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AVALIACAO DA EFICIENCIA DE NEMATICIDAS BIOLOGICOS A BASE DE
Pochonia chlamydosporia (Pc-10) e Purpureocillium lilacinum(Pae 10)NO MANEJO DE
Meloidogyneincognitae M.javanicaNA CULTURA DO TABACO'

Autor: Angela Redolfi
Orientador: Valmir Duarte

RESUMO

A cultura do tabaco acumula perdas consideraveis em decorréncia do ataque de
nematoides das galhas e a constante busca de alternativas para controle desta praga
constitui-se numa preocupacdo mundial. Com o intuito de avaliar a eficiéncia de dois
agentes de controle bioldgico formulados a base dePochoniachlamydosporia (Pc-10) e
Purpureocillium lilacinum (Pae 10)no manejo de Meloidogyneincognitac M.javanicaem
mudas de tabaco, foram realizados os seguintesexperimentos: (1)in vitro, no qualse testou a
compatibilidade comos fungicidasa base de 6xido cuproso, de metalaxil M + mancozebe
ou de iprodiona, e a compatibilidade entre eles; (2) em casa de vegetacdo, para analisaro
efeito daaplicacdo deproduto formulado com P. chlamydosporia (Pc-10)e P. lilacinum (Pae
10)aos 5, 10, 15 e 20 dias antesdo transplantio, e(3) em campopara medir a eficiéncia de
uma ou duas aplicagdes de produto a base deP. chlamydosporia. Os resultados obtidos in
vitro indicaram que os fungos P. chlamydosporia eP. lilacinumnaointeragem entre si, e que
os fungicidas testados ndo afetaramo desenvolvimento destes. Os experimentos em casa de
vegetacdo indicaram quea aplicagdo do produto a base de P. lilacinumreduziu 56 e 59% na
média da massa e nimero de ovos aos 5 ¢ 15 dias, respectivamente, apos o transplantio.
Ao passo que, P. chlamydosporia apresentou redugdo na média no nimero de ovos ¢ na
massa de ovos de M. javanica em todas as épocas testadas.Ja em campo, o produto
formulado com P. chlamydosporia, em uma aplicagdo, em solo arenoso, reduziu o nimero
de ovos e indice de galhas, porém, ndo aumentou a produtividade e qualidade do tabaco
nas duas 4reas avaliadas. Conclui-se, portanto, que o nematicida a base de P.
chlamydosporia, ¢ um produto eficiente na redug¢@o de M. incogita and M. javanica.

'Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal doRio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (45p.) Maio, 2014.
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EVALUATIONOF THEEFFICIENCYOFBIOLOGICALNEMATICIDES
FORMULATED WITHPochoniachlamydosporia(PC-10)
andPurpureocilliumlilacinum(Paec10) INMANAGEMENT OF
MeloidogyneincognitaandM.javanica IN THETOBACCO CULTURE'

Author: AngelaRedolfi
Advisor:ValmirDuarte

ABSTRACT

Nematode attack results into considerable cumulative losses in the tobacco crop, so
the constant search for alternatives to manage this pest constitutes a global concern. In
order to evaluate the efficiency of two biological control agents formulated based on
Pochonia chlamydosporia (Pc-10) and Purpureocillium lilacinum (Pae 10) in management
of Meloidogyneincognita and M. javanica in the tobacco crop, the following experiments
were performed (1) in vitro, in order to evaluate compatibility with cuprous oxide,
metalaxyl M + mancozeb or iprodione fungicides and also compatibility among them; (2)
in greenhouse, to analyze the effect of P. chlamydosporia and P. lilacinum at 5, 10, 15 and
20 days before transplanting, and (3) in the field to measure the effectiveness of one and
two applications of P. chlamydosporia. Results in vitro showed that there is no interaction
between P. chlamydosporia and P. lilacinum, and their developments were not affected by
the fungicides tested. The experiments performed in the greenhouse showed a reduction of
56 and 59%in the mass and number of eggs at 5 and 15 days after application,
respectively,when the nematicide formulated with P. lilacinumwas used. On the other side,
the product formulated with P. chlamydosporia reduced the number and mass of eggs ofM.
javanica, regardless the time of application. Regarding the field results, the nematicide
formulated with P. chlamydosporia, in sandy soil and one application, reduced the number
and index of eggs, however, with no increase of tobacco yield for both areas. We conclude
the nematicide formulated with P. chlamydosporia is an effective component of
management ofM. incognita andM. javanica

'"Master of Science Dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (45p.) May, 2014.

v



SUMARIO

Pagina

1. INTRODUGCAO . .. ..ot 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA..........cceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 3
2.1 Cultura do tabaco..........c.oiiuiiiiiii e 3
2.2 Nematoide das galhas..............c.oooiiii i 4
2.3 Controle biolOgiCo.........oooiviiiiii 6
2.4 Fungos nematOfagos. . ...ovuuienrieii e 7
2.4.1 Purpureocillium lilacinum................ooi 9

2.4.2 Pochonia chlamydosporia..............cccooeiiiiiiiiiiiiiee . 10

3. MATERIAL EMETODOS. ........ouuviiiiiiiiiiiiieeee e 12

3.1 Crescimento micelial de isolados de Pochonia chlamydosporia (Pc-10)
ou Purpureocillium lilacinum (Pae 10) na presenca de fungicidas (6xido
cuproso, metalaxil M + mancozebe ou iprodiona).................cceeeuennns 12

3.2 Interagdo entre o crescimento micelial de Pochonia chlamydosporia
(Pc-10) e Purpureocillium lilacinum (Pae 10) isolados dos produtos
(670) 1053 10 £ § PP 13

3.3 Avaliagdo da época de aplicagdo dos produtos a base de Pochonia

chlamydosporia (Pc-10) e Purpureocillium lilacinum (Pae 10)............. 14
3.3.1 Inoculo de Meloidogyne javanica...............ccoevviiniiiiienninnnnn. 14
3.3.2 Mudas de tabaco.......ooviiiiiiii i 14
3.3.3 Experimento em casa de vegetagao. ........o.evviiiiiiiiiininaniannn, 15
3.4 Avaliagdo da eficiéncia agrondmica de produto biologico a base de
Pochonia chlamydosporia (Pc-10) em campo............c.ocvvviiiiiinnnnn.. 16
3.4.1 Mudas detabaco.........ooeiviiiiiiiiiii e 16
3.4.2 Experimento €m CamPO. .......couuinutentanieantaneaiieaneaiianeananns 17
4. RESULTADOS E DISCUSSAO.......ouiiiiiiiiiiiiieieeeiiie e 19

Vi



4.1

4.2

43

4.4

Crescimento micelial de Pochonia chlamydosporia (Pc-10) ou
Purpureocillium lilacinum (Pae 10) na presenga de fungicidas (6xido
cuproso, metalaxil M + mancozebe ou iprodiona)...............oeeeennnnnnn.

Interacdo entre o crescimento micelial de Pochonia chlamydosporia
(Pc-10) e Purpureocillium lilacinum (Pae 10)...........ccooeeviiiiiinnn...

Avaliagdo da época de aplicagao de Pochonia chlamydosporia (Pc-10) e
Purpureocillium lilacinum (Pae 10).............ooiiiiiiiiiiii e,

Avaliagdo do produto a base de Pochonia chlamydosporia (Pc-10) em
lavouras de tabaco..........cooiiiiii i

CONCLUSOES oo

" REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... oo,

CAPENDICES . oo

vii

Péagina

19

21

24

31
38
39

45



10.

RELACAO DE TABELAS

Discriminagdo da concentracdo dos agentes bioldgicos contidos nos
produtos comerciais utilizados. Cachoeirinha, RS, 2012.........................

Fungicidas e doses testados. Cachoeirinha, RS, 2012.................coeeine ..

Adubagdes recomendadas para mudas de tabaco em vaso. Cachoeirinha, RS,

Manejo conduzido nas areas experimentais nos estados do Parana e Rio
Grande do Sul nos anos de 2012 e 2013..... ..ot

Tratamentos com produto a base de Pochonia chlamydosporia (Pc-10) em
campo. Parand e Rio Grande do Sul, 2012.............coiiiiii

Diametro do crescimento micelial de Pochonia chlamydosporia (Pc-10) e
Purpureocillium lilacinum (Pae 10) em meio de cultura BDA em
crescimento isolado, comparado com crescimento pareado. Cachoeirinha,
RS, 200

Numero de folhas e peso de folhas frescas e secas de tabaco cultivadas em
vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Pochonia chlamydosporia aos 5, 10, 15 e 20 dias antes do transplantio.
Cachoeirinha, RS, 201 2. ... .

Numero de folhas e peso de folhas frescas e secas de tabaco cultivadas em
vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Purpureocillium lilacinum aos 5, 10, 15 e 20 dias antes do transplantio.
Cachoeirinha, RS, 201 2. ... .

Média do indice de galhas e o niumero de ovos de Meloidogyne spp. em
lavoura de tabaco I tratada com produto comercial a base de Pochonia
chlamydosporia (Pc-10). Parand, 2013.............coiiiiiiiiiiiiiiie e

Média do indice de galhas e o niimero de ovos de Meloidogyne spp. em
lavoura de tabaco II tratadas com produto comercial a base de Pochonia
chlamydosporia (Pc-10). Rio Grande do Sul, 2013................coiiiiiil.

viii

Pégina

13

13

15

16

17

22

29

30

31

32



11.

12.

13.

14.

15.

Caracteristicas do solo nas areas de lavouras de tabaco I e II. Parana e Rio
Grande do Sul, 20013 .. ..

Média dos rendimentos quantitativo, qualitativo e econdmico do tabaco em
lavoura de tabaco I tratadas com produto comercial a base de Pochonia
chlamydosporia (Pc-10). Parana, 2013...........ccooiiiiiiiiiiiiiceceeeee,

Média dos rendimentos quantitativo, qualitativo e egconomico do tabaco em
lavoura de tabaco II tratadas com produto comercial a base de Pochonia
chlamydosporia (Pc-10). Rio Grande do Sul, 2013...............ccoiiiiieinnn.

Média do didmetro da colénia de Pochonia chlamydosporia (Pc-10) em meio
de cultura BDA com o6xido cuproso, mancozebe + metalaxil M ou iprodiona
aos 3, 7, 12 € 20 dias. Cachoeirinha, RS, 2012...............coooiiiiiiin.

Média do diametro da colonia de Purpureocillium lilacinum (Pae 10) em

meio de cultura BDA com 6xido cuproso, mancozebe + metalaxil M ou
iprodiona aos 3, 7, 12 e 20 dias. Cachoeirinha, RS, 2012.........................

X

Péagina

34

35

36

45

45



RELACAO DE FIGURAS

Diametro do micélio do fungo Pochonia chlamydosporia (Pc-10) em meio
de cultura BDA com Cobre® (6xido cuproso), Ridomil® (mancozebe +
metalaxil M) ou Rovral® (iprodiona). Cachoeirinha, RS, 2012..................

Diametro do micélio do fungo Purpureocillium lilacinum (Pae 10) em meio
de cultura BDA com Cobre® (6xido cuproso), Ridomil® (mancozebe +
metalaxil M) ou Rovral® (Iprodiona). Cachoeirinha, RS, 2012..................

Colonia de Purpureocillium lilacinum Pae 10 (P1) em confronto direto com
Pochonia chlamydosporia Pc-10 (Pc)[a] e controles[b,c]. Cachoeirinha, RS,

Massa de ovos de Meloidogyne javanica em raizes de tabaco cultivadas em
vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Pochonia chlamydosporia (Pc-10) aos 5, 10, 15 e 20 dias antes do
transplantio. Cachoeirinha, RS, 2012............coooiiiiiii e

Numero de ovos de Meloidogyne javanica em raizes de tabaco cultivadas
em vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Pochonia chlamydosporia (Pc-10) aos 5, 10, 15 e 20 dias antes do
transplantio. Cachoeirinha, RS, 2012............oooiiiiiiiii e

Massa de ovos de Meloidogynejavanica em raizes de tabaco cultivadas em
vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Purpurocillium lilacinum (Pae 10) aos 5, 10, 15 ¢ 20 dias antes do
transplantio. Cachoeirinha, RS, 2012............cooiiiiii e

Numero de ovos de Meloidogyne javanica em raizes de tabaco cultivadas
em vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Purpurocillium lilacinum (Pae 10) aos 5, 10, 15 ¢ 20 dias antes do
transplantio. Cachoeirinha, RS, 2012............coooiiiiiiii e

Temperatura e precipitacdo média na lavoura I, de agosto de 2012 (plantio
do tabaco) até fevereiro de 2013 (colheita). Parana................................

Temperatura e precipitacdo média na lavoura II, de setembro de 2012
(plantio do tabaco) até marco de 2013(colheita)............covvviiiiiinineannnnn.

Pégina

21

22

25

25

27

28

33

33



1 INTRODUCAO

Nematoides das galhas (Meloidogynespp.) estdo entre os maiores causadores de
danos em diversas culturas, dentre elas o tabaco (Nicotiana tabacum L.). Em todo o
mundo, o prejuizo esta estimado em mais de 150 bilhdes de ddlares na agricultura. No
Brasil, as perdas causadas por este patdogeno estdo avaliadas em 5-20% (Sharma, 1994),
sendo relatadas para o tabaco perdas de 14,7% anuais em decorréncia do ataque de
fitonematoides (Sasser & Freckman, 1987).

Os nematoides das galhas s3o patdégenos que habitam naturalmente o solo. Ao
penetrar nas raizes, deformam as células ao redor, provocando o sintoma de galha, e
interferem na fisiologia de absorcdo e translocagdo de agua e nutrientes para a planta.
Consequentemente, a planta murcha e desenvolve sintomas relacionados as deficiéncias
nutricionais, diminuindo a produtividade e podendo levar a planta & morte. Além dos danos
diretos, os ferimentos causados na planta pelo nematoide servem de porta de entrada para
outros patogenos, como fungos e bactérias (Santin, 2008).

Os prejuizos que nematoides do género Meloidogynespp.causam em tabaco tem
sido frequentemente assinalados nas regides sul, sudeste e nordeste do Brasil (Gomes et
al., 2008). O nematoide da espécieMeloidogyne javanica ¢ considerado um dos mais
agressivos para essacultura, principalmente pelo fato de ja existir cultivares resistentes para

outra espécie importante, como M. incognita(Sasser & Carter, 1985).



A busca de novas alternativas no controle de fitonematoides em substituicao aos
nematicidas convencionais constitui-se numa preocupagdo mundial (Ferraz & Freitas,
2004). Alguns fungos habitantes do solo estdo sendo utilizados como agentes de
biocontrole (Stirling, 1991). Alguns fungos nematdfagos sao parasitas facultativos e tem a
capacidade de colonizar as raizes das plantas (Bordallo et al., 2002; Ferraz & Freitas,
2004), como no caso de Purpureocillium lilacinum e Pochoniachlamydosporia, que sdo
dois dos principais agentes utilizados no programa de controle bioldgico de nematoide de
galhas e sua eficiéncia motivou inclusive o desenvolvimento de formulagdes comerciais no
Brasil, Cuba e Portugal (Kerry, 2001; Lopes et al., 2007; Ferraz et al.,2010).

Estudos com agentes biologicos conduzidos em diversas culturas, a exemplo de
tomateiro (Alves & Campos, 2003) e feijoeiro (Santin, 2008), tem mostrado grande
potencial no controle de Meloidogynespp.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram avaliar: (i) o crescimento micelial in
vitroentre P. chlamydosporia (Pc-10)ouP. lilacinum (Pae 10) na presenga de fungicidas a
base de 6xido cuproso, de metalaxil M + mancozebe ou de iprodiona, e a interacdo entre o
micélio deste agentes de controle biologico; (ii) o efeito da aplicacdo de produto formulado
com P. chlamydosporia (Pc-10)e P. lilacinum (Pae 10)aos 5, 10, 15 e 20 dias antes do
transplantio, e (ii1) a eficiéncia agronomica de uma ou duas aplicagdes de produto a base
deP. chlamydosporia(Pc-10) no manejo de M. incognitae M. javanica em lavouras de

tabaco.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do Tabaco

A industria de tabaco movimenta bilhdes na agricultura brasileira. Entre industrias,
lavouras e empregos indiretos, o setor gera cerca de 2,5 milhdes de empregos por ano.
Com numeros expressivos € que tornam o setor um dos principais responsaveis pelo
desenvolvimento econdomico e social de 720 municipios nos trés estados do sul, o Brasil ¢
o principal exportador mundial de tabaco. Em 2011, o pais retomou o posto do segundo
maior produtor, atrds apenas da China. Especialistas da industria do tabaco se dedicam a
incrementar a produtividade e qualidade do tabaco produzido de forma sustentavel através
de uma equipe de Orientadores Agricolas que prestam toda a assisténcia técnica necessaria
para diversos produtores integrados, auxiliando-os a conduzir suas lavouras com sucesso
(Souza Cruz, 2012).

Com a crescente busca de qualidade na produgdo de tabaco, a cultura necessita cada
vez mais de medidas eficientes de manejo e o controle de doengas assume importancia
fundamental dentro da agricultura (Fernandes, 2005; Souza Cruz, 2012).

A produgdo de tabaco, desde o plantio até a colheita estd sujeita ao ataque de
insetos, fungos, bactérias, virus e nematoides, que poderdo causar danos durante todo o
periodo em que o planta permanece na lavoura, levando a redugdo da qualidade e da
produtividade (Souza Cruz, 1998).A maioria das doengas que afetam o tabaco sdo causadas

por patégenos que vivem no solo, dentre eles estdo os nematoides das galhas, que sdo uma



das principais pragas da cultura (Lucas, 1975; NC State University, 2008; Fernandes,
2005).

Juntamente com as industrias do tabaco, agricultores integrados buscam o manejo
de pragas agricolas com o limitante de haver restricdes ambientais, toxicologicas e
financeiras que impossibilitam o uso de nematicidas quimicos para a cultura. Além disso, a
cultura busca cada vez mais reduzir a utilizagdo de agrotdxicos e adotar medidas
recomendadas como rotagdo de culturas e uso de cultivares resistentes, porém nem todas as
cultivares de tabaco possuem resisténcia a mais de uma espécie do género Meloidogyne
(Machado et al., 2013; Souza Cruz, 2012).

O controle correto do agente causador do desequilibrio da planta apresenta-se como
ferramenta crucial para subsidiar o desenvolvimento da produgdo agricola, aliada a isso
estd a crescente busca por produtos organicos que também atinge a industria fumageira.
Neste contexto, o controle bioldgico se torna uma ferramenta imprescindivel para o
controle de pragas agricolas do tabaco com o intuito de produzir mudas saudaveis e
robustas e reduzir as perdas(Souza Cruz, 1998; NC State University, 2008; Souza Cruz,
2012).

2.2 Nematoides das galhas

Os nematoides das galhas (Meloidogynespp.) estdo entre os maiores causadores de
danos em diversas culturas, dentre elas o tabaco (Nicotiana tabacum L). Nas mais diversas
culturas, em todo o mundo, o prejuizo anual estd estimado em mais de 150 bilhdes de
dolares na agricultura (Sharma, 1994; Abad et al., 2008). Os nematoides das
galhasinfectam mais de trés mil espécies de plantas cultivadas e reduzem em média 5% a
produ¢do mundial. As perdas por nematoides das galhas sdo severas e em combina¢do com
outros patégenos a doencga pode ser ainda mais severa (Agrios, 2005; Sasser & Carter,

1985; Lucas, 1975)



Meloidogynespp.sdo parasitas obrigatdrios e penetram nas raizes das plantas na fase
ainda juvenil, atravessam o parénquima cortical e posicionam-se na periferia do cilindro
vascular. O juvenil estabelece o parasitismo, incitando, mediante inje¢do de secrecdes
esofagianas através do estilete, a hipertrofia e a hiperplasia das células. A fémea torna-se
entdo mais robusta e perde a mobilidade. ApoOs sucessivas ecdises e desenvolvimento, as
fémeas sexualmente maduras tornam-se globosas e brancas leitosas. A reprodugdo nas
principais espécies ocorre por partenogénese mitdtica obrigatoria. Cada fémea deposita
seus ovos geralmente no exterior da raiz. Os ovos sdo circundados por uma matriz
gelatinosa secretada pela propria fémea durante a oviposicdo. No interior dos ovos
encontram-se juvenis que logo sofrem a primeira ecdise e eclodem. Estes entdo passam a
migrar no solo a procura de hospedeiro (Agrios, 2005; Sasser & Carter, 1985; Lucas, 1975;
Santin, 2008; Lopes, 2007).

Diversas etapas sdo necessarias para que ocorra o parasitismo por fitonematoides:
atracdo do juvenil pela planta, penetracdo na raiz, movimenta¢do dentro do hospedeiro,
excrecdo dos produtos da glandula esofagiana dorsal, reconhecimento do elicitor pela
planta e formacdo das células gigantes. Para o cumprimento de todas estas etapas,o
nematoide necessita de energia e condigdes fisiologicas adequadas. Além disso,solo
arenoso e altas temperaturas sdo alguns dos fatores que podem contribuir para a rapida
multiplica¢do do nematoide(Costa et al., 2000; Rocha, 2007; Santin, 2008).

Em consequéncia da infestagdo severa de nematoides, o sistema radicular pode
apodrecer facilmente fazendo com que as plantas ndo absorvam agua e nutrientes do solo
de forma adequada. Plantas afetadas por nematoide de galhas sdo caracterizadas por
apresentarem crescimento reduzido, amarelecimento das folhas e murcha nas horas mais

quentes do dia. Esta doenca ocorre em reboleiras no campo e plantas atacadas podem



morrer principalmente nas esta¢cdes mais secas (Costa et al., 2000; Souza Cruz, 1998;
Lucas, 1975).

Todos nematoides fitopatogénicos sdo parasitas obrigatorios e alimentam-se de
plantas até completar o seu desenvolvimento. Durante este tempo dispendido na rizosfera,
eles sdo expostos a uma grande variedade de microrganismos. Nematoides fitoparasitas
estabelecem interagdes complexas com outros microrganismos do solo, incluindo bactérias
e fungos parasitas de nematoides e os fatores abioticos que os afetam. Medidas de controle
como adubagdo verde, rotagdo de culturas, cultivares resistentes ou controle bioldgico
auxiliam a reduzir a penetragdo e colonizacdo por nematoides e consequentemente
reduzem os danos na lavoura (Ciancio &Mukerji, 2010).

2.3 Controle Biologico

Atualmente o principal método de controle de nematoides das galhas ¢ baseado no
uso de fumigantes do solo ou de nematicidas organofosforados e carbamatos. A busca por
produtos mais seguros € menos toxicos tem sido constante, ndo apenas para atender as
legislacdes dos paises importadores de tabaco, mas principalmente para preservar a satde
dos produtores e o meio ambiente (Souza Cruz, 1998; Agrios, 2005). O controle biologico
¢ uma ferramenta importante para o manejo de doengas e existem numerosos organismos
com atividades antagonistas aos nematoides fitoparasitas (Stirling, 1991).

Produtores de diversas culturas em todo o mundo estdo usando estratégias de
manejo integrado para o controle de nematoides das galhas. Varios paises estdo reduzindo
o uso de nematicidas quimicos no manejo de nematoides e torna-se um desafio para os
nematologistas buscar outras medidas de controle uma vez que agroquimicos sdo de
elevado custo econdmico e podem causar danos ao meio ambiente (Ciancio &Mukerji,

2010).



O controle biologico de fitonematoides consiste na redugdo de populagdes de
nematoides por meio da agdo de organismos vivos (Stirling, 1991), e estapratica de manejo
esta sendo vista com grande interesse entre os nematologistas. O biocontrole de
nematoides fitoparasitas tem sido reportado em diversos paises (Chen et al., 1994; Podesta,
2010; Manzanilla-Lopes et al., 2013) e muitosagentes de biocontrole tém sido
desenvolvidos em formula¢des comerciais (Khan et al., 2001; Ferraz& Freitas, 2004).

Agentes microbianos podem ser antagonistas e produzir compostos bioativos que
matam ou afetam o desenvolvimento dos nematoides, ser parasitas e destruir os nematoides
colonizando-os ou podem competir por recursos. Alguns agentes de controle bioldgico tem
se mostrado promissores, mas sdo ainda considerados duvidosos sobre sua efetividade
(Ciancio &Mukerji, 2010).

O estudo dos mecanismos de acdo dos antagonistas ¢ de fundamental importancia
para se obter um controle biolégico mais efetivo. Experimentos de selecdo de
microrganismos com potencial para o controle bioldgico de fitopatégenos podem ser
realizados in vivo e in vitro, em condi¢des controladas ou em condigdes naturais. Ambos os
métodos sdo complementares (Lucas, 1975; Sasser & Carter, 1985).

Diversos agentes de controle bioldgico para controle de nematoides das galhas
estdo sendo formulados comercialmente, porém, ¢ imprescindivel avaliar estes agentes
com a cultura que se deseja trabalhar. Estudos conduzidos mostram que os agentes de
controle biologico, quando aplicados no campo, podem falhar em controlar a doenga,
principalmente por sua inabilidade de competir com a nova microflora e se estabelecer na
rizosfera (Khan et al., 2010; Machado et al., 2013)

2.4 Fungos Nematdéfagos

Fungos nematéfagos podem ser agrupados como fungos predadores que apresentam

estruturas especializadas de captura e secretam substidncias que prendem o nematoide;



fungos endoparasitas de juvenis que produzem pequenos esporos que permanecem
dormentes até a adesdo a um nematoide e fungos parasitas de ovos e fémeas, que produzem
enzimas que degradam as cascas dos ovos facilitando a rapida colonizacdo do fungo no
ambiente onde estd inserido (Carneiro 1992, Podestd, 2010). Dentre os fungos
nemato6fagos, os parasitas de ovos e fémeas estdo entre os mais eficientes na redugdo da
populacdo de nematoides (Sasser & Carter, 1985; Carneiro, 1992).

Fungos parasitas de ovos diferem dos outros antagonistas devido a sua
incapacidade de atuar no estagio juvenil dos nematoides, uma vez que estes tenham saido
dos ovos, de maneira que muitas vezes seu efeito s6 ¢ observado apos uma eficiente
colonizacdo da rizosfera e consequente colonizagdo dos ovos oriundos da primeira geragao
dos nematoides das raizes (Rao, 2008; Podesta, 2010).

Muitos fungos endoparasitas possuem habilidade de colonizar e parasitar
eficientemente os nematoides das galhas. Alguns atuam como parasitas obrigatorios de
nematoides, mas a maioria atua como saproéfita facultativo, podendo sobreviver no solo de
matéria orgdnica na auséncia de nematoides, o que faz deles os agentes com maior
potencial de biocontrole (Carneiro, 1992; Ciancio &Mukerji, 2010).Um ntmero
consideravel de fungos esta sendo submetido para registro no Ministério da Agricultura
como colonizadores de ovos e cistos de nematoides, mas apenas as espécies
Purpureocillium lilacinum, Pochonia chlamydosporia e Dactylella oviparasitica estdo

sendo estudadas com maiores detalhes (Carneiro, 1992).



2.4.1 Purpureocillium lilacinum

Purpureocillium lilacinum ¢é um fungo ascomiceto comum do solo com
propriedades nemat6fagas e tem sido estudado por mais de duas décadas como agente
potencial para controle de nematoide de galhas e outros nematoides fitoparasitas de
lavouras. Devido a seus resultados positivos como agente de biocontrole na agricultura,
muitas empresas estdo investindo em pesquisas com este fungo (Hewlett et al., 1988;
Kiewnick and Sikora, 2006; Li et al., 2013). Este organismo tem se mostrado muito efetivo
como parasita de ovos e cistos € comporta-se como um organismo oportunista com pouca
especificidade de hospedeiro (Sasser & Carter, 1985; Nunes, 2008). Este fungo ¢ capaz de
utilizar uma ampla faixa de substrato além de ser compativel com diferentes fungicidas e
nematicidas. Quando aplicado no solo e em ambiente favordvel, o fungo se estabelece,
cresce ¢ dissemina-se rapidamente por um curto periodo de tempo. Em experimentos de
laboratorio P. lilacinuminfectou ovos de Meloidogynespp. e destruiu juvenis no interior

destes, confirmando sua eficacia como parasita (Hewlett et al., 1988; Nunes, 2008).

O processo de infeccdo de ovos de Meloidogynespp. por P. lilacinuminicia-se com
o crescimento da hifa do fungo sobre a matriz gelatinosa que recobre a massa de ovos do
nematoide. A colonizagdo ocorre pela simples penetracdo da parede do ovo por uma hifa
individual, auxiliadas por atividades mecanicas e/ou enzimaticas. Apds penetracao, 0s 0vos

sao completamente colonizados pelo fungo (Sasser & Carter, 1985).

Bons resultados com o uso de P. lilacinumem casa de vegetagdo e experimentos de
campo tem confirmado este agente como um microrganismo promissor no controle

biologicode Meloidogynespp.(Sasser & Carter, 1985; Nunes, 2008).
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2.4.2 Pochonia chlamydosporia

Pochonia chlamydosporia também tem sido apontado como um dos mais
promissores agentes de biocontrole de nematoides. O fungo ¢ capaz de sobreviver na
auséncia do hospedeiro, visto que produz clamidésporos que sdo estruturas de resisténcia e
sobrevivéncia, o que o torna mais resistente a condi¢des adversas do ambiente (Nunes,

2008; Dallemole-Giaretta et al.,2008).

Pochonia chlamydosporiatambém ¢ capaz de utilizar a matéria organica do solo
como fonte de nutrientes e de predar ovos ndo associados as raizes ou em restos culturais,
0 que sugere que este antagonista possa sobreviver no solo na auséncia de plantas (Stirling,
1991). No solo, os clamidosporos germinam e o micélio formado prolifera, coloniza o
sistema radicular e parasita as massas de ovos formadas nas superficies das galhas (Bourne
et al., 1996). E possivel potencializar o controle do nematoide por meio da aplicagdo de P.
chlamydosporia alguns dias antes do transplantio da cultura visando aumentar o
parasitismo de ovos e assim reduzir o indculo inicial do fitopatégeno (Dallemole-Giaretta
et al., 2008).

A eficiéncia do fungo em parasitar os ovos de Meloidogynespp. ainda no solo e
consequentemente, reduzir o nimero de nematoides que irdo penetrar nas raizes do
hospedeiro, estd também relacionada com a temperatura e o estddio de desenvolvimento do
embridao dentro do ovo. Em geral, os isolados de P. chlamydosporia colonizam os ovos na
fase de multiplicagdo celular e desenvolvimento embriondrio mais agilmente que os ovos
com juvenis (Kerry & Bourne, 1996; Lopes et al., 2007).

Além da concentracdo de fungo, que altera o nivel de controle, ¢ importante
monitorar a época de aplicagdo do fungo no solo que pode reduzir em mais de 90% a
populagdo de nematoides. Este parasita pode sobreviver também na auséncia do

hospedeiro, visto que comporta-se como saprofita. Como os ovos sao o inoculo inicial dos
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nematoides no solo e também sdao importantes fonte de alimento para o fungo, a aplicagao
de P. chlamidosporia antes do plantio da cultura, propicia maior tempo de contato entre
eles, podendo, desta forma, reduzir o nimero de juvenis que penetram nas raizes (Deleij et
al., 1993; Nunes, 2008; Podesta, 2010).

Geralmente a introdugdo de P. chlamydosporia no solo de forma pratica, eficiente e
integrada ao sistema produtivo é um desafio. P. chlamydosporia é capaz de sobreviver na
rizosfera de muitas espécies de plantas e utilizar a matéria organica como fonte adicional
de nutrientes, no entanto, a microbiota nativa do solo e¢ a espécie hospedeira pode

determinar a proliferagdo do antagonista (Ferraz& Freitas,2004;Podesta et al., 2009).



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos in vitro ¢ em vaso foram conduzidos em laboratdrio e em casa de
vegetagdo da Souza Cruz S/A localizado no municipio de Cachoeirinha, RS. Os
experimentos em campo foram conduzidos em lavourasexperimentais de tabaco nos
estados do Rio Grande do Sul e Parana.

3.1 Crescimento micelial de isolados de Pochonia chlamydosporia(Pc-
10)ouPurpureocillium lilacinum(Pae 10)na presenca de fungicidas (6xido
cuproso, metalaxil M + mancozebe ou iprodiona)

Os produtos biologicos (Tabela 1) foram adquiridos diretamente com o0s
fornecedores ¢ mantidos em laboratorio.As amostras do produto comercial contendo
conidios de P. lilacinum, isolado UEL Pae 10 ¢ clamidosporos de P. chlamydosporia,
isolado UFV Pc-10, foram coletadasem condi¢des assépticas, diluidas respectivamente na
concentragdo 0,3 e 1g para 100 mL de agua destilada autoclavada e realizadas diluigdes
seriadas até 10°. Uma aliquota de 150 pl de cada diluicdo foi introduzida em placas de
Petri contendo o meio de cultura BDA em trés repetigdes. As colonias foram incubadas a
27°C por sete dias e fotoperiodo de 12 h.

Discos de micélio de 5 mm dos isolados de P. lilacinume P. chlamydosporiacom
sete dias de idade foram transferidos para o centro de cada placa de Petri contendo meio de
cultura com os fungicidas e incubadas a 27 + 2°C em fotoperiodo de 12 h por 20 dias. O

meio de cultura BDA com os fungicidas foi preparado conforme a técnica descrita por
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Edgington et al. (1971), modificada por Menten et al. (1976), em que o BDA foi diluido
em erlenmeyers e apos esterilizagdo,quando o meio atingiu a temperatura ao redor de
40°C, BDA fundente, foramadicionados osfungicidas a base de 6xido cuproso (Cobre Atar
BR"), metalaxil M + mancozebe (Ridomil Gold MZ®) ou iprodiona (Rovral®) (Tabela 2) ¢
vertidos em placas de Petri de 8 mm. Osdiametros de crescimento das colonias foram
registrados aos 3, 7, 12 e 20 dias. A testemunha consistiu de discos de BDA. O

delineamento foi completamente ao acaso com 12 tratamentos e seis repeticoes.

TABELA 1. Discriminagdo da concentracdo dos agentes bioldgicos contidos nos
produtos comerciais utilizados. Cachoeirinha, RS, 2012.

Concentracao

Agente (UFClg) Dose (g/ha)
Purpureocillium lilacinumPae 10 1x10" 600
Pochonia chlamydosporia Pc-10 2x10’ 2 000

Para fins de calculo as dosagens foram preparadas considerando uma calda de 200L.

TABELA 2. Fungicidas e doses testados. Cachoeirinha, RS, 2012.

Fungicida Ingrediente ativo Dose (g/5 L)
Cobre Atar BR® Oxido Cuproso 12,0
Ridomil Gold MZ" Mancozebe+ Metalaxil-M 20,0
Rovral® Iprodiona 2,5

3.2 Interacdo entre o crescimento micelial de Pochonia chlamydosporia(Pc-10)e
Purpureocillium lilacinum(Pae 10) isolados dos produtos comerciais

Discos de micélio de 5 mm dos isolados de P. lilacinum(Paec 10)e

P.chlamydosporia(PC-10) com sete dias de idade foram transferidospara a superficie de

placas de Petri de 9 mm contendo meio de cultura BDA equidistantes 4 cm e incubados a

27 + 2°C com fotoperiodo de 12 h por 20 dias. A testemunha consistiu de discos de meio
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de cultura BDA de 5 mm. O didmetro de crescimento das coldnias foi registrado aos 3, 7,
12 e 20 dias. O delineamento foi completamente ao acaso comdois tratamentos e seis
repeticoes. Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica ndo paramétrica pelo
teste de Wilcoxon com o auxilio do pacote estatistico Statistical Analysis System (SAS).

3.3 Avaliacdo da época de aplicacdo dos produtos a base de Pochonia

chlamydosporia(Pc-10)e Purpureocillium lilacinum(Pae 10)

3.3.1 Indculo de Meloidogyne javanica

Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) previamente inoculadas com M.
javanica,oriundo de lavoura de tabaco, foram mantidas emcasa de vegetagdo para posterior
extragdo dos ovos de acordo com a técnica modificada de Hussey & Barker (1973): o
sistema radicular com sintomas de galhas foi cuidadosamente lavado, cortado em
fragmentos de 2 cm e macerado em 500 mL de 4dgua destilada em liquidificador doméstico
na velocidade média por 30 s. A suspensdo foi passada em peneira de 20 mesh, sobreposta
as peneiras de 60 e 500 mesh. O residuo retido nesta tltima peneira foi transferido para
tubo de centrifugacom auxilio de pisseta com agua, adicionado um grama de Caolin e
centrifugado por 10 min a 1800 rpm. O sobrenadante foi descartado, adicionado 200 mL de
sacarosee centrifugado novamente por 2 min a 1800 rpm. O sobrenadante foi transferido
para peneira 500 mesh, lavado e coletado em 100 mL de agua destilada. Os ovos de
nematoides retidos nesta suspensdo foram contados com auxilio de microscépio Optico e
camera de Peters e a concentracdo padronizada para 100 ovos/ mL.

3.3.2 Mudas de tabaco

Sementes de tabaco Virginia CSC 463 foram semeadas em quatro datas diferentes
(a cada cinco dias: 5, 10 15 e 20 dias em sequéncia), em bandejas de 25 células contendo

substrato Mec Plant.As bandejas foram mantidasem ldmina de 4gua de 1 cm. Uma
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adubacdo (1g/ L de NPK 20-10-20) foi realizada apos a germinacao e a outra depois de 17
dias.

3.3.3Experimentoem casa de vegetagao

Uma mistura de dois lotes de substrato Mec Plant(Lote 52 IAC, pH:6,73, EC: 0,92
e Lote 54 IAC, pH: 6,39, EC 1,44), composto de casca de pinus foi pesado (900g) em vaso
plastico de 1,5L de capacidade e transferido para saco plastico transparente, adicionado
uma suspensdo aquosa com trés mil ovos de Meloidogyne javanica,e 0,12 g do produto
comercial a base de P. chlamydosporiaPc10ou 0,03 g do produto a base de P. lilacinum. A
mistura foi homogeneizada através da agitacdo manual e inserida novamente no vaso. Aos
5, 10, 15 e 20 dias apds preparo dos vasos, uma muda de tabaco foi transplantada e
mantida em casa de vegetagdo por mais 50 dias. O substrato da testemunha recebeu apenas
a suspensao comovos de nematoides.O experimentofoi conduzido com delineamento em
blocos ao acaso, oito tratamentos e trés repeti¢des cada, sendo cada vaso com planta uma

unidade experimental. As adubacdes foram realizadas conforme descrito na Tabela 3.

TABELA 3. Adubagodes recomendadas para mudas de tabaco em vaso. Cachoeirinha,

RS, 2012. )
Dose (g/vaso) Adubo (N-P-K) Epoca
2,5 10-16-10 Adubacao de base
0,8 15-00-14 15-20 dias ap6s o transplantio
0,8 15-00-14 30-35 dias apds o transplantio

Ao final do experimentoforam determinados o nimeroeo indice de galhas, de
acordo com Daulton & Nusbaum (1961), o nimero de ovos por sistema radicular,

conforme Hussey & Barker (1973), o numero de folhas, o peso de folhas frescas e secas
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através da secagem em estufa a 65°C por 96 h ou até peso constante. A temperatura e
umidade ambiente foram medidas diariamente.

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do pacote estatistico Statistical
Analysis System (SAS). Os dados de peso fresco e seco obtidos foram submetidos a
analise de variancia e, quando necessario, ao teste de comparagdo de médias de Duncan, ao
nivel de 5% de probabilidade.

3.4 Avaliacdo da eficiéncia agrondmica de produto bioldgico a base de

Pochonia chlamydosporia(Pc-10)em campo

Os experimentos foram conduzidos em lavouras de tabaco nos estados de Parana e

Rio Grande do Sul com histérico de Meloidogynejavanicac Meloidogyneincognita.O

manejo das areas das lavouras esta descrito naTabela 4.

TABELA4. Manejo conduzido nas 4reas experimentais nos estados do Parana e Rio Grande
do Sul nos anos de2012 e 2013.

Adubacéo verde Adubacao
Base )
L avoura Preparo do (200 Kg de Semeadura do Plantio do
solo sementes/ha) tabaco 600 Kg/ha tabaco
(10-16-10)
| 08mai 09 mai (centeio) 11jun 13set 24set

09 abr (aveia

1 09abr
preta)

15mai 10ago 20ago

3.4.1Mudas de tabaco
Sementes de tabaco Virginia cultivar CSC 467 foram semeadas em bandejas de 242
células com substrato Mec Plant e mantidas em canteiro sobre laminas de dgua de 1 cm. As

adubacoes(1g/ L de NPK 20-10-20) foram realizadas ap6s a germinagao ap6s 15 dias.
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3.4.2 Experimentoem campo

O produto comercial a base de Pochonia chlamydosporia(Pc-10) foi aplicado na
dosagem de 5g/ 500 mL por parcela aos 10 dias antes do transplantio compulverizador
costal sobre a linha de plantio e aos 30 dias apos o transplantio através de jato direcionado
na base da planta (Tabela 1). As aplicagdes foram sempre realizadas no final da tarde e os
tratamentos compostos de uma ou duas aplicacdes do produto comercial (Tabela 5).

TABELA 5. Tratamentos com produto a base de Pochonia chlamydosporia (Pc-10) em
campo. Parand e Rio Grande do Sul, 2012.

Numero de aplicactes Epoca

1 10 dias antes do transplantio (no sulco)

10 dias antes do transplantio (no sulco)
30 dias apds o transplantio (jato direcionado na planta)

Zero Sem aplicacdo

O delineamento experimental consistiu de blocos casualizados, trés tratamentos e
cinco parcelas. Cada parcela foi composta de42 plantas e espagamento de 1,30 x 0,45 m,
sendo as 20 plantas centrais consideradas uteis (quatro linhas). Uma linha de plantio de
cada lateral foi reservada para bordadura.

O rendimento, a qualidade e a produtividade das folhas de tabaco foram avaliados
logo apos a colheita e cura das folhas de cada parcela separadamente.Cinco plantas centrais
de cada parcela foram coletadase o sistema radicular avaliado quanto ao indice de galhas
(Daulton & Nusbaum, 1961), e nimero de ovos (Hussey & Barker, 1973).

O namero de unidades formadoras de colonia (UFC)de P. clamydosporiapor
grama de solo nas lavouras do experimento de campo foi registrado um ano apds a
montagem do experimento.Trés subamostras de cada parcela foram coletadas e
misturadas,e uma amostra composta foi avaliada por tratamento. O solo (1g)foiadicionado

em9 mL de dgua destilada estérilem de tubos de ensaio autoclavados e agitados em



18

vortex;dilui¢des sucessivas até 107 foram realizadas. Uma aliquota de 200 pl de cada
diluigdo foi inoculada na superficie de meio semi-seletivo (Gaspard et al., 1990)em placas
de Petri e espalhada com auxilio de alga de Drigalski. As placas foram vedadas com
Parafilm® e incubadas em BOD a 2742 °C por 10 dias.

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do pacote estatistico Statistical
Analysis System (SAS). Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e,
quando necessario, ao teste de comparagdo de médias de Duncan, ao nivel de 5% de

probabilidade.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento micelial de Pochonia chlamydosporia(Pc-10)ou
Purpureocillium lilacinum(Pae 10) na presenca de fungicidas (6xido
cuproso, metalaxil M + mancozebe ou iprodiona)

Os fungicidas comumente utilizados na cultura do tabaco: 6xido cuproso, metalaxil

M+ mancozebe ou iprodiona, nas concentracdes testadas, ndo afetaramo desenvolvimento
deP. chlamydosporia ouP. lilacinumem meio de cultura BDA aos 3, 7, 12 e¢ 20 dias
(Figuras 1 e 2), ou seja, os fungicidas ndo apresentaram problemas de compatibilidade
(Apéndices). Produtos quimicos utilizados no controle de doencas de plantas podem
promover efeitos antagdnicos, nulos ou sinérgicos no desenvolvimento de fungos
utilizados no controle bioldgico e influenciar na atividade destes (Benz, 1987),e0 presente
trabalhodemonstrou que a acdo dos fungicidas testados ¢ nula, pois suaaplicacdo nao
alterou o comportamento do agente bioldgicoin vitro.Além da interacdo, agentes quimicos
e bioldgicos podem contribuir para a reducdo na quantidade de produto quimico utilizado,

e assim, reduzir os riscos para o homem e o meio ambiente (Nasu, 2013).
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FIGURAL. Diametro do micélio do fungo Pochonia chlamydosporia (Pc-10) em meio
de cultura BDA com Cobre® (6xido cuproso), Ridomil® (mancozebe +
metalaxil M) ou Rovral® (iprodiona). Cachoeirinha, RS, 2012.

Meédias de seis repeticdes. Médias acompanhadas de pelo menos uma letra igual ou
nenhuma letra ndo sdo significativamente diferentes, ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

A hipotese de incompatibilidade com o fungo P. chlamydosporia foi baseada nos
relatos do efeito dos fungicidas Derosal Plus® (carbendazim e tiram), Maxim®
(fludioxonil) e Spectro® (difenoconazol), assim como dos inseticidas Cruiser” (tiametoxam
FS),Avicta® (abamectina e 1,2 propanodiol) e Standak® (fipronil SC), que retardaram, em
diferentes intensidades o crescimento do fungo, mas nao causaram a morte do micélio
(Nasu, 2013). No entanto, relatos de compatibilidade j& foram observados com os
nematicidas fosthiazate (Tobin et al.,2008) e aldicard (De Leij et al., 1993). Todavia, nem
estes fungicidas, inseticidas e nematicidas citados sao usados para cultura do tabaco. Outro
estudo de testes com fungicidas e P. lilacinumdemonstrou que a adigdo dos fungicidas
fenpiclonil ou tolclofos-methyl em meio de cultura BDA retardou o crescimento micelial

do fungo, mas a adi¢do do fungicida pencycuron ou o nematicida oxamyl nao inibiu

(Jacobs et al., 2003).
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FIGURA2. Diametro do micélio do fungo Purpureocillium lilacinum (Pae 10) em meio
de cultura BDA com Cobre® (6xido cuproso), Ridomil® (mancozebe +
metalaxil M) ou Rovral® (Iprodiona). Cachoeirinha, RS, 2012.

Médias de seis repetigdes. Médias acompanhadas de pelo menos uma letra igual ou
nenhuma letra ndo sdo significativamente diferentes, ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

Nao se encontrou registros sobre o efeito do micélio deP. chlamydosporia ou P.
lilacinumna presenca de oOxido cuproso, mancozebe, metalaxil-M ou iprodiona na
bibliografia consultada. Relativamente poucos trabalhos tém sido realizados nos tltimos
anos para determinar os efeitos de produtos quimicos sobre microrganismos do solo (Tobin
et al., 2008). O crescimento de P. chlamydosporia geralmente é mais afetado na presenca

de produtos quimicos em experimentos in vitro do que in vivo (Nasu, 2013).

4.2 Interacéo entre o crescimento micelial de Pochonia chlamydosporia(Pc-10)e
Purpureocillium lilacinum(Pae 10)

Observou-se que, através do teste de cultura pareada em meio de cultura BDA, o
micélio de P. lilacinum ndo sobreposo micélio de P. chlamydosporia, e o mesmo ocorreu
com P. chlamydosporia em relagao aP. lilacinum. A distdncia entre os micélios ndo
reduziu, mesmo quando os isolados permaneceram por varios dias na placa(Figura 3). Os

isoladosdeP. chlamydosporiapareados em meio de cultura comP.
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lilacinum,apresentaramredug¢do média de 25 e 32% e P. lilacinum de 42 ¢ 61% aos12 e 20

dias, respectivamente(Tabela 6).

TABELA 6. Diametro do crescimento micelial de Pochonia chlamydosporia (Pc-10) e
Purpureocillium lilacinum (Pae 10) em meio de cultura BDA em crescimento
isolado, comparado com crescimento pareado. Cachoeirinha, RS, 2012.

Diametro micelial (cm)

Dias
Fungos B 20
Isolado Pareado Isolado Pareado
P. lilacinum 3,32 1,95% 4,98 2,17*
P. chlamydosporia 1,87 1,42% 3,15 1,95%

Meédias de seis repeticdes.
* Significancia de p-valor teste a um nivel de 5% entre a diferenga das médias pelo teste de Wilcoxon(valor
da diferenca entre crescimento pareado menos crescimento isolado).

FIGURA 3. Colonia de Purpureocillium lilacinum Pae 10 (Pl) em confronto
direto com Pochonia chlamydosporia Pc-10 (Pc)[a] e
controles[b,c]. Cachoeirinha, RS, 2012.

Alguns trabalhos tém destacado que o uso de mais de um organismo de controle
bioldgico pode proporcionar maior eficiéncia comparativamente a sua utilizagdo isolada,
porém ¢ imprescindivel saber o tipo de interacdo que ocorre entre os agentes que se deseja
trabalhar (Jacobs et al., 2003). P. chlamydosporia (Pc-10)e P. lilacinum(Pae 10), nas
condicdes testadas,ndo sdo capazes de crescer concomitantemente e interagir na disputa
por espaco e alimento. A utilizagdo concomitante de P. lilacinum(Pac 10)e P.
chlamydosporia(Pc-10) ndo os impede de crescer em um mesmo ambiente e cada fungo

colonizar locais distintos das raizes das plantas. Provavelmente o que ocasionou a
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separacdo no crescimento micelial entre os fungos testados foi a produgdo de compostos
toxicos por parte de cada fungo. Sabe-se que P. lilacinumproduz um antibioético, P-186,
que possui atividade antimicrobiana (Siddiqui &Mahmood, 1994), e esta, ou outra
substancia relacionada, pode ter reduzido o crescimento micelial de P. chlamydosporia. Da
mesma forma, P. chlamydosporia libera compostos que inibem o crescimento de outros
microrganismos (Jacobs et al., 2003).

Assim comono presente trabalho, o crescimento micelial de P. lilacinumfoi
significativamente inibido pela presenga de P. chlamydosporia em teste com culturas
parecadas em meio de cultura de BDA (Jacobset al., 2003). Além disso, dados de
incompatibilidade entre estes fungos foram observados em experimento em casa de
vegetagdo, onde a aplicagdo concomitante de P. chlamydosporia e P. lilacinumem solo
infestado com Meloidogyne incognita ndo reduziu o nimero de juvenis de nematoides,
mesmo quando aumentada a densidade dos propagulos (Gaspard et al.,1990).

H4 ainda outros estudos de interagdo entre diferentes agentes de controle biologico,
incluindo P. chlamydosporia eP. lilacinum,como por exemplo,o efeito combinado dos
fungos P. lilacinume Trichoderma harzianum que reduziu em 71% o niimero de galhas em
plantas inoculadas, enquanto que a inoculagdo isolada de P. lilacinume T. harzianum
reduziu, respectivamente, 62 ¢ 55%(Khan et al., 2001). Testes de cultura pareada em meio
BDA com P. lilacinume T. harzianum, demonstraram crescimento sobreposto dos micélios
dos fungos, fato este que indicou compatibilidade entre si, poisseu crescimento combinado
apresentou melhor resultado que seu efeito isolado e que, eficientemente podem ser usados
em conjunto para controle de nematoide de galhas (Santin, 2008). Estes dados demonstram
a importancia de realizar testes prévios de compatibilidade entre os diferentes
microrganismos biocontroladores, como estes que foram realizados, pois fungos
nemato6fagos, quando aplicados em conjunto, sdo capazes de produzir substancias toxicas

na rizosfera das plantas ou até competir entre si (Khan et al., 2001; Santin, 2008),
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principalmente pelo fato de que alguns fungos, durante o crescimento, produzirem
compostos que poderdo causar antagonismo (Zou et al., 2007; Dallemole-Giaretta et al.,
2008).

4.3 Avaliacdo da época de aplicagdo de Pochonia chlamydosporia(Pc-10) e

Purpureocillium lilacinum(Pae 10)

A incorporagao do produto a base de Pochonia chlamydosporia(Pc-10) no substrato
promoveuredugdona massa ¢ no nimero de ovos de Meloidogynejavanica, em todas as
épocas testadas, se comparado com a testemunha. Observa-se que a tendéncia de redugdo
seguiu 0 modelo linear e a 4rea abaixo da curva do tratamento controle apresentou média
de reducdo de 42 e 32% para massa e niimero de ovos, respectivamente se comparado com
a testemunha. A maior redugdo ocorreu aos 5 e 15 dias antes do transplantio de tabacopara
massa de ovos, com redugdes de 55 e 47% respectivamente e aos 5 e 10 dias para nimero
de ovos, com redugdes de 43 e 29%, respectivamente(Graficos 4 e 5). Estes resultados vao
de encontro ao trabalho de Cabanillas & Barker (1989), que inoculou P. lilacinum em
mudas de tomate e observou 56% de redugdo de galhas quando aplicado 10 dias antes do
transplantio se comparado com a aplicacdo do fungo no dia do transplantio. Isto ocorre
pelo fato de que os ovos de fitonematoides sdo importantes fontes nutricionais para o fungo
e o controle ¢ potencializado através da aplicagdo de P. chlamydosporia no solo antes do
plantio da cultura, pois propicia maior tempo de contato dos ovos ao fungo, resultando em
maior numero de ovos parasitados e, por consequéncia, menor nimero de juvenis com

potencial de penetrar nas raizes (Stirling, 1991; Dallemole-Giaretta, 2008).
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FIGURA4. Massa de ovos de Meloidogyne javanica em raizes de tabaco cultivadas em
vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Pochonia chlamydosporia (Pc-10) aos 5, 10, 15 e 20 dias antes do
transplantio. Cachoeirinha, RS, 2012.
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FIGURAS. Numero de ovos de Meloidogyne javanica em raizes de tabaco cultivadas em

vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Pochonia chlamydosporia (Pc-10) aos 5, 10, 15 e 20 dias antes do
transplantio. Cachoeirinha, RS, 2012.
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Ovos de nematoides das galhas sdo fontes nutricionais para o fungo, portanto ¢
possivel potencializar o controle de nematoides pela aplicagdo de P. chlamydosporia ao
solo antes do transplantio da cultura principal visando reduzir o inoculo inicial do
fitopatogeno (Stirling, 1991). Significativa reducdo de nematoides foi observada quando o
antagonista inoculado a 5.000 clamiddésporos/g de solo foi aplicado 7 dias antes do
transplantio da cultura (Bourne et al., 1996; Dallemole-Giaretta et al., 2008), pois manter o
solo com o bionematicida e o nematoide antes do transplantio da muda ¢ uma préatica que
promove o desenvolvimento e a colonizacdo do fungo no ambiente antes da incorporacao
da muda, possibilitando maior eficiéncia no controle do nematoide (Carneiro, 1992;
Sidiqui et al.,2000).

A incorporagdo do produto a base de Purpureocillium lilacinum(Pae 10) no
substrato também promoveu uma redugdo na massa de ovos de Meloidogynejavanica,
porém ndo em todas as épocas testadas. A média da massa de ovos seguiu o modelo linear
e a area abaixo da curva do tratamento controle apresentou redugdo 23% para massa de
ovos se comparado com a area da testemunha. A maior reducdo na média da massa de ovos
ocorreu aos 5 dias, chegando a 56% e no nimero de ovos aos 15 dias, com redugdo de
59%(Figuras 6 e 7).Corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho,
Kiewnick & Sikora (2006) relataram reducdo no numero de galhas em 66% e no niimero
de massas de ovos em 74% em relagdo a testemunha, quando realizaram tratamento de solo
com P. lilacinum aos seis dias antes do plantio de mudas de tomate.Diversos autores como
Santiago et al. (2006), Nunes (2008) ¢ Rao (2008), apontaram P. lilacinum como agente
de grande potencial de controle de ovos de nematoides e promotores do crescimento de
mudas de soja, tomate e feijao cultivados em solo autoclavado. Com relagao ao nimero de
ovos, quando incorporado ao substrato, o produto a base de P. lilacinum nio seguiu o
modelo linar, apresentando médias muito proximas com o tratamento controle, com

excecao do tratamento aos 5 dias que foi observada reducao de 59%.
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A menor infectividade dos ovos aos 20 dias antes do transplantio, muito
provavelmente, pode estar relacionada com o processo acelerado de desenvolvimento
embriondrio, seguida da eclosdo de J2, que perdem sua infectividade ao longo dos dias
devido ao gasto de reservas de nutrientes causado pela movimentacdo em busca das raizes
sem, no entanto, encontra-las (Van Gundy et al., 1976; Podesta, 2010).0 periodo de
transplantio aos 20 dias, que naturalmente reduz o numero de ovos e juvenis quando

mantido em vaso, pode ter mascarado o resultado de controle do nematoide pelo fungo.
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FIGURAG6. Massa de ovos de Meloidogyne javanica em raizes de tabaco cultivadas em
vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Purpurocillium lilacinum (Paec 10) aos 5, 10, 15 e¢ 20 dias antes do
transplantio. Cachoeirinha, RS, 2012.
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FIGURA7. Numero de ovos de Meloidogyne javanica em raizes de tabaco cultivadas em
vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Purpurocillium lilacinum (Pae 10) aos 5, 10, 15 e 20 dias antes do
transplantio. Cachoeirinha, RS, 2012.

A diferenga entre os experimentos com P. chlamydosporia e P. lilacinumpode ser
explicada pelo lixiviamento dos ovos e juvenis durante as regas, ja que o substrato de casca
de pinus, usado no experimento, ¢ mais poroso que solo, mesmo de textura arenosa, nao
sendo capaz de reter o indculo de nematoides nos vasos e permitir a infec¢do das raizes. A
maior eficiéncia do produto a base de P. chlamydosporia, em compara¢ao com P.
lilacinum pode ser devida a capacidade de P. chlamydosporia colonizar e utilizar o
substrato de casca de pinus, substrato que apresenta alta relacdo C/N. A capacidade de
produzir diferentes enzimas extracelulares, incluindo quitinases e celulases (Domseh et al.,
1980), permite que P. chlamydosporia seja capaz de competir por muitos substratos
(Stirling, 1991). O substrato Mec Plant utilizado no experimento, composto de casca de

pinus, foi utilizado nos ensaios em casa de vegetagao pelo fato de que no transplantio do

tabaco, a muda ¢ incorporada junto com o substrato no solo e é necessario que o agente de
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controle biologico colonize o sistema radicular primeiramente sendo que isso compreende
a rizosfera que estard circundada pelo substrato em questao.

O ntmero de folhas,pesofresco e seco das folhas ndo apresentaram diferencas
significativas com a aplicag¢@o de P. chlamydosporia nem com a aplicagao de P. lilacinum,
indicando que estes fungosndo afetaram o desenvolvimento das mudas ou a produtividade
das plantas de tabaco, independente da data de aplicagdo (Tabelas 7 e 8). Contrario a estes
resultados, a massa de raizes frescas de soja inoculadas com M. incognita aumentou em
média 78% em solo de terra de barranco e areia tratada na propor¢do 1:1 (v:v) com o fungo
P. chlamydosporia (Nasu, 2013). Em trabalho desenvolvido por Podesta (2010), em que
avaliou as mesmas datas de transplantio de mudas de tomate com o fungo P.
chlamydosporia, observou redugdo no nimero de ovos de M. javanica em todas as épocas
de infestacdo, porém a maior redu¢do da multiplicacdo do nematoide foi em substrato
inoculado 20 dias antes do transplantio das mudas.

TABELA 7. Numero de folhas e peso de folhas frescas e secas de tabaco cultivadas em
vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de

Pochonia chlamydosporia aos 5, 10, 15 e 20 dias antes do transplantio.
Cachoeirinha, RS, 2012.

Transplantio Pochonia Numero C.V. Peso de C.V. Pesode C.V
(dias) chlamydosporia® (%) folhas (%) folhas

folhas frescas (g) secas () (%)

5 - 16 55 166,83 s6 22,66 61
+ 17 ’ 168,62 ’ 22,10 ’

10 - 16 5.1 158,42 6.0 21,25 2.1
+ 16 ’ 159,59 ’ 22,85 ’

15 - 16 46 145,66 26 22,16 41
+ 15 ’ 127,43 ’ 18,93 ’

20 - 15 . 138,02 97 19,26 193
+ 15 ’ 133,70 ’ 18,90 ’

1Ap(’)s a mistura do substrato, nematoide e P. chlamydosporia.
2 (+) com ou (-) sem P. chlamydosporia(Pe-10)
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Médias de trés repetigdes sem diferencas significativas ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

TABELA 8. Numero de folhas e peso de folhas frescas e secas de tabaco cultivadas em
vaso por 50 dias em substrato tratado com produto comercial a base de
Purpureocillium lilacinum aos 5, 10, 15 e 20 dias antes do transplantio.
Cachoeirinha, RS, 2012.

NUmero Peso de Peso de

Transplantio® Purpureocill;um de C.V. folhas C.V. folhas C.V.
i i i 0, [0) 0,
(dias) lilacinum folhas (%) frescas (g) (%) secas (9) (%)

- 17 174,89 24,45
5 2.4 59 3,2
+ 17 179,87 24,41
0 - 16 6.6 166,00 42 22,41 -
+ 17 ’ 165,78 ’ 22,38 ’
s - 16 26 145,27 )3 22,08 L7
+ 15 ’ 139,40 ’ 22,20 ’
20 - 14 49 135,14 47 18,34 67
+ 14 ’ 139,56 ’ 19,64 ’

1 . . . .
Ap0s a mistura do substrato, nematoide e e produto a base de P. lilacinum.

2(+) com ou (-) sem P. lilacinum (Pae 10).
Meédias de trés repetigdes sem diferencas significativas ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

Como ambos os testes com P. chlamydosporia e P. lilacinum foram conduzidos na
mesma época ¢ local, com dados de temperatura e umidade iguais, fatores ambientais
possivelmente ndo tiveram interferéncia no parasitismo do fungo e desenvolvimento do
nematoide, o que permite uma comparacao da eficiéncia entre os fungos no controle do
nematoide A temperatura média foi de 26°C com minimas de 11,8°C e méximas de 35°C.
A umidade relativa do ar variou entre 40 ¢ 95%, com média de 76%, sendo estas boas
condi¢des tanto para o desenvolvimento do fungo quanto para a multiplicacdo de
Meloidogyne javanica. O maior desenvolvimento do embrido, multiplicacdo celular e
eclosdo de juvenis de Meloidogynesp. ocorre a 28°C e estes processos ficam mais lentos

com alteragdes na temperatura (Campos et al., 2008). A temperatura 6tima de parasitismo
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e desenvolvimento de P. chlamydosporia ¢ P. lilacinum ¢ de 25°C e altas temperaturas
podem reduzir a eficiéncia do agente de controle bioldgico no solo (Cadioli et al.,2007,;
Manzanilla-Lopezet al., 2013).
4.4 Avaliacdo do produto a base dePochonia chlamydosporia(Pc-10)em
lavouras de tabaco
Uma e duas aplicagdes de produto comercial abase deP. chlamydosporia(Pc-10)em
solo cultivado com tabaco (lavoura I), ndo diferiram entre si € ambas reduziram o niumero
de ovos de nematoidese o indice de galhas em mais de 45¢ 50%, respectivamente. Uma
aplica¢do do produto a base de P. chlamydosporiareduziu significativamente o indice de
galhas e nimero de ovos na lavoura I (Tabela 9). Resultado semelhante foi obtido com
tomate, onde a variacdo na concentracdo de clamiddsporos acima do nivel recomendavel
de 5.000 clamiddsporos por grama de solo(10, 15, 20 e 25 mil clamiddsporos/g de solo) de
P. chlamydosporia ndo apresentou maior efetividade na redugdodo ntimero de ovos de
Meloidogyne javanica (Dallemole-Giaretta, 2008). Distintas concentragdes de
clamidésporos do fungo P. chlamydosporia tém resultado emboa eficiéncia no controle de
nematoides das galhas em varias culturas como cana, soja e tomate e estes dados podem
ser observados em trabalhos em casa de vegetagdo e campo (Deleij et al., 1993; Bourne et

al., 1996; Sidiquiiet al., 2000; Podesta et al., 2009; Dallemole-Giaretta et al., 2010).

TABELA 9. Média do indice de galhas e o nimero de ovos de Meloidogyne spp. em
lavoura de tabaco I tratada com produto comercial a base de Pochonia
chlamydosporia(Pc-10). Parana, 2013.

NuUmero de aplicagdes do

roduto a base de indice de Galhas NGmero de ovos
P . (Daulton & Nusbaum, 1961) (x10%)
P. chlamydosporia
Zero 34,9 A 206 a
I 12,0 B 116 b
2 15,6 B 154 b

C.V. (%) 26,4 55,2
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Meédia de 25 repeticdes. Médias acompanhadas de pelo menos uma letra igual ou nenhuma letra ndo sdo
significativamente diferentes, ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

Uma suposicao para o fato da segunda aplicagdo do produtondo ter potencializado o
controle de nematoides das galhasse baseia na época de aplicacdo em relacdo ao ciclo de
vida do nematoide alvo, pois aos 30 dias apds o plantio, os ovos de Meloidogynespp., ja
haviam eclodido e ndo estariam mais suscetiveis no solo como na primeira aplica¢do, aos
sete dias.O fungo P. chlamydosporia nao reduz juvenis de segundo estadio, pois esta fase
do nematoide ndo ¢ o alvo principal(Manzanilla-Lopes et al., 2013).

Ao contrario da lavoura I, a lavoura de tabaco II ndo apresentou diferenga
significativa no indice de galhas e nimero de ovos, independente do numero de
aplica¢desdo produto(Tabela 10).

TABELA 10. Me¢édia do indice de galhas e o numero de ovos de Meloidogyne spp. em

lavoura de tabaco II tratadas com produto comercial a base de Pochonia
chlamydosporia(Pc-10). Rio Grande do Sul, 2013.

Numero de aplicacdes do

roduto a base de P indice de Galhas NUmero de ovos
P st (Daulton & Nusbaum, 1961) (x10%)
chlamydosporia
Zero 494 213
1 38,8 177
2 38,0 161
C.V. (%) 18,2 63,8

Meédia de 25 repeticdes. Médias acompanhadas de pelo menos uma letra igual ou nenhuma letra ndo sio
significativamente diferentes, ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

Esta diferenca entre os dois experimentos provavelmente aconteceu pelo volume de
precipitacao entre as areas. Na lavoura I, o produto a base de P. chlamydosporia(Pc-10)foi
introduzido nos meses de agosto e setembro, época onde houve poucas chuvas (Figura 8),
possibilitando uma boa colonizacdo deste fungo no solo e raizes. Na lavoura II, o produto a

base de P. chlamydosporia(Pc-10)foi aplicado em setembro e outubro, onde a precipita¢ao
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foi intensa (Figura 9), podendo ser um dos fatores que interferiu no desenvolvimento do

agente de controle bioldgico, pela lixiviagdo do fungo no solo.
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FIGURA 8. Temperatura e precipitagdo média na lavoura I, de agosto de 2012 (plantio
do tabaco) até fevereiro de 2013 (colheita). Parana.
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FIGURA 9. Temperatura e precipitagdo média na lavoura II, de setembro de 2012
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(plantio do tabaco) até marco de 2013 (colheita).Rio Grande do Sul.

O tipo de solo também pode ser um dos fatores que promoveu maior eficiéncia do
agente de controle bioldgico na lavoura I, pois apresenta caracteristica de solo arenoso,
diferente da lavoura II, que ¢é argiloso (Tabela 11). O fungo P. chlamydosporia é um
organismo aerobio, com isso, niveis menores de oxigénio podem fazer com que seu
estabelecimento no solo e na superficie radicular seja menor, fato este que pode estar
relacionado ao menor desenvolvimento do fungo em solos argilosos. Além disso, o
clamiddésporo de P. chlamydosporia é mais efetivo em solos com maior porosidade, pois
sua percolagdo e distribui¢ao no solo pode ser facilitada (De Leij et al., 1993; Nasu, 2013).
Cabe salientar queMeloidogynespp. causa maiores danos quando presente em solos
arenosos, contudo, a aplicacdo ¢ o bom desenvolvimento de P. chlamydosporia (Pc-10)
neste tipo de solo pode ter reduzido o efeito causado pelo nematoide (Nasu, 2013). Este
trabalho corrobora ode Nasu (2013), no qual o controle de M. incognita em soja que foi
maior quando se fez a aplicagdo do produto a base deP. chlamydosporia em solo arenoso,
reduzindo em 48,2 ¢ 65,9% no niumero de ovos por sistema radicular, comparado com o
solo argiloso que apresentou reducdes de 43,4 e 26,8% para o primeiro e segundo

experimentos, respectivamente.

TABELA 11. Caracteristicas do solo nas areas de lavouras de tabaco I e II. Parana e Rio
Grande do Sul, 2013.

pH indice M.O. meq % P Granulometria Classe
H,O SMP % Ca Mg Al K (ppm) Areia Silte Argila Textural

Lavoura

| 55 6,1 28 39 1,3 0 032 246 65 15 20 Meédia

I 60 64 23 64 20 0 069 >50 73 9 18  Arenosa
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Embora a aplicacdo do produto a base deP. chlamydosporia(Pc-10)tenha resultado

na reducdo do numero de nematoides das galhas na lavoura I, ndo foi observado um
aumento significativo de produtividade (Tabela 12). Este aumento também ndo foi
observado na lavoura II, onde o rendimento quantitativo, qualitativo e econdmico das
folhas de tabaco demonstrou que ndo houve diferenca entre os tratamentos em ambas as
areas (Tabelas 12 e 13). Uma hipdtese para ndo haver diferenga entre os tratamentos ¢ que
P. chlamydosporia deve ser introduzido no solo antes do transplantio das mudas para que
ocorra uma boa colonizagao, e esse processo, na cultura do tabaco, coincide com épocas de
baixas temperaturas, chegando a minima a 9,3 €14,7°C no més de setembro para lavoura I
e agosto para lavoura I, respectivamente. As baixas temperaturas podem ter estabilizado o
desenvolvimento do fungo no solo e interferido no controle dos ovos antes da introdugao
da muda de tabaco. A faixa 6tima de temperatura para eclosdo de juvenis de segundo
estadio (J2) de M.javanicaé de 25 a 28°C (Kerry & Deleij, 1992; Manzanilla-Lopes et al.,
2013). Pochonia chlamydosporia possui uma temperatura 6tima de crescimento também a
25°C, e a temperatura média registrada nos experimentos variou de 17,7 a 25,0°C e de 16,3

a23,3°C na lavoura I e II, respectivamente (Figuras 8 e 9).

TABELA 12. Média dos rendimentos quantitativo, qualitativo e econdmico do tabaco em
lavoura de tabaco I tratadas com produto comercial a base de Pochonia
chlamydosporia(Pc-10). Parana, 2013.

Numero de aplicagdes do produto  Kg/ha US$/kg US$/ha
a base de P. chlamydosporia
Zero 3531 2,84 10073,90
1 3891 2,57 9970,45
2 3618 2,77 10023,08
C.V. (%) 7,5 6,4 10,9

Meédia de 25 repetigdes. Médias acompanhadas de pelo menos uma letra igual ou nenhuma letra ndo sao
significativamente diferentes, ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.



36

TABELA 13. Média dos rendimentos quantitativo, qualitativo e econdomico do tabaco em
lavoura de tabaco II tratadas com produto comercial a base de Pochonia
chlamydosporia(Pc-10). Rio Grande do Sul, 2013.

Numero de aplicacdes do produto a

base deP. chlamydosporia Kg/ha US$/kg US$/ha
Zero 4122 3,26 13442,87
1 3859 3,19 12309,64
2 4033 3,21 12954,47
C.V. (%)= 9,2 5,0 9,5

Meédia de 25 repeticdes. Médias acompanhadas de pelo menos uma letra igual ou nenhuma letra ndo sdo
significativamente diferentes, ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

P. chlamydosporiausado como biocontrole possui limitagdes para seu
desenvolvimento que podem influenciar na sua colonizagdo no solo e no seu
estabelecimento como um agente efetivo de controle de nematoides. Limitagdes como
clima e época de aplicagdo sdo alguns dos fatores que podem interferir no seu
desenvolvimento (Carneiro et al., 2001; Santin, 2008). Quando liberado no solo, P.
chlamydosporia é exposto a fatores abidticos como agua disponivel e microclima que
podem ter um grande impacto no estabelecimento deste e na sua eficacia em controlar
nematoides. A temperatura ambiente e umidade afetam diretamente o crescimento do
fungo e o nematoide no solo (Bourne & Kerry, 2000; Dallemole-Giaretta, 2008;
Manzanilla-Lopez et al., 2013).

Outra hipotese para ndo haver diferenca na produtividade entre os tratamentos ¢
o tipo de solo, pois areas com alto teor de matéria organica por si s6 ja promovem a
supressao do nematoide. As duas lavouras de tabaco com historico de nematoides das

galhas apresentaram alta porcentagem de matéria organica tanto na lavoura I quanto na
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lavoura II, representando 2,8 e 2,3%, respectivamente (Tabela 11). Solos com alto teor de
matéria orgadnica sdo supressores naturais de nematoide de galhas, pois promovem a
producdo de compostos toxicos ao nematoide e aumentam o conteudo nutricional para
auxiliar ao desenvolvimento da planta (Aktar & Malik, 2000; Podesta et al., 2013).

No ano seguinte a condugdo do experimento de campo, uma amostra representativa
das areas, composta de nove repeti¢des de cada tratamentodemonstrou que a quantificagao
do fungo P. chlamydosporia no solo foi similar entre as duas areas sendo 522 e 588
unidades formadoras de colonia (UFC)por grama de solo para lavoura 1 e II
respectivamente. Estes dados demonstram que P. chlamydosporiaPc10 se desenvolveu ¢
permaneceu no solo, comprovando que o fungo ¢ capaz de sobreviver na rizosfera e de
utilizar a matéria organica como fonte adicional de nutrientes. Paraum microrganismo ser
considerado um agente de biocontrole, além da capacidade de produzir compostos
bioativos € necessdrio que este antagonista se estabeleca no solo para promover o
parasitismo (Santin, 2008). Em aplicagdes seguidas deste fungo em 4reas comerciais €
esperado que sua populag@o no solo aumente e se estabilize, chegando a tornar esses solos

supressivos a nematoides (Atkins et al., 2003).



5 CONCLUSOES

Os resultados desta pesquisa permitiram as seguintes conclusoes:

1. Os fungicidas a base de 6xido cuproso, metalaxil M + mancozebe ou iprodiona nao
afetam o desenvolvimento in vitro dos fungos Pochonia chlamydosporia (Pc-
10)ouPurprreocillium lilacinum(Pae 10).

2. Nao ha crescimento in vitrosobreposto do micélio dos fungos P. chlamydosporia
(Pc-10) e P. lilacinum(Pae 10).

3. Os produtos comerciais a base deP. chlamydosporia(Pc-10)e P. lilacinum (Pae
10)reduzema massae o nimero de ovos de Meloidogyne javanica quando aplicado
apos o transplantio de mudas de tabaco em vaso.

4. P. chlamydosporia(Pc-10)reduz o numero de ovos e indice de galhas de

M.incognitae M.javanicaem lavouras de tabaco em solo arenoso.
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7 APENDICES

TABELA 14. Média do didametro da colonia de Pochonia chlamydosporia (Pc-10) em
meio de cultura BDA com o6xido cuproso, mancozebe + metalaxil M ou
iprodionaaos 3, 7, 12 e 20 dias. Cachoeirinha, RS, 2012.

Media do diametro (cm)

Dias

Tratamento 3 ! 12 20
Testemunha 0,52 b 1,23 a 2,03 3,10
Oxidocuproso 0,54 b 1,20 ab 1,94 3,00
Mancozebe + Metalaxil M 0,53 b 1,LIS b 1,92 3,07
Iprodiona 0,62 a 1,27 a 2,03 3,22
C.V. (%)= 8,5 4,7 4.4 6,1

Meédias de seis repeticdes. Médias acompanhadas de pelo menos uma letra igual ou nenhuma letra nio sdo
significativamente diferentes, ao nivel de 5%, pelo teste de Duncan.

TABELA 15. Média do didmetro da colonia de Purpureocillium lilacinum(Pae 10) em
meio de cultura BDA com 6xido cuproso, mancozebe + metalaxil M ou
iprodiona aos 3, 7, 12 e 20 dias. Cachoeirinha, RS, 2012.

Média do diametro (cm)

Tratamento ot 3 ! 12 20
Testemunha 0,85 2,05 35 a 5,61
Oxido cuproso 0,92 2,02 3,57 a 5,65
Mancozebe + Metalaxil M 0,85 1,98 348 a 5,45
Iprodiona 0,92 1,98 328 b 5,05
C.V. (%)= 10,3 5,7 2,8 7,6

Meédias de seis repeticdes. Médias acompanhadas de pelo menos uma letra igual ou nenhuma letra nio sdo
significativamente diferentes, ao nivel de 5%, pelo teste de Dunca



