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RESUMO

COUTINHO, Marcelo Magalhdes, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2008. Utilizacdo de Pochonia chlamydosporia e farinha de
sementes de mamado para o controle de Meloidogyne javanica.
Orientador: Leandro Grassi de Freitas. Co-Orientadores: Silamar Ferraz e
Rosangela D’ Arc de Lima Oliveira.

O uso indiscriminado de nematicidas, além de onerar o custo de
producdo, pode colocar em risco a saude dos aplicadores, dos consumidores e
contaminar o meio ambiente. Desta forma, métodos alternativos para 0 manejo
de nematoides sdo cada vez mais desejaveis, tais como o0 uso de fungos
nematdfagos aliado a incorporacdo de matéria organica. Os objetivos do presente
trabalho foram avaliar a dose minima efetiva de farinha de sementes de mamao
(FSM) em biofumigagdo ou n&o, para o controle de M. javanica; testar o efeito de
Pochonia chlamydosporia, aplicado na forma de clamidosporos ou de fibra de
coco colonizada, juntamente com diferentes doses de FSM sobre M. javanica e
verificar o efeito de fungos e bactérias, isolados de solos tratados com FSM sobre
M. javanica. O efeito conjunto e cumulativo dos gases tdxicos liberados durante
a decomposicdo da FSM, aliado as elevadas temperaturas proporcionou uma
consideravel reducdo da quantidade de FSM a ser incorporada no solo,
principalmente se o solo for coberto imediatamente ap6s a incorporacdo desse
material. Ao se avaliar a forma de aplicacdo do fungo P. chlamydosporia
constatou-se que a fibra de coco colonizada ndo foi efetiva como método de
introducdo deste microrganismo. A aplicacdo de P. chlamydosporia deve ser
feita em solo infestado e deve-se aguardar um periodo maior do que uma semana
antes do plantio para que o fungo possa se estabelecer e atuar sobre o indculo
inicial do nematoide, o que reduz a penetracéo e os numeros de galhas e ovos no
final do ciclo de vida do nematoide. Bactérias isoladas de solo onde havia sido
incorporado FSM n&o apresentaram atividade antagdnica ao nematdide. Somente
um isolado do fungo Trichoderma sp. resultou em controle do nematdide e
apenas gquando introduzido no solo no plantio com o hospedeiro, isto €, 15 dias
antes da introducéo dos ovos do nematdide. Este periodo de exposicao ndo foi
proporcionado no experimento de onde este fungo foi isolado, portanto ndo é
possivel determinar o papel desse isolado no controle do nematoide.



ABSTRACT

COUTINHO, Marcelo Magalhdes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March 2008. Use of Pochonia chlamydosporia and papaw seed’s flour for
the control of Meloidogyne javanica. Advisor: Leandro Grassi de Freitas.
Counselors: Silamar Ferraz and Rosangela D’ Arc de Lima Oliveira.

Besides increasing production fees, the indiscriminate used of
nematicidal chemicals may threaten farmers and consumers health, as well as
contaminate the environment. Consequently, alternative methods for
management of nematodes are preferred, such as the use of nematophagous fungi
allied to organic matter incorporation to the soil. The objectives of this work
were: 1- to evaluate the minimum effective dose of papaw seed’s flour (FSM)
with and without biofumigation, for the control of M. javanica; 2- to evaluate the
effect of Pochonia chlamydosporia, applied in the form of chlamydospore or
colonized coconut fiber, together with different doses of FMS against M.
javanica and 3- to evaluate the effect of fungi and bacteria, isolated from soils
treated with FSM, over M. javanica. The collective and accumulative effect of
the toxic gasses released during the FSM decomposition, together with the high
temperatures, conferred a considerable reduction in the quantity of FSM to be
incorporated to the soil, especially if the soil was immediately covered after
incorporation. Evaluating the applying of P. chlamydosporia fungi, it was
determined that colonized coconut fiber was not efficient as a method for the
introduction of this microorganism. Soil application of P. chlamydosporia must
be done on infested soil and a period of more than seven days has to be held
before planting, in order to allow fungi establishment and its activity over the
initial nematode inoculum, with a consequent reduction in penetration, number of
root knots and number of eggs at end of the nematode’s life cycle. No
antagonistic activity against nematodes was observed in bacteria isolated from
soils where FSM was incorporated. Only one isolate of the fungi Trichoderma
sp. resulted in nematode control, and only when introduced in the soil together
with the host planting, 15 days before nematode eggs introduction. This period of
exposition was not proportioned in the experiment from where the fungi was
isolated, thus it was impossible to determine the role of such isolate in the control

of the nematode.
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INTRODUCAO GERAL

Grande énfase é dada ao desenvolvimento de métodos alternativos
ao uso de nematicidas para 0 manejo de fitonematoides. Dentre estes
métodos, o controle bioldgico, aliado a adicdo de matéria organica ao solo,
sdo alternativas que merecem ser melhor investigada (Dickson et al., 1994;
Dalla Pria & Ferraz, 1996; Freitas et al., 2000; Nico et al., 2004).

A incorporacdo de matéria organica ao solo pode favorecer o
controle de diversas doencas de plantas, além de melhorar as caracteristicas
fisico-quimicas do solo e aumentar a diversidade da microbiota (Hoitink &
Fahy, 1986). Entretanto, quando implantada de forma isolada, pode néo ser
muito efetiva no controle de nematdides, pois pode ocorrer, por
volatilizacdo, perda de substancias toxicas, resultantes da decomposicdo do
material incorporado (Stapleton, 2000; Souza, 2004). Aliar esta medida de
controle a outros métodos ja empregados no controle de nematdides é muito
oportuno. O emprego da biofumigagdo proporciona efeito conjunto dos
compostos formados durante a decomposicdo do material e aprisionados sob
o plastico e as altas temperaturas resultantes da cobertura do solo com
plastico, obtendo o maior controle deste fitopatogeno.

A eficiéncia do material organico no controle de nematdides depende
de sua composicdo quimica, podendo liberar ou ndo subprodutos
nematicidas durante a sua decomposicao (Rodriguez-Kabana et al., 1987;
Dias-Arieira, 2002). Sementes de maméo (Carica papaya L.), um
subproduto da inddstria de sucos, doces, geléias e outros produtos
alimenticios, possuem acdo anti-helmintica e sdo usadas na medicina
popular no controle de vermes. As sementes contém glucosinolatos, que séo
hidrolisados pela enzima mirosinase na presenca de agua, originando o
composto benzil-isotiocianato, componente quimico com acdo ovicida e
larvicida (Krishnakumari & Majumder, 1960; Dar et al., 1965; Lal et al.,
1976; Seo & Tang, 1982; Kermanshai et al., 2001). Poucas sdo as
publicagbes tratando do uso de farinha de sementes de mamado para o
controle de fitonematdides de planta, portanto, investigar seu uso como
material organico a ser incorporado no solo passa a ser uma o0p¢ao

importante para 0 manejo alternativo de fitonematoides.



Entre os agentes de biocontrole de nematoides com potencial de uso
pratico, pode-se destacar o fungo Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare
& Gams, anteriormente conhecido como Verticillium chlamydosporium
(Stirling, 1991). Esse fungo possui caracteristicas relevantes que favorecem
seu uso como agente de controle de nematdides tais como: a) ndo ser
patogénico a plantas, seres humanos e outros animais; b) ser capaz de se
estabelecer no solo, mesmo na auséncia de nematdides; c) ser parasita de
ovos e fémeas de Meloidogyne spp. (Stirling, 1991; Kerry, 2001); d) ser
considerado um forte competidor saprofitico, na forma de conidios, micélios
(Kerry et al.,1984) e clamidosporos (Crump & Kerry, 1981); e) ser capaz de
colonizar as raizes de plantas e promover seu desenvolvimento (Lopez-
Llorca et al; 2002; Hidago-Diaz et al., 2000; Monfort et al., 2005;
Dallemole-Giaretta, 2008).

Um possivel agente de controle bioldgico, frequentemente
encontrado apds a incorporacao de matéria organica, € o fungo Trichoderma
spp.. Esse microrganismo possui rapido crescimento e abundante
esporulagdo (Howell, 2003). Véarios mecanismos podem estar envolvendo
no controle de fitopatdgenos por esse fungo tais como: micoparasitismo,
antibiose, competicdo, producdo de enzimas, inducdo de resisténcia da

planta, estimulo de germinacéo e mecanismos adjuntos (Howell, 2003).

Varios estudos sdo realizados com rizobactérias e bactérias
endofiticas, visando a reducdo dos danos causados por fitonematoides
(Kloepper et al., 1999), com o beneficio extra de alguns isolados
promoverem o crescimento das plantas (Weller, 1988; Kloepper et al., 1989;
Kloepper, et al., 1999).

Como ha relatos cientificos do controle de Meloidogyne spp. por
fungos do género Pochonia (Stirling, 1991), Trichoderma (Windham et al.,
1989 & Sharon et al., 2001), rizobactérias (Kloepper et al., 1999) e pela
acdo de metabdlitos secundarios produzidos ao se incorporar a farinha de
sementes de mamao ao solo, separadamente, decidiu-se estudar a utilizacédo
integrada desses organismos aliado a adi¢cdo de matéria organica como

métodos alternativos ao uso de agroquimicos.



Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos: a) avaliar a
dose minima efetiva de FSM para o controle de M. javanica no solo
biofumigado ou ndo biofumigado, em casa de vegetacdo; b) avaliar a
eficiéncia das doses de FSM no controle de M. javanica a 26°C, em camara
de crescimento; c) avaliar a aplicacdo de P. chlamydosporia, incorporada ao
solo na forma de clamiddsporos ou fibra de coco colonizada, juntamente
com diferentes doses de farinha de sementes de mamao; d) isolar
Trichoderma spp. e bactérias de solo onde foram incorporados a farinha de

sementes de mamaéo e verificar o seu efeito no controle de M. javanica.
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Capitulo - 1

Avaliacdo da dose minima efetiva de farinha de sementes de mamao
(Carica papaya L.) em solo coberto ou ndo para o controle de

Meloidogyne javanica

MARCELO M. COUTINHO'?, LEANDRO G. FREITAS?, WANIA S.
NEVES?, ROSANGELA DALLEMOLE-GIARETTA? SILAMAR
FERRAZ? & ROSANGELA D ARC DE LIMA OLIVEIRA?
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Resumo - Coutinho, M.M., Freitas, L.G., Neves W.S., Dallemole-Giaretta,
R., Ferraz, S., Oliveira, R.D.L. 2008. Avalia¢do da dose minima efetiva de
farinha de sementes de maméo (Carica papaya L.) em solo coberto ou néo

para o controle de Meloidogyne javanica

Sementes de mamdo contém glucosinolatos, que no solo sdo
hidrolisados e liberam isotiocianatos, compostos tdxicos a fitonematdides. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a dose minima efetiva de farinha de
sementes de mamédo (FSM), em biofumigacdo ou ndo, para o controle de M.
javanica. Para isso, trés experimentos foram montados para testar os efeitos
das seguintes doses de FSM: 0; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4 ou 8 g
FSM/kg de solo. O primeiro e 0 segundo experimentos foram conduzidos
simultaneamente na mesma casa de vegetacdo. No primeiro experimento,

vasos de 0,5 L de solo e areia foram infestados com 4.000 ovos de



nematoide e, apos trés dias, incorporaram-se as doses de FSM. Em seguida,
os vasos foram cobertos com plastico transparente de polietileno por um
periodo de cinco dias proporcionando a biofumigacdo do solo em casa de
vegetacdo. Apds a permanéncia dos vasos cobertos, transplantou-se uma
planta de tomate e conduziu o experimento por 45 dias. No segundo
experimento, realizou-se 0S mesmos tratamentos  mencionados
anteriormente, embora neste caso, o solo ndo tenha sido coberto. Com o
objetivo de isolar o efeito da elevada temperatura observada durante o
processo de biofumigacdo, um ensaio foi conduzido em cémara de
crescimento a 26°C. Neste ensaio, 0S vasos permaneceram cobertos com
plastico de polietileno por 5 dias e, apds este periodo na camara de
crescimento, o plastico foi retirado e os vasos foram transferidos para casa
de vegetacdo. A solarizagdo empregada no primeiro ensaio reduziu em 98%
0 numero de galhas e em 100% o numero de ovos, quando comparado a
testemunha ndo biofumigada independente da dose de FSM. No solo ndo
solarizado, houve reducédo de 48 e 68% ao se incorporar 2 g de FSM/kg de
solo para o numero de galhas e de ovos, respectivamente, e de 82 e 95% ao
se incorporar 4 g de FSM/kg de solo para as mesmas variaveis. A altura das
plantas ndo foi influenciada pela adicdo de FSM e nem pela biofumigacao
do solo. Para o peso de raiz, tanto no primeiro quanto no segundo
experimento, as doses 1, 4 e 8 g FSM/kg de solo foram superiores ao
tratamento testemunha (p<0,05). O peso da parte aérea foi influenciado
positivamente em todas as doses de FSM incorporadas ao solo. No terceiro
experimento, montado em camara de crescimento, ndo foi observada
diferenca significativa da altura das plantas, peso de parte aérea e peso das
raizes. Entretanto, observou-se uma reducdo no nimero de galhas nas doses
de 0,125; 0,5; 4; e 8 g de FSM/kg de solo de 31, 35, 46 e 71%,
respectivamente. Todas as doses testadas reduziram o nimero de ovos de M.
javanica por sistema radicular, quando comparada com a testemunha sem
FSM.



Summary - Coutinho, M.M., Freitas, L.G., Neves W.S., Dallemole-
Giaretta, R., Ferraz, S., Oliveira, R.D.L. 2008. Evaluation of the minimum
effective dose of papaw (Carica papaya L.) seed’s flour, in covered and
uncovered soil, for the control of Meloidogyne javanica

Papaw seed contains glucosinolated compounds, that when
hydrolyzed in soils release isotiocianates, a group of toxic compounds to
phytonematodes. The objective of this work was to evaluate the minimum
effective dose of papaw seed’s flour (FSM), with and without
biofumigation, for the control of M javanica. Three experiments were
performed in order to test the effect of FSM doses at: 0; 0,0625; 0,125; 0,25;
1; 2; 4 and 8 g FMS kg™ of soil. The first and second experiments were
simultaneously executed in greenhouse conditions. In the first experiment,
0,5 L capacity buckets filled with a mixture of soil and sand were infested
with 4.000 nematode eggs and, after three days, FSM doses were
incorporated. Then, buckets were covered with transparent polyethylene
plastic for a period of five days allowing soil biofumigation in greenhouse
conditions. After this period, a tomato plant was transplanted to each bucket
and cultivated during 45 days. In the second experiment, the same
procedures previously mentioned were performed, but without covering soil
with the polyethylene plastic. With the objective to isolate the effect of the
high temperature observed during the biofumigation process, a test was
carried out in a growth chamber at 26 °C, with buckets covered with
polyethylene plastic during five days. After this period the plastic cover was
retired and buckets transferred to a greenhouse. Solarization used in the first
experiment reduced the number of root knots in 98 % and the number of
eggs in 100 %, when compared with the non-biofumigated control
independently of FSM dose. In non-solarized soil, a reduction of 48 % of
root knots and 68 % in the number of eggs was observed when
incorporating 2 g of FSM kg™ of soil, and a reduction of 82 and 95 % , of
the same parameters, when incorporating 4 g of FSM kg™ of soil. Plant
height was not affected by the addition of FSM neither by soil
biofumigation. Concerning to root weight, in the first as much as in the
second experiment, doses of 1, 4 and 8 g FSM kg™ of soil resulted in higher

values than the control (p<0,05). Weight of aerial portion was positively



influenced by all FSM doses incorporated to the soil. In the third
experiment, carried out in a growth chamber, a significant difference in
plant height, weight of aerial portion and root weight was not observed.
However, a reduction in the number of root knots was observed for the
doses of 0,125: 0,5: 4 and 8 g of FSM kg-1 of soil, in 31, 35, 46 and 71 %
respectively. All doses tested reduced the number of eggs of M. javanica in

the root system, when compared to control without FSM.
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1. Introducgéo

Os nematdides-das-galhas, Meloidogyne spp., causam perdas
econbmicas significativas que podem variar de 30 a 80% na cultura do
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) (Chitwood, 1951., Sayre &
Toyama, 1964., Barker et al., 1976., Lordello, 1978., Ferraz & Churata-
Masca, 1983., Roberts & May, 1986, Charchar & Aragdo, 2005). O controle
quimico é uma opcdo utilizada para 0 manejo de nematdides, entretanto, o
uso intensivo e indiscriminado dos nematicidas tem causado diversos
prejuizos a saude humana e ao ambiente. Para poder reduzir estes riscos
proporcionados pela ado¢do deste método de controle, muitos pesquisadores
tém estudado métodos alternativos que minimizem o uso de insumos
quimicos para o controle de doencas e pragas. Dentro desse contexto, a
incorporacdo de matéria organica ao solo € um dos métodos mais estudados,
pois além de favorecer o controle de diversas doencas de plantas, pode
também melhorar as caracteristicas fisico-quimicas do solo e aumentar a
diversidade da microbiota (Hoitink & Fahy, 1986). Entretanto, quando
implantada de forma isolada, pode ndo ser muito efetiva no controle de
nematoides, pois pode ocorrer, por volatilizacdo, perda de substancias
toxicas, resultantes da decomposicdo do material incorporado (Stapleton,
2000; Souza, 2004). Portanto, aliar a incorporacdo de material organico a
solarizacao pode ser uma alternativa de controle eficiente de fitonematdides.
Nessa condi¢do, o efeito conjunto e cumulativo dos compostos formados
durante a decomposicgdo e as altas temperaturas aprisionadas sob o plastico
podem favorecer o controle dos nematdides. Essa préatica, conhecida como
biofumigacdo, pode ser vantajosa, pois, na maioria das vezes, reduz a
quantidade do material a ser incorporado ao solo.

A eficiéncia de determinado material organico no controle de
nematoides depende de sua composi¢cdo quimica, havendo liberagcdo ou nao
de subprodutos nematicidas durante a sua decomposicdo (Rodriguez-
Kébana et al., 1987; Dias-Arieira, 2002).

Sementes de mamao (Carica papaya L.), um subproduto da industria
de sucos, doces, geléias e outros produtos alimenticios, possuem acdo anti-

helmintica e sdo usadas na medicina popular no controle de vermes. As
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sementes contém glucosinolatos, que s&o hidrolisados pela enzima
mirosinase na presenca de agua, originando o composto benzil-
isotiocianato, componente quimico com acdo ovicida e larvicida
(Krishnakumari & Majumder, 1960; Dar et al., 1965; Lal et al., 1976; Seo
& Tang, 1982; Kermanshai et al., 2001). Poucas séo as publicacGes tratando
do uso de farinha de sementes de maméo para o controle de fitonematoides
de planta, portanto, investigar seu uso como material organico a ser
incorporado no solo passa a ser uma op¢do importante para 0 manejo
alternativo de fitonematdides.

O uso da matéria organica no controle de patdégenos do solo pode,
em alguns casos, favorecer a melhoria das caracteristicas fisicas e quimicas
do solo (Stirling, 1991), melhorando o desenvolvimento das plantas e
aumentando a populagdo de microrganismos antagonistas aos nematoides
(Linford et al., 1938; Sitaramaiah & Singh, 1978). Quando a solarizacao é
aliada a adicdo de matéria organica proporcionando a biofumigacdo, as
doses de matéria organica podem ser reduzidas devido ao efeito conjunto
entre a temperatura atingida no solo e os gases liberados durante a
decomposicéo deste material.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos: a) Avaliar a
dose minima efetiva de FSM para o controle de M. javanica no solo
biofumigado ou ndo biofumigado, em casa de vegetacdo; b) Avaliar a
eficiéncia das doses de FSM no controle de M. javanica a 26°C, em camara

de crescimento.
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2. Material e Métodos

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo e em cédmara de
crescimento do Departamento de Fitopatologia localizados no campus da

Universidade Federal de Vicosa.
2.1. Obtenc&o do indculo

Para a obtencdo e multiplicagdo do indculo, populaces de Meloidogyne
javanica foram multiplicadas em plantas de tomateiro (Lycopersicon esculentum
var. Santa Clara), mantidas sob condicbes de casa de vegetacdo, por
aproximadamente 70 dias. Antes da conducdo dos experimentos, foi realizada
eletroforese de isoenzimas para a confirmacdo da espécie e a verificagdo da

pureza do indculo.
2.2. Obtencéo da farinha de sementes de maméo (FSM)

As sementes de mamdo foram cedidas pela Tropical Industria de
Alimentos S/A (Tial) e secas em terreiro de café. Ap6s a secagem, foram
trituradas em moinho de martelos rotativos equipado com peneira de 3 mm de
abertura e a farinha resultante foi armazenada em local seco e ventilado, para

posterior utilizacao.

2.3. Efeito da dose minima de farinha de sementes de mamao para uso no

controle de M. javanica em solo coberto ou ndo com plastico
2.3.1. Bioensaios em casa de vegetacao

No primeiro experimento, o solo contido em vasos plasticos de 0,5 L de
capacidade foi infestado com 4.000 ovos de M. javanica. Trés dias apos a
infestacdo do solo, foram incorporadas as seguintes doses de FSM: 0; 0,0625;
0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4 ou 8 g FSM/kg de solo. Apds a incorporagdo, 0S vasos
foram cobertos e vedados com plastico de polietileno transparente, com
espessura de 150 um, para verificar o efeito da solarizacdo e biofumigacgdo.
Decorrido cinco dias em que o solo permaneceu coberto, transplantou-se uma

muda de tomateiro por vaso com 21 dias de idade e o experimento conduzido por
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mais quarenta e cinco dias. Avaliou-se 0s nimeros de galhas e de ovos, 0 peso da
parte aérea, a altura das plantas e o0 peso das raizes.

No segundo experimento, foram incorporadas as mesmas doses de FSM
descritas anteriormente. Entretanto, apds a incorporacdo da FSM, os vasos nao
foram cobertos com plastico transparente e uma muda de tomateiro foi
transplantada por vaso apds cinco dias. O primeiro e 0 segundo experimento
foram conduzidos simultaneamente na mesma casa de vegetacdo e foram
avaliados as mesmas variaveis. A temperatura do ar e do solo foi monitorada

duas vezes ao dia durante 0s ensaios.
2.3.2. Bioensaio em camara de crescimento

Vasos plasticos contendo de 0,5 kg de solo infestado com 4000 ovos de
M. javanica foram mantidos em camara de crescimento a 26°C, para isolar o
efeito da solarizagdo. Apos 3 dias, foram incorporadas 0; 0,0625; 0,125; 0,25;
0,5; 1; 2; 4 ou 8 g de FSM/kg de solo e os vasos foram cobertos com plastico de
polietileno transparente com espessura de 150 pum, para verificar o possivel efeito
da retencdo de produtos volateis produzidos durante a decomposi¢do da FSM. A
cobertura pléstica foi retirada apds 5 dias e uma muda de tomateiro foi
transplantada em cada vaso. Em seguida, os vasos foram transferidos para casa
de vegetacdo, onde permaneceram por 45 dias até a avaliacdo. A temperatura da
casa de vegetacdo e do solo foi monitorada durante todo o experimento.
Avaliaram-se 0s nimeros de galhas e de ovos, peso da parte aérea, altura das

plantas e peso da raiz.
2.4. Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento adotado nos experimentos foi do tipo inteiramente
casualizado, empregando-se oito repeticGes por tratamento. Os dados foram
analisados com o auxilio do programa Statistica 7.0 (Statsoft, 2004), procedendo-
se a analise do intervalo de confianga entre as médias, associada ao teste T, a 5%
de probabilidade, pois nenhum modelo foi ajustado para uma possivel analise de
regressao dos dados.
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3. Resultados e Discussao

A incorporacéo de farinha de sementes de maméo ao solo e posterior
cobertura com plastico de polietileno resultou no maior controle do
nematoide, quando comparado ao experimento em que ao solo somente foi
incorporada FSM (Figura 1). A temperatura maxima média do solo
biofumigado foi de 41,8°C e, no solo ndo biofumigado, foi de 35,5°C. A
elevacdo da temperatura acima de 40°C no solo biofumigado pode ter
contribuido para a reducéo de 98% no nimero de galhas e de ovos, mesmo
no tratamento sem a incorporacdo de FSM, funcionando apenas como
solarizacdo do solo. Neste caso, seria desnecessario o0 uso de FSM, pois a
solarizacdo do solo ja seria suficientemente efetiva no controle do
nematoide. (Figura 1). Stapleton & Duncan (1998) constataram que quando
houve a incorporacgéo de residuos de brassicas ao solo, em combinagdo com
0 aquecimento do substrato durante sete dias a 38°C, o numero de galhas em
plantas de tomateiro foi reduzido de 95 a 100%. A temperatura ideal para a
eclosdo de M. javanica é de 30°C e para a mobilidade dos juvenis é de 25°C
(Bird & Wallace, 1965). Dessa forma, sugere-se que o controle obtido no
solo biofumigado pode estar relacionado a elevada temperatura alcancada
durante o periodo em que o solo estava coberto.

No solo ndo coberto, houve reducédo de 48, 82 e 86% no nimero de
galhas e de 68, 91 e 95% no numero de ovos ao se incorporar 2, 4, 8 g
FSM/kg de solo (Figura 1). A altura das plantas ndo foi influenciada pela
adicdo de FSM ou pela biofumigagéo do solo. Para o peso de raiz, tanto no
experimento do solo coberto quanto no do solo ndo coberto, as doses 1, 4 e
8 g FSM/kg solo foram estatisticamente superiores ao controle. O peso da
parte aérea foi influenciado positivamente com a incorporacdo de FSM ao
solo, e pode ser resultado da melhoria das caracteristicas do solo apos a
incorporacg@o do material organico (Stirling, 1991).

No terceiro experimento, montado em camara de crescimento, ndo
houve diferenca significativa na altura das plantas, no peso da parte aérea e
no peso das raizes. Entretanto, observou-se reducdo no nimero de galhas
nas doses de 0,125; 0,5; 4; e 8 g de FSM/kg de solo de 31, 35, 46 e 71%,

respectivamente (Figura 2). Todas as doses de FSM testadas reduziram o
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numero de ovos quando comparados com a testemunha (Figura 3). Desse
modo, pode-se concluir que a decomposi¢do da FSM no solo liberou gases
nocivos ao nematoide, visto que mesmo em doses baixas de FSM o controle
foi eficiente.

Os resultados deste trabalho comprovam a eficiéncia da utilizacéo de
FSM para o controle de nematdide do género Meloidogyne spp., como ja
demonstrado por Neves et al. (2005a, b) que observaram observaram 95%
de reducéo na ecloséo dos juvenis e 100% de inativagdo e morte dos juvenis
de M. javanica e M. incognita apds o uso do extrato de farinha de sementes
de mamé&o. O efeito do extrato vegetal de semente de mamao também foi
estudado por Coimbra et al. (2006), que constataram 100% de imobilidade e
67,2% de mortalidade de juvenis e adultos de Scutellonema bradys. O efeito
nematicida da sementes de mamao se deve a presenca de composto benzil-
isotiocianato, originado da hidrolise do glucosinolato (Kermanshai et al.
2001).

No segundo experimento, houve a eliminacdo do efeito de
solarizagdo pela ndo utilizagdo do plastico e, assim, foi possivel isolar o
efeito do isotiocianato, que se mostrou efetivo contra os nematdides mesmo
sem ser aprisionado por plastico, como ocorreu no terceiro experimento.
Houve uma relagdo direta da dose de FSM com o nivel de controle do
nematoide.

Em camara de crescimento, o plastico foi utilizado para aprisionar o
gas porem, o efeito do aumento das doses de FSM nao foi tdo pronunciado
guanto no experimento em casa de vegetacdo com o solo descoberto. Muito
possivelmente esta diferenca no resultado pode ser explicada devido a
diferenca de temperatura entre os dois experimentos, sendo quase 9 °C mais
alta no experimento conduzido em casa de vegetacdo do que no conduzido
em camara de crescimento. A temperatura mais elevada possivelmente
promoveu uma aceleracdo na decomposi¢cdo da FSM e, portanto, resultando
em maior producdo do gas isotiocianato. O efeito conjunto e cumulativo dos
gases toxicos liberados durante a decomposicdo dos materiais organicos e
das elevadas temperaturas atingidas durante a solarizacdo pode proporcionar
consideravel reducdo da quantidade de material organico a ser incorporado
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ao solo (Souza, 2004), o que torna mais viavel o uso da biofumigacao para o
controle de nematdides.

Conclui-se que a incorporacdo de 4 g FSM/kg de solo, ou mais, 0
que equivalente a 8000 kg/ha ao incorporar esse material a 0,2 m de
profundidade, resulta em uma grande reducéo da reproducdo do nematdide e
seus sintomas na planta, apesar de doses inferiores também seja efetiva a 26
°C .Esta elevada dose pode ser justificada quando se trata de ambientes
protegidos ou até mesmo para 0 uso de tratamentos de substrato para a
produgdo de mudas. Em temperaturas mais alta a eficiéncia do método se
torna mais evidente como observado a 35,5 e 41,8. Alternativamente, o solo
pode ser coberto com plastico transparente apos a incorporacao de FSM por
pelo menos cinco dias, pois, durante esse intervalo de tempo, o solo pode
atingir temperaturas altas, prejudiciais aos nematoides, aumentando a
eficiéncia do controle.

Como perspectivas futuras, estudos devem ser conduzidos para
verificar se 0 método de controle utilizado neste trabalho é eficiente também
no controle de outros fitopatdgenos, podendo ser utilizado no tratamento de

solo para a producdo de mudas.
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Figura 1 — Numero de galhas, de ovos, altura das plantas, peso da parte aérea e das
raizes de tomateiros inoculados com M. javanica, quarenta e cinco dias
apos a incorporacdo ao solo de diferentes doses de FSM, em solo
coberto (coluna a esquerda) e ndo coberto (coluna a direita) com
plastico transparente por 5 dias. As barras representam o intervalo de
confianca, associado ao teste T a 5% de probabilidade. * Testemunha

nao solarizada.
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Figura 2 - Numero de galhas por sistema radicular de tomateiros inoculados
com M. javanica, quarenta e cinco dias apds a incorpora¢do ao
solo de diferentes doses de FSM. Solo coberto com plastico
transparente durante 5 dias em cdmara de crescimento. As barras
representam o intervalo de confianga, associado ao teste T, a 5%

de probabilidade.
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Figura 3 - NUmero de ovos por sistema radicular de tomateiros inoculados
com M. javanica, quarenta e cinco dias apds a incorporagdo ao
solo de diferentes doses de FSM. Solo coberto com pléastico
transparente durante 5 dias em camara de crescimento. As barras
representam o intervalo de confianga, associado ao teste T, a 5%

de probabilidade.
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Figura 4 — Peso da parte aérea de tomateiros inoculados com M. javanica,
quarenta e cinco dias ap0s a incorporacdo ao solo de diferentes
doses de FSM. Solo coberto com pléastico transparente durante 5
dias em cémara de crescimento. As barras representam o
intervalo de confianga, associado ao teste T, a 5% de

probabilidade.
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Figura 5 — Altura dos tomateiros inoculados com M. javanica, quarenta e
cinco dias ap0s a incorporacdo ao solo de diferentes doses de
FSM. Solo coberto com plastico transparente durante 5 dias em
camara de crescimento. As barras representam o intervalo de

confianca, associado ao teste T, a 5% de probabilidade.
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Figura 6 — Peso das raizes das plantas de tomateiros inoculados com M.
javanica, quarenta e cinco dias ap0s a incorporagédo ao solo de
diferentes doses de FSM. Solo coberto com plastico
transparente durante 5 dias em cémara de crescimento. As
barras representam o intervalo de confianga, associado ao teste

T, a 5% de probabilidade.
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Resumo - Coutinho, M.M., Freitas, L.G., Dallemole-Giaretta, R., Neves
W.S., Lopes, E.A., Ferraz, S. Efeito de Pochonia chlamydosporia e de
farinha de sementes de mamao para o controle de Meloidogyne javanica

Avaliou-se a efetividade do fungo nematofago Pochonia
chlamydosporia, aplicado na forma de clamiddsporos ou de fibra de coco
colonizada, juntamente com diferentes doses de farinha de sementes de
mamé&o (FSM), no controle de Meloidogyne javanica em casa de vegetacao.
No primeiro experimento, o isolado PC-10 de P. chlamydosporia foi
aplicado ao solo na forma de clamiddsporos (5000/g de solo)
simultaneamente com 0, 1, 2 ou 4 g de FSM/kg de solo e 4000 ovos de M.
javanica por vaso, e, ap6s 15 dias, uma muda de tomate foi transplantada

por vaso. Na avaliacdo apds 45 dias, constatou-se diferenca significativa nos

25



pesos da parte aérea e das raizes e na altura das plantas tratadas em relacéo
as da testemunha. Em todos os tratamentos onde foram incorporados os
clamidosporos do fungo, independentemente da adi¢cdo de FSM, o nimero
de ovos foi 56 a 61% menor do que no tratamento testemunha e o nimero
de galhas, de 36 a 47% menor. No segundo experimento, 20 g de fibra de
coco colonizada pelo fungo foram incorporados por quilo de solo
juntamente com as diferentes doses de FSM e 4000 ovos de M. javanica por
vaso. Decorridos 7 dias da infestacdo, transplantou-se uma muda de tomate
em cada recipiente. A avaliacdo foi feita apds 45 dias e ndo houve diferenca
significativa para a altura das plantas, peso da parte aérea, peso da raiz.
Entretanto, o nimero de galhas por sistema radicular foi reduzido em 20, 31,
61 e 92% para as doses da FSM 0, 1, 2 ou 4 g/Kg de solo, respectivamente.
Em relacdo ao nimero de ovos, houve redugdes de 0, 45, 79 e 95% quando a
farinha foi incorporada nas doses de 0, 1, 2 ou 4 g/Kg de solo,

respectivamente.
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Summary - Coutinho, M.M., Freitas, L.G., Dallemole-Giaretta, R., Neves
W.S., Lopes, E.A., Ferraz, S. Effect of Pochonia chlamydosporia and
papaw seed’s flour in Meloidogyne javanica control

The efficiency of the nematophagous fungi Pochonia
chlamydosporia, applied in the form of chlamydospores or as colonized
coconut fiber, together with different doses of papaw seed’s flour (FMS), in
the control of Meloidogyne javanica was evaluated in greenhouse
conditions. In a first experiment, P. chlamydosporia isolated PC-10, was
applied to the soil in the form of chlamydospores (500/g of soil)
simultaneously with 0, 1, 2 and 4 g of FSM kg™ of soil plus 4.000 eggs of
M. javanica per bucket. An evaluation after 45 days showed significant
differences in weight of the aerial portion and roots, as well as in the treated
plants height, when compared with the control. In all treatments where the
clamydospores were incorporated, independently from FSM addition, the
number of eggs was 56 to 61 % lower than control and the number of root-
knots was 36 to 47 % lower. In a second experiment, 20 g of coconut fiber
colonized by the fungi were incorporated per kilogram of soil, together with
different doses of FSM and 4.000 eggs of M. javanica per bucket. After 7
days of infestation, one seedling of tomato was planted in each pot. An
evaluation performed after 45 days showed no significant differences in
plant height, aerial portion weight or root weight. However, the number of
root-knots per root system was reduced in 20, 31, 61 and 92 % in the FSM
doses of 0, 1, 2 and 4 g kg™ of soil respectively. Concerning to the eggs
number, there was reduction of 0, 45, 79 and 95 % when the flour was

incorporated in the doses of 0, 1, 2 and 4 g kg™ of soil respectively.
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1. Introducgéo

Os nematodides das galhas sdo responsaveis por grandes perdas em
hortalicas, podendo inviabilizar areas de producdo quando a sua infestacdo é
considerada alta (Novaretti et al., 1998). Na tentativa de reduzir a populagéo
do nematdide abaixo do nivel econémico de dano, varios métodos de
controle tém sido pesquisados integrando diferentes técnicas, a fim de
proporcionar o controle satisfatorio deste fitopatdgeno, (Novaretti et al.,
1998), entre elas, o controle biolégico. Os organismos utilizados para o
controle biolégico podem ser introduzidos ou estarem presentes
naturalmente no solo, controlando os fitopatdgenos da area (Bridge, 1996).
O estimulo para aumentar a populacdo e eficiéncia dos antagonistas pode ser
feito através da adicdo ao solo de materiais organicos que, além disso,
podem melhorar as caracteristicas fisico-quimicas do solo e liberar
compostos nematicidas.

Entre os agentes de biocontrole de nematdides com potencial de uso
pratico, pode-se destacar o fungo Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare
& Gams, anteriormente conhecido como Verticillium chlamydosporium
(Stirling, 1991). Esse fungo possui caracteristicas relevantes que favorecem
seu uso como agente de controle de nematdides tais como: a) ndo ser
patogénico a plantas, seres humanos e outros animais; b) ser capaz de se
estabelecer no solo, mesmo na auséncia de nematdides; c) ser parasita de
ovos e fémeas de Meloidogyne spp. (Stirling, 1991; Kerry, 2001); d) ser
considerado um forte competidor saprofitico, na forma de conidios, micélios
(Kerry et al.,1984) e clamiddsporos (Crump & Kerry, 1981); e) ser capaz de
colonizar as raizes de plantas e promover seu desenvolvimento (Lopez-
Llorca et al; 2002; Hidago-Diaz et al., 2000; Monfort et al., 2005;
Dallemole-Giaretta, 2008). Entretanto, a interacdo entre a planta hospedeira,
0 nematoide e P. chlamydosporia deve ser considerada, visto que, em
culturas altamente suscetiveis, o antagonista € menos efetivo em controlar o
Meloidogyne spp., devido a significante propor¢do de massas de ovos
internas, ndo expostas ao parasitismo do fungo (Kerry, 1995., Bourne et al.,
1996). Para solucionar tal problema, uma alternativa seria combinar P.

chlamydosporia com outros métodos de controle que ndo prejudicassem a
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colonizacédo do fungo, como a adicdo de residuos organicos com propriedades
nematicidas (Pandey & Sikora, 2000, Bourne, 2001, Cannayane & Rajendran,
2001., Khan et al., 2002, Nico et al., 2004).

As sementes de mamao (Carica papaya L.), subproduto da indUstria de
sucos, doces, geléias e outros produtos alimenticios, merecem investigacdo
como possivel componente de um substrato utilizado para o controle de
nematoides, pois é conhecida na medicina popular por sua a¢do anti-helmintica.
Coimbra et al. (2006) constataram 100% de imobilizacdo e 67,2% de
mortalidade de juvenis e adultos de Scutellonema bradys apds serem incubados
por 24 horas em extrato de sementes de mamdo. Neves et al. (2005a, b)
observaram 95% de reducdo na eclosdo dos juvenis e 100% na inativacdo e
morte de juvenis de M. javanica e M. incognita Apdso uso do extrato de farinha
de sementes de mamao. As sementes de mamao séo ricas em glucosinolatos, os
quais sdo hidrolisados pela enzima mirosinase, na presenca de agua, originando
0 composto benzil-isotiocianato, que possui acao ovicida e larvicida (Dar et al,
1965; Seo & Tang, 1982; Kermanshai et al., 2001).

A casca de coco é um subproduto da industrializacéo da agua de coco, e
pode compor condicionadores de solo com caracteristicas nematicidas, pois a
fibra de coco melhora as caracteristicas fisicas do solo, além de servir como
substrato para a producdo de P. chlamydosporia “in vitro” e favorecer o
estabelecimento desse fungo em condicdes de campo. Além disso, as cascas de
coco teriam uma destinacdo nobre, evitando o acumulo deste residuo em lixdes
e nas margens das estradas por mais de 8 anos, até sua completa decomposi¢do
(Carrijo, 2002).

A acdo combinada de P. chlamydosporia, farinha de sementes de
mamao e fibra de coco € desconhecida, mas seu estudo se justifica pelos
multiplos beneficios, como o controle exercido pelo fungo e pela FSM, aliado
as melhorias estruturais do solo resultantes da incorporacdo da fibra de coco
que, além disso, pode servir de base para o estabelecimento e desenvolvimento
do agente de controle biologico. Deste modo, este trabalho teve como objetivo
avaliar a aplicacdo de P. chlamydosporia, incorporada ao solo na forma de
clamidosporos ou de fibra de coco colonizada, juntamente com diferentes doses

de farinha de sementes de mamao.
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2. Material e Métodos

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Controle Bioldgico
de Fitonematdides do Instituto de Biotecnologia Aplicado & Agropecuaria
(BIOAGRO) e em casa de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia, no

campus da Universidade Federal de Vigosa.

2.1. Producéo do nematdide para inéculo

O in6culo de M. javanica utilizado nos experimentos foi
multiplicado em tomateiros (Lycopersicon esculentum var. Santa Clara),
mantido em vasos de 2 litros sob condi¢Ges de casa de vegetacdo por
aproximadamente 70 dias. Antes da conducdo dos experimentos foi
realizada eletroforese de isoenzimas para a confirmagdo da espécie e a
verificacdo da auséncia de contaminacdo. Os ovos foram extraidos pelo
método de Hussey & Barker (1973), modificado por Boneti & Ferraz
(1981), e as suspensdes resultantes foram calibradas para as inoculagdes

com 0 uso de microscopio esteroscopio e camara de Peters.

2.2. Efeitos da incorporacdo de farinha de sementes de mamao (FSM) e
de P. chlamydosporia, aplicado na forma de clamiddsporos, sobre

M. javanica

2.2.1. Producao dos clamiddsporos de P. chlamydosporia

O isolado de P. chlamydosporia (PC-10), pré-selecionado por
reduzir o numero de galhas e de ovos em experimentos preliminares, foi
repicado para placas de Petri contendo o meio “Corn Meal Agar” (CMA) e
incubado por 21 dias, a 26°C, no escuro. Trés discos de micélio de 7 mm de
didametro foram depositados no substrato mantido em um béquer de 250 mL.
O substrato foi composto por 40 g de milho triturado, 40 g de areia (1:1,
p:p) e 60 mL de &gua destilada, previamente autoclavados por 30 minutos.
Apos 21 dias, o substrato colonizado pelo fungo foi retirado do béquer,

adicionou-se agua de torneira e preparou-se uma suspensdo fungica, que foi
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filtrada em gaze dupla. O numero de clamidosporos da suspensdo foi
quantificado com o auxilio de cdmara de Newbauer e microscéopio optico. A
suspensdo  foi calibrada para que fossem aplicados 5.000
clamiddsporos/grama de solo.

2.2.2. Bioensaio em casa de vegetacao

Vasos plasticos com capacidade de 0,5 L foram cheios com mistura
de solo argiloso e areia na propor¢do 1:1 (v:v), previamente tratada com
brometo de metila. ApoGs, esse substrato foi umedecido até
aproximadamente 60% da capacidade de campo e infestado com 4.000 ovos
de M. javanica por vaso. Em seguida, foram incorporados os 5.000
clamidosporos de P. chlamydosporia por grama de solo e a FSM nas doses
de 0, 1, 2, ou 4g /Kg de substrato. Os componentes de cada vaso foram
colocados em um saco plastico de 5 L, homogeneizados manualmente e
recolocados nos vasos. Os tratamentos apenas com substrato e com
substrato e nematoides foram utilizados como testemunhas negativa e
positiva, respectivamente.

Decorridos quinze dias da infestacdo do solo, uma muda de
tomateiro com 21 dias de idade foi transplantada para cada vaso. Quarenta e
cinco dias apds o transplantio, foram avaliados o peso e a altura da parte
aérea, o peso do sistema radicular, além do numero de galhas e de ovos por
planta. Para a retirada dos ovos do sistema radicular, as raizes de cada planta
foram agitadas manualmente em NaOCI na concentracdo de 0,5%, durante
trés minutos, segundo Hussey & Barker (1973). A seguir, 0s ovos foram
coletados em peneira de 25 pum de abertura de malha (500 mesh),
enxaguados em d&gua corrente e armazenados em tubos plasticos em
geladeira a 7°C até o0 momento da avaliagdo. Os ovos foram contados com o
auxilio de camara de Peters e microscépio estereoscopio.
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2.3. Efeito da incorporacdo de fibra de coco colonizada por
P. chlamydosporia e de farinha de sementes de mamao sobre

M. javanica

2.3.1. Produgéo do indculo do fungo na fibra de coco

Ap0ds o crescimento de P. chlamydosporia em placas de Petri, discos
de micélios com 7 mm de didametro, retirados das bordas das col6nias, foram
colocados em 400 g de fibra de coco esterilizada, mantida em béquer de 1 L.
Em seguida, o fungo foi incubado por 21 dias, para a colonizacdo da fibra de
coco.

Para se determinar a quantidade de clamiddsporos produzidos pelo
fungo no substrato e utilizado no experimento, uma suspensédo fangica foi
preparada através da imersdo de amostras de fibra de coco colonizada em
agua de torneira e filtragem da suspensdo em gaze dupla. O numero de
clamiddsporos da suspensdo foi quantificado com o auxilio de cdmara de

Newbauer e microscopio optico.

2.3.2. Bioensaio em casa de vegetacao

Solo argiloso e areia 1:1 (v:v), previamente tratados com brometo de
metila e distribuidos em vasos de 0,5 L, foram infestados com 4.000 ovos de
M. javanica, como no item 2.2.2. Em seguida, a FSM, nas doses 0, 1, 2, ou
4g juntamente com 20 g de fibra de coco colonizada pelo fungo, foram
adicionadas por quilo de solo. A mistura foi homogeneizada por agitacdo
manual em saco plastico e vertida novamente nos vasos. Vasos contendo
somente o substrato e o substrato inoculado com o nematoide constituiram

as testemunhas negativa e positiva respectivamente.
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2.4. Delineamento experimental e andlises estatisticas

O delineamento adotado nos experimentos foi do tipo inteiramente
casualizado, empregando-se oito repeti¢des por tratamento. Os dados foram
analisados com o auxilio do programa Statistica 7.0 (Statsoft, 2004). As
médias foram comparadas entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de
probabilidade. Para a analise de regressdo, calculou-se o indice de galhas e
de ovos, obtido pela divisdo numero de galhas ou de ovos pela média das
respectivas testemunhas. O gréfico da regressdo foi plotado em funcdo dos

indices obtidos.
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3. Resultados e Discussao

Os numeros de galhas e de ovos de M. javanica ao final do primeiro
experimento foram menores com a aplicagdo de P. chlamydosporia
isoladamente ou associada com a farinha de sementes de mamé&o do que na
testemunha (Figuras 1 e 2), independente da quantidade de FSM
incorporada ao solo. O fungo, aplicado isoladamente, reduziu em 60 e 36%
0 numero de ovos e de galhas do nematdide, respectivamente; entretanto, a
FSM néo resultou em controle do nematdide adicional ao uso do fungo. Néao
houve diferenca entre as doses de FSM utilizadas, portanto, a aplicacdo do
antagonista foi o fator responsavel pelo controle de M. javanica neste
experimento. Era esperado que a aplicacdo conjunta de P. chlamydosporia
com FSM promovesse controle superior a aplicacdo do fungo isoladamente,
uma vez que, em trabalhos conduzidos por Neves et al. (20053, b), a FSM
proporcionou diminuicdo da eclosdo, inativacdo e morte de juvenis de M.
javanica e M. incognita. O peso da parte aérea e das raizes e altura das
plantas, ndo foram influenciados significativamente por nenhum tratamento
(Figuras 3, 4 e 5).

Quando a fibra de coco colonizada pelo fungo foi incorporada
juntamente com a FSM, no segundo experimento, obteve-se uma resposta
de funcéo quadratica para a redugdo do indice do nimero de ovos com o
aumento das doses de FSM (Figura 6). A adicdo do fungo, sem a
incorporacdo da FSM, apresentou indice de galhas superior ao apresentado
guando se adicionou FSM ao solo. Ao aumentar as doses de FSM, o indice
de ovos decresceu, proporcionando controle de 100% do nematdide quando
se incorporou 4 g de FSM para cada quilo de solo. Em relagdo ao numero de
galhas, o resultado foi semelhante, entretanto, expressa pela funcéo linear
(Figura 7). A altura das plantas, peso da parte aérea e peso da raiz ndo
apresentaram diferencgas significativas entre as médias dos tratamentos
(Figuras 8, 9 e 10).

A producéo de clamidésporos por grama de fibra de coco colonizada foi
de 7.5 x 10% logo, a densidade de inéculo do fungo (clamidésporos)
incorporada neste experimento foi relativamente pequena, num total de 1500

clamiddsporos por grama de solo. A baixa colonizagdo da fibra de coco
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pode estar ligada a pequena quantidade de hemicelulose (3 a 12%) presente
na fibra de coco, que é a fracdo prontamente atacada pelos microrganismos
(Noguera, 2000), o que pode ter dificultado o estabelecimento de P.
chlamydosporia. Machado & Campos (1997) demonstraram que o0
desenvolvimento de P. chlamydosporia pode ser afetado pelo tipo de
substrato e que sua eficiéncia no controle de M. javanica pode ter relacdo
direta com a maior concentracdo do indculo inicial do fungo no substrato.
Ao final dos experimentos, independente da adicdo da FSM, o fungo P.
chlamydosporia foi recuperado do solo em todos os tratamentos, mostrando
que este possui capacidade de se estabelecer nestas condicOes
experimentais.

No primeiro experimento, adotou-se a concentracdo de 5000
clamiddsporos/g de solo, comumente utilizada em experimentos com este
fungo a qual foi determinada como a concentragdo ideal para o controle de
nematoides (De Leij & Kerry, 1991; Kerry, 2001). A menor eficiéncia de P.
chlamydosporia no controle de M. javanica quando aplicado na forma de
fibra de coco colonizada, porém sem a FSM, observada no segundo
experimento, pode ser explicada pela baixa quantidade do inoculo
incorporada ao solo. Doses inferiores a 5000 clamidésporos/g de solo
proporcionam baixo controle de M. incognita (De Leij et al. 1992). Outro
fato que pode ter afetado o desempenho do antagonista foi o tempo inicial
diferenciado entre a infestacdo do solo, com os clamiddsporos do fungo e os
ovos do nematodide, e o transplantio das mudas nos experimentos. No
primeiro experimento, o tempo de contato entre o antagonista e os ovos foi
de 15 dias antes do transplantio do tomateiro e de 7 dias no segundo
experimento. O sucesso no controle utilizando o fungo P. chlamydosporia
possivelmente pode estar associado ao tempo de exposicdo inicial entre a P.
chlamydosporia e os ovos dos nematoides (Dallemole-Giaretta, 2008). Este
maior tempo de exposi¢do pode proporcionar melhor estabelecimento do
fungo e, consequentemente, maior colonizacdo dos ovos do nematdide,
reduzindo o indculo inicial, a infeccdo das raizes e, por conseqiiéncia, 0
namero de galhas e de ovos dos nematdides infectando as raizes.

No experimento em que se incorporou a farinha de sementes de

maméao e a fibra de coco colonizada pelo fungo P. chamydosporia, foi

35



observado o efeito de doses de FSM no controle de M.javanica, enguanto
gue no outro experimento, onde as mesmas doses de FSM foram
incorporadas juntamente com o fungo na forma de clamiddsporos este efeito
de doses de FSM ndo foi observado. Uma explicacdo para tal efeito se deve
as temperaturas atingidas durante a condugdo dos experimentos. No
primeiro experimento, sem o efeito de dose de FSM, a temperatura méedia da
casa de vegetacdo foi inferior a encontrada no experimento onde se obteve o
efeito de dose deste material com valores médios de maximas de 32,2°C e
36,6 °C, respectivamente. Tal fato pode estar relacionado a velocidade de
decomposicdo da FSM em temperaturas mais elevadas, facilitando a
formacdo do composto benzil-isotiocianato, originado da hidrdlise do
glucosinolato. O efeito de elevadas temperaturas durante a decomposicao de
materiais organicos incorporados ao solo também foi observado por Souza
(2004), o que permitiu a reducdo da quantidade de material organico a ser
incorporada ao solo para o controle de nematdides.

Conclui-se que o isolado de P. chlamydosporia utilizado neste
trabalho é eficiente mesmo sem a adicdo de FSM para o controle de
nematoides. A utilizacdo do fungo em fibra de coco colonizada ndo se
mostrou promissora como método de introducdo do fungo. Existe uma
relacdo direta entre a dose de FSM e o controle de M. javanica, muito
embora no experimento inoculado com clamiddsporos, a FSM ndo tenha
interferido no resultado. Em altas temperaturas, a FSM se mostrou mais
eficiente. Em estudos futuros, as doses entre 2 a 4 gramas de FSM/kg de
solo devem ser novamente avaliadas, considerando que o controle mais
eficiente do nematdide ocorreu nesta faixa de aplicacdo do produto. A
aplicacdo de P. chlamydosporia deve ser feita em solo infestado e deve-se
aguardar um periodo maior do que uma semana antes do plantio, para que o
fungo possa se estabelecer e atuar sobre o indculo inicial do nematoide,

sendo assim mais efetivo.
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Figura 1 — NUmero de ovos de M. javanica (MJ) por sistema radicular de
tomateiros, obtidos aos 45 dias ap6s a inoculagdo com
P. chlamydosporia (PC) e diferentes doses de farinha de
sementes de mamao (FSM).* Teste de Duncan a 5% de

probabilidade.
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Figura 2 — NUmero de galhas de M. javanica (MJ) por sistema radicular de
tomateiros, obtidos aos 45 dias apds a inoculagdo com
P. chlamydosporia (PC) e diferentes doses de farinha de
sementes de mamdo (FSM).* Teste de Duncan a 5% de

probabilidade.
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Figura 3 — Peso da parte aérea (g) de plantas de tomateiro inoculadas com
M. javanica (MJ), obtidos aos 45 dias apds a inoculagdo com
P. chlamydosporia (PC) e diferentes doses de farinha de
sementes de maméao (FSM).*™ Nao significativo pelo teste F, a

5% de probabilidade.Teste de Duncan a 5% de probabilidade.
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Figura 4 — Peso da raiz (g) de plantas de tomateiro inoculadas com
M. javanica (MJ), obtidos aos 45 dias ap6s a inoculagdo com
P. chlamydosporia (PC) e diferentes doses de farinha de
sementes de mamé&o (FSM).*" Néo significativo pelo teste F, a

5% de probabilidade.Teste de Duncan a 5% de probabilidade.
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Figura 5 — Altura das plantas de tomateiro inoculadas com M. javanica
(MJ), obtidos aos 45 dias apés a inoculagdo com P.
chlamydosporia (PC) e diferentes doses de farinha de sementes
de mamédo (FSM).*™ Néo significativo pelo teste F, a 5% de
probabilidade. Teste de Duncan a 5% de probabilidade.
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Figura 6 — Relacgéo entre o indice de ovos e as doses 0, 1, 2, ou 4 g de FSM
juntamente com 20 g de fibra de coco colonizada pelo fungo P.
chlamydosporia por quilo de solo, 45 dias apés a infestacdo do

solo com 4.000 ovos de M. javanica.
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Figura 8 —

FSM juntamente com 20 g de fibra de coco colonizada pelo
fungo P. chlamydosporia por quilo de solo, 45 dias apds a

infestacdo do solo com 4.000 ovos de M. javanica.
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Altura (cm) das plantas de tomateiro inoculadas com 4000 ovos
de M. javanica, 45 dias apds a incorporacao das doses 0, 1, 2, ou
4 g de FSM juntamente com 20 g de fibra de coco colonizada
pelo fungo P. chlamydosporia por quilo de solo. ™ Né&o

significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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Figura 9 — Peso da parte aérea (g) de plantas de tomateiro inoculadas com
4000 ovos de M. javanica, 45 dias ap0s a incorporacdo das doses
0,1, 2, ou 4 g de FSM juntamente com 20 g de fibra de coco
colonizada pelo fungo P. chlamydosporia por quilo de solo.
"™ No significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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Figura 10 — Peso da raiz (g) de plantas de tomateiro inoculadas com 4000
ovos de M. javanica, 45 dias ap6s a incorporacgédo das doses O,
1, 2, ou 4 g de FSM juntamente com 20 g de fibra de coco
colonizada pelo fungo P. chlamydosporia por quilo de solo.
"™ N4o significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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Resumo - Coutinho, M.M., L.G. Freitas, W.S. Neves, R. Dallemole-
Giaretta, V.S. Almeida, & S. Ferraz. Avaliacédo de isolados de bactérias e
de Trichoderma spp. obtidos de solos tratados com farinha de sementes
de mamao para o controle de Meloidogyne javanica

Abundante crescimento do fungo Trichoderma sp. foi observado em
solos de experimentos onde havia sido incorporada farinha de sementes de
maméao (FSM) para promover o controle de M. javanica em experimentos
anteriores. Em razdo do efetivo controle observado, decidiu-se verificar se
fungos e bactérias que se desenvolveram apos a incorporacdo da FSM no
solo apresentavam atividade antagdnica ao nematdide. Cinco isolados de
Trichoderma spp. foram obtidos do solo ao final do experimento e
multiplicados em grdos de arroz por 10 dias. O solo de cada vaso foi

infestado com 108 conidios/kg de Trichoderma spp., juntamente com 3.000
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ovos de M. javanica. Apos 7 dias, uma muda de tomateiro foi transplantada
para cada vaso e o experimento foi conduzido por mais 45 dias. Nenhum
dos isolados testados resultou em redugdo do nimero de galhas ou de ovos
do nematdide, em comparacdo com o tratamento testemunha. Para o
isolamento das bactérias foi adotado 0 método de diluicdo de solo e semeio
em meio de cultura. Vinte e oito isolados bacterianos foram obtidos e
submetidos a uma selecdo massal, visando o controle de M. javanica em
tomateiros em casa de vegetacdo. Quatro isolados (I-2, 1-4, 1-9, 1-23,) que se
destacaram no controle do nematoide, foram novamente testados para a
confirmacdo do seu potencial de controle. Tais isolados ndo apresentaram
consisténcia nos resultados, indicando que a reducdo da populacdo de M.
javanica foi resultado do efeito nematicida do isotiocianato produzido pela
decomposi¢cdo da farinha de sementes de mamdo e ndo da agdo dos

microrganismos que se desenvolveram nesse substrato.
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Summary - Coutinho, M.M., L.G. Freitas, W.S. Neves, R. Dallemole-
Giaretta, V.S. Almeida, & S. Ferraz. Evaluation of bacterial and
Trichoderma spp. isolates, obtained from soils treated with papaw
seed’s flour, for the control of Meloidogyne javanica

Profuse growth of Trichoderma sp. fungi was observed in soils
where papaw seed’s flour (FSM) was incorporated to promote control of M.
javanica during previous experiments. Due to the efficient control observed,
it was decided to verify if fungi and bacteria developed after FSM
incorporation to the soil had antagonistic activity against the nematode. Five
isolates of Trichoderma spp. were obtained from soil at the end of the
experiment and multiplied in rice during 10 days. The soil of each bucket
was infected with 10° conidia kg™ of Trichoderma spp., together with 3.000
eggs of M. javanica. After 7 days, a tomato seedling was transplanted into
each pot and cultivated during 45 days. None of the isolates tested resulted
in reduction in the number of root-knots or nematode eggs, when compared
with the control. For bacterial isolation the method of soil dilution and
seeding in culture media was used. Twenty eight bacterial isolates were
obtained and submitted to a bulk selection, aiming control of M. javanica in
tomato plants in greenhouse conditions. Four isolates (1-2, 1-4, 1-9, 1-23) that
exceeded in controlling nematode were tested again to confirm its control
potential. The results for these isolates were not consistent, thus showing
that population reduction of M. javanica was a consequence of the
nematicidal effect of the isotiociantes, produced by the decomposition of the
papaw seed’s flour and not by the action of microorganisms developed in

such substrate.
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1. Introducgéo

O controle de fitonematoides pode ser feito pelo uso de defensivos
quimicos, mas devido a pressdo crescente para a reducdo dos impactos
negativos na agricultura e meio ambiente que esses agroguimicos causam,
grande énfase vem sendo dada aos métodos alternativos de manejo, como o
controle bioldgico. Solos agricolas tém grande diversidade microbiana e os
microrganismos ja presentes no solo pode exercer o controle natural do
patégeno (Bridge, 1996). O estimulo a ocorréncia natural de
microrganismos antagonistas aos nematoides pode ser feito por meio da
adicdo de materiais organicos que servem de substrato, e estes ainda podem
melhorar as caracteristicas fisico-quimicas dos solos e liberar substancias

com propriedades nematicidas durante a sua decomposicéo.

Os fungos sdo os agentes de biocontrole de nematdides mais
estudados, seguidos das bactérias. As bactérias vém sendo cada vez mais
estudadas como agentes de biocontrole de fitonematdides (Becker et al.,
1988, Sikora, 1988, Kloepper et al., 1999) por serem encontradas em grande
quantidade no solo, serem facilmente cultivadas em meio de cultura,
facilitando o uso em formulagdes comerciais (Weller, 1988).

Dentre os fungos com potencial de uso para o controle de
nematoides, o género Trichoderma spp. apresenta caracteristicas de um bom
candidato para o controle bioldgico, pois é facilmente encontrado associado
a matéria organica, possui rapido crescimento, além de produzir muitos
conidios (Howell, 2003). Trichoderma spp. podem controlar fitopatdégenos
através de varios mecanismos, tais como micoparasitismo, antibiose,
competicdo, producédo de enzimas, inducao de resisténcia da planta, estimulo
de germinacdo e mecanismos adjuntos (Howell, 2003). Alguns estudos
relatam o controle de fitonematdides por Trichoderma sp. (Windham et al.,
1989; Sharon et al., 2001).

Coutinho et. al (2007) observaram abundante crescimento do fungo
do género Trichoderma em vasos onde os solos foram tratados com

brometo de metila e receberam a farinha de sementes de mamao (FSM). A
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partir de tal observacédo, pode-se questionar o papel do fungo no controle do
nematoide, observado na referida pesquisa.

Considerando que fungos do género Trichoderma e rizobactérias
podem atuar como agentes de biocontrole, decidiu-se isolar Trichoderma e
bactérias de amostras de solo oriundas desse experimento e avaliar o efeito

dos isolados sobre M. javanica.
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2. Material e Métodos

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Controle Bioldgico de
Fitonematdides do Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria
(BIOAGRO) e em casa de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia, no

campus da Universidade Federal de Vigosa.
2.1. Producéo do inéculo do nematoide

Para a obtenc&o do indculo utilizado nos experimentos, populacGes de M.
javanica foram multiplicadas em tomateiros (Lycopersicon esculentum var. Santa
Clara), mantidos em casa de vegetacdo, por aproximadamente 70 dias. Antes da
conducdo dos experimentos, foi realizada eletroforese de isoenzimas para a
confirmacao da espécie e a verificagdo da auséncia de contaminagdo. Os ovos
foram extraidos pelo método de Hussey & Barker (1973), modificado por Boneti
& Ferraz (1981) e as suspensdes resultantes foram calibradas em camara de

Peters com o uso de microscopio esterioscopio.

2.2. Isolamento de rizobactérias do solo tratado com farinha de sementes de

mamao (FSM) com potencial de controle sobre M. javanica

Amostras de solo foram coletadas da rizosfera das plantas cujo solo foi
tratado com a farinha de sementes de mamdo. Para o isolamento das rizobactérias
do solo, foi adotado 0 método de dilui¢cdo em placas de Petri (Korn-Wendisch &
Kutzner, 1992). Foram adicionados 10g de solo de cada amostra em 100 mL de
solucdo salina (NaCl 0,85%). As amostras foram preparadas e mantidas sobre
agitacdo vigorosa por 60 minutos, em temperatura ambiente. As suspensdes
foram filtradas e, a partir de cada filtrado, foi realizada a diluigdo serial. Uma
aliquota de 50 pil de cada diluicdo, de 10 a 10°° foi depositada e espalhada com
alca de Drigalsky em placa de Petri, contendo o meio 523 (Kado & Heskett,
1970).
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2.3. Seleg@o massal de bactérias de solo tratado com farinha de sementes de

mamao com potencial para o controle de M. javanica

Os isolados bacterianos obtidos foram avaliados quanto ao controle de M.
javanica em casa de vegetacdo. Vinte sementes de tomate Santa Cruz ‘Kada’
foram microbiolizadas utilizando-se 0 método descrito por Oostendorp & Sikora
(1989), modificado por Fabry (2002). As sementes foram imersas em suspensao
de propagulos de bactérias ou em solucéo salina (NaCl 0,85%), durante 24 horas
em temperatura ambiente. Em seguida, as sementes foram semeadas em tubetes
plasticos com capacidade de 250 mL, contendo solo e areia, na propor¢édo 1:1
(v:v). Apos 21 dias, com o desenvolvimento satisfatorio do sistema radicular, o
solo de cada tubete foi infestado com 1.000 ovos de M. javanica. As plantas
foram irrigadas diariamente com o auxilio de uma piseta e adubadas uma vez por
semana com N-P-K e micronutrientes.

Quarenta e cinco dias apds a infestacdo do solo, foram avaliados o
ndmero de massas de ovos por sistema radicular e a altura das plantas. Cada
tratamento foi repetido oito vezes.

Os quatro isolados mais eficientes no controle de M. javanica foram
novamente avaliados tal qual descrito anteriormente, exceto pelo fato que o solo
foi desta vez infestado com 4.000 ovos e foi mantido em vasos de 1 L de
capacidade, ao invés de tubetes.

2.4. Isolamento de Trichoderma spp. de solos tratados com FSM e o seu

potencial para o controle de M. javanica

Amostras de solo coletadas de vasos onde foi incorporada a FSM foram
diluidas serialmente a partir de 1 g de solo para 9 mL de agar - agua (0,05%).
Uma aliquota de 1 mL da suspenséo de cada diluicdo, de 10° a 10, foi colocada
em placas de Petri contendo meio batata - dextrose - agar (BDA) e as placas
foram armazenadas em camara de crescimento a 25°C, até o surgimento das
colbnias fungicas. As colonias foram identificadas quanto ao género e

armazenadas em papel de filtro em silica-gel para posteriores estudos.
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2.5. Selecdo de isolados de Trichoderma spp. para o controle de
M. javanica

25.1. Ensaio 1

Cinco isolados de Trichoderma spp. foram multiplicados em substrato de
grao de arroz, a 27°C por 10 dias. Apos esse periodo, realizou-se a extragdo dos
conidios, os quais foram utilizados para infestar o solo, na concentragéo de 10°
conidios/kg de solo, juntamente com 3.000 ovos de M. javanica por vaso,
contendo 0,5 kg de solo. Deste modo, o fungo e os ovos do nematoides
permaneceriam em contato e poderia verificar a acdo do fungo nos ovos do
nematdides. Apos sete dias, uma muda de tomateiro foi transplantada por vaso,
Ao final de 45 dias, foram avaliados 0 nimero de galhas, ovos, peso da parte
aérea, peso de raiz e altura das plantas. Cada tratamento foi repetido oito vezes.

25.2. Ensaio 2

Neste ensaio, o fungo ficou em contato com as raizes do tomateiro por 15
dias antes da introducdo dos ovos para permitir maior interacdo entre ambos,
expondo as raizes a metabdlitos formados pelo fungo que poderia vir a induzir
resisténcia contra 0 nematoide, antes da inoculacdo da planta. Para estudar tal
possibilidade no controle de nematdides, mudas de tomateiro foram
transplantadas logo apds a infestacdo do solo com os isolados de Trichoderma
spp., na mesma concentracdo empregada no item 2.5.1. Apds 15 dias, o solo foi
infestado com 3.000 ovos do nematoide. A avaliagdo do experimento foi
realizada 45 dias ap06s a infestacao do solo, tal como no item 2.5.1.

2.6. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento adotado nos experimentos foi do tipo inteiramente
casualizado. Para andlise da selecdo massal, os isolados bacterianos foram
submetidos a analise de variancia e as médias do nimero de massas de ovos e da
altura das plantas foram comparadas pelo teste Scott-Knot, ao nivel de 5% de
probabilidade, com o auxilio do programa SAEG (Euclides, 1983). Nos demais
experimentos, as médias foram comparadas entre si pelo teste de Duncan, ao
nivel de 5% de probabilidade.
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3. Resultados e Discussao

Vinte e oito isolados bacterianos foram obtidos durante a selecéo
massal e, entre estes, 23 diferiram estatisticamente da testemunha quanto ao
numero de massas de ovos (Figura 1) e doze para a altura das plantas
(Figura 2). Selecionaram-se os isolados 1-2, 1-4, 1-9 e 1-23, que resultaram
em menor numero de massas de ovos, variando de 33 a 38% apesar de ndo
diferirem estatisticamente de outros nove isolados. Na reavaliacdo desses
quatro isolados, ndo se obteve diferenca estatistica entre eles para o nimero
de galhas, de ovos, peso de parte aérea e peso de raizes (Tabela 1) e ndo foi
confirmado o potencial antagonistico indicado pelo teste de selecdo massal.
Além disso, todas as plantas originadas de sementes tratadas com isolados
bacterianos apresentaram crescimento inferior ao da testemunha, ndo
diferindo estatisticamente entre eles (Tabela 1). Segundo Oostendorp &
Sikora (1989), menos de 10% dos isolados obtidos em uma sele¢do massal
podem apresentar biocontrole de fitonematoides.

Considerando que as bactérias isoladas de solo tratado com farinha
de sementes de mamé&o nao controlaram M. javanica no presente trabalho,
concluiu-se que a reducdo da populacdo desse nematdide, relatada por
Coutinho et al. (2007), ndo tenha sido em fungdo das bactérias encontradas
associadas ao solo e sim em razdo do efeito nematicida da farinha de
sementes de mamé&o, também observado por Neves et al. (2005a, b) no

controle de M. javanica e M. incognita.
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Tabela 1 — Efeito de isolados de bactérias sobre a altura, peso da parte aérea

e das raizes de tomateiro, bem como o nimero de galhas e de ovos por

sistema radicular causados por M. javanica, aos 45 dias ap0s a infestacéo do solo

Tratamentos Altura Pesc? da parte PE{SO das N° de galhas  N° de ovos
aérea () raizes (9)
Isolado 1-2 52 bc 56,23 *ns 13,29 *ns 357 *ns 322.572 *ns
Isolados 1-23 57 be 53,78 15,37 336 260318
Isolado 1-9 54 bc 58,18 14,35 254 350885
Isolado I-4 48 bc 46,56 15,13 333 201142
Testemunha 67 ab 49,60 14,72 297 192239
(com nematdide)
Testemunha 73a 52,00 14,50
(sem nematdide)
CV (%) 25,9 31,6 28,23 32,99 85,87

™ Nao significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela

mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan, ao

nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1 - Selecdo massal de bactérias com potencial de controle de

Meloidogyne javanica. Média do nimero de massas de ovos por

sistema radicular de plantas de tomate apds 45 dias da

infestacdo com ovos de M. javanica. Médias seguidas de letras

distintas diferem entre si pelo teste Scott-Knot, ao nivel de 5%

de probabilidade. A letra T representa o tratamento testemunha

com sementes nao microbiolizadas, imersas em agua.
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Figura 2 — Média da altura das plantas durante a selecdo massal de bactérias
com potencial de controle de Meloidogyne javanica. Média da
altura das plantas de tomate apos 45 dias da infestagdo com ovos
de M. javanica. Médias seguidas de letras distintas diferem entre
si pelo teste Scott-Knot, ao nivel de 5% de probabilidade. A letra
T representa 0 tratamento testemunha com sementes nao

microbiolizadas imersas em agua.

Cinco isolados de Trichoderma sp. foram obtidos dos solos do
experimento onde farinha de sementes de mamédo (FSM) havia sido
incorporada para promover o controle de M. javanica. Destes nenhum
proporcionou reducdo do numero de galhas e de ovos, altura das plantas,
peso de parte aérea e no peso de raiz em comparacdo com o tratamento

testemunha ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 2).
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Tabela 2 — Efeito de isolados de Trichoderma sp. quando inoculado
simultaneamente com os ovos de M. javanica, sobre a altura, peso da parte
aérea e das raizes de tomateiro, bem como o nimero de galhas e de ovos por

sistema radicular, aos 45 dias ap6és a infestacao do solo.

Peso da parte Peso das

Tratamentos Altura . . N° de galhas N° de ovos
aérea (g) raizes (g)
Isolado A2 60.87 *ns 30,98 *ns 13,30 *ns 1.248 *ns 682.256 *ns
Isolado B1 62,00 30,56 14,72 1.149 606.318
Isolado C1 67,12 33,17 11,41 962 603.787
Isolado D1 55,87 32,19 15,27 995 571.556
Isolado D2 64,37 32,31 15,26 1.138 622.350
Testemunha 55,5 30,88 13,84 1.295,25 663.187
(com nematdide)
Testemunha 59,25 34,24 11,03
(sem nematdide)
CV (%) 13,48 10,37 17,61 25,6 46,03

"™ Nao significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Ao verificar se os isolados de Trichoderma, ficando em contato com
as raizes do tomateiro por 15 dias antes da introducdo dos ovos, poderiam
permitir maior interagdo entre ambos, apenas um isolado diferiu
estatisticamente da testemunha com relacdo ao numero de ovos. Deste
modo, este isolado poderia estar induzindo resisténcia contra o nematoide.
Porém, para a confirmagdo deste efeito indutor, deve-se adotar a técnica de
raiz partida, que separa espacialmente o indutor, no caso o fungo, e o
patdgeno, no caso 0 nematoide, impedindo a agdo direta do fungo sobre o
nematoide pela producéo de toxinas. Entretanto, para o nimero de galhas,
peso da raiz, peso da parte aérea e altura das plantas nenhum isolado diferiu

estatisticamente da testemunha ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 3).
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Tabela 3 — Efeito de isolados de Trichoderma sp. quando inoculado no
tomateiro 15 dias antes da inoculacdo com os ovos de M. javanica, sobre a
altura, peso da parte aérea e das raizes de tomateiro, bem como o nimero de
galhas e de ovos por sistema radicular causados por M. javanica, aos 45 dias

apos a infestacédo do solo.

Peso da parte  Peso das

Tratamentos Altura . . N° de galhas N° de ovos
aérea (g) raizes (g)
Isolado A2 56.5 ns 23.02 ns 5.52 ns 485 ns 127210 a
Isolado B1 63.38 24.82 6.12 628 232 943 be
Isolado C1 59.38 23.16 6.33 524 144.366 ab
Isolado D1 59.38 25.36 7.33 633 242983 ¢
Isolado D2 55.50 22.63 6.01 577 185.287 abc
Testemunha
(com nematoéide) 62.13 23.80 662 590 220.997 bc
Testemunha 65.75 27.02 6.40
(sem nematoide)
CV (%) 13.31 6.12 10 42.55 38.93

™ Nao significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela
mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan, ao
nivel de 5% de probabilidade.

O surgimento de fungos do género Trichoderma em solos tratados
com brometo de metila e em seguida incorporados com matéria organica
(FSM) ja era esperado, pois o brometo de metila é um agente que ocasiona
quase que total esterilizagdo do substrato, facilitando sua recolonizagao por
microrganismos mais agressivos, neste caso, o Trichoderma spp. (Peil,
1996). Este fungo também foi encontrado em experimentos onde se
incorporou mostarda (Brassica rapa) para a biofumigacgéo do solo visando
ao controle de M. incognita (Lima, 2006). Segundo o autor, a presenca deste
fungo pode ser possivel pela auséncia do efeito toxico da mostarda sobre
este microganismo, 0 que pode ter ocorrido neste experimento, no qual a
FSM nédo foi prejudicial ao crescimento do fungo em questdo
Trichoderma spp. Os isolados de Trichoderma spp., mesmo apresentando
apenas um que poderia estar induzindo resisténcia as plantas de tomateiro,

ndo foi o responsavel pelo controle do nematoide no experimento em que se

58



isolou este microrganismo, pois seria necessario um periodo de 15 dias de
contato deste fungo com as raizes de tomateiro antes da introducdo dos
ovos. Este periodo de exposi¢do ndo foi proporcionado no experimento de
onde este fungo foi isolado.

Deste modo, podemos concluir que o0 sucesso obtido nos
experimentos onde se incorporou a FSM no solo se deve ao efeito
nematicida deste material e ndo a presenca de microrganismos (Trichoderma

e bactérias) que se desenvolveram ap0s sua incorporagao.
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Conclustes Gerais

e A incorporagdo da farinha de sementes de maméao em substratos para o
controle de nematoide do género Meloidogyne spp. € uma alternativa
eficiente e pode ser usada como método de controle desse fitopatdgeno;

e O controle do nematdide das galhas é maior em altas temperaturas,
cobrindo ou ndo o solo com plastico;

e O isolado de P. chlamydosporia utilizado, PC (10), é promissor e 0
melhor modo de aplicacdo deste fungo no solo, foi por meio de
incorporacdo de clamiddsporos e ndo a fibra de coco colonizada pelo
fungo;

e A aplicacdo de P. chlamydosporia deve ser feita em solo infestado e
deve-se aguardar um periodo maior do que uma semana antes do plantio
para que o fungo possa se estabelecer e atuar sobre o in6culo inicial do
nematoide, sendo assim mais efetivo;

e Quando se incorpora uma baixa concentragdio do fungo
P. chlamydosporia recomenda-se aliar ao tratamento a incorporagao de
FSM, pois se observou uma relacdo direta entre a dose de FSM e o
controle do nematdide;

e Os isolados de bactérias e os de Trichoderma spp. provenientes de solo
onde havia sido incorporada a FSM ndo exerceram controle do

nematdide.
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