1 L de farelo de arroz : 400 mL de agua; 100
4. 1L de casca de arroz : V2 L de farelo de arroz : 200 mL de &gua; 100
5.1 L de bagago de cana : 200 mL de agua; 0
6. 1 L de bagaco de cana : 1 L de farelo de arroz : 400 mL de agua; 100
7.1 L de bagago de cana : 2 L de farelo de arroz : 200 mL de agua; 100
8. 1,5 L do subproduto da industria de cerveja sem agua; 0
9. 1 L de subproduto da indistria de cerveja : 500 mL de farelo de arroz (s/ agua); 0
10. 1 L de sementes de goiaba (sem triturar) : 100 mL de agua; 0
11. 1 L de sementes de goiaba (sem triturar) : 2 L de farelo de arroz: 200 mL de agua; 50
12. 1 L de sementes de goiaba (triturada) : 100 mL de agua; 0
13. 1 L de sementes de goiaba (triturada) : 2 L de farelo de arroz : 200 mL de agua. 100

Entre os melhores tratamentos, dos treze utilizados, seis proporcionaram a
maxima colonizacdo do volume do substrato, a saber, os tratamentos 1; 3; 4; 6; 7 e

13 dos produtos alistados na Tabela 22 acima. Entre os produtos testados o bagaco



de cana puro e outros ndo proporcionaram crescimento visivel do fungo. Contudo, a
demanda por subprodutos de baixo custo ou mistura desses para a formulagdo dos
fungos incentivou a pesquisas para enriquecimento de bagaco de cana visando a
sua utilizagdo numa formulagéao dos fungos. A mistura do bagaco de cana com farelo
de arroz, nas proporcoes de 1:1 e 2:1, proporcionou a colonizacdo visual de 100% da
massa de substrato constituida por esses produtos, nessas proporgbées. Por serem
0s mais baratos e mais disponiveis, ao nivel local, foram priorizados no estudo

subsequente visando a formulagao dos fungos.

4.12. Avaliacao de Diferentes Substratos e Formas de Tratamento para
Producao de uma Formulacao dos Fungos Nematofagos

Com base nos resultados apresentados no item anterior, optou-se pela escolha
da mistura de bagaco de cana com farelo de arroz, na propor¢cdo de 2:1, para os
estudos subsequentes, visando ao desenvolvimento de uma formulagdo em larga
escala dos fungos nemato6fagos. Nesse processo, a esterilizacdo do substrato € uma
fase vital. A esterilizagdo € avaliada plaqueando-se, em BDA, por¢des do substrato
esterilizado para certificacdo da eficacia do processo. No presente estudo, foi avaliada a
esterilizacdo do substrato por autoclavagem e irradiagdo com raios gama, conforme
descrito no item 3.12. Os resultados desse processo estdo apresentados na Tabela 23.

Os dados demonstram que os melhores tratamentos para esterilizacdo do
substrato foram autoclavagem a 120 °C e 1 atm de press&o por 40 minutos e irradiacdo
a 25 e 50 kGy com raios gama, cujos resultados do plaqueamento de aliquotas do
material, apdés a operagcdo de esterilizacdo, nao exibiram crescimento de
microrganismos em BDA, a partir do material esterilizado. Nas aliquotas dos
tratamentos-testemunha cresceram fungos e bactérias, assim como nos materiais
submetidos a irradiagcao com penas 5 kGy de raios gama (Tabela 23). Considerando

que o custo da irradiacdo € dependente da dose, os dados indicam que tanto a



Tabela 23. Eficiéncia do controle de contaminantes presentes no substrato a base de bagaco
de cana + farelo de arroz e somente bagaco de cana, plagueados em BDA, apos receber os
tratamentos de esterilizacdo em autoclave (120°C e 1 atm por 40 minutos) ou irradiagdo com
5; 25 e 50 kGy de raios gama, na Companhia Brasileira de Esterilizagdo, em Jarinu — SP,

além do tratamento-testemunha (sem esterilizagcéo)

TRATAMENTO
PRESENCA DE CONTAMINANTE EM
BDA
F AUTO | Nao
F AUTOII Nao
F501 Nao
F 501l Nao
F251 Nao
F251 Nao
F5I1 Fungo e bactéria
F5Il Fungo e bactéria
F TESTEMUNHA | Fungo e bactéria
F TESTEMUNHAII Fungo e bactéria
B AUTO | Nao
B AUTO Il Nao
B50I Nao
B 501l Nao
B25I Nao
B25Il Nao
B5I Fungo e bactéria
B5Il Fungo e bactéria
B TESTEMUNHA | Fungo e bactéria
B TESTEMUNHA II Fungo e bactéria

[F = substrato constituido da mistura de 2:1 de bagagco de cana com farelo de arroz
umedecido; B = bagag¢o de cana umedecido; AUTO = autoclavado a 120 °C e 1 atm de
pressao; 5; 25 e 50 kGy = doses de irradiacao com raios gama; | e Il = nimero de aberturas
(1 ou 2) na embalagem do substrato; Testemunha = substrato ndo autoclavado nem

irradiado].



irradiacdo com 25 kGy de raios gama quanto a autoclavagem a 120 °C e 1 atm, por 40
minutos, poderiam ser utilizados no processo de esterilizagdo dos substratos para
formulagao de fungos nematéfagos.

As médias da percentagem de colonizagdo do substrato e a esporulacdo de A.
oligospora apresentaram diferenca estatistica significativa, a 1% de probabilidade, e
estdo na Tabela 24. Os melhores tratamentos, para a percentagem de colonizagdo do
substrato, foram os tratamentos F Auto | e Il (bagaco de cana enriquecido com farelo de
arroz, na proporgcado de 2:1, com uma e duas aberturas da embalagem, autoclavado),
com 74 e 85%, os quais diferiram estatisticamente dos demais tratamentos que nao
apresentaram colonizagéo visual do substrato. Embora a colonizacdo ndo tenha exibido
0 aspecto cotonoso habitual dos fungos, o0 exame do material ao estereoscépio revelou
que houve crescimento. Para a esporulacdo, os melhores tratamentos foram obtidos
com aqueles que nao apresentaram colonizacdo visual do substrato. Os que mais
esporularam, foram B 25 | e Il, com 1,23 e 1,02 x 10’ conidios/10 g do substrato
inoculado, respectivamente, os quais n&o diferiram de B Auto | e B 50 | com 5,88 e 4,91
x 10° conidios, respectivamente. Esses, por sua vez, nao diferiram de B Auto Il, B 50 I,
F Auto Il e F Auto I, com 3,60; 3,22; 2,59 e 2,38 x 10°, respectivamente, os quais
diferiram dos demais tratamentos que ndo esporularam (Tabela 24).

Para as médias da percentagem de colonizacdo do substrato e a esporulacao de
P. lilacinus, houve diferenca estatistica significativa a 1% de probabilidade, entre os
tratamentos, conforme consta na Tabela 25. Os melhores tratamentos, para a
percentagem de colonizagdo do substrato, foram F Auto | e Il (bagaco de cana
enriquecido com farelo de arroz, na propor¢do de 2:1, com uma e duas aberturas na
embalagem, autoclavado) com 60 e 100%, respectivamente. Esses tratamentos
diferiram estatisticamente dos demais, que nao apresentaram colonizagédo visual do
substrato (Tabela 25). Para a esporulagdo de P. lilacinus, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, a ndo ser de B 50 | (bagaco de cana tratado com 50
kGy e uma abertura da embalagem) que esporulou menos, em relagdo aos demais
(Tabela 25).



Tabela 24. Média da percentagem de colonizacao visual e esporulacdo do substrato a base
de bagaco de cana + farelo de arroz e somente bagacgo de cana, 21 dias apds ser inoculado
com Arthrobotrys oligospora depois de receber os tratamentos de esterilizagdo em autoclave
(120°C e 1 atm por 40 minutos) ou irradiacdo (25 e 50 kGy de raios gama), na Companhia
Brasileira de Esterilizagdo, em Jarinu — SP.

TRATAMENTO PERCENTAGEM DE ESPORULACAO'
COLONIZACAO
SUBSTRATO?
F AUTO | 74 a 2,38x10°b
F AUTOII 85 a 259x10°%b
F50I 0 b 0c
F50Il 0 b 0c
F251 0 b 0c
F 251l 25 b 0c
B AUTO | 0 b 5,88 x 10 ° ab
B AUTOII 0 b 3,60x10° b
B50I 0 b 4,91 x10°ab
B 50 I 0 b 322x10° b
B25I 0 b 1,23x107 a
B25 I 0 b 1,02x 10" a
Teste F 13,39 ** 952,73 **
dms 29,697 0,5634
CV (%) 145,72 8,15

'Para a analise estatistica, os dados foram transformados em log (x+1).

®Para a andlise estatistica, os dados foram transformados em arco-seno da raiz quadrada da
porcentagem. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
** Significativo a 1% de probabilidade.

[F = substrato constituido da mistura de 2:1 de bagaco de cana com farelo de arroz
umedecido; B = Bagaco de cana umedecido; AUTO = Autoclavado a 120 °C e 1 atm de
pressao; 25 e 50 kGy = doses de irradiacdo com raios gama; | e Il = nimero de aberturas (1
ou 2) na embalagem do substrato; Testemunha = substrato ndo autoclavado nem irradiado].



Tabela 25. Média da percentagem de colonizacdo e esporulacdo do substrato a base de
bagaco de cana + farelo de arroz e somente bagago de cana, 21 dias ap6s ser inoculado
com Paecilomyces lilacinus depois de receberem os tratamentos de esterilizagdo em
autoclave (120°C e 1 atm por 40 minutos) ou irradiacdo (25 e 50 kGy de raios gama), na

Companhia Brasileira de Esterilizagao, em Jarinu — SP.

TRATAMENTO PERCENTAGEM DE ESPORULACAO'
COLONIZACAO
SUBSTRATO?
F AUTO | 60 a 426x10 ™ a
F AUTOII 100 a 6,13x10 % a
F501 0 b 1,40x10° ab
F 501l 0 b 1,81x10"a
F251 0 b 1,10x10° ab
F251 0 b 8,60x10° a
B AUTO | 0 b 8,00x 10° ab
B AUTO Il 0 b 1,20x10° ab
B501 0 b 7,00x10% b
B 50 I 0 b 8,00x 10° ab
B25I 0 b 3,10x10° a
B25 I 0 b 2,60x10° a
Teste F 13,39 ** 952,73 **
dms 29,697 0,5634
CV (%) 145,72 8,15

'Para a analise estatistica, os dados foram transformados em log (x+1).

®Para a andlise estatistica, os dados foram transformados em arco-seno da raiz quadrada da
porcentagem. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
** Significativo a 1% de probabilidade.

[F = substrato constituido da mistura de 2:1 de bagaco de cana com farelo de arroz
umedecido; B = Bagaco de cana umedecido; AUTO = Autoclavado a 120 °C e 1 atm de
pressao; 25 e 50 kGy = doses de irradiacdo com raios gama; | e Il = nimero de aberturas (1
ou 2) na embalagem do substrato; Testemunha = substrato ndo autoclavado nem irradiado].



Os substratos inoculados com os fungos foram plagueados em agar-agua a 2%
para a confirmagao da colonizacdo do material pelos fungos em estudo. Dez dias apés,
confirmaram-se a presenca de crescimento micelial, a esporulacdo e a acao dos fungos
A. oligospora (Figura 44) e P. lilacinus (Figura 45) no meio.

Os resultados do teste de patogenicidade de A. oligospora isolado dos diferentes
meios nos quais houve esporulacdo, estdo na Tabela 26. Nao houve diferenga
significativa entre as percentagens de predacédo de Panagrellus sp. por A. oligospora
isolado dos diferentes meios. Os valores zero para os tratamentos-testemunha
decorreram do fato de que A. oligospora nao havia sido isolado desses tratamentos.

Esses dados indicam que a patogenicidade do fungo nao foi alterada nas
diferentes composicoes e formas de esterilizacdo do substrato.

No caso de P. lilacinus, também, nem a composicao dos substratos nem as
formas de esterilizagdo desses influenciaram na percentagem de colonizagdo de ovos
de M. javanica pelo fungo, tendo sido observado que a percentagem de ovos do
nematoide colonizado pelo fungo variou de 95 a 99% (Tabela 27). Na Figura 44, foram
ilustrados estruturas reprodutivas de A. oligospora e detalhes do fungo em acao.
Conidios e o conidiéforo estdo documentados na Figura 44 A, nematoide capturado e o
seu interior completamente colonizado pelo fungo 44 B, e a regido mediana de um
espécime de Panagrellus sp. totalmente colonizada por hifas do fungo, em 44 C. Na
Figura 45, foram ilustrados estruturas reprodutivas de P. lilacinus e detalhes do fungo
em agao. Conidios e o conidioforo na forma de fidlide estdo documentados na Figura 45
A, um ovo de Meloidogyne sp. colonizado pelo fungo, em 45 B, e um juvenil

supostamente de primeiro estadio, dentro de um ovo colonizado pelo fungo, em 45 C.
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Figura 44. Fotomicrografias de Arthrobotrys oligospora.
A) Fotomicrografia do conidiéforo com conidios. B)
Fotomicrografia de um espécime de Panagrellus sp.
capturado e com seu interior completamente
colonizado pelo fungo (seta). C) Regido mediana de um
Panagrellus sp. completamente colonizada pelas hifas
do fungo.



Figura 45. Paecilomyces lilacinus. A) Fotomicrografia
da fidlide (seta) e conidios do fungo. B)
Fotomicrografia de um ovo de M. javanica
completamente colonizado pelo fungo. C) Juvenil de
Meloidogyne  sp. em  estadio inicial de
desenvolvimento, parasitado pelo fungo dentro do
ovo.




Tabela 26. Média da percentagem de predacdo de Panagrellus sp. por Arthobotrys
oligospora, 4 dias ap0s a adicdo do nematdide as placas de Petri contendo a cultura do
fungo em agar-agua 2%, ap6s a multiplicacao por 21 dias em substrato a base de bagaco de
cana + farelo de arroz e somente bagaco de cana, apds receberem os tratamento de
esterilizacdo em autoclave (120 °C e 1 atm por 40 minutos) ou irradiacédo (25 e 50 kGy de
raios gama), na Companhia Brasileira de Esterilizagado, em Jarinu — SP, além do tratamento-

testemunha (sem esterilizar).

TRATAMENTO PERCENTAGEM DE PREDACAO'
F AUTO | 99 a
F AUTOII 99 a
0 b
F TESTEMUNHA |
F TESTEMUNHA II 0 b
B AUTO | 99 a
B AUTOII 98 a
B50I 98 a
B 50l 100 a
B251 100 a
B25Il 100 a
B TESTEMUNHA | 0 b
B TESTEMUNHA Il 0 b
Teste F 590,69 **
dms 8,6254
CV (%) 6,08

'Para a analise estatistica, os dados foram transformados em arco-seno da raiz quadrada da
porcentagem.

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

** Significativo a 1% de probabilidade.

[F = substrato constituido da mistura de 2:1 de bagaco de cana com farelo de arroz
umedecido; B = bagag¢o de cana umedecido; AUTO = autoclavado a 120 °C e 1 atm de
pressao; 25 e 50 kGy = doses de irradiacdo com raios gama; | e Il = nimero de aberturas (1
ou 2) na embalagem do substrato; Testemunha = substrato ndo autoclavado nem irradiado].



Tabela 27. Médias da percentagem de colonizagédo de ovos de Meloidogyne javanica por
Paecilomyces lilacinus, 4 dias ap6s a adi¢cdo dos ovos as culturas do fungo em placa de Petri
contendo agar-agua 2%, apdés a multiplicacdo em substrato a base de bagaco de cana +
farelo de arroz e somente bagaco de cana, esterilizados em autoclave (120°C a 1 atm por 40
minutos) ou irradiados (25 e 50 kGy de raios gama), na Companhia Brasileira de

Esterilizacdo, em Jarinu — SP, além do tratamento-testemunha (sem esterilizacao).

TRATAMENTO PERCENTAGEM DE PREDACAO'
F AUTOI 97 ab
F AUTO Il 97 ab
F50I 98 ab
F50Il 95 b
F251 97 ab
F251i 99 a
F TESTEMUNHA | 0 c
F TESTEMUNHA I 0 ¢
B AUTO | 98 ab
B AUTOII 99 ab
B50I 98 ab
B50Il 97 ab
B251 99 a
B25Il 98 ab
B TESTEMUNHA | 0 ¢
B TESTEMUNHA II 0 ¢
Teste F 768,22 **
dms 6,7325
CV (%) 4,30

'Para a analise estatistica, os dados foram transformados em arco-seno da raiz quadrada da
porcentagem. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

** Significativo a 1% de probabilidade.

[F = substrato constituido da mistura de 2:1 de bagaco de cana com farelo de arroz
umedecido; B = bagag¢o de cana umedecido; AUTO = autoclavado a 120 °C e 1 atm de
pressao; 25 e 50 kGy = doses de irradiacdo com raios gama; | e Il = nimero de aberturas (1
ou 2) na embalagem do substrato; Testemunha = substrato ndo autoclavado nem irradiado].



4.13. Controle Bioldgico de Nematdides em Cultivo Protegido de Tomateiro
Cereja Organico com Arthrobotrys musiformis, A. oligospora e
Paecilomyces lilacinus

O estudo foi conduzido numa estufa instalada no Municipio de ltapolis — SP,
com histérico de problemas causados por nematbides. A andlise de uma amostra
previamente coletada na mencionada estufa revelou a presenca de Meloidogyne
incognita, identificada com base nos caracteres morfolégicos e bioquimico,
documentados na Figura 25, além de R. reniformis (Figura 39), P. brachyurus (Figura
46), P. zeae (Figura 47) e H. dihystera (Figura 48) estavam presentes na amostra.

A analise de variancia pelo teste F e o teste de Tukey, a 5% de probabilidade para as
médias das popula¢des dos nematoides, no solo, antes da aplicacdo dos tratamentos e
no solo e nas raizes dos tomateiros cereja, aos 45 e 90 dias apds o transplantio das
mudas em parcelas tratadas e ndo-tratadas com os fungos, estdo na Tabela 28. Houve
diferenga significativa entre os tratamentos, a 5% de probabilidade apenas para a
populacdo de H. dihystera, aos 90 dias. De fato, o tratamento de 6 L da mistura dos
fungos, com 276 formas ativas do nematodide, diferiu da Testemunha e de 3 L da
mistura dos fungos que exibiram 58 e 50 espécimes do nematdide, respectivamente,
nao diferindo entre si. Nas raizes, também, sé houve diferenca significativa no numero
de ovos em 10 g de raizes, aos 45 dias, onde o tratamento de 3 L da mistura do
substrato colonizado pelos fungos, com 42 ovos, diferiu da Testemunha com 97 ovos,
embora esse tratamento ndo tenha diferido de 6 L da mistura dos fungos com 70 ovos
(Tabela 28). Entretanto, niveis de populacdo desses nematbdides tao baixos,
usualmente, ndo sado observados danos visiveis as plantas. Além disso, os altos
valores do CV (%) encontrados para algumas dessas variaveis denotam a variabilidade
na distribuicdo do nematdide no solo e, também, a imprecisdo da técnica de JENKINS
(1964) para analise quantitativa da nematofauna do solo, ja que a eficiéncia da técnica

para a extracdo dos nematéides do solo é de cerca de 20%, apenas (BARKER, 1985).
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A andlise de variancia da eficiéncia dos tratamentos, medida pela
percentagem de controle dos nematoides, segundo Abbott (NAKANO et al., 1981),
e a comparacao entre as médias das populacées dos nematdides, nos diferentes
periodos de avaliacao, estdo na Tabela 29.

A andlise de variancia pelo teste F, a 5% de probabilidade da eficacia dos
tratamentos no controle dos nematdides no solo, com base no teste de Abboit,
revelou diferenga significativa apenas entre 3 e 6 L da mistura de partes iguais do
substrato colonizado pelos fungos, aos 45 dias ap6s o transplantio. A comparacao
entre médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, evidenciou que 6 L da
mistura propiciou 91% de controle dos juvenis de M. incognita no solo em relagao
a testemunha, diferindo de 3 L da mistura, que teve eficacia de apenas 46%
(Tabela 29). Para Pratylenchus spp., foram obtidos 100% de controle, em relagéo
ao tratamento-testemunha, com 6 L da mistura, aos 45 dias apds o transplantio, e
75% com 3 L, embora esses tratamentos ndo tenham diferido entre si. Para os
demais nematéides nas diferentes épocas de avaliacoes, a andlise de variancia
ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, e, por
conseguinte, as médias também nao diferiram entre si pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade, sendo que as percentagens de controle foram muito aquém do
minimo requerido (Tabela 29).

Em relagdo a percentagem de controle dos nematdides nas raizes,
calculada com base no teste de Abbott, a analise de varidncia ndo revelou
diferenca significativa entre os tratamentos para nenhum dos nemato6ides, em
nenhum dos periodos avaliados (Tabela 29). Entretanto, foram obtidos 99% de
controle de juvenis de Meloidogyne incognita com 6 L da mistura e 91% com 3 L
da mistura, em relacdo ao tratamento-testemunha, embora essas médias néo
tenham diferido entre si. Também, ndo foram obtidas diferengas significativas
entre os tratamentos para nenhum dos outros nematdides em nenhum dos outros
periodos de avaliacdo. Os valores discrepantes obtidos para muitas dessas
variaveis, inclusive para os valores altos ou negativos do C.V. (Tabela 29),

denotam variabilidade na distribuicio dos nematdides no solo e
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imprecisdo da técnica de JENKINS (1964) para andlise quantitativa de amostras. Com
efeito, em que pesem as diferencas e os relativamente altos niveis de controle dos
nematdides em alguns dos casos, as médias da avaliagdo do peso total de frutos de 10
plantas de tomateiro cereja cultivar Sindy, escolhidas aleatoriamente, de cada uma das
parcelas, com seu respectivo tratamento, também nao revelaram diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos (Tabela 30). Contudo, na pratica, niveis de populacao
dos nematdides que estdo associados a danos significativos a produgédo do tomateiro,
geralmente sdo mais altos do que esses que foram observados no presente estudo.
Para as amostras de solo coletadas no dia da aplicagdo, ndo foi encontrado
nenhum fungo nematéfago nas parcelas tratadas e nao-tratadas. Nas amostras
coletadas aos 45 e 90 dias ap6s a aplicacao, para as parcelas tratadas com 3 e 6 L da
mistura dos fungos nematoéfagos, verificaram-se muitos nematdides capturados por
armadilhas, conididéforos e conidios dos fungos A. musiformis e A. oligospora, além de
estruturas reprodutivas de P. lilacinus. Para as amostras das parcelas sem tratamento

com os fungos (Testemunha), ndo se observou a presenga dos fungos nematéfagos.

4.14. Controle Biolégico de Nematoides em Cultivo de Quiabeiro Organico
com Arthrobotrys musiformis, A. oligospora e Paecilomyces lilacinus

As populagdes de nematdides identificadas nas amostras de solo e raizes foram:
M. incognita, P. brachyurus, P. zeae, H.dihystera, Tylenchus sp., Aphelencoides sp. e
Ditylenchus sp., como previamente mencionado no item 3.14. Embora diferentes
géneros e espécies tenham sido identificados nas amostras, as populacées de M.
incognita, P. brachyurus, P. zeae e H. dihystera apresentaram o0s maiores niveis de
populagao no solo. Por conseguinte, sobre essas populacoes, foi posta maior énfase na
avaliacao.



Tabela 30. Médias da massa total de frutos de 10 plantas de tomateiro cereja cultivar
Sindy, em canteiros de produgao organica tratados com diferentes doses da mistura de
partes iguais de bagaco de cana colonizado por Arthrobotrys musiformis, A. oligospora
e Paecilomyces lilacinus, e o tratamento-testemunha (sem os fungos), em estufa, no

Municipio de Itapolis — SP.

TRATAMENTO PESO TOTAL DE FRUTOS (kg)
TESTEMUNHA 42 a
3 L FUNGOS 45 a
6 L FUNGOS 4,0 a
Teste F' 0,72
dms 0,0990
CV (%) 6,99

"Para a andlise estatistica, os dados foram transformados em log (x+1).
N&o houve diferencga estatistica significativa entre os tratamentos.

A analise de variancia pelo teste F e o teste de Tukey, a 5% de probabilidade
para as médias das populacdes dos nematdides antes da aplicacao dos tratamentos, no
solo e nas raizes de quiabeiro, aos 45 e 90 dias apo6s o transplantio das mudas, estao
na Tabela 31. A andlise de variancia pelo teste F ndo revelou diferenga significativa
entre os niveis de populacdo dos nematdéides, antes da aplicagdo dos tratamentos, nem
aos 45 ou 90 dias depois do transplantio para nenhum dos nematédides considerados,
nem no solo nem nas raizes. A nao-deteccado de juvenis de M. incognita na analise
prévia do solo (Tabela 31) e a obtengdo de nimeros muitos discrepantes, aos 45 e 90
dias apéds o transplantio das mudas, tanto no solo quanto nas raizes, estdo denotando a
enorme variabilidade na distribuicdio dos nematbides, ja observada nos ensaios
anteriores e confirmada pelos altos valores do CV em todos esses casos. Entretanto,

tanto no solo como nas raizes, os niveis de populacdo dos nematoides, nos diferentes
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periodos de avaliagdes para o tratamento com os fungos, sempre foram menores que a
Testemunha (sem os fungos), notadamente em relacao a M. incognita, que € a espécie
mais agressiva ao quiabeiro, entre todas as que foram detectadas na éarea do
experimento (Tabela 31).

Para as médias da eficacia dos tratamentos, medidas pelas percentagens de
controle, em relagdo a testemunha, calculadas pelo teste de Abbott (NAKANO et al.,
1981), conforme consta na Tabela 32, os dados indicam que os niveis de controle foram
aqguém dos niveis minimos de eficiéncia requeridos para se obter um desenvolvimento
da cultura livre de danos mais sérios, causados pelos nematoides. De fato, os dados
estdo indicando que o nivel maximo de controle de M. incognita, no solo, em relagéo a
testemunha, foi obtido aos 90 dias e foi de apenas 50%. Nas raizes, o nivel maximo de
controle foi de 86%, obtido aos 45 dias apds o transplantio das mudas na area (Tabela
32). Para Pratylenchus spp., 0 maximo nivel de controle no solo foi obtido aos 45 dias e
foi de, apenas, 75%, sendo que, nas raizes, o0 maximo percentual de controle foi de
57%, também obtido aos 45 dias.

Em que pesem esses dados estatisticos, plantas de quiabeiro nas parcelas
tratadas com a mistura dos fungos nematéfagos e sem tratamento (Testemunha) foram
documentadas em diferentes periodos apés o transplantio das mudas. Na Figura 49,
foram ilustradas plantas de quiabeiro, cultivar Santa Cruz, em sistema de producgao
organico tratadas e nao-tratadas com os fungos nematéfagos aos 25 dias apds o
transplantio. Plantas com 62 dias apds o transplantio, em parcela tratada e nao-tratada
com os fungos com diferenca visivel no desenvolvimento, estao ilustradas na Figura 50.
Na Figura 51, também é nitida a diferenca das plantas bem desenvolvidas, aos 62 dias
do transplantio, na parcela tratada com os fungos, em relacdo as plantas da parcela
nao-tratada. Observou-se, também, na face inferior das folhas de plantas com 62 dias
do transplantio, pesada infestacao por pulgdes nas parcelas nédo-tratadas com a mistura
dos fungos, em relacao as plantas das parcelas tratadas (Figura 52). Atribui-se esse

fato ao estresse resultante da infeccdo dos nematdides as plantas da parcela sem
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Figura 49. Plantas de quiabeiro organico em parcelas infestadas por
Meloidogyne incognita e tratadas (T) com a mistura dos fungos
nematofagos e sem tratar — NT (Testemunha), aos 25 dias apds o
transplantio, na regiao de Itapolis — SP.



NT

NT

Figura 50. Plantas de quiabeiro organico cultivar Santa Cruz, em
parcelas infestadas com Meloidogyne incognita e tratadas com a
mistura de fungos nematéfagos (T), bem desenvolvidas e exibindo
expressiva massa foliar e Testemunha (ndo tratada = NT), com
desenvolvimento comprometido e pouca massa foliar, aos 62 dias
apos o transplantio, no Municipio de Itapolis — SP.



Figura 51. Plantas de quiabeiro organico cultivar Santa
Cruz, em parcelas infestadas por Meloidogyne incognita e
tratadas com a mistura de fungos nemato6fagos (T) bem
desenvolvidas e Testemunha (ndo tratada = NT) com
desenvolvimento comprometido, aos 62 dias apdés o
transplante, no Municipio de Itapolis — SP.



tratamento (Testemunha). Com efeito, a predisposi¢cdo de plantas a infec¢do por outros
patégenos ou a infestacdo de outros agentes ja é fato conhecido e discutido (BARKER
et al., 1998).

Na Figura 53, estdo ilustradas plantas retiradas de parcela-testemunha (ndo-
tratada = NT), com desenvolvimento comprometido, exibindo pouca massa foliar e
raizes tomadas por galhas formadas por M. incognita, enquanto a planta retirada de
parcela tratada com a mistura de fungos nematéfagos (T), estd mais bem desenvolvida,
com expressiva formacgao de folhas e isenta de galhas, aos 62 dias apds o transplantio.
Nas Figuras 54 e 55, sdo documentadas plantas de quiabeiro organico, aos 123 dias
apos o transplantio, retiradas de parcela tratada com a mistura de fungos nemato6fagos,
visualmente com melhor desenvolvimento do que as plantas de parcelas-testemunha
(ndo-tratadas = NT), as quais também exibem abundante formagdo de galhas nas
raizes. Por conseguinte, conquanto a andlise estatistica dos dados nao revele
diferencas entre os tratamentos, os resultados demonstram que o tratamento com os
fungos nematéfagos tem eficacia no controle dos nematdides e que outros testes
estatisticos devem ser estudados para melhor discriminar as diferencas entre os
tratamentos. Métodos de extracdo de nematdides de amostras de solo e raizes com
maior eficiéncia também devem ser pesquisados.

Amostras de solo coletadas no momento da aplicagdo, aos 45 e 90 dias apéds a
aplicacao da mistura de fungos nematéfagos, foram plaqueadas conforme descrito no
item 3.1. para a verificagdo da presencga de fungos nematéfagos nos canteiros. Para as
amostras de solo coletadas no dia da aplicacao, néo foi encontrado nenhum dos fungos
nematéfagos envolvidos no estudo, nas parcelas tratadas e ndo-tratadas. Nas amostras
coletadas aos 45 e 90 dias ap6s a aplicacdo, para as parcelas tratadas com 4 L da
mistura dos fungos nematéfagos, verificaram-se muitos nematdides capturados por
armadilhas, conidiéforos e conidios dos fungos A. musiformis e A. oligospora, além das
estruturas reprodutivas de P. lilacinus. Para as amostras das parcelas sem tratamento

com os fungos (Testemunha), ndo se observou a presenca desses fungos.



Figura 52. Plantas de quiabeiro organico cultivar Santa Cruz, em
parcelas tratadas com a mistura de fungos nematéfagos (T) e
Testemunha (ndo tratada = NT), aos 62 dias apds o transplante. A)
Face abaxial das folhas, de plantas nas parcelas tratadas sem pulgao.
B) Regido inferior das folhas completamente colonizadas por pulgdes,
de plantas sem tratamento (Testemunha).



Figura 53. Plantas de quiabeiro organico cultivar Santa Cruz, retiradas
de parcela Testemunha (ndo tratada = NT), apresentando
desenvolvimento comprometido, poucas folhas e raizes tomadas por
galhas causadas por Meloidogyne incognita, enquanto as plantas,
como a da direita (T), retiradas de parcela tratada com a mistura de
fungos nematéfagos, estdo bem desenvolvidas, com muitas folhas e
sem galhas nas raizes, aos 62 dias apds o transplante.



Figura 54. Planta de quiabeiro orgénico cultivar Santa Cruz, retirada
de parcela tratada com a mistura de fungos nematéfagos (T), esta
bem desenvolvida e sem galhas nas raizes. Enquanto a planta
retirada de parcela-Testemunha (ndo tratada = NT), esta com
desenvolvimento menor e as raizes tomadas por galhas causadas por
Meloidogyne incognita, aos 123 dias apds o transplantio, em canteiros
infestados, na regiao de Itapolis — SP.
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4.15. Controle Biolégico de Meloidogyne mayaguensis em Goiabeira com
Arthrobotrys musiformis, A. oligospora, Paecilomyces lilacinus e
Dactylella sp.

As populagcdes de nematoides identificadas nas amostras de solo e raizes
foram: Meloidogyne mayaguensis (Figura 56) e Helicotylenchus dihystera, conforme

descrito no item 3.15.

A analise de variancia e o teste de Tukey, a 5% de probabilidade para as médias
das populacdées dos nematdides no solo e nas raizes, considerando-se a populacao
inicial (Pi = antes da aplicacéo), aos 60 e 120 dias ap6s a aplicacao dos tratamentos,
estdo na Tabela 33. Para as populagdes de nematdides em 100 cm® de solo, ocorreu
diferenca estatistica significativa para M. mayaguensis, com a populacao inicial para o
tratamento com 8 L da mistura de fungos nemato6fagos com 134 juvenis de segundo
estadio/100 cm® da amostra, diferindo a 5% de probabilidade da Testemunha com 7
juvenis. Esse fato confirma o padrdo de distribuicdo irregular do nematéide no solo,
mesmo em se tratando de pequenas areas (distribuicdo binomial) e torna-se um
complicador a mais, no processo de avaliacdo dos experimentos a campo.

Aos 120 dias apdés a aplicacdao, também ocorreu diferenca estatistica
significativa, a 5% de probabilidade, para a populacdo de juvenis de segundo estadio de
M. mayaguensis no solo entre o tratamento-testemunha com 428 juvenis e Aldicarb com
68 juvenis. Em 10 g de raizes, ocorreu diferenca estatistica significativa para M.
mayaguensis, aos 120 dias apds a aplicacdo, entre o tratamento-testemunha com
12.670 ovos e juvenis, e 0s demais, a exceg¢do do tratamento relativo a 8 L com 918
ovos e juvenis. Contudo, como houve diferenca significativa entre a Testemunha e 4 L
da mistura, assim como com Aldicarb, essas diferencas podem ser reflexo, ndo apenas
do efeito dos tratamentos, mas também da distribuicdo irregular do nematoide (Tabela
33).
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Aplicando-se os resultados obtidos ao teste de Abbott, segundo NAKANO et al.
(1981), obteve-se a percentagem de controle dos tratamentos (eficiéncia), em relagéao a
testemunha. A analise de variancia desses dados e a comparagao entre as médias pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para as populacées dos nematdides aos 60 e
120 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos, ndo apresentaram diferenga estatistica
significativa entre os tratamentos (Tabela 34). Entretanto, para a populagdo de juvenis
de segundo estadio de M. mayaguensis em 100 cm® das amostras de solo, para os
tratamentos com 4 L, 8 L e Aldicarb, aos 60 dias, ocorreu uma percentagem de
eficiéncia de controle de 39; 72 e 64% que, aos 120 dias, foi de 81; 73 e 84%,
respectivamente. Em 10 g de raizes, aos 60 dias, foi de 35; -23 e -4% e, aos 120 dias,
foi de 95; 93 e 94%. Quanto a populagédo de H. dihystera, no solo, para os tratamentos
com 4 L, 8 L e Aldicarb, aos 60 dias, houve uma eficiéncia do tratamento de 11; -47 e
8% e, aos 120 dias, foi de 71; 13 e -81%, respectivamente. Nas raizes, aos 60 dias,
para todos os tratamentos, a eficiéncia foi de 0%, enquanto aos 120 dias, foi de 99; 99 e
97%, respectivamente (Tabela 34).

Os resultados obtidos evidenciam que os tratamentos estdo influenciando na
dindmica da populagdo dos nematdides com indicios de que houve beneficios dos
tratamentos, especialmente aos 120 dias apds a aplicagao, tanto no solo quanto nas
raizes. Além disso, as amostras de solo coletadas no momento da aplicacdo dos
fungos, aos 60 e 120 dias apdés a aplicagdo dos tratamentos, foram plaqueadas
conforme descrito no item 3.1., para averiguar se os fungos nematéfagos tinham se
estabelecido no solo da area experimental. As amostras de solo de cada repeticao por
tratamento utilizado foram separadamente homogeneizadas e plagueadas. Para as
amostras de solo coletadas no dia da aplicacao, néo foi encontrado nenhum dos fungos
nematéfagos nas parcelas que seriam tratadas e ndo-tratadas. Nas amostras coletadas
aos 60 e 120 dias apos a aplicagao, para as parcelas tratadas com 4 e 8 L da mistura
dos fungos nematéfagos, verificaram-se muitos nematéides capturados por armadilhas,

conidioforos e conidios dos fungos A. musiformis, A. oligospora e Dactylella sp., além
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da presenca de P. lilacinus, evidenciando que os fungos se estabeleceram no solo das
parcelas tratadas. Nas amostras das parcelas sem tratamento com os fungos

(Testemunha) e Aldicarb, ndo se observou a presencga dos fungos nematéfagos.

4.16. Teste-Piloto para o Manejo de Meloidogyne javanica em Plantio
Comercial de Crisantemo de Corte com Fungos Nematéfagos em
Ambiente Protegido

As espécies Meloidogyne javanica (Figura 57) e Helicotylenchus dihystera
eram 0s nematdides predominantes nas estufas de produgcdo comercial de

crisintemo onde os testes foram desenvolvidos.

O desenvolvimento da cultura estabelecida em canteiros de producéo
comercial infestados por Meloidogyne javanica, em estufas instaladas no Municipio
de Holambra — SP, resulta em plantas cujo ciclo é severamente alterado,
inviabilizando a producao comercial da cultura (Figuras 58 A a C).

Mudas de crisantemo de corte com vinte dias de idade, produzidas em substrato
constituido de palha de arroz pré-carbonizada (Figura 23 A), enriquecido com uma
mistura de partes iguais de uma mistura de arroz colonizado, individualmente, por cinco
fungos nematéfagos, a razdo de 1 L da mistura dos fungos para 100 L do substrato das
mudas, foram preparadas em bandejas (Figura 23 B), conforme ilustrado nas Figuras
23 C e D, e foram plantadas em canteiros cuja infestacdo pelo nematdide no ciclo
anterior tinha resultado em severas perdas, como ilustrado na Figura 58. Desde o inicio
do desenvolvimento da cultura até a fase de colheita, as plantas oriundas de mudas
tratadas com os fungos tiveram um desenvolvimento considerado satisfatério (Figura
59). Em 59 A, estdo plantas exibindo desenvolvimento inicial vigoroso (seta). Na 59 B,
estdo documentadas plantas com grande quantidade de folhas e uniformidade no
crescimento e 59 C corresponde a plantas com hastes maiores, crescimento e

florescimento uniformes, evidenciando a eficacia do controle do nematéide.
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Figura 58. Cultura de crisantemo de corte em estufa com
canteiros infestados por Meloidogyne javanica apresentando
sintomas. A) Plantas apresentando murchamento (seta). B)
Plantas com o ciclo alterado como consequéncia da infeccao pelo
nematéide. C) Reboleira com plantas apresentando florescimento
desuniforme.




Figura 59. Canteiro infestado por Meloidogyne javanica, nos quais
foram plantadas mudas de crisdntemo de corte produzidas em
substrato tratado com coquetel de fungos nematéfagos. A) Plantas
com desenvolvimento vigoroso. B) Plantas com grande quantidade de
folnas e uniformidade no crescimento. C) Plantas apresentando
uniformidade no florescimento.



Os canteiros implantados com mudas sem o tratamento ou com os fungos
nemato6fagos isolados sofreram severos danos quando comparados as tratadas com o
coquetel de fungos nematofagos. O manejo da populacdo desse nematédide foi obtido
em escala comercial em plantios de crisantemo de corte em outras estufas infestadas
com esse nematdide, confirmando a viabilidade dessa alternativa para o0 manejo desse
nematoide na producdo de crisantemo, em ambiente protegido. Os resultados indicam
que o coquetel de fungos nematédfagos utilizados é uma opcéao de controle de M.

javanica em ambiente protegido de crisantemo de corte.



V. CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente estudo dao suporte as seguintes conclusdes:

Arthrobotrys musiformis, A. oligospora e Monacrosporium spp. sao os fungos
nematéfagos predadores mais abundantes nos solos das regides pesquisadas.
Arthrobotrys musiformis, A. oligospora e outros sdo de facil cultivo em meios de
cultura elaborados com produtos tais como sementes e graos ou subprodutos da
agroindustria e podem ser fortes aliados no manejo de nematdides em cultivos
de hortifrutigranjeiros e de ornamentais.

Os cultivos em ambientes protegidos sao particularmente favoraveis a utilizagao
de formulacbes de fungos nematdéfagos, uma vez que tais ambientes
potencializam a eficacia dos fungos nematéfagos, embora também favorecam a
agressividade dos nematéides.

A eficacia dos fungos nematofagos € inversamente proporcional a longevidade
do ciclo da cultura.

Culturas de ciclo mais longo demandarao mais de uma aplicacéo de formulacdes
dos fungos nematéfagos, e o monitoramento da populagdo dos nematoides €
uma etapa vital para a determinagéo dos intervalos de aplicacéo.

Uma unica aplicacdo de formulagbes de fungos nematoéfagos empregando
material colonizado pelos fungos pode propiciar o controle de Meloidogyne
incognita em alface, em cultivo protegido.

Os fungos nematéfagos podem ser acrescentados aos substratos utilizados na
producdo de mudas de hortalicas e ornamentais, facilitando sua aplicacdo em
ambientes protegidos.



8) A utilizacdo de suspensdo de conidios dos fungos nematéfagos, inclusive com
aplicacao via irrigagdo, pode ser uma das alternativas para a aplicagdo dos
fungos nematoéfagos, desde que feitas em carater preventivo, antes que os
nematoides alcancem niveis de populagcao que comprometam o desenvolvimento
da cultura.

9) A utilizagdo de formulagbes dos fungos contendo mais de uma espécie com
caracteristicas especiais de predacgdo, inclusive parasitos de ovos, tem mais
chances de sucesso que formulagdes contendo uma Unica espécie.

10) Os fungos nematéfagos exibem apreciavel especificidade de hospedeiros, 0 que
dificulta o comércio de formulacdes, dado o risco de comprometer a credibilidade
do produto, se formulacbes de fungos nao-especificos para o nematdide que
ocorre em certo local, forem utilizadas.

11) As formulagdes de fungos nematofagos sdao mais adequadas para a distribuicao
assistida a produtores de pequenas comunidades ou a empresas especificas,
uma vez que, desse modo, € possivel identificarem-se, previamente, os
nematdides que ocorrem no local, tendo em vista a elaboragdo de formulacdes
especificas para cada caso.

12) Para culturas horticolas altamente suscetiveis aos nematdides de galha
(Meloidogyne spp.), tais como alface e quiabo, formulagées de fungos
predadores, incluindo, também, um parasito de ovos, podem exercer o controle
dos nematdides.

13) Os fungos nematéfagos podem ser formulados em bagaco de cana misturado
com farelo de arroz na proporcao de 2:1, previamente esterilizado, quer por
autoclavagem, quer por irradiagéo.

14) As formulagbes se mostraram vidveis e de facil manipulacdo para serem
empregadas pelos produtores.

15) A utilizagdo de formulagbes de fungos nemat6fagos pode vir a ser o recurso
mais adequado para o0 manejo de nematodides em hortalicas produzidas em volta

dos centros urbanos, assim como em parques e jardins.
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