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CONTROLE BIOLOGICO DE NEMATOIDES DE GALHA DO CAFEEIRO COM
FUNGOS NEMATOFAGOS

RESUMO - Os objetivos do trabalho foram isolar, identificar, comparar meios de
cultura para crescimento, esporulagdo de fungos nematéfagos e testa-los no controle
de Meloidogyne exigua e M. paranaensis em laboratorio, casa de vegetacdo e em
cafezal infestado. Foram testados dois isolados de Arthrobotrys oligospora e um de
Arthrobotrys sp., A. musiformis, Monacrosporium robustum e Paecilomyces lilacinus. Os
dados obtidos revelaram que esses fungos ocorrem em diferentes agroecossistemas,
tém exigéncias nutricionais especiais e apresentam diferentes niveis de predacéo para
0s nematdides estudados. Os meios, farelo de arroz, extrato de levedura e agar, e o de
fuba e &gar propiciaram crescimento e esporulacdo adequados para a maioria dos
isolados estudados. A mistura de palha de café com farelo de arroz foi um substrato
adequado para formulagdo desses fungos. Uma aplicacdo de 1 ou 2 L da mistura de
partes iguais desse substrato colonizado pelos fungos, proporcionou a reducdo da
populacdo dos nematoides. No periodo estudado a cultura tratada ndo esbogou sinais
de recuperacédo, indicando que cafezais depauperados, em solos degradados, néo se
recuperam com uma aplicacdo. Os dados também possibilitaram inferir que o controle
biolégico dos nematdides do cafeeiro sera tanto mais efetivo quanto mais cedo forem
iniciados os tratamentos, e a aplicacdo sistematica dos fungos, com isolados mais

agressivos contra os nematoides presentes, deve ser efetuada.

Palavras-Chave: Coffea arabica, manejo ecolégico, Meloidogyne exigua, Meloidogyne

paranaensis,
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BIOLOGICAL CONTROL OF ROOT-KNOT NEMATODES OF COFFEE WITH
ANTAGONISTIC FUNGI.

ABSTRACT - The objective of the research was to isolate, identify and compare
culture media for growth and sporulation of nematode antagonistic fungi, and to evaluate
the efficiency of these agents for biological control of Meloidogyne exigua and M.
paranaensis under laboratory, greenhouse and field environmental conditions. Two
isolates of Arthrobotrys oligospora, one of Arthrobotrys sp. and one of each species of
A. musiformis, Monacrosporium robustum and Paecilomyces lilacinus, were also
evaluated. It was observed that those fungi were very common under distinct
agroecosystems, having special nutrition requirements, and also different pathogenicity
levels for the nematodes above related. The culture media prepared with rice meal, malt
extract and agar as well as the corn meal agar favoured adequate growth and
sporulation of most the isolates evaluated. The mixture of coffee straw with rice meal
showed to be an adequate substrate for these fungi formulation under experimental
trials. Just one application of one or two liters of a mixture of equal parts of the substrate
colonized by the fungi, reduced the population of nematodes. However, the treated
coffee trees did not show any sign of recovery during the period of study, indicating that
weak coffee trees under poor soil conditions could not recover with just one treatment.
The data also show that biological control of coffee nematodes can be more effective as
early as the treatment with the fungi is applied, and, considering that it is a perennial
crop, the fungi systematic application along with the selection of more aggressive

isolates against the nematodes, must be done.

Keywords: Coffea arabica, ecological management, Meloidogyne exigua, Meloidogyne

paranaensis.



l. INTRODUCAO

Os nematéides de galha (Meloidogyne spp.) estdo entre os patdégenos de maior
importancia econémica tanto no Brasil como em todo o mundo (SASSER, 1989).
Podem, inclusive, inviabilizar o cultivo de certas culturas tanto em propriedades como
em uma inteira regido. Com efeito, atribui-se aos nematdides-de-galha, a substituicao
da cafeicultura pela cana-de-acucar no Rio de Janeiro, em fins do século XIX e inicio do
século seguinte (GOELDI, 1892). No Estado de S&o Paulo, esta mesma opc¢éao foi
adotada em varias regides, notadamente na Alta Mogiana. No Norte do Estado, os
citros, pelo fato de ndo serem suscetiveis aos nematéides-de-galha que ocorrem no
Brasil, foram as opc¢des encontradas para substituicdo da cafeicultura praticamente
dizimada pelos nematoides.

O manejo dos nematodides-de-galha em cafeeiro, notadamente nos ultimos
anos, tem sido praticado, principalmente, com nematicidas quimicos. Entretanto,
considerando a necessidade de preservacdo do meio ambiente, além do fato de que a
relacdo custo/beneficio dessa pratica nem sempre é satisfatoria, novas alternativas
devem ser desenvolvidas para o manejo dessas pragas.

Com a finalidade de diminuir as perdas, o impacto econémico e ecolégico, nos
altimos anos, a utilizacdo do controle integrado dos fitonematdides, explorando a
combinacdo de varias medidas de controle, vem experimentando notavel interesse no
Brasil e no mundo. O sucesso econdémico e ecolégico do manejo dos fitonematoides
requer a adocdo de medidas de manejo combinadas, tais como medidas de excluséo,
rotacdo de culturas, utilizacdo de plantas antagonistas, controle quimico, variedades
resistentes, controle biolégico e outras. Dessas, em nosso Pais, o controle bioldgico é a
alternativa menos estudada, visto que poucos profissionais tém se dedicado a esse
campo. As pesquisas nessa area, em sua maior parte, tém enfocado, apenas, a
deteccdo de agentes potenciais do controle biolégico, em que pesem as evidéncias
favoraveis ao sucesso da utilizacdo dessa alternativa. Contudo, alguns estudos ja
demonstraram o potencial do controle biologico de nematéides-de-galha do cafeeiro.

Campos e Campos (1997) confirmaram que alguns fungos nematofagos reduziram



significativamente o namero de juvenis de segundo estadio, o nimero de ovos e a
populacdo total de Meloidogyne exigua Goeldi, em experimento com cafeeiros
cultivados em vasos, quando comparados a testemunha inoculada apenas com o
nematoide. As culturas propagadas por mudas potencializam a utilizacdo do controle
biolégico de nematoides, visto que os agentes do biocontrole podem ser acrescidos aos
substratos, colocando-os diretamente na rizosfera das mudas.

Projetos recentes desenvolvidos na Unesp/FCAV (MAIA, 2000; MAIA et al.,
2001; BERNARDO, 2002; CORBANI, 2002), alguns com suporte da Fapesp,
evidenciaram a possibilidade de se passar a pratica, inclusive com o lancamento de
formulacdes comerciais de fungos nematéfagos, em pouco tempo (FAPESP, 2002).

Os objetivos deste trabalho foram: 1) obter isolados de fungos nematofagos
patogénicos para os nematoides-de-galha do cafeeiro; 2) estudar o modo de acéo e
documentar as estruturas de captura e reprodutivas dos fungos nematofagos ao
microscopio eletronico de varredura; 3) avaliar, comparativamente, meios de cultura
para crescimento e esporulagdo de fungos nematofagos; 4) comparar a producdo de
in6culo de fungos nematdfagos em diferentes substratos; 5) avaliar a eficacia do
controle bioldgico dos nematdides-de-galha do cafeeiro em casa de vegetacdo; 6)
avaliar a eficacia do controle biolégico dos nematdides-de-galha do cafeeiro, no campo,

em cultivo naturalmente infestado.



ll. REVISAO DE LITERATURA

O conhecimento da existéncia de fungos nemat6fagos € muito antigo. As
primeiras pesquisas foram conduzidas por Lodhe, em 1874, com o fungo endoparasito
Harposporium anguillulae (NOVARETTI, 1986). Contudo, foi a partir da comprovacao de
que populacdes de Heterodera avenae Wollenweber e de nematoides-de-galha
(Meloidogyne spp.) vinham sendo controlados, naturalmente, por fungos endoparasitos,
na Inglaterra, que o interesse pelo uso do controle biolégico de nematdides
experimentou notavel aumento em todo o mundo (JATALA et al., 1981; KERRY et al.,
1982).

Entre os agentes do controle biolégico de nematdides, os fungos tém se
destacado como o0s mais promissores, despertando 0 interesse na comunidade
cientifica em varios paises. Dentre os fungos nematéfagos, em geral, os que produzem
armadilhas que capturam os nematéides (fungos predadores) sdo apontados como 0s
mais promissores, entre os quais figuram espécies de Arthrobotrys Corda, Dactylaria
Saccardo, Dactylella Grove e Monacrosporium Oudemans (MANKAU, 1980). Varios
pesquisadores tém constatado a ocorréncia desses fungos predadores em diferentes
agroecossistemas no Brasil (NAVES e CAMPOS, 1991; DALLA PRIA et al., 1991; LIMA
1996; CAMPOS e CAMPOS,1997; RIBEIRO et al., 1999, COIMBRA et al., 1999;
SANTOS e FERRAZ, 2000).

Resultados de estudos que demonstram o potencial desses fungos tém sido
publicados por diferentes pesquisadores (DAVIDE, 1988; KHAN e HUSAIN, 1988; KO et
al., 1995). No Brasil, varios pesquisadores tém conseguido excelentes resultados com
isolados de Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson, principalmente no controle de M.
javanica (Treub) Chitwood (CAMPOS, 1992; CARNEIRO e GOMES, 1993; RIBEIRO e
CAMPOS, 1993; D’ANGIERI FILHO e CAMPOQOS, 1997). Alguns autores relataram que
Meloidogyne spp, em tomateiro, Globodera rostochiensis (Wollenweber) Behrens, em
batata, Radopholus similis (Cobb) Thorne, em bananeira, Tylenchulus semipenetrans
Cobb, em citros, Rotylenchulus reniformis Linford e Oliveira, em abacaxi, e Pratylenchus

spp., em diferentes culturas, foram controlados com eficiéncia por uma formulagéo



comercial desse fungo, lancada no mercado filipino com o nome de Bioact
(KERRY,1989). Um isolado patenteado de P. lilacinus tem sido usado pela firma
Australian Technological Innovation Corporation Pty Ltda. como o principio ativo do
nematicida bioldgico Paecil. Esse produto tem sido testado em varios paises e em
diferentes culturas (FERRAZ et al., 2001). Nas Filipinas, na década de 1980, a maior
parte dos estudos sobre o controle biolégico de nematoides teve o enfoque no uso de
P. lilacinus. O isolado desse fungo que apresentou maior eficacia na colonizacdo de
ovos de nematdides (Phil. Strain No. 1) passou a ser produzido em massa e
comercializado com a marca BIOCON pela empresa Asiatic Technologies Inc. de
Manila (DAVIDE et al., 1990). Segundo Jatala (1986), os resultados da aplicacédo de P.
lilacinus no campo, em algumas Fazendas, no Peru, evidenciaram a eficacia desse
fungo no controle de M. incognita em diferentes culturas e de T. semipenetrans em
citros. Al-Hazmi et al. (1993) também avaliaram a eficiéncia de um produto a base de
mistura de fungos predadores, produzido com a marca comercial Nemout, na
formulacao de p6 molhavel, produzido por uma industria americana, e confirmaram que
o produto reduziu o nimero de galhas e de ovos de M. javanica, na planta hospedeira,
sob condicbes de casa de vegetacdo. No Brasil, varios pesquisadores também
relataram o potencial desses fungos no biocontrole de Meloidogyne spp. em diferentes
culturas (NAVES e CAMPOS, 1991; DALLA PRIA, 1992; CAMPOS, 1992; CARNEIRO e
GOMES, 1993; RIBEIRO e CAMPOS, 1993; DIAS e FERRAZ, 1994).

Estudos concluidos recentemente no Departamento de Fitossanidade da
Unesp/FCAV também confirmaram a potencialidade de alguns fungos nematéfagos
(MAIA, 2000; MAIA et al., 2001; BERNARDO, 2002; CORBANI, 2002). Com efeito, Maia
et al.,, (2001) obtiveram um isolado de Monacrosporium robustum McCulloch cuja
patogenicidade para juvenis de segundo estadio de Heterodera glycines Ichinohe foi de
100% até o terceiro dia apds a adicao dos juvenis a cultura do fungo. Para M. javanica e
M. incognita esse fungo exibiu 100 % de predacao dos juvenis, ja no primeiro dia. Na
mesma instituicdo, Bernardo (2002) também constatou que esse fungo predou 100%
dos espécimes de R. reniformis no periodo de até trés dias apo6s a adicdo dos

nematoides a cultura do fungo, e Corbani (2002) obteve 0 mesmo resultado para



juvenis e adultos do nematdide dos citros (T. semipenetrans), j& no primeiro dia.
Contudo, os testes no campo realizados por esses dois Ultimos pesquisadores nao
confirmaram a eficacia desses fungos no controle desses nematdides, mas fatores
adversos, tais como um prolongado veranico que ocorreu no periodo, provavelmente
limitaram a acdo dos fungos. Testados em larga escala em cultura de crisantemo de
corte em estufas infestadas por M. javanica, no municipio de Holambra - SP (cerca de 8
ha), esses fungos exibiram os melhores resultados no manejo desse nematodide, até o
presente, a excecdo da fumigacdo do solo com brometo de metila (FAPESP, 2002).
Esse resultado vem confirmar o enorme potencial de mercado que formulacbes
comerciais desses fungos podem ter, o que resultard& em ganhos ecoldgicos e
econOmicos expressivos.

Em relacdo aos nematoides de galha do cafeeiro, Campos e Campos (1997) ja
confirmaram o potencial de alguns fungos nematofagos na reducdo da populacdo de
Meloidogyne exigua.

Lima (1996), citando Cooke (1963), agrupou os fungos predadores de acordo
com a velocidade de crescimento micelial em trés grupos: 1) agueles que crescem mais
rapido e formam redes; 2) os produtores de nddulos adesivos; 3) os de crescimento
mais lento que produzem anéis constritores. Essas estruturas de captura sdo usadas na
taxonomia desses fungos.

Os estudos sobre a nutricdo dos fungos que capturam fitonematéides séo raros
na literatura. Para o crescimento de fungos predadores e meio de cultura quimicamente
definido, Cascorelli e Pramer (1962), propuseram o meio constituido de glucose 30g;
NaNO; 3,7g; KH,PO, 3,4g; KCI 0,5g; MgSO, 0,5g; FeSO,'H,O 10mg.; ZnO 0,5 mg;
tiamina 0,1 mg; biotina 5 mg; e agua 1 L. Arthrobotrys oligospora, espécie formadora de
redes que tem uma alta habilidade saprofitica, foi capaz de utilizar todos os
carboidratos testados e varios polissacarideos, tais como celulose, amido e glicogénio.

Dias (1992) também estudou meios de cultura, substratos, temperatura e pH
inicial em meio ndo tamponado sobre o crescimento e a esporulacdo de seis isolados
de Arthrobotrys spp. empregados no controle de M. incognita Raca 3. Em milho

triturado e quirera de arroz, houve rapida e intensa producédo de micélio por todas as



espécies. Entretanto, a esporulacdo foi pequena ou ndo ocorreu, indicando que as
exigéncias para a producdo de conidios ndo sdo as mesmas que para o crescimento
micelial.

Bernardo e Santos (2004) estudaram, in vitro, a capacidade predatoria e de
parasitismo de M. robustum ao nematoide Rotylenchulus reniformes, que é um
importante patégeno de varias culturas como soja, algodao, caupi, maracujazeiro,
mamoeiro, tomateiro e alface, entre outras. Em periodos de 24, 48 e 72 horas apoés a
adicdo dos nematoides as culturas do fungo, constataram que a percentagem de
predacdo do nematéide pelo fungo foi de, respectivamente, 81,3; 99,9 e 100% no final
das avaliacdes.

Lilly e Barnett (1951) estudaram a velocidade de crescimento micelial, medindo o
didmetro da colbnia em intervalos de 12 e 24 horas, com auxilio de uma régua
milimetrada, tomando duas medi¢des, em dire¢des perpendiculares, em cada placa. A
seguir, estimaram a média de crescimento micelial para cada isolado. As leituras foram
iniciadas as 12 e 24 horas ap6és a instalacdo do experimento, até a coloniza¢do de um
dos isolados em toda superficie do meio de cultura.

Dias e Ferraz (1993), em laboratério, avaliaram o crescimento micelial e a
esporulacdo de alguns fungos nematéfagos do género Arthrobotrys em diferentes
substratos, meios de cultura, pH e niveis de temperatura. As espécies fungicas
estudadas foram A. musiformis (isolado WP 040), A. conoides (WP 002 e WP 037), A.
robusta (WP 052), A. thaumasia (WP 047) e A. irregularis (Franca), exceto no ensaio de
efeito de temperatura, em que A. thaumasia ndo foi incluido. Testaram os seguintes
substratos: milho triturado, quirera de arroz, bagago de cana-de-agucar picado e casca
de café; os seguintes meios de cultura: BDA, BDA — peptona, CMA, fuba-agar e YPSSA
(extrato de levedura, 4g; K;HPO, 1g; MgSO, 7H,0, 0,5g.; amido soluvel, 20g; agar,
20g.; agua destilada 1 litro); os seguintes niveis de temperatura: 16, 20, 25, 28, 32 e
36°C e pH: 4, 5, 6, 7, 8 e 9, em meio ndo tamponado. Em geral, o substrato milho
triturado, o meio YPSSA e a temperatura de 25°C proporcionaram maior crescimento e

esporulacdo em relacdo aos demais, para todas as espécies. O pH nao influenciou o



crescimento micelial da maioria das espécies, enquanto as maiores esporulacdes
ocorreram em pH 4 e 6.

Oliveira et al. (2002) estudaram a caracterizacdo morfoldgica e isoenzimatica de
149 isolados de Arthrobotrys spp., obtidos pela técnica de espalhamento de solo tendo
identificado as seguintes espécies: A. musiformis (a mais frequente-36,7%), A.
oligospora var. oligospora, A. robusta, A. conoides e A. oviformis, ja detectadas nos
solos brasileiros. Encontraram pela primeira vez a ocorréncia de A. superba, A.
oligospora var. microspora e A. brochopaga. Além dessas, foi detectada uma nova
espécie, Arthrobotrys, porém ndo a descreveram. Nenhuma relacdo entre ocorréncia,
origem e distribuicdo das espécies foi observada. Na caracterizacdo isoenzimética, 15
enzimas foram analisadas, e dez (EST, MDH, GOT, SOD, IDH, LAP, 6PGDH, PGlI,
PGM e HK) mostraram atividade e resolucdo satisfatérias. Foram identificados 52
fendtipos isoenzimaticos para os 29 isolados de Arthrobotrys estudados. Quatro
especies, A. musiformis, A. conoides, A. brochopaga e Arthroborys sp. n., foram
separadas pela andlise de agrupamento com base no indice de Jaccard. Os
marcadores que mais contribuiram para essa separacao foram MDH, GOT e SOD.

Gomes et al. (1997) avaliaram o preparo de uma formulacéo peletizada do fungo
nematofago P. lilacinus, utilizando-se de uma mistura de alginato de sddio, argila e
sulfato de estreptomicina. A mistura foi homogeneizada em liquidificador e infestada
com uma suspensdo de conidios do fungo cultivado sobre grédos de arroz. Para
obtencéo dos péletes, essa suspensao foi gotejada através de pipeta de Pasteur, em
solucédo 0,25 M de CaCl, . A seguir os péletes foram secos, verificando-se que a
concentracdo de conidios por grama de péletes foi da ordem de 0,5 x 108, Os péletes
foram armazenados & temperatura ambiente (18-25°C) e a 7°C. A viabilidade do fungo
encapsulado foi avaliada mensalmente, durante 12 meses, por meio de testes de
germinacdo e plagueamento em meio de batata-dextrose-agar (BDA). A encapsulacéo
em alginato de sédio manteve a viabilidade do fungo por um periodo de 12 meses a 7°C
e 5 meses a temperatura ambiente. A temperatura de armazenamento influiu na

porcentagem de germinagdo e viabilidade do fungo. A viabilidade dos conidios



decresceu rapidamente no fungo veiculado em arroz, mesmo em condi¢cdes
frigorificadas.

Soares et al. (2005a) aplicaram a mesma mistura de fungos em uma producéo
comercial de alface (Lactuca sativa L.) americana, cv. Lucy Brown, infestada por M.
incognita e R. reniformis, em doses de 4 e 8 L dessa mistura por parcela de 5 m de
comprimento por 1 m de largura, com quatro repeticdes. Parcelas nédo tratadas foram
deixadas como testemunhas. Aos 54 dias ap6s o transplantio ndo houve diferencas
entre a produtividade das parcelas tratadas entre as doses de 4 e 8 L de mistura.
Entretanto, a média da massa fresca da parte aérea de 10 plantas colhidas ao acaso foi
de 458 g. Nas parcelas ndo tratadas, usadas como testemunha, o valor dessa variavel
foi de 106 g.

Soares et al. (2005b) avaliaram a mistura de dois fungos nematéfagos (A.
musiformis e A. oligospora) produzidos em arroz e aplicada em cultivo comercial de
pimentdo (Capsicum annuum L.) cv. Elisa, em estufa infestada por M. incognita.
Aplicaram 1 L/m? dessa mistura de fungos, antes do transplantio das mudas, em trés
parcelas, e outras duas parcelas foram deixadas como testemunha. Houve eficacia dos
fungos no controle do nematoide, resultando em melhor desenvolvimento das plantas

nas parcelas tratadas.



lll. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais de realizagcdo dos experimentos

Os estudos em condicdes controladas foram conduzidos nos Laboratérios de
Nematologia e Fitopatologia do Departamento de Fitossanidade da Unesp/FCAV,
Campus de Jaboticabal, SP. Amostras de solo encaminhadas para analises no
Laboratério de Nematologia, provenientes de varias regides do Pais, foram utilizadas
para detecc¢éo e isolamento de fungos nemat6fagos da microflora do solo e inclusédo na
micoteca dos fungos nematofagos, do Laboratério de Nematologia da Unesp/ FCAV. E
Avaliacdo da Eficacia da Mistura de Fungos Nematdfagos no Manejo de Meloidogyne
exigua e M. paranaensis em Cafeeiro no Campo, bem como a Avaliacédo da Eficacia da
Mistura de Fungos Nematéfagos na Reducdo da Populacdo de Meloidogyne exigua e

M. paranaensis em cafeeiros cultivados em vasos em casa de vegetacao.

3.2. Multiplicacdo e preparo da suspensdo do nematoide de vida livre
Panagrellus sp. para ser utilizado como *“isca” no isolamento dos

fungos

A populacédo de Panagrellus sp. foi multiplicada em placas de Petri de 9 cm de
didametro contendo farinha de aveia umedecida e macerada. As placas permaneceram a
temperatura ambiente até se obter um adequado incremento da populacdo. Essa
populagdo vem sendo mantida no Laboratorio por meio de repicagens sucessivas para
novas placas contendo o0 mesmo substrato em periodos variaveis de 15 a 30 dias.

Para a obtenc¢do da “isca”, os nematoéides eram recolhidos da superficie do meio
e das tampas das placas com agua comum e transferidos para um béquer de 50 mL.
Para clarificar a suspensédo foi utilizado o funil de Baermann (BAERMANN, 1917)

durante 8 a 12 horas.
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3.3. Deteccéo e isolamento dos fungos predadores de nematoides

Seis amostras de solo de cafezais da regido geoecondémica de Londrina-PR
foram utilizadas para isolamento de fungos nematéfagos. Outras duas amostras de solo
da regidao de Vicosa-MG também foram incluidas no estudo, bem como isolados de
alguns dos fungos nematéfagos da colecdo mantida no Laboratério de Nematologia da
Unesp/FCAV.

A técnica utilizada para o isolamento dos fungos das amostras de solo foi a do
método do espalhamento de solo (BARRON, 1977), modificada por SANTOS (1991).
No centro de placas de Petri com agar-agua a 2% foram colocados 1 a 2 g da amostra
de solo homogeneizada. Sobre essa aliquota de solo foi adicionado 1 mL da suspenséao
de Panagrellus sp. contendo, em média, 500 nematéides/mL, preparada conforme o
item 3.2, para estimular o crescimento e a esporulacdo dos fungos. Essas placas foram
mantidas a 22-25°C, em escuro continuo. A partir do quinto dia do preparo das placas,
foram iniciadas as observacdes em estereoscopio. Na primeira semana, as avaliacdes
eram diarias. Apos esse periodo, passaram a semanais, sendo efetuadas durante trés
meses. Constatada a presenca de nematdides predados, exibindo frutificagbes
fungicas, as placas foram levadas para a camara asséptica, e, com auxilio de um
estilete de ponta fina, flambado, transferiram-se conidios dessas frutificacbes para
placas com BDA, as quais foram mantidas a 25°C, em escuro continuo.

Para confirmar a patogenicidade dos isolados, apds sete dias, discos de micélio,
com 6 mm de diametro, foram retirados das bordas das colonias e transferidos para o
centro de placas de Petri com agar-agua 2%. A seguir, adicionou-se 1 mL da
suspensdo de Panagrellus sp., obtida como descrito no item 3.2. Quando surgiam 0s

nematoides predados, os fungos eram reisolados e comparados com a cultura original.

3.4. Identificagdo dos fungos isolados

Na identificacdo dos fungos foram elaboradas laminas com o corante azul lactico.

As variaveis relativas as estruturas e ao comportamento dos fungos, tais como forma,
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dimensdes e septacdo dos conidios, tipo de conidioforo, tipo de esterigma e 6rgéos de
captura produzidos, foram utilizadas para identificagcdo das espécies com base nas
chaves para espécies segundo Haard (1968), Van Oorschot (1985), Jacobs (2002), Liu
e Zhang (1994) e publicacdes das descri¢des originais de varios fungos (McCULLOCH,
1977; DRECHSLER, 1937; DRECHSLER, 1961).

3.5. Preservacao e manutencdo dos fungos

Os fungos foram cultivados em placas de Petri com BDA, mantidas a 25°C em
escuro continuo. Apds sete a dez dias, dependendo do fungo, discos de 6 mm de
diametro foram retirados das bordas das colbnias e transferidos para tubos de ensaio
com BDA. Foram deixados a temperatura ambiente por duas a trés semanas, até que
ocorresse a colonizacdo, e a seguir recobertos com 0Oleo mineral autoclavado e

mantidos a temperatura ambiente.

3.6. Crescimento e esporulacdo dos fungos nematdéfagos em diferentes

meios de cultura

Utilizaram-se em todos os testes culturas puras de seis isolados de cinco
espécies de fungos nematdfagos. Os isolados de P. lilacinus, Arthrobotrys sp. e o
isolado AO1 de A. oligospora foram obtidos de amostras de solo da regido de Londrina,
PR, e o isolado AO2 de A. oligospora foi obtido de uma amostra de solo da regido de
Vicosa, MG. O isolado de A. musiformis e o de M. robustum foram obtidos da cole¢éo
de fungos nematofagos do Laboratério de Nematologia da Unesp/FCAV. Culturas puras
desses isolados foram repicadas, em camara asseéptica, para placas de Petri de 90 mm
de didmetro contendo 20 mL dos meios de cultura. Um disco de 6 mm de didmetro das
bordas de col6nias em crescimento de cada fungo foi colocado no centro de cada placa
contendo os meios, e as culturas foram incubadas a 25 + 2°C, com fotofase de 12

horas.
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Esses tratamentos constituiram um fatorial de 3 x 6, sendo trés meios de cultura
e seis isolados dos fungos nematofagos. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com 10 repeti¢cdes, sendo cada repeticdo constituida por uma
placa de Petri. Os dados foram submetidos a analise de variancia e, quando houve
significancia pelo teste F, procedeu-se a comparacdo entre as médias pelo teste de
Tukey com 5% de probabilidade.

As leituras foram iniciadas 12 horas ap0s a instalagdo do experimento. O
crescimento micelial dos isolados foi determinado medindo-se o didmetro das colbnias
em intervalos de 12 horas, com auxilio de uma régua milimetrada, realizando-se duas
medi¢bes em direcdes perpendiculares em cada placa, conforme ilustrado nas Figuras
1 B - D. As médias foram diminuidas 6 mm, correspondentes ao diametro do disco de
cultura dos fungos inicialmente colocado em cada placa. A Figura 1 A ilustra como as
placas foram dispostas sobre uma bancada durante a condugcao do experimento, tendo
sido cobertas com plastico preto, para exclusdo da luz. Durante seis dias foram
efetuadas medidas do crescimento micelial dos fungos, até que o crescimento da
colonia de um dos isolados ocupasse toda a superficie do meio (LILLY e BARNETT,
1951). Ap6s as mensuracdes, as placas foram mantidas no escuro por 30 dias. Entéo,
foi estimada a esporulagdo dos isolados nos diferentes meios. Para tanto, 10 mL de
agua destilada esterilizada foram adicionados a cada placa, friccionando-se levemente
a superficie da cultura com um pincel. A seguir, a suspensédo de conidios foi recolhida
em um béquer de 50 mL, e a concentracdo desses conidios foi estimada com camara
de Neubauer.

Foram testados os seguintes meios de cultura: 1) decocto de farelo arroz, extrato
de levedura e 4gar (FEA); 2) batata-dextrose-agar (BDA); 3) meio de fuba-agar (MFA),
preparados do seguinte modo: a) o meio FEA foi preparado pela decocg¢éo de 100 g de
farelo de arroz em 600 mL de &gua destilada por 1 hora. O decocto foi passado por
uma peneira de 60 mesh (abertura de 0,250 mm) e acrescido de 0,50 g de extrato de
levedura uniformemente suspenso em 2 mL de agua destilada, com auxilio de um
agitador magnético. A seguir, foram adicionados 17 g de agar, o volume foi completado

para 1.000 mL com &gua destilada e autoclavado por 20 minutos a 120°C e 1 atm; b) o
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meio BDA, batata-dextrose-agar, foi preparado com 200 g de batata descascada,
picada e cozida por 20 minutos. Ao decocto foram acrescidos 20 g de dextrose e 17g de
agar, sendo o volume completado com agua destilada para 1.000 mL e autoclavado por
20 minutos, a 120°C e 1 atm; c) o meio MFA foi preparado com 50g de fub& em 800 mL

de 4gua destilada, mantidos por 12 horas na geladeira, (aproximadamente 5°C).

A
B C
D E

Figura 1. Aspectos do experimento sobre o crescimento e a esporulagdo de fungos nematéfagos em
diferentes meios de cultura. A) Disposicdo das placas com as culturas dos fungos no
delineamento inteiramente casualizado. B) Esquema adotado para medi¢cdo perpendicular de
didmetros das colbnias. C) Aspecto do crescimento de Arthrobotrys oligospora em meio de
fuba-agar. D) Aspecto da cultura de Paecilomyces lilacinus em meio de batata-dextrose-agar. E)
Aspecto da cultura de Monacrosporium robustum em meio de fuba-agar.
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A seguir, foi aquecido a 60°C por uma hora em banho-maria, peneirado em malha com
abertura de 0,250 mm, adicionados 17 g de agar, completado o volume para 1.000 mL

com agua destilada e autoclavado como anteriormente citado.

3.7. Obtencdo de ovos e juvenis de segundo estadio de Meloidogyne

paranaensis

A partir de amostras de raizes de cafeeiro infectadas por M. paranaensis,
coletadas na Fazenda Delicia, no Municipio de Cassia dos Coqueiros—SP, foi obtida
uma suspensdo aquosa de ovos e alguns juvenis de segundo estadio empregando-se o
método de Hussey e Barker (1973). Suspensdes concentradas de juvenis de segundo
estadio foram obtidas pela técnica de Cliff e Hirschmann (1985). As suspensdes de
ovos foram utilizadas no teste de patogenicidade de P. lilacinus para ovos do nematdide
e na obtencdo de juvenis para o teste de patogenicidade dos demais fungos testados

para juvenis do nematoide.

3.8. Teste de patogenicidade dos fungos nematéfagos para Meloidogyne

paranaensis

Embora tenham sido detectadas as espécies M. exigua e M. paranaensis no
cafezal utilizado para o estudo, M. paranaensis prevalecia na area escolhida para o
teste. Por conseguinte, essa espécie foi escolhida para o teste de patogenicidade.
Raizes com galhas tipicas as formadas por M. exigua, conforme ilustrado na Figura 2 A,
foram retiradas das amostras coletadas no campo para o preparo das suspensdes de
ovos e de juvenis de segundo estadio, conforme descrito no item anterior. Assim,
apenas raizes lignificadas, exibindo engrossamentos tipicos aos causados por M.
paranaensis, foram utilizadas (Figura 2 B e C).

Dois discos com 6 mm de diametro de culturas puras dos fungos Arthrobotrys
oligospora (AO1), Arthrobotrys oligospora (AO2), Arthrobotrys sp., Arthrobotrys

musiformis, Monacrosporium robustum e Paecilomyces lilacinus foram removidos das
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bordas das colénias e transferidos para placas de Petri, tendo sido colocados
equidistantes e entre as bordas das placas contendo agar-agua a 2%.

Essas subculturas foram incubadas por cinco dias, a 25 + 1°C no escuro. Ap6s
esse periodo, foi adicionado 1 mL de suspenséo de juvenis de segundo estadio de M.
paranaensis, contendo, em média, 50 espécimes, ou 1 mL de suspensédo de ovos do
nematodide, na mesma concentracdo, no caso de P. lilacinus. As placas foram mantidas
no escuro em incubadora tipo B.O.D. a 25 + 1°C. Ap6s 36 horas, diariamente, foram
efetuadas as observacdes quanto a presenca de ovos colonizados por P. lilacinus ou de
juvenis capturados pelos demais fungos, por um periodo de cinco dias, avaliando-se
delinearmente e numero de repeticdbes a percentagem de ovos infectados ou de
nematoides predados.

Apés a esporulagdo dos fungos, estes foram reisolados em cultura pura e na

sequéncia comparados com a cultura original. Para as andlises estatisticas os dados

foram transformados em arc sen +/x%.

3.9. Microscopia eletronica de varredura dos fungos selecionados

Culturas puras dos fungos nematéfagos foram repicadas para placa de Petri
contendo 0 meio de agar-agua a 2% e incubadas no escuro como no caso anterior, por
cinco dias. Em seguida, adicionou-se 1 mL de uma suspensao contendo 50 juvenis de
segundo estadio de M. paranaensis.

Essas culturas foram incubadas no escuro a 25 + 1°C e examinadas diariamente.
Quando foram observados espécimes capturados, efetuou-se a fixacdo. Foram
aplicados 10 mL de glutaraldeido a 3%, em tampéao de fosfato de potassio a 0,1 M e pH
7,4, sobre a superficie da cultura com os nematoéides capturados, e as placas foram
mantidas a 4°C por 72 horas.

A seguir, a preparacdo para a microscopia eletrénica de varredura foi concluida
segundo a técnica descrita por Maia e Santos (1997). Nematoides capturados e
estruturas dos fungos foram documentados em um microscopio eletrénico de Varredura
JEOL JSM 5410, operado em 15 kV.
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Figura 2.Raizes de cafeeiros infectadas por nematéides de galha. A)
Radicelas exibindo galhas arredondadas nas extremidades
tipicas da infecgdo por Meloidogyne exigua. B e C) Raizes
lignificadas exibindo aspecto corticento resultante da infecgéo
por Meloidogyne paranaensis.

3.10. Producéo dos in6culos dos fungos nematéfagos

Para este estudo foram testados varios meios sélidos, a saber: bagaco de
laranja, bagaco de cana, farelo de soja, farelo de arroz, palha de café e gréos de sorgo
e de milho. Além desses, foi testada, também, a mistura de partes iguais de palha de

café com farelo de arroz. Foram adicionados 250 mL dos substratos ou da mistura e
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150 mL de agua a sacos de polipropileno autoclavaveis de 1 L de capacidade. Em
seguida, os sacos foram fechados com um fio de cobre e autoclavados a 121°C e 1 atm
por 1 hora, em dois dias consecutivos. Apds esse procedimento, 10 a 12 discos de 8
mm de diametro, retirados das bordas das colbnias de culturas puras dos fungos,
individualmente, foram adicionados a cada saco com os diferentes substratos, em
camara asséptica, e incubados no escuro a 25 +1°C por cerca de 20 dias. Diariamente,
esses sacos foram revolvidos manualmente para promover a colonizagao uniforme da
massa de substrato.

A comparacdo entre os substratos testados foi efetuada com base no aspecto
visual da colonizacdo dos diferentes materiais pelos fungos. O substrato no qual
ocorreu a colonizagdo mais intensa foi utilizado no preparo do inoculo nos testes em

casa de vegetac&o e no campo.

3.11. Avaliacéo da eficicia da mistura de fungos nemat6fagos no manejo de

Meloidogyne exigua e M. paranaensis em cafeeiro no campo

O experimento visando a avaliacdo da eficacia dos fungos no controle de M.
exigua e M. paranaensis foi instalado no periodo de marco a julho de 2005, em um
cafezal com 5 anos de idade, variedade Mundo Novo, na Fazenda Delicia, no Municipio
de Cassia dos Coqueiros —SP, cuja andlises prévias de amostras de solo (JENKINS,
1964) e raizes (COOLEN e D'HERDE, 1972) revelaram uma populacdo de 1.238
juvenis e machos de M. exigua e M. paranaensis/100 cm® das amostras de solo. Nas
raizes foram estimados 3.920 juvenis e adultos e 21.800 ovos por 10 g. Porcbes desse
solo naturalmente infestado foram coletadas e utilizadas para conducdo do experimento
em casa de vegetacdo. O solo do local tem a classe textural, arenosa, cujas analises
granulométrica, de micromutrientes e quimica do solo, foram realizadas no Laboratério
de Analise de Solo e Planta do Departamento de Solos e Adubos da Unesp/FCAV,
Campus de Jaboticabal e estdo apresentadas na Tabela 1.

O experimento foi conduzido no delineamento experimental de blocos

casualizados em arranjo fatorial 2x2 com os fatores substratos e doses. Considerou-se
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como fator substratos os seguintes tratamentos: Testemunha e Mistura, e como fator
doses foram consideradas as seguintes quantidades de substrato colonizado por planta:
dose 1: 1 litro por planta e dose 2: 2 litros por planta. Cada tratamento foi constituido
por 5 plantas em linha, totalizando 20 plantas por bloco, sendo tomadas as trés do
centro como area util de cada parcela para as avaliagdes.

Os seguintes tratamentos foram adotados no campo:
Fator Substratos

Substrato 1. Testemunha - substrato sem fungos (mistura em partes iguais de

palha de café + farelo de arroz)

Tabela 1. Andlise granulométrica (a) e quimica (b) do solo da area experimental na
Fazenda Delicia, no Municipio de Cassia dos Coqueiros-SP.
(a) ANALISE GRANULOMETRICA DE SOLO.

Argila Limo Areia Classe
textural
Fina Grossa
e ———————— ——— _— g kg'l _— ——— _—
100 20 760 120 Arenosa

(b) ANALISE QUIMICA DE SOLO.

pH M.O. P K Ca Mg H+Al SB T \% B Cu Fe Mn Zn
(resina)

(CaCl,) gdm® mgdm?® oo mmol, dm™ T L —

4,6 19 154 2,7 7 6 31 15,7 46,7 34 042 6,1 530 35 21

Substrato 2: mistura em partes iguais do substrato individualmente colonizado
pelos fungos Arthrobotrys oligospora (AO1), A. oligospora (AO2), Arthrobotrys sp., A.
musiformis, Monacrosporium robustum e Paecilomyces lilacinus.
Fator Doses
Dose 1: 1 litro de substrato colonizado por planta.
Dose 2: 2 litros de substrato colonizado por planta.
Antes da aplicacdo dos tratamentos, apos a demarcacdo das parcelas (Figura 3

A), foi coletada uma amostra composta de solo e raizes das cinco plantas de cada
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parcela, tendo em vista a determinacao da populagéo inicial dos fitonematdides em 100
cm® das amostras de solo e em 10 g de raizes. Os tratamentos foram aplicados
distribuindo-se, manualmente, a quantidade da mistura em partes iguais do substrato
colonizado, individualmente, pelos cinco fungos, correspondentes as doses
mencionadas, em dois sulcos laterais de cerca de 10 cm de profundidade e 30 cm de
comprimento (Figura 3 B), sob a projecdo da copa das plantas, recobrindo em seguida
com o solo (Figura 3 C).

As avaliacdes foram efetuadas aos 60, 90 e 120 dias apés a aplicacdo dos
tratamentos, tendo sido coletada uma amostra composta de seis amostras simples de
solo e raizes, na projecédo da copa de ambos os lados das trés plantas centrais de cada
parcela. Essas amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, etiquetadas e
transportadas para o Laboratorio de Nematologia do Departamento de Fitossanidade da
FCAV, onde foram processadas.

Os fitonematodides foram extraidos das amostras de solo pelo método da flotagédo
centrifuga em solucao de sacarose (JENKINS, 1964), e os das raizes, pelo método de
Coolen e D'Herde (1972). A seguir, a populacdo de fitonematoides nas amostras foi

estimada ao estereoscopio com auxilio da camara de contagem de Peters (GOODEY,
1963). Para as analises estatisticas os dados foram transformados em ./(x+1) ou log

(x+1), conforme a variavel, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com 5%

de probabilidade.
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Figura 3. Vista parcial do experimento no campo para estudo da eficacia de fungos nematéfagos no
manejo de Meloidogyne exigua e M. paranaensis em cafeeiro na Fazenda Delicia, Municipio de
Céassia dos Coqueiros — SP. A) Vista parcial do experimento. B) Aplicagdo em sulcos laterais na

base das plantas. C) Aplicacdo sob a projecdo da saia dos cafeeiros.



21

3.12. Avaliacao da eficacia da mistura de fungos nematofagos na reducéo
da populacdo de Meloidogyne exigua e M. paranaensis em cafeeiros

cultivados em vasos em casa de vegetacao

Este estudo foi conduzido em vasos de 5 L de capacidade contendo material de
solo naturalmente infestado, coletado na Fazenda Delicia, Municipio de Cassia dos
Coqueiros-SP. A andlise de uma amostra homogeneizada desse solo, pela técnica de
Jenkins (1964), revelou a presenca de 1.238 juvenis e machos de M. exigua e M.
paranaensis/100cm? da amostra. Cingiienta vasos foram preenchidos com o material do
solo da propriedade, e uma muda de cafeeiro Coffea arabica L cv. Mundo Novo com

oito pares de folhas verdadeiras foi transplantada em cada um deles (Figura 4).

Figura 4. Vista parcial do experimento em casa de vegetacdo para estudo da
eficacia de fungos nematdfagos no manejo de Meloidogyne exigua e M.
paranaensis em cafeeiro.
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Apés 10 dias do transplante, a altura e o didmetro do caule, na base de cada
muda, foram medidos. Dez desses vasos foram mantidos como controle, e em outros
10 foram aplicados 100 g da mistura em partes iguais do substrato colonizado pelos
fungos mencionados no item 3.11, individualmente, e 50 g foram aplicados em um sulco
em meia lua de cada lado da muda e recobertos com o préprio material do solo. Em
outros 10 vasos foram aplicados 200 g, em duas por¢cbes de 100 g, como no caso
anterior. Em outros 10 vasos foram aplicados, como descrito, 100 g do substrato ndo
colonizado pelos fungos, e em outros 10 foram aplicados 200 g desse material. O
delineamento foi o inteiramente casualizado com 10 repeti¢cdes, sendo cada repeticdo

constituida por um vaso.

Aos 120 dias apoés a aplicacdo dos tratamentos mencionados, foram feitas as
avaliacbes. O diametro do caule na base das plantas e a altura das plantas foram
novamente avaliados. A parte aérea das plantas foi cortada no nivel do solo e as raizes
foram coletadas e lavadas. Entdo, foram avaliadas as massas da matéria fresca da
parte aérea e das raizes, assim como o numero de galhas, de ovos e juvenis por
sistema radicular pela técnica de Coolen e D’Herde (1972), e nimero de juvenis de

segundo estadio por 100 cm® do material do solo pela técnica de Jenkins (1964).

Os dados foram submetidos aos procedimentos estatisticos, e os valores das
variaveis altura das plantas, didmetro do caule e massa de matéria fresca da parte
aérea e das raizes nao foram transformados. Os dados relativos ao numero de galhas,
namero de juvenis e numero de ovos por sistema radicular foram transformados em log
(x+1) utilizando-se do software ESTAT (Sistema para Andlises Estatisticas, Pdlo
Computacional, Departamento de Ciéncias Exatas, Unesp/FCAV, Campus de
Jaboticabal — SP), e as médias dos numeros de fitonematéides, em 100 cm® das
amostras de solo e das raizes, foram comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de

probabilidade.



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fungos nematéfagos empregados no estudo da eficacia do controle

biolégico de nematdides em cafeeiro

Em seis amostras de solo e raizes coletadas em cafezais da regido geoeconémica
de Londrina-PR foram detectados, isolados e identificados os fungos Paecilomyces
lilacinus, Arthrobotrys sp. e o isolado AO1 de A. oligospora empregado neste estudo
(Figura 5 A, B e C). Em duas amostras de solo coletadas na regido geoeconémica de
Vicosa — MG foi obtido o isolado AO2 de A. oligospora (Figura 5 D). Os isolados de A.
musiformis (Figura 5 E) e o de M. robustum (Figura 5 F) foram obtidos da colecdo de
fungos nematéfagos do Departamento de Fitossanidade da Unesp/FCAV. Entre esses,
A. musiformis e A. conoides ja haviam sido isolados de solos de cafezais no Sul de
Minas Gerais (NAVES e CAMPOS, 1991). O isolado de M. robustum foi proveniente de
um seringal infestado por M. exigua na regido geoecondmica de Rondonépolis — MT,
enquanto o isolado de A. musiformis foi obtido de uma amostra de solo coletada no
Municipio de Ipameri - GO (MAIA, 2000). Esses fungos sdo comuns nos mais variados
tipos de agroecossistemas, e Dalla Pria et al. (1991) confirmaram que eles ocorrem
desde o Estado do Rio Grande do Sul ao do Ceara. De fato, ja foram encontrados,

também, em muitos outros paises (KERRY, 1984).

4.2. Crescimento e esporulacdo dos fungos nematd6fagos em diferentes

meios de cultura

A andlise de variancia indicou que houve interacdo significativa entre os meios
de cultura e os diferentes isolados dos seis fungos nematéfagos estudados, tendo sido

desdobrada, tanto para o crescimento (Tabela 2) quanto para a esporulagéo (Tabela 3).
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Figura 5. Fotomicrografias de fungos nematéfagos utilizados no estudo da eficacia do controle
biolégico de nematdides de galha do cafeeiro. A) Paecilomyces lilacinus, exibindo
fidlide tipica da espécie (seta). B) Arthrobotrys sp. C) Arthrobotrys oligospora,
isolado AO1. D) Arthrobotrys oligospora, isolado AO2. E) Arthrobotrys musiformis. F)
Monacrosporium robustum (barras das escalas para B - F = 10 um).
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Tabela 2. Analise de variancia do desdobramento da interagdo meios x fungos no estudo do crescimento
micelial de isolados de fungos nematéfagos em trés meios, avaliado pelo diametro de col6nias

(mm).

Causas da Variagédo G.L. S.Q. Q.M F
Meios dentro de Arthrobotrys oligospora (AO1) 2 254,3972 172,1986 3,7028*
Meios dentro de Arthrobotrys oligospora (AO2) 2 4.756,6575 2.378,3288 69,3088"
Meios dentro de Arthrobotrys sp. 2 7.331,7717 3.665,8859 106,8305 "
Meios dentro de Arthrobotrys musiformis 2 5.406,5769 2.703,2885 78,7786**
Meios dentro de Monacrosporium robustum 2 907,2727 453,6364 13,2198**
Meios dentro de Paecilomyces lilacinus 2 0,0000 0,0000 0,000 ™
Residuo 141 4.838,4126 34,3150 -

" _teste n&o significativo com 5% de probabilidade. * - teste significativo com 5% de probabilidade. ** - teste significativo com 1% de

probabilidade.

Tabela 3. Analise de variancia do desdobramento da interagdo meios x fungos no estudo da esporulagao
de fungos nematofagos em trés meios de cultura.

Causas da Variacdo G.L. S.Q. Q.M F
Meios dentro de Arthrobotrys oligospora (AO1) 2 2,7506 1,3753 3,3390*
Meios dentro de Arthrobotrys oligospora (AO2) 2 37,0920 18,5460 45,0269“
Meios dentro de Arthrobotrys sp. 2 5,8750 2,9375 7,1318**
Meios dentro de Arthrobotrys musiformis 2 0,6125 0,3062 0,7435"™
Meios dentro de Monacrosporium robustum 2 2,9112 1,4556 3,5340*
Meios dentro de Paecilomyces lilacinus 2 7,3337 3,6668 8,9025**
Residuo 72 29,6558 0,4119 -

! Dados transformados em log (x+1), ™ - teste ndo significativo com 5% de probabilidade. * - teste significativo com 5% de

probabilidade. ** - teste significativo com 1% de probabilidade

A comparacdo entre as médias pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade

para o diametro de coldnias evidenciou que somente o isolado de Paecilomyces

lilacinus (Tabela 4) ndo demonstrou exigéncias especiais para crescimento. De fato,
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ndo houve diferenca significativa para essa variavel nos trés meios empregados no
estudo. Essa baixa especificidade de substrato para crescimento de P. lilacinus ja havia
sido relatada por outros pesquisadores (D’ANGIERI FILHO e CAMPOS, 1997; FREITAS
et al., 1999).

Tabela 4. Diametro de colénias (mm) de seis isolados de fungos nematoéfagos cultivados em trés meios

de cultura.
Meios de Cultura

Fungos FEA BDA MFA
Arthrobotrys oligospora (AO1) 9,30 Ac 2,60 Be 9,30 Ad
Arthrobotrys oligospora (AO2) 76,25 Bb 49,00 Cb 82,30 Aa
Arthrobotrys sp. 78,00 Bb 45,25 Cc 83,80 Aa
A. musiformis 75,95 Ab 41,75 Cd 67,14 Bb
Monacrosporium robustum 3,64 Bd 2,79 Be 15,86 Ac
Paecilomyces lilacinus 84,00 Aa 84,00 Aa 84,00 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha ou mesma letra minGscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste de

Zgl;e)y com 5% de probabilidade. (FEA= Farelo de arroz, extrato de levedura e agar; BDA= batata-dextrose-agar; MFA= fuba e
A analise de variancia do desdobramento da interacdo entre os meios de cultura
para os isolados AOl e AO2 de Arthrobotrys oligospora apresentou diferenca
significativa com 5% e com 1% de probabilidade, respectivamente (Tabela 2). A média
do didmetro de colonias do isolado AO1 néo diferiu nos meios FEA e MFA, mas ambos
diferiram de BDA (Tabela 4). Em relacdo ao isolado AO2 do mesmo fungo, foi
observada diferenca significativa a 5% para essa variavel nos trés meios estudados,
confirmando relatos prévios sobre a variagdo do comportamento de isolados de uma
mesma espécie em diferentes meios de cultura (CASCORELLI e PRAMER, 1962; DIAS
e FERRAZ, 1993; OLIVEIRA et al., 2002). Entretanto, Cooke (1963) mencionou que A.
oligospora tem uma alta habilidade saprofitica, tendo sido capaz de utilizar todos os
carboidratos testados, incluindo varios polissacarideos, tais como: celulose, amido e
glicogénio. O crescimento dos isolados AO2 de A. oligospora e o de Arthrobotrys sp. foi
significativamente diferente nos trés meios utilizados, e o0 meio MFA proporcionou a
maior taxa de crescimento de ambos os isolados. O crescimento de ambos os isolados

em BDA foi inferior ao de ambos no meio FEA.
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Dias (1992), trabalhando com varios meios, inclusive BDA, BDA + peptona, “corn
meal agar” e meio de fubd, observou que o substrato de milho triturado foi o que
apresentou melhores resultados em didametro de col6nia e esporulacdo de espécies de
Arthrobotrys em relacdo aos demais meios estudados. Resultados semelhantes foram
observados neste estudo, no qual o meio MFA proporcionou os melhores resultados
para a maioria dos fungos. O crescimento de A. musiformis diferiu nos trés meios
utilizados, e a maior taxa de crescimento foi no meio FEA.

O isolado de M. robustum exibiu maior crescimento no meio MFA, porém o0s
outros dois meios estudados nao diferiram. Esses dados indicam que, no computo
geral, o meio MFA propiciou a melhor taxa de crescimento dos isolados estudados, a
excecao do meio FEA, para o isolado de A. musiformis (Tabela 4).

A analise de variancia do desdobramento da interacdo entre os meios de cultura
e os isolados dos fungos, para a esporulacdo, ndo foi significativa apenas para o
isolado de A. musiformis (Tabela 3). A comparagdo entre as meédias ndo revelou
diferenca significativa para a esporulacdo desse isolado nos trés meios em questédo
(Tabela 5). O isolado AO1 de A. oligospora nao esporulou em BDA. Embora
relativamente baixa, a melhor esporulacéo desse isolado foi obtida no meio MFA, mas
nao diferiu da obtida no meio FEA. Estudos tém demonstrado que as exigéncias
nutricionais para crescimento e esporulacdo dos fungos nematéfagos sédo distintas
(STIRLING et al.,, 1998; GARDNER et al., 2000; NAIK et al., 2003; HIRSCH et al.,
2001).

Assim, como em relacdo ao crescimento (Tabela 4), a esporulacdo do isolado
AO2 de A. oligospora foi diferente nos trés meios de cultura estudados, e a maxima
esporulacao foi obtida no meio FEA (Tabela 5), seguido de BDA e, por ultimo, do meio
MFA. A esporulacdo de Arthrobotrys sp. também foi maxima em FEA, diferindo dos

meios BDA e MFA, que nao diferiram entre si (Tabela 5).
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Tabela 5. Estimativa dos numeros de conidios produzidos por seis isolados de fungos nematéfagos
cultivados em trés meios de cultura.

Esporulaco (x 10°)"

Fungos FEA BDA MEA
Arthrobotrys oligospora (AO1) 0,21 Abc 0,00 Bd 1,69 Acd
Arthrobotrys oligospora (AO2) 64,43 Aab 23,42 Bb 0,59 Cd
Arthrobotrys sp. 32,13 Ab 6,42 Bc 10,76 Bab
Arthrobotrys musiformis 1,79 Ac 1,28 Acd 2,73 Abcd
Monacrosporium robustum 2,05 Ac 1,98 Acd 6,67 Abc
Paecilomyces lilacinus 172,24 Aa 84,51 Aa 30,35 Ba

"Para anélise estatistica os dados foram transformados em log (x+1), Médias ndo transformadas seguidas pela mesma letra
maiuscula na linha ou mesma letra miniscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade. (FEA=
Farelo de arroz, extrato de levedura e 4gar; BDA= batata-dextrose-agar; MFA= fuba e &gar).

No caso do isolado de A. musiformis, a esporulacao foi similar nos trés meios
(Tabela 5), j& que a andlise de variancia do desdobramento da interacdo entre meios de
cultura e esse isolado ndo havia demonstrado diferenca significativa (Tabela 3).

A esporulacdo do isolado de M. robustum também néo diferiu nos trés meios
considerados (Tabela 5). Tanto o crescimento quanto a esporulacdo do isolado desse
fungo nos trés meios utilizados ndo atenderiam a demanda minima para a producéo de
in6culo visando a elaboracdo de formulagbes. De outra sorte, um numero
excessivamente grande de placas com culturas puras deveria ser preparado. Por
conseguinte, outros meios que proporcionem crescimento mais rapido desse fungo
devem ser pesquisados.

A esporulacdo do isolado de P. lilacinus foi maior no meio FEA, mas nao diferiu
da obtida em BDA. Contudo, em ambos os casos diferiram da obtida em MFA. Com
efeito, confirmando a menor especificidade por substrato, tanto para o crescimento
quanto para a esporulacdo, o isolado desse fungo exibiu valores mais altos para as
variaveis didametro de col6énia e namero de conidios produzidos que os demais,
independentemente do meio considerado. Essa maior habilidade de P. lilacinus de
colonizar e esporular em diferentes meios ja havia sido observada por outros
pesquisadores (GOMES et al., 1997; FREITAS et al., 1999; LIU e CHEN, 2003). Os
meios MFA e FEA foram melhores que o BDA, tanto para o crescimento quanto para a

esporulacdo da maioria dos isolados em estudo.
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4.3. Teste de patogenicidade dos fungos nematd6fagos para Meloidogyne

paranaensis

O teste de patogenicidade evidenciou que todos os fungos testados foram
patogénicos para M. paranaensis, mas nao diferiram entre si, nos periodos de tempo
considerados (Tabela 6). Contudo, a andlise de variancia dos dados relativos a
percentagem de predacao de juvenis de segundo estadio do nematdide pelos fungos,
dentro dos periodos de tempo considerados, evidenciou diferenca significativa para a
percentagem de predacédo, com base no Teste F com 1 ou 5% de probabilidade (Tabela

7).

Tabela 6. Andlises de varincia relativas a percentagem de predacgdo de juvenis de segundo estadio de
Meloidogyne paranaensis pelos isolados AO1 e AO2 do fungo Arthrobotrys oligospora e por
um isolado de cada um dos fungos Arthrobotrys sp., A musiformis e Monacrosporium

robustum.
Causada G.L. Quadrados Médios®
Variacao PNP D1 PNP D2 PNP D3 PNP D1+2 PNP D1+2+3
Tratamentos 4 5,9975™ 1,8021™ 24,7400™ 0,2976"™ 13,4677
Residuo 15 10,3858 20,2332 15,0869 11,2441 11,1087
C.V.(%) 26,31 27,37 18,90 16,58 13,68

ns : ndo significativo (P > 0,05);
' Em cada coluna, médias n&o transformadas seguidas de mesma letra n&o diferem pelo teste de Tukey (P> 0,05). Para a analise
estatistica os dados foram transformados em arcsen+/x% . PND1: nematéides predados no primeiro dia; PND2: nematoides

predados no segundo dia; PND3: nematdides predados no terceiro dia; PND1+2: nematdides predados no primeiro e segundo dia;
PND1+2+3: nematdides predados no primeiro, segundo e terceiro dia.

A comparacao entre as meédias pelo teste de Tukey, com 5 % de probabilidade,
revelou que a percentagem de predacdo de juvenis de segundo estadio de M.
paranaensis no terceiro dia da avaliacdo pelo isolado AO1 de A. oligospora foi diferente
da observada no primeiro dia, mas nao diferiu da observada no segundo (Tabela 8).
Também ndo diferiu da predacdo acumulada no primeiro e segundo dias, assim como

na percentagem acumulada nos trés dias de avaliacédo (Tabela 8).
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Tabela 7. Analises de variancia relativas a percentagem de predagéo de juvenis de segundo estadio de
Meloidogyne paranaensis pelos isolados AO1 e AO2 do fungo Arthrobotrys oligospora e por
um isolado de cada um dos fungos Arthrobotrys sp., A. musiformis e Monacrosporium
robustum dentro dos periodos de tempo considerados.

Causada G-L. Quadrados Médios®
FARE Arthrobotrys .
Variagcao - A. ol i
¢ oligospora cligospora Arthrobotrys sp.  A. musiformis Monacrosporium
(AO2) robustum
(AO1)

Tratamentos 4 4,0097 2,9273 2,8126 2,2007 3,7875
Residuo 15 0,4100 0,1791 0,3496 0,5078 0,4535
Teste F 9,78** 16,35** 8,04** 4,33* 8,35*
C. V. (%) 19,18 12,54 19,16 22,90 19,60

*: significativo (P > 0,05);
**  significativo (P < 0,01);
1
Dados transformados em arcsen / x% .

A percentagem de predacdo de juvenis de segundo estaddio do nematdide pelo
isolado AO2 do mesmo fungo, no terceiro dia, diferiu das observadas no primeiro e
segundo, mas nao diferiu da acumulada no primeiro e no segundo dias, assim como da
percentagem acumulada nos trés dias de avaliacdo. Como no caso do isolado AO1, as
percentagens de predacéo pelo isolado AO2 do mesmo fungo no primeiro e no segundo

dias de avaliagdo n&o diferiram entre si (Tabela 8).

A percentagem de predacado de juvenis do nematoide em estudo pelo isolado de
Arthrobotrys sp. empregado, no terceiro dia, nao diferiu das observadas no primeiro e
no segundo dias, nem da predagdo acumulada nos dois primeiros nem nos trés dias de
avaliacdo (Tabela 8). O isolado de A. musiformis e o de M. robustum utilizados também
exibiram o mesmo comportamento para a predacdo de juvenis do nematdide nos

periodos de tempo considerados (Tabela 8).
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Tabela 8. Comparacgédo entre as médias da percentagem de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne
paranaensis predados pelos fungos nematéfagos em estudo, dentro dos periodos
considerados.

Arthrobotrys A. oligospora M ;
oligospora ' Arthrobotrys sp.  A. musiformis ¥ Ohacrosporium
(AO2) robustum
(AO1)

PNPD 1 3,25 ct 4,50 D 250 B 4,00 B 4,50 C
PNPD 2 7,75 BC 7,00 CD 8,25 AB 7,00 AB 7,00 BC
PNPD 3 13,25 AB 12,75 AB 8,50 AB 9,25 AB 14,75 AB
PNPD 1+2 11,00 AB 11,50 BC 10,75 A 11,00 AB 11,50 ABC
PNPD 1+2+3 21,00 A 19,75 A 16,75 A 16,25 A 21,75 A
Teste F 9,78** 16,35** 8,04** 4,33* 8,35%*
DMS 1,40 0,93 1,29 1,56 1,47
C.V.(%) 19,18 12,54 19,16 22,90 19,60

“Em cada coluna, médias ndo transformadas seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P> 0,05). Para a andlise
estatistica os dados foram transformados em arcsen+/x% . PND1: nematéides predados no primeiro dia; PND2: nematbides

predados no segundo dia; PND3: nematdides predados no terceiro dia; PND1+2: nematdides predados no primeiro e segundo dia;
PND1+2+3: nematdides predados no primeiro, segundo e terceiro dia.

Castro et al. (2000) também estudaram, in vitro, a capacidade de predacdo de
Arthrobotrys musiformis sobre Meloidogyne incognita, M. arenaria, M. javanica,
Pratylenchus brachyurus e Radopholus similis. Os resultados discriminaram trés grupos
distintos de fitonematoides predados por A. musiformis, ao sexto dia de avaliagdo (dia
de méaxima predacdo). O primeiro, constituido por M. javanica, destacou-se com um
valor de 91,7% dos juvenis predados. O segundo, com M. arenaria e M. incognita, teve
60 e 53% dos juvenis predados, respectivamente. No terceiro grupo, constituido pelos
nematoides endoparasitos migradores, a predacao foi inferior a 30%. Essas diferencas
nos percentuais de predacdo dos diferentes fitonematdides podem ser atribuidas tanto
a estrutura da cuticula quanto as diferencas na composi¢do de carboidratos presentes
na superficie dos nematoides. Com efeito, Dackman e Nordbring-Herts (1992)
demonstraram que a especificidade de fungos nematofagos para certas espécies de
nematoides esta relacionada a lecitinas presentes na cuticula dos nematdides e nas
hifas dos fungos. Nematodides de hébito migrador, como R. similis e P. brachyurus,
constituem importantes patdogenos de plantas, mas o efeito de antagonistas sobre

esses nematoides tem sido pouco estudado. Esses fatores ligados ao reconhecimento
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fungo-nematoide (DACKMAN e NORDBRING-HERTS, 1992) que causam as diferencas
dos fungos quanto a patogenicidade e viruléncia, apenas para determinadas espécies
de nematdides, possivelmente, explicam os baixos indices de captura encontrados para
essas espécies.

Em relacdo a capacidade predatoria de M. robustum, Maia et al. (2001)
avaliaram, in vitro, a habilidade predatéria desse fungo sobre Heterodera glycines. Apos
24 horas do inicio da incubagédo, procederam as avaliagdes e verificaram que 100% das
formas ativas dos juvenis de H. glycines haviam sido capturadas pelo fungo e os ovos
estavam colonizados externamente, além de terem notado abundante esporulacao do
fungo. De igual modo, Bernardo e Santos, (2004) também avaliaram in vitro a
capacidade predatéria de Monacrosporium robustum para Rotylenchulus reniformis em
periodos de 24, 48 e 72 horas ap0s a adicdo do nematdide as culturas do fungo.
Constataram que a percentagem de predacdo do nematdide pelo fungo foi de,
respectivamente, 81,3; 99,9 e 100% no final das avaliagdes.

Ribeiro et al. (1999) avaliaram a capacidade predatéria in vitro de 59 isolados de
Monacrosporium spp. frente a Meloidogyne javanica e H. glycines. Observaram que a
predacédo de juvenis de M. javanica variou de 71 a 100%, para 27 isolados, enquanto
para H. glycines, 26 isolados ndo exerceram qualquer predacdo. Os outros 33 isolados
exibiram maxima predacdo de apenas 1,2% de juvenis desse nematdide, e todos os
isolados predaram Panagrellus sp.

A analise de variancia dos dados relativos a percentagem de predacdo de ovos
do nematdide pelo isolado de Paecilomyces lilacinus utilizado no estudo evidenciou que
houve diferenca significativa entre os periodos avaliados pelo teste F com 1% de
probabilidade (Tabela 9).

Com efeito, a comparacdo das médias pelo teste de Tukey com 5% de
probabilidade demonstrou que a percentagem de ovos colonizados pelo fungo no
terceiro dia da avaliacdo foi maior que a observada no primeiro dia, mas nao diferiu da

observada no segundo.
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Tabela 9. Andlise de variancia e comparacgéo entre as médias de percentagem, ndo transformadas, pelo
teste de Tukey da colonizag&o de ovos de Meloidogyne paranaensis in vitro por Paecilomyces

lilacinus.
Causa da G.L. Quadrados Médios®
Variagcéo Ovos
Tratamentos 4 3,1437
Residuo 15 0,2240
Teste F 14,04**

Médias de ovos colonizados nos periodos

POCD 1 525 C°
POCD 2 10,00 BC
POCD 3 12,75 B
POCD 1+2 15,25 AB
POCD 1+2+3 22,75 A
DMS 1,03
C.V.(%) 12,93

** - significativo (P < 0,01); 'Para analise estatistica os dados foram transformados em arcsen +/x%

2Em cada coluna, médias ndo transformadas seguidas de mesma letra nao diferem pelo teste de Tukey (P> 0,05)

POCD 1 = percentagem de ovos colonizados no primeiro dia; POCD 2 = percentagem de ovos colonizados no segundo dia;
POCD 3 = percentagem de ovos colonizados no terceiro dia; POCD 1+2 = percentagem de ovos colonizados no primeiro e
segundo dias; POCD 1+2+3 = percentagem de ovos colonizados no primeiro, segundo e terceiro dias.

Também néo diferiu da acumulada no dois primeiros dias da avaliagdo, mas foi
menor que a colonizagdo dos ovos acumulada nos trés dias da avaliacao (Tabela 9).
Alguns pesquisadores ja mencionaram que isolados de uma mesma espécie de fungo
parasita de ovos de nematdides, procedentes de diferentes regides geograficas, variam
quanto ao crescimento e quanto a capacidade parasitica in vitro (STIRLING e
MANKAU, 1978; CARNEIRO e GOMES, 1993; FREITAS et al., 1995). Na Figura 6,
foram ilustrados ovos de M. paranaensis colonizados pelo isolado de P. lilacinus
utilizado no estudo. Conquanto o fungo seja considerado um parasito de ovo (Figura 6
A), observou-se que o juvenil, ainda dentro do ovo, provavelmente o de primeiro

estadio, também pode ser parasitado pelo fungo (Figura 6 B).



Figura 6. Fotomicrografia de ovos de Meloidogyne paranaensis colonizados por Paecilomyces
lilacinus. A) Ovo colonizado em estadio inicial da embriogénese. B) Juvenil em
estadio inicial de desenvolvimento parasitado pelo fungo dentro do ovo (barras das
escalas = 10 um).

4.4. Microscopia eletronica de varredura de alguns dos fungos nematofagos
incluidos no estudo

As Figuras 7 e 8 ilustram detalhes morfolégicos, ao microscopio eletrénico de
varredura, de A. musiformis e da espécie ndo identificada de Arthrobotrys incluida no
estudo. O conidio de A. musiformis tem a forma semelhante a de uma banana e exibe
duas células (um septo), e a da base é menor que a outra (Figuras 7A, 7B e Figura 5
E). Os conidios da espécie nao identificada de Arthrobotrys, incluida no estudo, também
sao bicelulares, mas o septo que os divide situa-se no centro, fazendo com que as
células tenham aproximadamente o mesmo tamanho, conforme ilustrado na Figura 5 B,
obtida ao microscopio 6ptico composto. A estrutura de captura de ambos os fungos é
constituida por uma rede adesiva tridimensional. Em A. musiformis as hifas que
compdem essa rede, usualmente, sdo mais espessas que na espécie ndo identificada
de Arthrobotrys (Figura 7 C e D e Figura 8 A e B).
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Em A. oligospora os conidios também sao bicelulares. A célula distal é cerca de
duas vezes o tamanho da célula proximal, e, claramente, é observada uma ligeira
constricdo do conidio na regido do septo (Figura 9 A e B), conforme observou Haard,
1968, citado por Jacobs (2002). A estrutura de captura, comparada a das outras
espécies, ndo exibe diferengcas marcantes (Figura 9 C).

Em M. robustum os conidios sao fusoéides, como ilustrado na Figura 10 A, e
exibem numero variavel de septos, geralmente de 2 a 4 (McCULLOCH, 1977), sendo a
célula mediana a maior e de maior didmetro. Na Figura 5 F, obtida ao microscopio
optico composto, também se observam esses detalhes. Prolongamentos verticais
adesivos sobre as hifas de até 10 um de comprimento por 5 um de diametro (setas)
constituem as armadilhas de captura do fungo, conforme ilustrado na Figura 10 B. Ao
entrarem em contato com essas estruturas, os nematoéides sdo aprisionados. Como
essas estruturas sdo formadas sobre as hifas, préximas umas das outras, em geral o

nematoide € capturado por mais de uma delas (Figura 10 B).



Figura 7. Eletromicrografias de varredura de Arthrobotrys musiformis. A e B)
Conjunto de conidios e conidio individual, respectivamente, exibindo
um septo (seta) e a forma caracteristica da espécie. C e D) Estrutura
de captura na forma de rede tridimensional em inicio de formacao e
exibindo duas alcas ja formadas. E e F) Juvenis de segundo estadio
de Meloidogyne paranaensis capturados pelo fungo.
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Figura 8. Eletromicrografias de varredura de Arthrobotrys sp. A) Estrutura de
captura na forma de rede adesiva tridimensional. B) Regido anterior de
um juvenil de segundo estadio de Meloidogyne paranaensis capturado
pelo fungo (seta).
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Figura 9. Eletromicrografias de varredura de Arthrobotrys oligospora. A) Conidios
do fungo. B) Forma e septacdo (seta) caracteristica do conidio. C)
Nematoide capturado pelo fungo.
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Figura 10. Eletromicrografias de varredura de Monacrosporium
robustum. A) Conidio do fungo exibindo quatro septos
(setas). B) Nematdide capturado pelo fungo e estrutura de
captura na forma de ramos adesivos (setas).
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A Figura 11 ilustra cadeias basipetais de P. lilacinus documentadas ao
microscopio eletrbnico de varredura. As fialides tipicas desse fungo foram
documentadas ao microscépio Optico composto, conforme ilustrado na Figura 5 A. As
colénias desse fungo séo de rapido crescimento, de coloracdo préoxima do lilds, nunca

de coloragao verde ou verde-azulada como em Penicillium (DOMSCH et al., 1980).

Figura 11. Eletromicrografia de varredura de cadeias basipetais de conidios
unicelulares, ovdides a fusiformes de Paecilomyces lilacinus (barra
da escala = 10 um).

4.5. Producéo do in6culo dos fungos nematéfagos incluidos no estudo

A Figura 12 ilustra o crescimento dos fungos incluidos no estudo em substrato
constituido por partes iguais de palha de café e farelo de arroz autoclavado em sacos
de polipropileno. Partes iguais desse material colonizado, individualmente, pelos
diferentes fungos foram misturadas, e 1 L e 2 L da mistura/planta de cafeeiro foram

aplicados nos testes de campo.



Figura 12. Por¢des do substrato constituido por partes iguais de palha de café e farelo de arroz em
sacos de polipropileno autoclavaveis colonizadas pelos diferentes fungos nematéfagos
incluidos no estudo. A) Arthrobotrys oligospora (isolado AO1). B) A. oligospora (isolado

AO2). C) Arthrobotrys sp. D) A. musiformis. E) Monacrosporium robustum. F)
Paecilomyces lilacinus.
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4.6. Avaliacdo da eficacia da mistura de fungos nematofagos no manejo de

Meloidogyne exigua e M. paranaensis em cafeeiro no campo

O cafezal da Fazenda Delicia, no Municipio de Céassia dos Coqueiros — SP, onde
foi conduzido o teste de campo, estava infestado pelos nematdides M. exigua e M.
paranaensis, cujos caracteres marcantes para identificacdo de ambas as espécies

estdo ilustrados na Figura 13.

Figura 13. Fotomicrografias de caracteres morfolégicos marcantes para
identificacdo das espécies de Meloidogyne Goeldi envolvidas no
estudo da eficacia do controle biolégico de nematoides de galha do
cafeeiro. A) Padréo perineal de M. exigua. B) Padréo perineal de M.
paranaensis. C) Regido anterior de macho de M. exigua. D) regido
anterior de macho de M. paranaensis (barras das escalas = 20 um).



No decorrer do experimento (marco a julho/2005), a precipitacdo media foi de
73,74 mm. Quanto & temperatura, a média das minimas foi de 15,08°C, e a média das
méximas foi de 27,84°C.

Nas andlises das amostras de solo e raizes para as extracdes e estimativas da
guantidade de ovos e juvenis de Meloidogyne spp., aos 60, 90 e 120 dias, apds a
aplicacdo dos tratamentos, outros fitonematdides encontrados também foram
considerados. A Tabela 10 contém os resultados das andlises de varidncia e
comparacdo entre as médias dos dados obtidos aos 60 dias apos a aplicagdo dos
fungos.

Tabela 10. Andlises de variancia e comparacgéo entre as médias da populacdo de nematdides e de ovos,
aos 60 dias ap6és a aplicagdo dos fungos nematéfagos, em duas doses, em cafezal infestado
por Meloidogyne exigua e M. paranaensis

Quadrados Médios

Cau_sas~da G.L. Meloidogyne spp. Aphelenchus sp. Ovos
variagao
(solo)* (raizes)® (solo)? (raizes)" (numero)”

Fontes (F) 1 0,3530"™ 0,0004" 0,0053" 0,3642" 0,5766"
Doses (D) 1 1,0094"™ 4,2485"™ 0,0078" 0,0070™ 0,0975"
Interacéo (FxD) 1 0,5615" 0,0002" 0,3356" 2,3105™ 0,0849"
Blocos 3 2,3053"™ 6,1178™ 6,6301* 0,7080™ 4,6764"
Residuo 9 0,6878 2,1266 1,5751 1,5694 3,4840
C.V.(%) 36,87 36,88 48,85 65,20 43,18
Médias das Fontes
Testemunha 5,750 A° 178,500 A 18,750 A 4,500 A 425,875 A
Plantas Tratadas 4,250 A 100,875 A 36,750 A 3,250 A 118,625 A
Médias das Doses
1 litro 5,875 A 62,500 A 32,125 A 3,625 A 134,125 A
2 litros 4,125 A 216,875 A 23,000 A 4,125 A 410,375 A

Fontes: plantas tratadas com os fungos .

ns

. ndo significativo (P > 0,05); * significativo (P < 0,05); 'Para a analise estatistica os dados foram transformados em V X+1;
’Dados transformados em log (x+1) * Em cada coluna, médias n&o transformadas seguidas de mesma letra n&o diferem pelo teste
de Tukey (P> 0,05).



A andlise de variancia evidenciou diferenca estatistica significativa para blocos
com 5% de probabilidade, no tocante a Aphelenchus sp. Este fato, provavelmente,
decorre do padréo de distribuicdo usual dos nematoides numa area. Com efeito, em
geral, a distribuicdo espacial de nematoides obedece a um padrdo de distribuicdo
binomial (BARKER et al.,1985), resultando numa distribuicdo irregular do nematoide na

area. Para as demais causas da variacdo nao houve diferenca entre os tratamentos.

A analise de variancia dos dados obtidos aos 90 dias apo0s a aplicacdo dos
tratamentos evidenciou diferenca estatistica significativa com 5% de probabilidade para
Fontes [plantas ndo tratadas (Testemunha) e tratadas] no tocante a juvenis de
Meloidogyne spp. nas raizes. Para as demais causas da variagdo, assim como para a
interacdo Fontes (F) x Doses (D), ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos
(Tabela 11). A comparacdo entre as médias pelo teste de Tukey com 5% de
probabilidade demonstrou que houve diferenca significativa entre plantas tratadas e nao
tratadas no tocante a recuperacao de juvenis de Meloidogyne spp. nas raizes e que as
doses de 1 litro e 2 litros ndo diferiram entre si, indicando que a dose de 1 litro foi

suficiente para proporcionar o resultado obtido (Tabela 11).

A Tabela 12 contém os resultados das analises de variancia e comparacgao entre
as médias dos dados obtidos aos 120 dias apdés a aplicacdo dos fungos. Como
observado aos 60 dias, a analise de variancia evidenciou diferenca estatistica
significativa somente para blocos, no tocante a Aphelenchus sp. Como anteriormente
mencionado, esse fato foi atribuido ao padréo de distribuicdo binomial dos nematodides
na area (BARKER et al., 1985).

Os dados evidenciam que os fungos tiveram apenas um discreto efeito reduzindo
a populacdo dos juvenis dos nematdides nas raizes, constatado aos 90 dias apds a
aplicacdo (Tabela 11). Sendo o cafeeiro uma planta perene, nos cafezais ja infestados,
aplicacOes sistematicas dos fungos poderéo ser feitas para que se possa obter um nivel
aceitavel de controle de Meloidogyne spp. Com efeito, os fungos nematéfagos néo

capturam os nematoides internamente nos tecidos das raizes.



Tabela 11. Andlises de variancia e comparacgédo entre as médias da populacdo de nematdides e de ovos,
aos 90 dias ap6s a aplicagdo dos fungos nematéfagos, em duas doses, em cafezal infestado
por Meloidogyne exigua e M. paranaensis.

Quadrados Médios

Causas i
"y oL Melmdogyn_e spp. Aphelenchus sp. Trichodorus  Tylenchus
L. (Juvenis) sp sp Ovos
Variacado ' ' ’ 2
(solo)* (raizes)? (solo)* (raizes)! (solo)* (solo)* (numero)
ns
(FFO)”teS 1 10,0684™ 64423+ 00490 0,0058™  0,0022™  0,2500™  0,9833™
ns
(D[?)Ses 1 04008™ 41511 919917 50780 00000 1,7500™  4,4362"
~ ns
'(r;txe[r)‘;“?ao 1 15258  34410® 12207 0802 00868  0,2500"  6,4898™
Blocos 3 6,7322" 0,9670™ 1,7992™ 0,3070™ 0,6767" 0,2014" 2,1111™
Residuo 9 4,6430 1,0695 0,8419 0,6676 0,3098 0,5347 1,7787
C.V.(%) 52,55 21,77 47,52 57,86 40,58 54,95 22,48
Médias das Fontes
Testemunha 27,375 A® 392,000 A 3,875 A 1,625 A 1,000 A 1,750 A  1196,50 A
?'a”tas 13,500 A 103,000 B 3,625 A 1,500 A 1,375 A 0,750 A 446,000 A
ratadas
Médias das Doses
1 litro 22,500 A 92,625 B 3375 A 0,125 A 1,125 A 0000A 417,750 A
2 litros 18,375 A 402,375 A 4,125 A 3,000 A 1,250 A 2500A 1224750 A

Fontes: plantas tratadas com os fungos.

ns,

: ndo significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); 'Para analise estatistica 0s dados foram transformados em

Jx+1 “Dados transformados em log (x+1). * Em cada coluna, médias nao transformadas seguidas de mesma letra ndo

diferem pelo teste de Tukey (P> 0,05).



46

Tabela 12. Andlises de variancia e comparacgéo entre as médias da populacdo de nematdides e de ovos,
aos 120 dias apés a aplicacao dos fungos nematofagos, em duas doses em cafezal infestado
por Meloidogyne exigua e M. paranaensis.

G.L. Quadrados Médios
Causas da Meloidogyne spp. Aphelenchus sp. Ovos
Variagao
(solo)* (raizes)* (solo)* (namero)*

Fontes (F) 1 3,4892"™ 1,8624" 0,0049"™ 1,1180™
Doses (D) 1 0,0567" 2,1244" 0,3217™ 0,9479™
Interacéo (FxD) 1 2,6533"™ 0,6260" 0,3368" 2,3550"™
Blocos 3 2,5167" 1,5061™ 4,2196* 5,6068"
Residuo 9 1,1179 1,4615 0,6291 2,0514
C.V.(%) 34,08 26,33 27,76 24,49
Médias das Fontes
Testemunha 24,500 A® 84,500 A 36,875 A 593,250 A
Plantas Tratadas 59,125 A 287,000 A 36,625 A 831,750 A
Médias das Doses
1 litro 50,250 A 193,000 A 39,500 A 709,000 A
2 litros 33,375 A 178,500 A 34,000 A 716,000 A

Fontes: plantas tratadas como os fungos.
": nao significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); "Para analise estatistica os dados foram transformados em log (x+1).2 Em
cada coluna médias ndo transformadas seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P> 0,05).

Em geral, colonizam o solo, crescendo nos espagos entre as particulas e, entéao,
capturam os juvenis de segundo estadio enquanto estes estdo migrando no solo
(CARNEIRO, 1992; HAMS e WILKIN, 1961). Por conseguinte, os relatos de resultados
bem sucedidos de controle de nematdides com fungos nematéfagos sdo mais
freqUentes em culturas de ciclo curto (SANTOS, 2000; SOARES et al., 2005a; SOARES
et al., 2005b). Nesses casos, os fungos sédo aplicados no solo antes do plantio ou, no
maximo, concomitante com essa operacdo, o que aumenta a chance de captura dos
juvenis dos nematodides-de-galha antes que estes penetrem nas raizes.

Sendo o cafeeiro uma cultura exética, a microbiota dos nossos solos nédo evoluiu
com essa cultura de modo a tirar dela sua sustentabilidade. Além disso, a manutencéao

da cultura no limpo, também, exerce enorme estresse sobre a biota do solo. Em
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consequéncia, os nematoides ndo terdo muitos competidores na rizosfera do cafeeiro.
Por conseguinte, quando surge um problema causado por uma espécie de Meloidogyne
em um cafezal, usualmente o problema se agrava, causando acentuado
depauperamento da cultura. Nesses casos, os fungos nemat6fagos terdo maiores
chances de sucesso se forem dadas condicdes adequadas de crescimento e
manutencdo desses agentes no solo.

A adicdo de matéria organica, a cobertura do solo para reduzir o efeito deletério
da incidéncia direta dos raios solares sobre os fungos e a irrigagdo do solo séo fatores
que contribuirdo para melhorar o desempenho desses agentes. Além disso, a aplicacédo
de fungos nematéfagos em cultura acentuadamente depauperada tem poucas chances
de sucesso, ja que o sistema radicular de plantas muito infectadas nao mais responde
emitindo novas raizes, ainda que haja expressiva reducdo da populacdo dos
nematoides.

Por outro lado, se o solo também ja esta muito degradado e pobre, mesmo que
haja reducdo da populacdo do nematbéide com a aplicacdo dos fungos as plantas néao
terdo suporte do solo para esbocar respostas ao tratamento. Aléem de reaplicacdes
sucessivas dos fungos (CAMPOS e CAMPOS, 1997), as corre¢des do solo e a adicédo

de matéria organica serdo necessarias para que haja recuperacao da cultura.

4.7. Avaliacao da eficacia da mistura de fungos nematofagos na reducéo da
populacdo de Meloidogyne exigua e M. paranaensis em cafeeiros

cultivados em vasos em casa de vegetacao

Conforme os dados da Tabela 13, a analise de variancia relativa a altura das
plantas, diametro do caule e massa de matéria fresca da parte aérea de plantas de
cafeeiro cv. Mundo Novo, cultivada em vasos contendo sola naturalmente infestado
pelos nematdides e tratadas ou nao tratadas com os fungos nematéfagos, nao

evidenciou diferenca estatistica entre os tratamentos.



Tabela 13. Andlises de variancia para as variaveis da parte aérea de plantas de cafeeiro cv. Mundos
Novos, cultivadas em vasos contendo solam naturalmente infestado por Meloidogyne exigua e
M. paranaensis, em casa de vegetacgéo.

Quadrados Médios

Causa da
Variacdo G.L. Altura Diametro do Massa de Matéria Fresca
caule da Parte Aérea
Tratamentos 4 41,4193™ 0,0114™ 42,4823™
Residuo 45 18,7762 0,0096 39,2375
C.V.(%) 14,11 17,92 47,47

": n&o significativo (P > 0,05).

Tabela 14. Andlises de variancia e comparacdo entre médias de varidveis avaliadas em raizes de
cafeeiros cv. Mundo Novo cultivados em vasos em solo naturalmente infestados por
Meloidogyne exigua e M. paranaensis, em casa de vegetacao.

Causa da G.L. Quadrados Médios

Variacdo MMFR (g) NG! NO! NJR'
Tratamentos 4 257,1187"™ 3,4502** 11,3429** 15,4472*
Residuo 45 158,6742 0,2393 4,2660 4,8782
C.V.(%) 84,04 9,06 29,81 40,48

Médias

Controle (T1) 11,50 A 279,70 B 2.264,80 B 1.086,40 B
Tratamento 100 g (T2) 14,64 A 176,10 B 2.088,40 B 775,20 B
Tratamento 200 g (T3) 10,34 A 170,30 B 930,40 B 359,60 B
Testemunha 100 g (T4) 15,17 A 637,60 A 5.060,40 AB 334,00 B
Testemunha 200 g (T5) 23,29 A 167,40 B 11.195,60 A 3.460,80 A

": ngo significativo (P > 0,05) pelo teste F; * significativo (P < 0,05) e ** significativo (P < 0,01) pelo teste F; ! Para analise
estatistica os dados foram transformados em log (x+1). > Em cada coluna, médias n&o transformadas seguidas de mesma
letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P> 0,05). MMFR = Massa de Matéria Fresca de Raizes (grama); NG = NUmero de
Galhas; NO = Nimero de Ovos; NJR = Numero de Juvenis na Raiz.

Contudo, a analise de variancia de quatro variaveis relativas aos sistemas
radiculares de plantas tratadas e nao tratadas (Tabela 14) evidenciou diferencas entre
os tratamentos com 1 ou 5% de probabilidade para trés delas, a saber: numero de
galhas (NG), niumero de ovos (NO) e numero de juvenis nas raizes (NJR). A média da
massa de matéria fresca de raizes (MMFR) foi muito variavel entre os tratamentos,

exibindo alto CV de 84% (Tabela 14). Provavelmente em razao desse fato, o controle
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(T1), correspondente ao tratamento ndo inoculado e com material do solo infestado,
nao diferiu do tratamento testemunha 200 (g) {T5}, correspondente a 200 g de palha de
café + farelo de arroz por vaso, cuja média da MMFR excedeu o dobro do anterior
(Tabela 14), e também néo diferiu dos demais.

Quanto ao numero de galhas nas raizes, a média do tratamento testemunha 100
g (T4) foi maior que as dos demais e diferiu de todas elas. A adicdo de 100 g por vaso
da matéria organica constituinte do substrato (palha de café + farelo de arroz), sem os
fungos, estimulou o crescimento das raizes, resultando em maior disponibilidade de
espaco vital para penetracao de juvenis e consequentes formacdes de galhas. De fato,
esse tratamento propiciou a segunda maior média para MMFR (Tabela 14), embora nédo
tenha diferido dos demais. Os tratamentos T2 e T3, respectivamente 100 e 200 g do
substrato colonizado pelos fungos, por vaso, ndo diferiram do controle (T1),
correspondente ao solo naturalmente infestado sem adicdo do substrato colonizado ou
nao pelos fungos, indicando que houve reducdo da populacdo dos nematoides pelos
fungos. Entretanto, a testemunha 200 g (T5), correspondente a adicdo de 200 g da
mistura de palha de café com farelo de arroz, também néo diferiu desses tratamentos
(Tabela 14). Com efeito, a adicdo de matéria organica, por si s6, em muitos casos,
propicia razoavel controle de nematodides, notadamente quando as condicbes do
ambiente favorecem o crescimento de organismos da biota do solo que, entdo, passam
a competir com os nematodides (CAMPOS e CAMPOS, 1997).

Considerando-se que os fungos nematdfagos sdo muito comuns em nossos
solos (MAIA et al; 2001), outros desses, presentes no solo naturalmente infestado,
podem ter sido beneficiados quando o volume de matéria organica de 200 g por vaso
foi adicionado. A contagem de galhas em raizes de cafeeiro infectadas por M.
paranaensis usualmente é muito dificil, uma vez que esse nematéide coloniza raizes
lignificadas, resultando num aspecto corticento (Figura 2 B e C), em vez das galhas
caracteristicas, geralmente formadas nas raizes ainda em sua estrutura primaria. Nas
infeccdes de raizes por M. exigua, por outro lado, ndo ocorre 0 estabelecimento do
nematoide em tecidos lignificados. Em vez disso, ha formacdo de galhas de menor

didmetro nas raizes que ainda se encontram em sua estrutura primaria.



50

Quanto ao numero de ovos nas raizes, os dados da Tabela 14 indicam que a
adicdo de T2 100 ou T3 200 g da mistura de palha de café + farelo de arroz por vaso
favoreceu a reproducdo dos nematéides. De fato, com T3 200 g da mistura obteve-se a
maxima reproducdo dos nematoides, embora esta ndo tenha diferido da obtida com T2
100 g, mas diferiu das obtidas nos demais tratamentos. Entretanto, esse fato pode
estar associado ao maior espaco vital resultante do maior desenvolvimento das raizes
(MMFR), embora néo tenha sido observada diferenca significativa entre os tratamentos,
no que se refere a variavel MMFR (Tabela 14). A reproducédo dos nematéides, avaliada
em funcdo do numero de ovos obtido por sistema radicular, nos tratamentos
correspondentes a 100 e 200 g do material colonizado pelos fungos, também néo
diferiu do controle (T1), correspondente ao solo infestado, apenas confirmando que o
tratamento com os fungos exerceu agdo contra 0s nematoides. Entretanto, os dados
confirmam haver uma relacdo direta entre a massa de raizes (MMFR) e a infeccao
(NG) e a reproducdo dos nematodides (NO), salvo o fato ja mencionado de que as
galhas formadas por M. paranaensis nem sempre sao conspicuas. A maior massa de

raizes resulta em maior espaco vital para infeccéo.

O maior nimero de juvenis nas raizes (NJR) também foi obtido no tratamento
correspondente a 200 g da mistura de palha de café + farelo de arroz (T5), que diferiu
de todos os demais, e estes nao diferiram entre si (Tabela 14). Mesmo assim, no
tratamento controle (T1) foi recuperado um numero de juvenis nas raizes
acentuadamente maior que nos tratamentos em que os fungos foram aplicados, e 200
g do material colonizado pelos fungos reduziu & metade o nimero de juvenis nas raizes
que o tratamento correspondente a 100 g desse material (Tabela 14). Esses dados
indicam que, conquanto a cultura no campo ndo tenha evidenciado melhoria
significativa em seu quadro geral, os fungos demonstraram possuir potencial como
agentes do controle biolégico dos nematdides do cafeeiro. Entretanto, cafezais
excessivamente depauperados devem ser preferencialmente erradicados. Em seguida,
trabalhos de manejo do solo, assim como dos nematdides, devem ser implementados,

antes do estabelecimento de novos cafezais na éarea. O controle biolégico dos
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nematoides, por conseguinte, teria maior chance de uso com sucesso em cafezais que,

embora infestados, ainda exibem apreciavel massa de raizes ativas.

V. CONCLUSOES

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

1. Fungos nematéfagos predadores sdo muito comuns em diferentes
agroecossistemas, exibem exigéncias nutricionais especiais tanto para o
crescimento quanto para a esporulacdo, assim como diferentes niveis de
patogenicidade para nematoides Meloidogyne exigua e M. paranaensis.

2. Embora seja considerado um parasito de ovos, Paecilomyces lilacinus € apenas
moderadamente patogénico para ovos de M. paranaensis.

3. O exame morfométrico de conidios, assim como das estruturas de captura dos
fungos, ao microscépio eletrdnico de varredura € um dos meios mais seguros
para a identificacdo das espécies dos fungos nematofagos.

4. O meio de farelo de arroz, extrato de levedura e agar e o de fuba e agar séo
adequados tanto para o crescimento quanto para a esporulacdo da maioria dos
fungos nematofagos.

5. A mistura de palha de café com farelo de arroz é adequada para a formulacéo de
fungos nematofagos, em carater experimental.

6. Conquanto os fungos nematéfagos reduzam a populagcdo de nematodides
associados ao cafeeiro, as culturas depauperadas, em solos degradados, néo
mostram sinais de recuperacdo com uma unica aplicagao.

7. Infere-se, pois, que o controle bioldgico dos nematdides do cafeeiro com fungos
nematofagos sera tanto mais efetivo quanto mais cedo forem iniciadas as
aplicacbes nos cafezais infestados. Por se tratar de uma cultura perene, um
programa sistematico de aplicacbes dos fungos deve ser estabelecido em cada

caso.
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