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Cadioli, M. C. Selecéo de isolados de Paecilomyces lilacinus para controle integrado de
Meloidogyne paranaensis em cafeeiro. 2007. 48f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

RESUMO

Os fitonematdides sdo responsaveis pela reducdo de 20% da producdo nos cafeeiros, sendo
15% em funcédo das espécies de Meloidogyne. Paecilomyces lilacinus é uma espécie fangica
utilizada no controle biolégico de nematoides, sendo uma das mais estudadas a campo.
Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar 10 isolados de P. lilacinus, obtidos na regido
de Londrina-PR, quanto a sua eficiéncia no controle de M. paranaensis, em dois experimentos
conduzidos em casa-de-vegetacao. Para tanto foram selecionados dez isolados de P. lilacinus,
os quais foram multiplicados em grdos de arroz parboilizados. O primeiro experimento foi
realizado apés ter sido obtido o indculo de Meloidogyne paranaensis em plantulas de
tomateiro cv. Santa Cruz durante quarenta e cinco dias. Na sequéncia, efetuou-se o
transplantio de uma muda do cafeeiro cv. Icatd, por saquinho, e a este inoculou-se isolados de
P. lilacinus através da adic&o e mistura de 50 g de arroz colonizado (10° esporos do fungo.g™
de arroz) ao mesmo substrato utilizado para multiplicacdo do in6culo em mudas de tomate.
Em seguida, as mudas foram inoculadas com suspensédo contendo + 5000 ovos e eventuais
juvenis de M. paranaensis. E apds 15 dias procedeu-se mais uma aplicacdo por cobertura de
50g dos isolados. No segundo experimento, mudas de cafeeiro cv. Icatl foram transplantadas
diretamente para sacos de polietileno juntamente com os isolados de P. lilacinus através da
adicdo e mistura de 50 g de arroz colonizado (10° esporos do fungo.g™ de arroz). Em seguida,
as mudas foram inoculadas com suspensé@o contendo + 5000 ovos e eventuais juvenis de M.
paranaensis. Aos 15 dias do transplantio das mudas de cafeeiro efetuou-se nova aplicacdo em
cobertura dos tratamentos as plantas de cafeeiro cv. lIcatd. Nos dois experimentos o
delineamento foi inteiramente casualizado com doze tratamentos (dez isolados + uma
testemunha inoculada com M. paranaensis e uma testemunha ndo inoculada com M.
paranaensis). Aos 90 dias da primeira inoculacdo do fungo, foram avaliadas caracteristicas
referentes ao desenvolvimento das plantas e quanto a eficiéncia destes na capacidade
reprodutiva de M. paranaensis nos dois experimentos. Os isolados de P. lilacinus que
reuniram as caracteristicas mais desejaveis para o combate ao M. paranaensis, no primeiro
experimento, foram Pae 03, 12 e 20; e no segundo experimento, foram os isolados Pae 13, 18
e 22.

Palavras-chave: Controle biolégico. Nematoide de Galha. Fungo endoparasita. Parasitismo.
Supressividade



Cadioli, M. C. Selection of isolated of Paecilomyces lilacinus for the integrated control of
Meloidogyne paranaensis in cofee. 2007. 48f. Dissertation (Master Degree in Agronomy) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

ABSTRACT

Phytonematodes are responsible for 20% reduction of the coffee production, being 15%
caused by the species of Meloidogyne. Paecilomyces lilacinus is a fungi species used in the
biological control of nematodes. This, work had as an objective to evaluate 10 isolated of P.
lilacinus, gotten in the region of Londrina, PR, and observed its efficiency in the control of M.
paranaensis, in two experiments lead in greenhouse. Ten isolated of P. lilacinus were selected
from those experiments, and multiplied in parboilized grains of rice. The first experiment was
set after to have been gotten inoculums of Meloidogyne paranaensis in seedling of tomato cv.
Santa Cruz incubated during forty-five days. Seedling of coffee cv. Icatu, after transplanted
to a small plastic bag, was inoculated by an isolated of P. lilacinus through the 50g of
colonized rice (10° spores of fungi.g® of rice) following that the same substrate was
inoculated by a suspension of +5000 M. paranaensis eggs and some youthful. And after 15
days was proceeded to another application for covering from 50g from the isolated of P.
lilacinus. In the second experiment, seedlings of coffee tree cv. Icatd had been transplanted
directly to plastics bags and inoculated by an isolated of P. lilacinus through the 509 of
colonized rice (10° spores of fungi.g® of rice) following that the same substrate was
inoculated by a suspension of +5000 M. paranaensis eggs and some youthful. And after 15
days was proceeded to another application for covering from 50g from the isolated of P.
lilacinus. In the two experiments the delineation was entirely at random with twelve
treatments (ten isolated ones, plus a control inoculated with M. paranaensis and a control
without M. paranaensis). To the 90 days of the first inoculation of fungi, they had been
evaluated characteristics referring to the development of the plants and how much the
efficiency of these in the reproductive capacity of M. paranaensis in the two experiments. The
isolated ones that they had congregated the desirable characteristics for the control of M.
paranaensis, in the first experiment, had been the isolates of P. lilacinus Pae 03, 12 and 20; e
in the second experiment, had been the isolated Pae 13, 18 and 22.

Keywords: Biological control. Root-knot Nematode Parasite fungus, Parasitism, Suppression.
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1 INTRODUCAO

No inicio do século XX, o café produzido no Brasil chegou a representar
cerca de 80% de todo café consumido no mundo, porém, nos Ultimos quarenta anos, a
cafeicultura brasileira vem perdendo importancia em relacdo a outros setores da economia
nacional (ANUARIO ESTATISTICO DO CAFE, 2002). Em 2002 a participacdo brasileira no
mercado externo representava 28,3% e mesmo assim, o0 pais continua sendo o principal
produtor e exportador de café, apresentando uma taxa de crescimento anual de 2,53%, no
periodo de 1989 a 2002, possuindo relevante papel na economia nacional (FAO, 2004).

A cafeicultura € considerada uma atividade importante na regido Norte do
Parana, economicamente e socialmente. Nessa cultura, dentre os parasitos de plantas, 0s
nematoides de galhas em parte sdo responsaveis por perdas elevadas da producdo agricola e
como frequentemente ndo exibem sintomas claros, os danos decorrentes de sua incidéncia
tendem a serem subestimados pelos produtores. Porém existem calculos de perdas anuais para
a agricultura mundial em cerca de 80 bilhdes de dolares (Agrios, 1997).

No Brasil, em vista do desconhecimento da importancia econémica dos
nematoides a quantificacdo de perdas ndo é precisa devido principalmente as interagdes com
danos provocados por pragas e outras doencas, condicdes climaticas, presenca de plantas
invasoras e inadequacéo de tratos culturais (Ritzinger e Fancelli, 2006).

Os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) estdo amplamente distribuidos
em plantacdes de café brasileiras, causando grandes perdas aos produtores e a economia do
pais (Caneiro et al., 1996). Também eleva gastos com defensivos, quer seja com nematicidas
ou devido ao fato das plantas infestadas apresentarem-se mais suscetiveis a outros patdgenos e
pragas, 0 que exige tratamentos adicionais com fungicidas, bactericidas, inseticidas,
acaricidas e outros, onerando o cultivo. Também leva o agricultor a adotar outras medidas
para controle como: a rotacdo de culturas com plantas menos remuneradoras, muitas vezes
anti-econdmicas. Os nematoides, portanto, limitam o uso do solo reduzindo a produtividade
(Pimentel, 1991).

Essa situacdo evidencia cada vez mais a necessidade do desenvolvimento de
metodologias e técnicas a exemplo do controle bioldgico, para serem utilizadas em integracao
com outras medidas para controle, buscando ndo a erradicacdo do parasita, mas sim a

manutencdo da populacdo a um nivel de equilibrio dentro da biocenose do solo. Este processo
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similarmente ao que ocorre na natureza, ndo tem efeitos negativos como o controle quimico
(Pimentel, 1991).

Para diminuir as perdas das lavouras de café e reduzir para niveis minimos
o0s danos causados ao ambiente com a utilizagdo de produtos quimicos, o emprego do fungo
Paecilomyces lilacinus na forma de produto biolégico constitui-se em uma alternativa,
podendo melhorar a producdo, oferecer ao consumidor produto com melhor qualidade e
resgatar o equilibrio populacional de nematdides nos moldes existentes do ecossistema
natural.

Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson € uma das espécies fungicas com
maior numero de avaliagdes em condi¢cdes de campo e com potencial para uso pratico no
controle bioldgico dos fitonematoides, atuando como parasita de ovos (Kerry, 1990). Ele se
caracteriza por atacar as massas de ovos e exerce forte pressdo na capacidade reprodutiva,
antes do inicio do ciclo reprodutivo do nematdide (Dunn et al., 1982).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo selecionar isolados de P.
lilacinus quanto a sua eficiéncia no controle de M. paranaensis. Esses conhecimentos sdo
importantes para que seja possivel viabilizar a cafeicultura em é&reas infestadas por
nematoides, apds a reducdo destas populagcbes com o emprego de P. lilacinus, buscando
restabelecer o equilibrio natural no solo e assim diminuir as perdas de produtividade causadas

por este parasita.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GENERO MELOIDOGYNE GOELDI, 1892 E SEU CONTROLE

O primeiro registro da existéncia de nematdides foi descrito por Jobert em
1878 em visita ao Brasil, com o objetivo de identificar a causa do declinio dos cafezais da
entdo chamada Provincia do Rio de Janeiro. Na ocasido ele associou o problema dos cafezais
com a presenca de numerosos engrossamentos nas raizes das plantas examinadas, alguns com
tamanho de uma pequena ervilha. Também observou a presenca de ovos e minusculos vermes
associados a essas malformacgoes. Este registro foi concluido por Géeldi, um naturalista suico,
que trabalhava no Museu Nacional do Rio de Janeiro, nos “primeiros dias de novembro de
18877, embora so6 tenha sido publicado em novembro de 1892. Goeldi descreveu como causa
da moléstia que devastou a cafeicultura do Brasil como sendo um nematoide microscépico e
parasito de raizes e o denominou de Meloidogyne exigua. Assim, estava criado o “género” o
qual ainda hoje, em todo o0 mundo, é tido como o mais prejudicial e importante para as plantas
cultivadas.

Pertencente a familia Heteroderidae, o género Meloidogyne Goeldi, 1892 é
compreendido pelas espécies designadas como “formadoras de galhas” ou ‘“root-knot
nematodes”. Até 1988, o género incluia mais de 60 espécies (Eisenback e Triantaphyllou,
1991).

No Brasil, varias espécies tém sido constatadas, dentre elas M. incognita
(Kofoid & White) Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood, M. exigua Goeldi, M. arenaria
(Neal) Chitwood, M. hapla Chitwood, M. coffeicola Lordello & Zamith, M. thamesi
Chitwood, M. lordelloi da Ponte, M. bauruensis Lordello, M. elegans da Ponte, e M. inomata
Lordello, sendo as trés primeiras, até entdo, as mais disseminadas (Ferraz, 1985).

Em culturas de importéncia econdmica como algodéo, fumo, batata, tomate,
cenoura, soja, cana-de-acucar, café, frutiferas e muitas outras esses nematoides de galhas
chegam a ser fator limitante (Lordello, 1984; Ferraz, 1985). De acordo com Sasser (1979),
cerca de 12,3% da producdo agricola mundial sdo perdidas anualmente em decorréncia do
ataque dos nematdides, equivalendo a prejuizos de mais de 100 bilhdes de ddlares.

Meloidogyne incognita, M. exigua e M. coffeicola tém sido relatados j& ha

varios anos em plantacGes de café nos estados do Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais, em
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populacbes puras ou misturadas, com variacfes da espécie mais dominante (Campos et al.,
1990; Lordello et al., 1974). Levantamento realizado no estado do Parand mostra um aumento
na distribuicdo da populacdo de M. incognita e diminuicdo da populacdo de M. coffeicola
(Carneiro e Carneiro, 1982). Acreditando-se que M. coffeicola tenha sido erradicado pelas
muitas renovacles das plantacdes apds terem estas sido dizimadas no inverno rigoroso de
1975 (Campos et al., 1990).

Em areas infestadas com as espécies do género Meloidogyne, o crescimento,
translocacdo de agua e nutrientes e a produgdo do cafeeiro é seriamente comprometida
(Arruda, 1960). Uma resposta do cafeeiro a presenca de Meloidogyne na raiz ¢ a formacgéo de
galhas no sistema radicular, resultado da hipertrofia de células do cilindro central ao redor do
corpo do nematoide que ali se desenvolve comprimindo os vasos do xilema, reduzindo a
absorcdo e transporte de &gua e nutrientes. Em conseqliéncia deste parasitismo a parte aérea
de cafeeiro exibe sintomas de deficiéncias nutricionais, queda de folhas, ocorréncia do bicho
mineiro e cercosporiose com altas infestacdes. O sistema radicular é reduzido e observa-se
uma gueda na producdo. Santos e Triantaphyllou (1992) sugeriram que as populacGes de
Meloidogyne spp. no café frequentemente ndo sdo identificadas.

Carneiro (1993) relatou uma variagdo em M. incognita em cafeeiro
denominando-o “bidtipo IAPAR”. Populacdes deste tém sido encontradas associadas ao
cafeeiro no estado do Parand com ocorréncia de aproximadamente 52% de todas as areas
infestadas pelos nematoides de galhas no Parana. Ele pode ter estado presente nas plantagdes
de café brasileiras por muitos anos e tem sido relatado como “populacdes ndo identificadas de
Meloidogyne spp. no café” (Esbenshade e Triantaphyllou, 1985). Tendo como base diferencas
morfoldgicas e bioldgicas e comparado a outras espécies de Meloidogyne spp., anteriormente
descrito como uma nova raga de M. incognita, ele foi descrito, ilustrado e designado como M.
paranaensis n. sp. por Carneiro et. al., 1996.

Para o controle dos fitonematoides medidas como: cultivares resistentes,
rotacdo de culturas e o controle quimico sdo as mais recomendadas. Considerado como o
método ideal de controle o emprego de plantas resistentes nem sempre € possivel, pois
depende de disponibilidade de variedades que combinem caracteristicas de resisténcia com
qualidades agronémicas desejaveis. Outra pratica recomendada, mas, que por vezes apresenta
limitacGes é a rotacdo de culturas, em funcdo de que espécies utilizadas, para cultivo em
rotacdo, ndo permitem o retorno econdémico idéntico ao da cultura principal, embora algumas

possam ser empregadas como adubo verde (Kerry, 1987).
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O controle quimico através de nematicidas utilizados como medida
preventiva ou para evitar perdas tem sua utilizagcdo, por vezes, comprometida devido aos
efeitos adversos que causam ao meio ambiente (Thomason, 1987; Noling e Becker, 1994) e a
populacdo microbiana, o que os tornam ineficazes (Stirling et al., 1992). Outro fator negativo
da sua utilizacdo é a ocorréncia de reinfestacdes periddicas pelo nematoide, situacdo
normalmente observada apos o periodo residual do produto (Jatala, 1986).

A conscientizacdo publica para reducdo de riscos ou impactos toxicoldgicos
ao meio ambiente e aos consumidores é crescente e, muitas vezes, determina a reducéo e até a
eliminacdo do uso de determinados defensivos agricolas. Entretanto, estudos envolvendo
outros métodos para o controle de fitonematoides tém sido incrementados e, atualmente, o
controle bioldgico vem sendo considerado como uma das alternativas dentro de uma
abordagem integrada, onde se busca assegurar o desenvolvimento sustentavel da agricultura.
O uso de inimigos naturais € promissor e torna-se um fascinante campo de investigacdo,
potencialmente atil dentro das medidas duraveis (Stirling e West, 1991) e, que pode atuar no
sentido de reduzir as populacbes de fitonematoides para limiares abaixo do nivel de dano
econdémico (Duncan, 1991).

Pela eficiéncia em relacdo aos nematdides de galhas, os fungos tém se
destacado como o0s agentes de controle bioldgico mais estudados, especialmente aqueles
parasitas de ovos. A habilidade dos fungos nematofagos em colonizar a rizosfera tem sido
apontada como uma caracteristica importante de um agente de biocontrole (Maia et al, 2001).
Dentre esses fungos, as espécies Paecilomyces lilacinus, Verticillium chlamydosporium
Goddard e Dactylella oviparasitica Graham & Mankau tém sido as mais estudadas (Kerry,

1990), no entanto P. lilacinus vem sendo mais empregado em condic¢des de campo.

2.2 PAECILOMYCES LILACINUS (THOM.) SAMSON

2.2.1 Classificacdo e Morfologia de P. lilacinus

Paecilomyces lilacinus € um fungo Eucarioto, pertencente a classe dos
Deuteromicetos, ordem Moniliales (Hyphomycetes). Originalmente foi classificado no género

Penicillium como P. lilacinus Thom. (1910), porém Sansom (1974) o reclassificou como
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Paecilomyces Bain, em razdo dos conidioforos surgirem em fialides, e da semelhanca que
apresentam com Paecilomyces marquandii (Massee) S. Hughes. Estas caracteristicas fizeram
com que as duas espécies fossem consideradas intermediarias entre os dois géneros.

Este fungo obteve diferentes denominacgdes devido a sua ampla distribuicéo e
pequenas variagdes micologicas, a exemplo: Graphium cicadicola Speg (1911); Spicaria
violacea Petch (1932); S. rubidopurpurea Aoki (1941), que Samson (1974) considerou como
sendo sindnimos e o descreveu considerando suas hifas vegetativas como hialinas com
didmetro variavel entre 2,5 a 4,0 um. Também observou que as coldnias crescidas em meio
agar-malte atingiam diametro entre 5 a 7 cm ao 14 dias na temperatura de 25 °C, as quais
consistiam de um feltro basal de micélio floconoso, inicialmente branco, e que durante a

esporulacdo apresentava coloragédo violacea.

2.2.2 Modo de Infeccédo de P. lilacinus

Ocorre por penetracdo do micélio do fungo e esporulacdo no interior dos
ovos dispostos na matriz de ovos produzida pelas fémeas adultas (Jatala et al., 1979) e os
filtrados deste fungo possuem efeito tdxico neurotropico sobre adultos de Meloidogyne spp.
(Devrajan e Seenivasan, 2002).

O rompimento enzimatico de elementos estruturais e fisiolégicos, distdrbios
metabolicos conduzidos a partir da biossintese e transferéncia de substancias toxicas
difusiveis pelo fungo sdo as atividades principais que afetam deleteriamente a fase
reprodutiva do ciclo do nematdide (Morgan-Jones e Rodriguez-Kéabana. 1985).

Paecilomyces lilacinus se caracteriza por atacar massas de ovos de
nematoides exercendo uma forte pressdo na capacidade reprodutiva, antes do inicio do ciclo
reprodutivo de nematdide (Dunn et al., 1982). A eficiéncia deste parasita estd associada ao
estadio do ciclo de vida do hospedeiro, a agressividade e especificidade do fungo. Segundo La
Mondia e Brodie (1984), ovos nos estadios iniciais do desenvolvimento embriogénico s&o
mais facilmente parasitados do que quando possuem o juvenil de segundo estadio ja formado.
Fémeas do género Meloidogyne produzem em média 400 a 500 ovos sob condicGes
favoraveis, ao longo de um periodo varidvel de quatro a seis semanas. Os ovos ficam
aglomerados em massas junto ao corpo das fémeas (massas de ovos), interna ou externamente

as raizes, protegidos em meio a substancia gelatinosa produzida pelas fémeas e secretada por
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células glandulares retais. Além da protecéo relativa que oferece frente aos inimigos naturais,
tal material atua como “sinalizador” de eventuais condi¢cdes externas desfavoraveis; assim,
guando ocorre condicdo de seca mais prolongada e déficit hidrico no solo, a “geléia” fica
fortemente desidratada, observando-se interrupcdo ou suspensdo temporaria ao
desenvolvimento embrionario no interior dos ovos (Ferraz, 2001).

Segundo Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana (1985), sua imobilidade o
torna mais vulneravel ao ataque pelo micélio dos fungos do solo que os estadios maveis.
Dunn et al. (1982) observaram a penetracdo de ovos de Meloidogyne por hifas de P. lilacinus.
A parede dos ovos dos nematoides é constituida de trés camadas, uma membrana vitelinica
externa, delgada de natureza protéica, uma camada intermediaria, devido provavelmente, a
um enfraquecimento enzimatico desta camada. A camada de quitina é, entdo, exposta ao
fungo sendo degradada por ele. Devido aos vacuolos formados entre a camada quitinosa e a
lipidica ocorre intumescimento do ovo, e a camada lipidica que seria a mais interna quase que
desaparece completamente. Dessa forma, o fungo utiliza todo o material nutritivo de um
possivel juvenil que esteja embrionado, dando continuidade ao seu desenvolvimento
vegetativo ou, ainda, formando estruturas de frutificacdo (Morgan-Jones e Rodriguez-Kéabana,
1985).

2.2.3 Ocorréncia e Desenvolvimento de P. lilacinus

Encontrado em diferentes regides do mundo, tem sido observado com maior
freqliéncia em regides quentes. Sua presenca tem sido detectada em diferentes tipos de solo,
cultivados ou ndo, sendo mais comuns em profundidades variaveis de 0 — 40 cm (Carneiro,
1986). A amplitude do fungo Paecilomyces lilacinus é grande quando comparado com outros
fungos parasitas de ovos, pois frequentemente tem sido isolado de cistos de Heterodera
glycines Ichinohe, 1952 em raizes de soja (Godoy et al., 1982), de ovos de M. arenaria
(Godoy et al., 1983; Morgan-Jones et al., 1984) e de fémeas de M. javanica e M. incognita
(Souza e Ferrari, 1989). Silva et al. (1992) encontraram o P. lilacinus parasitando ovos de M.
incognita, em amora, na regido noroeste do estado do Parana.

E um parasita facultativo de ovos de nematdides que pode crescer
rapidamente “in vitro” e a sua sobrevivéncia no solo ndo depende da presenca dos nematoides
(Carneiro, 1992).
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A alta incidéncia desta espécie nos solos brasileiros também foi observada
por Tigano-Milani et al. (1993) ao encontrarem vinte e nove isolados de P. lilacinus em
amostras de solo abrangendo um total de 22 municipios nos estados da BA, GO, MA, MG,
MS, MT, RS, SPe TO.

Independente da origem geogréfica dos isolados, o fungo Paecilomyces
lilacinus se desenvolve em ampla faixa de temperatura entre 8 a 38 °C (Duncan, 1973).
Fioretto e Villacorta (1981) estudando as exigéncias térmicas para o desenvolvimento de P.
lilacinus, observaram que as temperaturas 5 e 35 °C foram biostéticas, e consideraram as
temperaturas entre 24 e 25 °C como étimas. Al-Hazmi et al. (1982), também, observaram que
0 parasitismo de alguns fungos sobre populacGes de Meloidogyne ssp. € maior em
temperaturas variando de 23 a 25° C do que de 18 a 32° C.

Em comparagdo com as bactérias e actinomicetos, os fungos dessa espécie
suportam bem as condicGes de acidez do solo. Segundo Domsch e Gams (1980), toleram um
pH entre 2 e 10, com o 6timo de 6,5. Talvez esse seja 0 segredo da sua ampla distribuicdo nas
regibes do mundo.

Foi observado em alguns estudos que concentragdes elevadas de NaCl e
MgSO, tém levado a modificacdes morfoldgicas nas populaces (Mert e Dizbay, 1977; Pitt,
1973; Tresner e Hayes, 1971).A melhor esporulacdo tem sido observada em meio contendo
1% de NaCl, com 6timo crescimento sem producao de conidios em 3% (Mert e Dizbay, 1977)
e esporulacdo reduzida a partir de 5 a 10% de NaCl (Tresner e Hayes, 1971). Seu crescimento
é limitado a um potencial osmotico de -270 bars em meio de NaCl (Tresner e Hayes, 1971).

Utiliza fontes de carbono e energia a partir de um grande ndmero de
compostos carbbnicos, entre 0s quais a maior parte inclui monossacarideos (hexoses e
pentoses) e dissacarideos. A absorcdo de acUcares € estimulada pela presenga do acido
nicotinico, o qual acelera o seu crescimento e a acumulacdo de carboidratos e lipideos (Philips
e Walker, 1958).

N&o apresenta atividade celulolitica e pectinolitica (Carneiro, 1986), com
moderada atividade hemicelulolitica e quitinolitica (Nordbring-Hertz, 1968; Okafor, 1967);
porém apresenta boa capacidade lignolitica. Apresenta-se fortemente amilolitico e proteolitico
(Nordbing-Hertz, 1968; Andreeva et al., 1972).

E citado como possuidor de efeito antibi6tico (Marchisio e Colla, 1972) e
fungistatico (Brian e Hemming, 1947) a partir do filtrado de culturas e, dele sdo extraidos dois

antibioticos: a lilacinin, com maior atividade contra os fungos do que contra as bactérias
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Gram + (Yamano, 1971) e a leucostatina, poderoso bactericida (Gram +) e fungicida (Arai et
al., 1973).

Substancias produzidas “in vitro” por fungos e bactérias tém sido reportadas
inibindo eclosdo, afetando mobilidade e causando mortalidade em fitonematoides (Costa et al,
2000). Carneiro (1986) constatou no filtrado de cultura de P. lilacinus uma substancia tdxica
letal a ovos de M. arenaria. Fitters et al. (1993) estudaram a acdo de filtrados desse fungo
sobre a embriogénese de ovos de M. hapla, durante trés semanas, em condi¢Oes estéreis.
Verificaram que em ovos tratados com os filtrados, o desenvolvimento do embrido foi
paralisado depois de dois dias, com consequente morte em cerca de 88% dos embrides e
Costa (2000) observou que o filtrado de P. lilacinus submetido a testes toxicoldgicos “in
vitro” e “in vivo” era ativo contra a producdo de ovos de M. incognita, o qual apresentou

eficécia similar ao nematicida Aldicarbe.

2.2.4 Potencial de Biocontrole de P. lilacinus

A existéncia de patdgenos obrigatérios como fungos associados a cistos e
ovos de nematdides fitoparasitas é conhecida a mais de cinglenta anos (Korab, 1929;
Rademacher e Schmidt, 1933; Rozyspal, 1934; Van Der Laan, 1956), mas o interesse pelo seu
potencial de biocontrole veio a ocorrer no ultimo decénio.

Foi reportado como parasita pela primeira vez em 1976 por Jatala, o qual
observou a presenca deste infectando fémeas e ovos de M. incognita (Kofoid e White, 1919)
Chitwood, 1949 e Globodera pallida (Stone) Behrens, sobre raizes de batatas (Solanum
tuberosum L.) no Peru, chegando a destruir 80 a 90% dos ovos da primeira geracao, apds 10 a
12 semanas de incubacdo (Jatala, 1986).

Jatala et al. (1980, 1981) observaram o controle de M. incognita pelo fungo
em parcelas com cultivos de batatas, em condi¢cbes de campo, enriquecidas com matéria
organica (10 ton/ha), tratadas com diversos nematicidas (50 Kg/ha de Nemacur 5G; 5 Kg/ha
de Furadan 5G; 2,5 Kg/ha de Temik 10G), juntamente com P. lilacinus, onde 86% das massas
de ovos se apresentaram infectadas, com destruicdo de 50% dos ovos e reducado significativa
no indice de galhas quando comparado aos demais tratamentos. Este foi o primeiro relato da
aplicacdo bem sucedida de P. lilacinus no biocontrole em condic¢des de campo.
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Como agente de controle biologico de fitonematoides, P. lilacinus ganhou
evidéncia a cerca de 20 anos em campos infestados por M. incognita na Malésia, Panama,
Peru, Filipinas, Porto Rico, Estados Unidos e outros paises (Candanedo et al., 1983). Danos
causados por espécies de Meloidogyne em uma série de culturas foram reduzidos apds
tratamentos do solo com gréos colonizados pelo fungo (Jatala et al., 1980; Lay et al., 1982;
Noe e Sasser, 1984). Em todos os casos o fungo foi efetivo na reducdo do nimero de galhas
nas raizes. Gaspard e Mankau (1985) trataram com P. lilacinus e V. chlamydosporium
pequenas parcelas cultivadas com tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill. Cv. Tropic)
altamente infestadas com M. javanica. Observaram que ap6s o tratamento a populacdo de
ovos foi reduzida em cerca de 80% com aplicacdo dos dois fungos.

Nas Filipinas o produto comercial, chamado “BIOCON” e que tem como
principio ativo o fungo P. lilacinus tem sido empregado em larga escala para controle do
nematdide de galhas e, também, no controle de Radopholus similis Cobb, 1913. Segundo
Davide (1988), essa forma de controle proporcionou aumentos na producdo de batata, tomate,
quiabo e abacaxi entre 40 e 80%. Esse mesmo autor cita, ainda, que a eficacia no controle por
este fungo foi superior aos nematicidas Nemacur (fenamiphos), Triumph (isazofds) e Furadan
(carbofuran).

Comparando o efeito do controle quimico de nematdides com a utilizacao
de carbofuran (40 g/planta) e o controle biolégico com a utilizacdo do fungo P. lilacinus,
Devrajan e Rajendran (2001) verificaram que o controle quimico efetivo foi obtido ap6s 150
dias da aplicacdo (129 nematoides/5g de raiz). Nesse estagio a efetividade de P. lilacinus (30
g/kg de solo aos 60 dias ap6s o plantio) foi muito boa (143,3 nematdides/ 5 g de raiz),
comparavel ao carbofuran.

No Brasil, os primeiros relatos sobre o parasitismo de ovos, de fémeas e de
juvenis de M. incognita por P. lilacinus e V. chlamydosporium foram feitos por Freire e
Bridge (1985). Posteriormente, Carneiro e Cayrol (1991), Carneiro e Gomes (1993) e
Carneiro e Kulczynski (1993) realizaram estudos mais detalhados, respectivamente, sobre a
eficiéncia, producéo e patogenicidade de P. lilacinus.

Costa e Campos (1997) observaram que P. lilacinus foi capaz de infectar 45
a 55% dos ovos no interior de fémeas de Heterodera glycines; e em trabalho realizado por
Coimbra et al. (1999), o isolado de P. lilacius obtido de fémeas de Meloidogyne sp.
demonstrou alta capacidade de parasitismo em fémeas de M. javanica “in vitro”.

Resultados interessantes, também foram obtidos por Freitas et al. (1999), os

quais observaram que P. lilacinus reduziu significativamente o nimero de galhas radiculares
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por meio da incorporacao de gréos de arroz colonizados com este fungo ao substrato usado na
producédo das mudas, visando protegé-las contra o parasitismo de M. javanica, em condic¢des
de casa-de-vegetacao.

De acordo com Alves e Campos (2003) o P. lilacinus reduziu
significativamente o nimero de ovos de M. incognita e de galhas causadas por M. javanica e
M. incognita raca 3, em casa-de-vegetacdo e sala climatizada em relacdo ao ambiente com
solo aquecido, o que pode ser explicado pelo fato de a temperatura do solo entre 29 e 31° C
ser mais propicia a rapida eclosdo de J2 (Kaur e Mahajan, 1992), ndo permitindo que o fungo
tivesse tempo de parasitar os nematoides

Dentro de uma espécie fungica existem variacdes quanto a capacidade de
colonizar os ovos de nematoides e, além disso, nem todas as linhagens de P. lilacinus
apresentam eficiéncia idéntica para controle. Dunn et al. (1982) observaram que uma
linhagem proveniente do México, isolada juntamente com Sclerotinia minor Jagger, foi
incapaz de colonizar ovos de M. incognita. Por outro lado, Rodriguez-Kabana et al. (1984)
observaram que um isolado obtido de ovos de M. arenaria foi mais eficiente no controle
desse nematoide quando comparado a outro obtido de um inseto no Equador e, mais eficaz
que uma linhagem isolada de H. glycines, este ultimo, porém mais freqliente no solo.

Rodriguez-Kabana et al. (1984) e Stirling e West (1991) observaram que
isolados de V. chlamydosporium e de P. lilacinus apresentavam variabilidade na
patogenicidade, sendo esta mais acentuada para P. lilacinus.

Freitas et al. (1995), comparando 19 isolados de P. lilacinus de diferentes
procedéncias quanto a patogenicidade a ovos de M. javanica, obtiveram 100% de parasitismo
pelos isolados procedentes da Italia e do Peru e, 70% pelo isolado originario da Franca. Ja os
isolados brasileiros tiveram varia¢do de 2 a 69% de ovos parasitados.

Ribeiro et al. (1999) avaliaram a capacidade predatoria de 59 isolados de
Monacrosporium spp. contra M. javanica e H. glycines. Esses autores observaram que a
predacdo 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.

Mizobutsi et al. (2000) citaram que em ovos de M. javanica o fungo P.
lilacinus apresentou 77% de parasitismo “in vitro”, mas a maioria dos isolados fungicos
testados mostrou-se pouco eficiente em parasitar ovos. Paecilomyces lilacinus também tem
apresentado potencial como agente de controle biolégico, em banana, para M. incognita e R.

similis (Devrajan e Rajendran, 2001).
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Santiago et al. (2006) observaram que 37 isolados de P. lilacinus, de
amostras oriundas de 19 municipios distribuidos nos estados do MA, MS, MT, PA, PR, RS e
SP, promoveram a reducdo da populacdo de M. paranaensis nas raizes de tomateiro, quando
comparados com a testemunha ndo tratada, em casa-de-vegetagdo, e apresentaram uma
elevada taxa de sobrevivéncia no solo, caracteristicas desejaveis para um agente de
biocontrole.

No entanto, a eficiéncia desse fungo em condicdes de campo foi,
anteriormente, contestada por Novaretti et al. (1986), Hewlett al. (1988) e Carneiro e Cayrol
(1991), respectivamente, nas culturas de cana-de-agucar, tabaco e tomateiro. Mas resultados
contrarios, realmente, podem ocorrer devido a inadequacdo dos métodos de producdo de
conidios do fungo, inadequacdo dos métodos de aplicacdo e avaliacdo dos ensaios (Kerry,
1990); e ndo adaptacdo do isolado a diferentes condigdes e tipos de solo (Carneiro, 1992),
entre outros.

Estas observacgdes, também, sugerem a existéncia de diferentes biotipos de P.
lilacinus, seja quanto a amplitude e estabilidade no solo, bem como quanto a sua capacidade
para o controle de espécies de Meloidogyne e, indica ainda a sua importancia na escolha de
isolados para a determinacéo da eficiéncia relativa de uma linhagem.
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3. ARTIGO A: PATOGENICIDADE DE Paecilomyces lilacinus SOBRE Meloidogyne
paranaensis EM CAFEEIRO

3.1 Resumo

Paecilomyces lilacinus € uma espécie fungica utilizada no controle biolégico de nematoides
de galhas. Assim, este trabalho objetivou avaliar a eficiéncia de dez isolados de P. lilacinus
no controle de Meloidogyne paranaensis, obtidos na regido de Londrina-PR, em dois
experimentos conduzidos em casa-de-vegetagdo. Os isolados de P. lilacinus foram
multiplicados em gréos de arroz parboilizados e autoclavados. No Experimento I, as mudas de
cafeeiro cv. Icatu foram transplantadas para sacos de polietileno, contendo como substrato
solos onde foram, anteriormente, cultivados tomateiros para multiplicacdo de M. paranaensis
mais a mistura de 50 g de arroz colonizado (10° esporos do fungo.g™) com os 10 isolados de
P. lilacinus. No segundo experimento, mudas de cafeeiro cv. Icatu foram transplantadas para
sacos de polietileno contendo como substrato solo e areia (1:1) juntamente com 50 g de arroz
colonizado com os isolados de P. lilacinus. Em seguida, as mudas foram inoculadas com
suspensdo contendo + 5000 ovos de M. paranaensis. Nos dois experimentos, apos quinze dias
procedeu-se nova aplicacdo por cobertura de 50g dos isolados. O delineamento foi
inteiramente casualizado com doze tratamentos (dez isolados + uma testemunha inoculada
com M. paranaensis e uma testemunha ndo inoculada com M. paranaensis) e dez repetigdes.
Apdbs 90 dias, foram avaliadas caracteristicas de desenvolvimento das plantas e a eficiéncia
dos isolados na capacidade reprodutiva de M. paranaensis. Os isolados que reuniram as
caracteristicas mais desejaveis para o controle de M. paranaensis, no primeiro experimento,
foram Pae 03, 12 e 20; e no segundo experimento, foram Pae 13, 18 e 22.

Palavras-chave: 1.Controle Biol6gico. 2. Nemat6ide de Galha 3. Fungo Endoparasita 4.
Parasitismo 5. Supressividade

Abstract

Paecilomyces lilacinus is fungal species used in the biological control of nematodes. Thus,
this work had as objective to evaluate the efficiency of ten isolates of P. lilacinus from the
region of Londrina-PR in the control of M. paranaensis, in two experiments carried out at
greenhouse. Isolates of P. lilacinus had been multiplied in grains of rice. In the first
experiment, the cofee conditions plantlets cv. Icati had been transplanted for polyethylene
bags, with as substrate soil previously cultivated with tomato plants for Meloidogyne
paranaensis multiplication. The soil was mixed with 50.g of rice colonized (10° espore of
fungi.g™) of ten isolates of P. lilacinus. In the second experiment, cofee plantlets cv. Icatd had
been transplanted for polyethylene bags with 50 g of rice colonized of isolated of P. lilacinus.
After that, the plantlets had been inoculated with suspension with 5000 eggs of M.
paranaensis. In the two experiments, after fifteen days a new application was made with 50g
of the isolates. The design was completely randomized with twelve treatments (ten isolates +
a control inoculated with M. paranaensis and a control not inoculated) and ten repetitions.
After 90 days, characteristics of plant development and efficiency of the isolates in the
reproductive capacity of M. paranaensis were evaluated. The isolates with the beet
characteristics for M. paranaensis control, in the first experiment, were Pae 03, 12 and 20;
and in the second experiment, were Pae 13, 18 and 22.

Index terms: Biological Control, Root-knot Nematode, Parasite fungus, Parasitism,
Suppression.



22

3.2 Introducgéo

Os nematdides associados ao cafeeiro compreendem um grupo humeroso de
espécies, destacando-se as do género Meloidogyne Goeldi, amplamente distribuidas em areas
cafeeiras do Brasil e, que vém causando grandes perdas para os produtores e para a economia
do pais. Cerca de 15 espécies ja foram descritas como parasitas do cafeeiro no mundo
(Campos et al., 1990; Carneiro e Almeida, 2000). Mais particularmente no Brasil, as
plantacdes de cafeeiro sdo parasitadas, na maioria dos casos, por trés espécies principais: M.
exigua Goeldi, 1892, M. incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood, 1949 e M. paranaensis
Carneiro et al. 1996 (Carneiro e Almeida, 2000; Gongcalves et al., 2000).

Nos Estados do Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais, as espécies M. incognita,
M. paranaensis, M. exigua e M. coffeicola (Lordello e Zamith) tém sido reportadas em &reas
de café, havendo flutuacbes na predominancia de uma espécie em relacdo a outras. Acredita-
se que M. coffeicola tenha sido erradicada de varias plantagbes, embora ainda venha
ocorrendo esporadicamente (Carneiro e Almeida, 2000). As perdas ocasionadas por essas trés
espécies implicam em importante queda da produtividade global do café (Guerra Neto et al.,
1985; Campos et al., 1990), sendo o controle desses nematdides de grande interesse
agrondmico.

Para diminuir as perdas das lavouras de café e reduzir para niveis minimos
os danos causados ao ambiente com a utilizacdo de produtos quimicos, o controle biol6gico
vem sendo considerado uma das alternativas, dentro de uma abordagem integrada, na qual se
busca assegurar o desenvolvimento sustentavel da agricultura. O uso de inimigos naturais €
promissor e torna-se um fascinante campo de investigacdo, sendo potencialmente atil dentro
das medidas duraveis (Stirling, 1991), podendo reduzir populagdes de fitonematdides para
limiares abaixo do nivel de dano econémico (Duncan, 1991).

Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson é um fungo do solo que tem se
mostrado efetivo no biocontrole de espécies de Meloidogyne (Kerry, 1990). Caracteriza-se por
penetrar 0os ovos de nematdides, destruindo o embrido, podendo exercer forte pressdao na
capacidade reprodutiva das fémeas que sdo colonizadas e, posteriormente, mortas (Dunn et
al., 1982). No Brasil, existem registros de P. lilacinus em diferentes tipos de solo, cultivados
ou ndo, em profundidades variaveis de 0-40 cm ou mais (Carneiro, 1986).

Apresenta distribuicdo cosmopolita e maior frequéncia em solos

agricultaveis (Domsch et al., 1980), tendo sido frequentemente isolado a partir de diferentes
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hospedeiros ou de substratos provenientes de varias localidades (Faria e Tigano, 1996; Sosa-
Gomez, 2002).

Costa et al. (1997), estudando a associacdo de fungos a cistos de Heterodera
glycines, encontraram P. lilacinus nos municipios de Irai de Minas - MG e Chapad&do do Céu -
GO. Santiago et al. (2006) obtiveram 37 isolados de P. lilacinus em amostras de solo oriundas
de 19 municipios, distribuidos nos estados do MA, MS, MT, PA, PR, RS e SP.

Estudos envolvendo a selecdo de isolados de P. lilacinus para o controle de
nematoides sdo importantes na busca de microrganismos eficientes e adaptados as diferentes
regibes. Freitas et al. (1995), comparando a eficiéncia do parasitismo de 19 isolados de P.
lilacinus, observaram que 100% dos ovos de M. javanica estavam parasitados com os isolados
originarios da Italia e do Peru e cerca de 70% com o isolado da Franca. Ja o percentual de
ovos parasitados pelos isolados brasileiros variou de 2 a 69%. Posteriormente, Freitas et al.
(1999) obtiveram sucesso na protecdo de mudas de tomateiro, em casa-de-vegetacao, contra
M. javanica, por meio da incorporacéo de P. lilacinus ao substrato.

Entretanto, em estudos anteriores, Novaretti et al. (1986), na cultura de
cana-de-acucar, Hewlett et al. (1988), em tabaco, e Carneiro e Cayrol (1991), em tomateiro,
contestaram a eficiéncia de isolados do P. lilacinus como agentes de controle em condicdes de
campo. Mas resultados contrarios podem ocorrer, por vezes, devido a inadequacdo dos
métodos de producdo de conidios do fungo, inadequacdo dos métodos de aplicacdo e
avaliacdo dos ensaios (Kerry, 1990), e ndo adaptacédo do isolado a diferentes condigdes e tipos
de solo (Carneiro, 1992), entre outros.

Embora resultados encorajadores sejam observados em condi¢des brasileiras
(Carneiro e Gomes, 1993; Costa e Campos, 1997; Freitas et al., 1999; Mizobutsi et al., 2000;
Santiago et al., 2006), informagfes bésicas sobre o comportamento de P. lilacinus como
parasita das diferentes espécies dos nematdides de galhas sdo necessérias para que seu
emprego na agricultura seja recomendado.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo selecionar isolados de P.
lilacinus, obtidos na regido de Londrina-PR, quanto a sua eficiéncia no controle de M.
paranaensis, em casa-de-vegetacdo. Esses conhecimentos sdo importantes para que seja
possivel viabilizar a cafeicultura em areas infestadas por essa espécie, buscando restabelecer o
equilibrio natural no solo e, assim, diminuir as perdas de produtividade causadas por este

parasita.
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3.3 Material e Métodos

A determinacéo da eficiéncia dos isolados do fungo P. lilacinus no controle
de M. paranaensis em plantas de cafeeiro cv. Icatu foi realizada em dois experimentos,
conduzidos em casa-de-vegetagdo, em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com 12 tratamentos, constituidos por 10 isolados de P. lilacinus, sendo uma testemunha néo
tratada com P. lilacinus e ndo inoculada com M. paranaensis e uma testemunha apenas
inoculada com M. paranaensis, distribuidos em dez repeticoes.

Os isolados de P. lilacinus avaliados pertencem & colecéo de organismos do
Laboratdrio de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina, os quais foram obtidos
em areas de cultivo de cafeeiro na regido de Londrina - PR, a excecdo do isolado Pae 03
obtido em area de milho, no periodo de marco a maio de 2005 (Tabela 3.1). Estes foram
previamente selecionados quanto a capacidade de parasitar ovos de M. paranaensis “in vitro”,
em diferentes temperaturas (Cadioli et al., 2007).

Tabela 3.1 - Origem dos isolados de Paecilomyces lilacinus utilizados.

Cdbdigo de Acesso Hospedeiro ou Substrato Municipio / Estado
Pae 03 Milho Londrina, PR
Pae 10 Café Londrina, PR
Pae 12 Café Londrina, PR
Pae 13 Café Londrina, PR
Pae 18 Café Cambé, PR
Pae 20 Café Cambé, PR
Pae 21 Café Cambé, PR
Pae 22 Café Cambé, PR
Pae 24 Café Cambé, PR
Pae 28 Café Cambé, PR

Estes foram isolados, por meio da técnica de diluicdo seriada dos solos e
plagueamento em meio semi-seletivo de Alves et al. (1998) modificado, com 20 g de farinha
de aveia, 20 g de agar, 300 mg de Venturol (dodine 650 g Kg™), 50 mg de solucéo de violeta
genciana, 5 mg de Tetraciclina (Cloridrato de tetraciclina, 300 mg), diluidos em 1000 mL de
agua destilada. Apds a obtencdo e a identificacdo dos isolados de P. lilacinus, estes foram
armazenados em tubos de ensaio contendo meio BDA (batata dextrose agar) em BOD.
Posteriormente, os isolados selecionados para esse estudo foram transferidos para placas de
Petri em meio BDA (20g de &gar, 20g de dextrose, 200g de batata, 1L de agua destilada e
30mg de estreptomicina), e incubados em B.O.D. durante sete dias até o desenvolvimento das

col6nias puras de P. lilacinus.
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Para multiplicacdo dos isolados de P. lilacinus, em quantidade suficiente
para aplicagdo em vasos, foram utilizados grdos de arroz parboilizados distribuidos, em
porcdes de 100 gramas juntamente com 100 mL de agua, em embalagens de polipropileno
com capacidade para 1 kg, e submetidos a autoclavagem durante uma hora a 120 °C e 1 atm.
Apos o resfriamento, cada embalagem foi inoculada com trés discos de 5 mm de didmetro
retirados das colonias de P. lilacinus desenvolvidas em meio de BDA por sete dias. Apés a
inoculacdo, as embalagens foram deixadas em temperatura ambiente em um periodo de 15
dias para que o fungo colonizasse o substrato.

O intculo de M. paranaensis foi obtido através da multiplicacdo em plantas
de tomateiro (Lycopersicon esculentum L.) cv. Santa Cruz, a partir das quais procedeu-se a
extracdo dos ovos, segundo a metodologia de Boneti e Ferraz (1981), obtendo-se uma

suspens&o ajustada para concentracdo média de 1.000 ovos de eventuais juvenis.mL™,

Experimento |

Antes do cultivo das mudas de cafeeiro, para a determinacdo da eficiéncia
dos isolados de P. lilacinus no controle de M. paranaensis, plantulas de tomateiro cv. Santa
Cruz com 16 dias de idade foram transplantadas para vasos de plastico de 1,5 L contendo
como substrato solo e areia lavada, previamente tratados com brometo de metila (150 mL.m"
%), mais esterco de curral e esterilizado em autoclave a 120°C por quatro horas, na propor¢ao
de 1:1:1 (v.v'). Aos 15 dias do transplantio, as plantulas foram inoculadas na regido da
rizosfera com 5 mL da suspensdo contendo + 5000 ovos e eventuais juvenis de M.
paranaensis, com o auxilio de pipeta esterilizada.

Em seguida, as plantas foram mantidas durante 45 dias para simular uma
condicdo de solo altamente infestado e permitir a producéo da segunda geragdo de ovos, uma
vez que P. lilacinus tem preferéncia pelo parasitismo destes. Decorrido esse periodo, as
plantas juntamente com o substrato de desenvolvimento foram removidas do vaso e a parte
aerea foi descartada. As raizes foram cortadas e misturadas ao mesmo substrato e, a este
procedeu-se a inoculacdo dos isolados de P. lilacinus através da adicdo e mistura de 50 g de
arroz colonizado (10° esporos do fungo.g™ de arroz). O substrato formado pela mistura de
raizes e de grdos de arroz colonizados, posteriormente, foi distribuido em sacos de polietileno
com capacidade para 2,0 L. Na sequéncia, efetuou-se o transplantio de mudas de cafeeiro cv.
Icatu, na propor¢éo de uma por saquinho.

Nas testemunhas, ndo tratadas com P. lilacinus e ndo inoculadas com M.

paranaensis foram introduzidas apenas 50 gramas de arroz ndo colonizado. J& nas
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testemunhas ndo tratadas com P. lilacinus e com inoculagdo do nematoide foram introduzidas
50 gramas de arroz ndo colonizado mais as raizes contendo inoculo de M. paranaensis. Aos
15 dias do transplantio das mudas de cafeeiro, efetuou-se nova aplicacdo em cobertura dos
tratamentos (50 g de arroz colonizado com os isolados). As praticas de adubac&o, irrigacéo e
tratos culturais foram realizadas de acordo com as recomendac0es para producdo de mudas de
cafeeiro.

Aos 90 dias da primeira inoculacdo do fungo, foram avaliados: altura de
plantas, tomada do colo até o apice; diametro do caule, a 2 cm do colo da planta; pesos da
matéria fresca da parte aérea e do sistema radicular; nimero de ovos por sistema radicular;
numeros de juvenis em 250 cc de solo; além da sobrevivéncia dos isolados ao final deste
experimento.

Para determinacgédo dos pesos da matéria fresca, a parte aérea foi separada do
sistema radicular na regido do colo, e em seguida determinou-se 0 peso. As raizes foram
lavadas em &gua corrente para remocédo dos detritos, dispostas sobre papel absorvente até a
eliminacdo do excesso de dgua e, em seguida, foram pesadas.

Posteriormente as raizes foram processadas empregando-se a técnica de
Boneti e Ferraz (1981) para extracdo e contagem dos ovos. Para determinagdo do nimero de
juvenis no substrato de cultivo foi empregada a técnica de Jenkins (1964).

Para avaliar a sobrevivéncia dos fungos no solo foram coletadas, para cada
isolado, amostras de 10 gramas de solo de cinco vasos por tratamento. Para cada amostra,
procedeu-se a diluicio seriada e, da diluicdo 1073, aliquotas de 1 mL foram distribuidas em
placas de Petri contendo o meio semi-seletivo, em nimero de cinco repeticdes por amostra,
onde no sexto dia de incubacao foi determinado o percentual de desenvolvimento das col6nias
em cada placa.

Os dados obtidos foram submetidos as anélises de variancia e ao teste de

Scott Knott a 5% de probabilidade de erro, para comparacdo de médias.

Experimento 11

Nesse segundo experimento, as mudas de cafeeiro cv. Icatd foram
transplantadas diretamente para sacos de polietileno com capacidade para 2,0 L, na propor¢éo
de uma muda por saco plastico, contendo como substrato solo e areia lavada, previamente
tratados com brometo de metila (150 mL.m™), esterco de curral e esterilizado em autoclave a
120°C por quatro horas, na propor¢do de 1:1:1 (v.v'), mais os isolados de P. lilacinus

aplicados por meio da adicéo e mistura de 50 g de arroz colonizado (10° esporos do fungo.g™
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de arroz). Nas testemunhas nédo tratadas com o fungo e ndo inoculadas foram introduzidos
apenas 50 gramas de arroz ndo colonizado. J& nas testemunhas néo tratadas e inoculadas com
M. paranaensis foram introduzidas 50 gramas de arroz ndo colonizado mais 5 mL da
suspensdo contendo + 5000 ovos e eventuais juvenis de M. paranaensis.

Uma nova aplicagdo dos tratamentos com os isolados em cobertura foi
realizada aos 15 dias do transplantio das mudas de cafeeiro As praticas de adubacdo, irrigacao
e tratos culturais foram efetuadas de acordo com as recomendacdes para producdo de mudas
de cafeeiro.

Aos 90 dias da primeira inoculagdo do fungo, foram avaliados: altura de
plantas, tomada do colo até o apice; didmetro do caule, a 2 cm do colo da planta; pesos da
matéria fresca da parte aérea e do sistema radicular; malformacgdes nas raizes; numeros de
juvenis em 250 cc de solo; além da sobrevivéncia dos isolados ao final do experimento.

Para determinagdo dos pesos da matéria fresca, a parte aérea foi separada do
sistema radicular na regido do colo, e em seguida determinou-se 0 peso. As raizes foram
lavadas em agua corrente para remocao dos detritos, dispostas sobre papel absorvente até a
eliminacdo do excesso de dgua e, em seguida, foram pesadas. Posteriormente as raizes foram
avaliadas quanto a presenca de malformagdes em fungédo da dificuldade de encontrar galhas
definidas nas raizes. Para determinacdo do numero de juvenis no substrato de cultivo foi
empregada a técnica de Jenkins (1964).

Para avaliar a sobrevivéncia dos fungos no solo foram coletadas, para cada
isolado, amostras de 10 gramas de solo de cinco vasos por tratamento. Para cada amostra,
procedeu-se & diluicio seriada e, da diluicdo 1073, aliquotas de 1 mL foram distribuidas em
placas de Petri contendo o meio semi-seletivo, em nimero de cinco repeticdes por amostra,
onde no sexto dia de incubacao foi determinado o percentual de desenvolvimento das col6nias
em cada placa.

Os dados obtidos foram submetidos as anélises de variancia e ao teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro, para comparacao de médias.
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3.4 Resultados e Discussdo

A relacdo dos isolados de P. lilacinus com a altura das plantas, diametro do
caule e pesos da parte aérea e raizes do cafeeiro estdo apresentadas nas Tabelas 3.2 e 3.4,
(experimento 1 e 2, respectivamente). J& a relacdo, entre presenca de ovos por raizes,
(experimento 1), malformagdes radiculares (experimento Il), juvenis de M. paranaensis e
sobrevivéncia de P. lilacinus no solo (experimentos I e Il) estdo nas Tabelas 3.3 e 3.5, sendo

estas caracteristicas de fundamental importancia para escolha dos melhores isolados.

Experimento |

A infeccdo das raizes por nematoides pode provocar reducdo no porte da
planta. Quanto a esta caracteristica, notou-se que as plantas que receberam os tratamentos
com os isolados Pae 10, 24,18, 22,13, e 28 apresentaram, respectivamente, altura média
superior a da testemunha. J& plantas tratadas com os isolados Pae 03, 12, 20, 21 ndo diferiram
significativamente da testemunha (Tabela 2). Na avaliacdo do didametro do caule, notou-se que
ndo houve diferenca significativa para nenhum dos isolados com relacdo a testemunha,
indicando que estes isolados ndo interferiram nesta caracteristica da planta, durante o periodo
avaliado (Tabela 2).

Com relacdo ao peso fresco da parte aérea, notou-se que as plantas tratadas
com os isolados de P. lilacinus apresentaram pesos superiores ao da testemunha, com
destaque para os isolados Pae 24, 28, 10, 22, 13 e 18 respectivamente, 0s mesmos tratamentos
que apresentaram maior altura de plantas.

Resultados inversos foram observados para o peso fresco das raizes, onde as
plantas tratadas com Pae 03, 10, 12, 13, 18, 20 e 21, apresentaram pesos menores em
comparagcdo com a testemunha inoculada, e justamente entre estes tratamentos estiveram as
melhores alturas de planta (Tabela 2). Segundo Hutangura et al. (1999) e Carneiro (2000), o
aumento de massa de raizes infectadas por nematdides seria conseqiéncia do efeito
combinado da emissdo de novas raizes secundarias, nos locais de infeccdo do nematdide e
formagéo de galhas, isto justificaria os resultaods obtidos nos isolados Pae 24 e Pae 28, que
resultaram em maior peso de raiz e maior niumero de ovos por raizes (Tabela 2 e 3,
respectivamente).

Quanto ao nimero de ovos de nematoides e eventuais juvenis por sistema
radicular, todos os isolados mostraram a capacidade na reducdo destes nas raizes em
comparagdo com a testemunha, com destaque para os isolados Pae 03, 20, 21 e 22 que

apresentaram excelentes resultados se enguadrando no mesmo grupo da testemunha néo
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inoculada (Tabela 3). Resultados semelhantes foram verificados por Felli et al. (1985),
Cabanillas et al. (1989a) e Freitas et al. (1999), trabalhando com as espécies M. incognita e M.
javanica em tomateiros tratados com diferentes isolados de P. lilacinus.

Com relagdo a eficiéncia dos isolados contra os juvenis de M. paranaensis
no solo, os dados foram variaveis, verificando-se que, com excecao dos isolados Pae 03 e 12
que proporcionaram acentuada reducdo da populacdo de juvenis, os tratamentos com 0s
demais isolados apresentaram nameros de juvenis acima da testemunha, ou seja, permitiram o
aumento da populacdo de nematdides no solo, caracteristica ndo desejavel para escolha dos
isolados (Tabela 3). Segundo Morgan-Jones & Rodriguez-Kabana (1995), os estadios juvenis,
em funcdo de sua mobilidade, sdo menos vulneraveis ao ataque pelo micélio dos fungos. La
Mondia & Brodie (1984), apontaram que ovos nos estadios iniciais do desenvolvimento
embriogénico sdo mais facilmente parasitados do que quando ja possuem o juvenil de
segundo estédio ja formado.

Na andlise da sobrevivéncia do P. lilacinus no solo, notou-se um 6timo
indice de sobrevivéncia dos isolados no solo com destaque para os isolados Pae 03,12, 20, 21

e 22, podendo estes terem mais condi¢des de adaptacdo as diversas condi¢des (Tabela 3).

Tabela 3.2. Efeito dos isolados de Paecilomyces liacinus sobre o desenvolvimento das plantas
de cafeeiro inoculadas com Meloidogyne paranaensis, experimento I.

Tratamentos Altura (cm) Diametro do Caule (cm) ,Peso ©) -
Parte aérea  Raizes
Pae 03 29,35 b? 4,44 a 1133 b 796 b
Pae 10 38,50 a 4,82 a 19,83 a 9,38 b
Pae 12 30,40 b 4,65 a 14,26 b 9,62 b
Pae 13 36,05 a 4,61 a 18,70 a 9,28 b
Pae 18 38,25 a 4,73 a 16,97 a 8,96 b
Pae 20 29,75 b 4,27 a 13,69 b 8,20 b
Pae 21 27,95 b 4,17 a 11,48 b 7,66 b
Pae 22 37,95 a 451 a 18,86 a 10,14 a
Pae 24 38,40 a 494 a 22,47 a 11,47 a
Pae 28 35,80 a 4,73 a 2241 a 10,62 a
Test. inoculada 32,50 b 4,84 a 11,22 b 1153 a
Test. ndo inoculada 31,60 b 4,59 a 10,75 b 1150 a
CV (%) 14,96 15,20 31,30 24,49

! Os dados sao médias de 10 repeticdes.
2 Médias seguidas de letras iguais nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-knott em nivel de 5% de
probabilidade de erro.
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Tabela 3.3. Efeito dos isolados de Paecilomyces liacinus sobre o parasitismo de Meloidogyne
paranaensis e sobrevivéncia dos isolados ao final do experimento I.

Tratamentos Juvenis no solo Ovos nas raizes Sobrevivéncia
(n°) (n°) (%)
Pae 03 166,67 j* 3,48 d 7,63 a
Pae 10 1013,33 ¢ 5,68 ¢ 538 b
Pae 12 246,67 i 6,25 ¢ 7,89 a
Pae 13 1500,00 f 4,27 ¢ 6,32 b
Pae 18 2446,67 c 503 ¢ 4,00 c
Pae 20 1600,00 e 2,90 d 7,06 a
Pae 21 173333 d 3,75 d 6,82 a
Pae 22 3280,00 b 3,63 d 8,13 a
Pae 24 1633,33 e 5,63 ¢ 435 ¢
Pae 28 3893,33 a 83l b 2,88 d
Test. inoculada 573,33 h 12,25 a 0,71 e
Test. ndo inoculada 0,00 k 0,71 e 0,71 e
CV (%) 2,86 72,28 17,65

! Os dados sdo médias de 10 repeticdes e foram transformados em v x + 0,5 para analise estatistica.

2 Os dados sdo médias de 25 repeticdes e foram transformados em v x + 0,5 para analise estatistica.

¥ Médias seguidas de letras iguais nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott knott em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

Experimento 11

Foi observado quanto a altura de plantas de cafeeiro que os isolados Pae 12,
03, 10 e 13 ndo diferiram estatisticamente das testemunhas, e apresentaram maior crescimento
e consequentemente maior peso das partes aéreas em relacdo aos demais isolados, (Tabela 4).
Foi observado também que a testemunha inoculada teve um menor crescimento da parte aérea
em relacdo a testemunha ndo inoculada com o M. paranaensis, isto corrobora com Arruda
(1960), o qual citou que em éareas infestadas com as especies do género Meloidogyne, o
crescimento, translocacdo de agua e nutrientes e a producdo do cafeeiro é seriamente
comprometida.

Em relacdo ao diametro do caule, notou-se que ndo houve diferenca
significativa para nenhum dos isolados com relacdo as testemunhas, ou seja, estes ndo
interferiram no diametro do caule, durante o periodo experimental (Tabela 4).

Na avaliacdo do peso fresco da parte aérea foi observado que os isolados
Pae 03, 10 e 12 n&o diferiram das testemunhas, e os demais isolados se enquadraram em um
grupo com menores pesos. JA na avaliacdo de peso fresco da raiz, observou-se que a

testemunha néo inoculada de M. paranaensis diferiu estatisticamente dos demais tratamentos
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apresentando maior peso radicular, uma vez que ndo teve fatores em detrimento de seu
desenvolvimento. J& os isolados Pae 03, 10, 12, 20, 21 e 24 n&o diferiram estatisticamente da
testemunha inoculada com M. paranaensis, apresentando maiores pesos.

Os tratamentos com os isolados Pae 03, 10, 13, 18, 22 e 24 apresentaram
significativa reducdo na presenca de malformagfes em comparacdo aos demais isolados e em
relacdo, também, a testemunha inoculada com M. paranaensis mostrando-se eficientes no
controle, (Tabela 5), destacando-se dos demais o isolado Pae 03. Estes resultados concordam
com 0s encontrados por Jatala (1985), o qual observou que P. lilacinus foi capaz de reduzir o
nimero de galhas de M. incognita em raizes de tomateiro. Esta diminui¢do pode ter sido
motivada pelo parasitismo preferencial de ovos pelo fungo, ocasionando a morte dos
embrides, o que resultou em menor nimero de juvenis infectantes (Jatala, 1986).

Com relacéo a eficiéncia dos isolados de P. lilacinus contra M. paranaensis,
na avaliacdo do numero de juvenis totais no solo notou-se que os isolados Pae 18 e 22, foram
os melhores, pois reduziram significativamente a populacéo destes no solo. Ja os isolados Pae
12, 20 e 28 apresentaram pouca capacidade de parasitar os juvenis no solo, isto pode ser
explicado pela eficiéncia deste fungo estar associada ao estddio do ciclo de vida do
hospedeiro, ou seja, apresentam preferéncia aos estadios sedentarios (Morgan-Jones &
Rodriguez-Kabana, 1985). Tratamentos com os demais isolados apresentaram ndmeros de
juvenis intermediarios, caracteristica ndo desejavel na escolha final dos isolados (Tabela 5).

Por Gltimo analisou-se uma caracteristica de suma importancia que esta
relacionada com a longevidade e sobrevivéncia do P. lilacinus no solo, sendo a mesma
indispensavel na escolha dos melhores isolados. Notou-se um 6timo indice de sobrevivéncia
dos isolados no solo com destaque para os isolados Pae 12 e 22 sendo estes se adaptarem
melhor as mais variaveis condi¢es (Tabela 5). Contudo o isolado Pae 12, apesar de boa
sobrevivencia no solo, ndo teve bom desempenho nos demais requesitos para a escolha do
isolado mais eficiente, o contrario é observado no isolado Pae 22, que apresentou melhores
resultados principalmente na diminuicdo de juvenis no substrato. Godoy et al. (1983),
também, observaram que os isolados de P. lilacinus além de eficientes na reducdo da
infestacdo de M. arenaria em abdbora (Curcubita méxima, Duch) apresentaram elevada

capacidade de colonizacéo e sobrevivéncia no solo em condicfes de casa-de-vegetacéo.



32

Tabela 3.4. Efeito dos isolados de Paecilomyces liacinus sobre o desenvolvimento das plantas

de cafeeiro inoculadas com Meloidogyne paranaensis, experimento I1.

Peso (g)

Tratamentos Altura (cm) Diametro do Caule (cm) Parte aérea  Raizes
Pae 03 40,4 a 504 a 2385 a 16,80 b
Pae 10 38,4 a 4,76 a 2564 a 19,17 b
Pae 12 40,65 a 554 a 2355 a 17,28 b
Pae 13 36,9 a 4,73 a 1869 b 1147 c
Pae 18 327 b 4,14 a 1183 b 10,45 ¢
Pae 20 34,15 b 4,84 a 18,64 b 1455 b
Pae 21 3322 b 4,98 a 19,72 b 14,72 b
Pae 22 355 b 4,71 a 18,87 b 11,71 ¢
Pae 24 358 b 4,47 a 1949 b 16,62 b
Pae 28 324 b 4,68 a 13,61 b 8,58 ¢
Test. inoculada 40,2 a 4,93 a 2449 a 19,69 b
Test. ndo inoculada 39 a 5,68 a 26,83 a 30,03 a

CV (%) 16,97 19,53 42,65 41,63

! Os dados sao médias de 10 repeticdes
2 Médias seguidas de letras iguais nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-knott em nivel de 5% de
probabilidade de erro.



33

Tabela 3.5. Relacéo dos isolados de P. lilacinus quanto ao parasitismo de M. paranaensis

avaliada no experimento II.

Tratamentos Juvenis no solo Malfo[mag(")es nas Sobrevivéncia
(n°) raizes (n°) (%)
Pae 03 513,33" f* 18,70 b 52,00° d
Pae 10 820,00 e 29,40 b 69,00 c
Pae 12 1386,67 ¢ 50,80 a 93,00 a
Pae 13 426,67 f 22,70 b 83,00 b
Pae 18 133,33 ¢ 19,90 b 79,00 b
Pae 20 1033,33 d 48,80 a 56,00 d
Pae 21 453,33 f 45,00 a 52,00 d
Pae 22 193,33 ¢ 31,70 b 93,00 a
Pae 24 433,33 f 30,50 b 48,00 d
Pae 28 2086,67 b 40,10 a 56,00 d
Test. inoculada 2653,33 a 49,30 a 0,00 e
Test. ndo inoculada 0,00 h 0,00 ¢ 0,00 e
CV (%) 10,08 46,98 12,36

! Os dados s&o médias de 10 repeticdes e foram transformados em ' x + 0,5 para analise estatistica. > Os dados
sdo médias de 25 repeticdes e foram transformados em v x + 0,5 para analise estatistica. > Médias seguidas de
letras iguais nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott knott em nivel de 5% de probabilidade de
erro.

3.5 Conclusoes

No experimento |, os isolados que reuniram as caracteristicas mais
desejaveis para o combate ao M. paranaensis foram os isolados Pae 03, 12 e 20, pois apesar
de apresentarem baixa eficiéncia contra os juvenis, foram eficientes no controle dos
nematoides nas raizes e tiveram elevada sobrevivéncia. E o isolado Pae 03 foi o que melhor
reuniu as caracteristicas desejaveis para um controle efetivo. J& no experimento 11, os isolados
que apresentaram as caracteristicas mais desejaveis para o controle de M. paranaensis foram
Pae 13, 18, 22.

Esses resultados variaveis indicam que mais estudos tém que ser realizados
com relacdo as melhores condic¢Bes de desenvolvimento e formas de aplicagdo dos isolados,
além de experimentos em condi¢des de campo, para validacao dos resultados.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Isolados do fungo Paecilomyces lilacinus Pae 03, 12 , 20 foram
considerados os melhores para o controle de M. paranaensis no experimento | e no
experimento 1, os isolados Pae 18 e 22 foram os que apresentaram os melhores resultados
para o controle de M. paranaensis no cultivo de cafeeiro em casa-de-vegetacdo, pois
reduziram a populacdo dos nematoides no solo, na raiz e apresentaram uma elevada taxa de

sobrevivéncia, caracteristicas desejaveis para um agente de biocontrole.
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