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RESUMO

DALLA PASQUA, Sandra. Associacao de Pochonia chlamydosporia e subproduto
sélido da industria vinicola no controle de Meloidogyne javanica. 52 f. Dissertacéo
(Mestrado em Agronomia) — Programa de Pds-Graduagdo em Agronomia (Area de
Concentracdo: Producdo vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Pato Branco, 2017.

O controle biologico e a adicdo de matéria organica ao solo representam as
principais alternativas para o controle do nematoide-de-galhas. Os objetivos deste
estudo foram avaliar o efeito do subproduto solido da industria vinicola (SSIV) sobre
o desenvolvimento, in vitro, de Pochonia chlamydosporia e o efeito da associacdo do
SSIV a esse fungo no manejo de Meloidogyne javanica em tomateiros, em casa de
vegetacao. Para avaliar o efeito direto do SSIV sobre o desenvolvimento do fungo,
adicionaram-se as concentragdes (0; 5; 10; e 15%) do extrato aquoso do SSIV em
meio de cultivo batata-dextrose-agar (BDA) fundente. Em seguida, a mistura foi
vertida em placas de Petri e um disco de meio de cultivo ‘Corn Meal Agar’ (CMA)
colonizado pelo fungo foi colocado no centro de cada placa. Em outro estudo
avaliou-se o efeito dos compostos volateis do SSIV sobre o desenvolvimento de
P. chlamydosporia. Para isto, utilizaram-se placas de Petri bipartidas, adicionando
em um dos compartimentos as concentracées do SSIV (0,000; 0,065; 0,125; 0,250; e
0,500 g placa™) e 2 mL de agua destilada esterilizada placa?*. No centro do outro
compartimento contendo meio de cultivo BDA, adicionou-se um disco de meio de
cultivo CMA colonizado pelo fungo. As placas dos dois estudos foram armazenadas
em camara de crescimento, no escuro, a 21°C. Os dois estudos foram realizados
duas vezes. Apds 14 dias avaliaram-se o diametro das colbnias e a producdo de
conidios do fungo. O SSIV reduziu de 9 a 21% o crescimento do fungo nos dois
estudos, bem como reduziu a producéo de conidios no primeiro estudo. Em casa de
vegetacdo, avaliou-se a associacdo do SSIV (30 g kg! de substrato) as
concentracfes de P. chlamydosporia com clamiddésporos (500; 1.500; 2.500; 3.500;
4.500; e 5.000 clamid6sporos g* de substrato) ou sem clamidésporos (2,5; 5; 10; e
15 g de inéculo do fungo kgt de substrato). Trés tratamentos foram utilizados como
controle em cada ensaio: adicdo de P. chlamydosporia (5.000 clamidésporos g* de
substrato ou 15 g de inéculo do fungo kg de substrato), adicdo de SSIV (30 g do
SSIV kgt de substrato) e apenas o substrato. Em seguida, cada saco contendo 4 kg
de substrato esterilizado e os respectivos tratamentos foi infestado com 6.000 ovos
de M. javanica kg?! de substrato, homogeneizado e umedecido até 60% de
capacidade de campo e armazenado por 14 dias no escuro, a 25 °C. Depois, o
substrato foi transferido para vasos de polipropileno de 500 mL, e uma muda de
tomateiro foi transplantada para cada vaso. Apés 60 dias foram avaliados a altura, a
massa da parte aérea e das raizes frescas e o numero de galhas e de ovos do
nematoide. A associagdo do SSIV ao fungo, independentemente do tipo de indculo
do fungo, potencializou o desenvolvimento dos tomateiros e o controle do
nematoide. As concentracbes mais indicadas do fungo para se associar ao SSIV
foram 3.500 clamidésporos g* de substrato e 15 g do inéculo sem clamidésporos kg
1 de substrato, pois, além de controlarem efetivamente o nematoide, também
proporcionaram o desenvolvimento dos tomateiros. Conclui-se que a associacao do
SSIV ao fungo P. chlamydosporia potencializa 0 manejo do nematoide-de-galhas.



Palavras-chave: Nematoide-de-galhas. Controle biolégico. Residuo agroindustrial.
Fungo nematoéfago.



ABSTRACT

DALLA PASQUA, Sandra. Combining Pochonia chlamydosporia and solid wine
industry by-product for the control of Meloidogyne javanica. 52 f. Dissertation (Master
in Agronomy) - Graduate Program in Agronomy (Area of Concentration: Crop),
Federal University of Technology - Parana. Pato Branco, 2017.

The biological control and the addition of organic matter to the soil represent the
main alternatives for the control of root-knot nematode. The objectives of this study
were to evaluate the effect of solid wine industry by-product (SSIV) on the
development, in vitro, of Pochonia chlamydosporia and the effect of combining this
fungus with the SSIV on the management of Meloidogyne javanica in tomatoes
grown in a greenhouse. To evaluate the direct effect of the SSIV on fungal
development, concentrations (0, 5, 10, and 15%) of the aqueous SSIV extract were
applied to potato-dextrose-agar (BDA) culture medium. The mixture was then poured
into Petri dishes and a disk of '‘Corn Meal Agar' (CMA) culture medium colonized by
the fungus was placed in the centre of each plate. A further study evaluated the effect
of volatile SSIV compounds on the development of P. chlamydosporia. For this, two-
part Petri dishes were utilised, to one of the compartments the concentrations of
SSIV (0.000, 0.065, 0.125, 0.250, and 0.500 g plate') and 2 mL plate sterile distilled
water were added. To the other compartment, which contained BDA culture medium,
a disc of CMA culture medium colonised by the fungus was added in the centre. The
plates from the two studies were stored in a growth chamber in the dark at 21 °C.
The two studies were performed twice. After 14 days, the diameter of the colonies
and the production of fungal conidia were evaluated. The SSIV reduced fungal
growth by 9 to 21% in the two studies, and reduced conidia production in the first
study. In the greenhouse, the combination of SSIV (30 g kg™ of substrate) with the
concentrations of P. chlamydosporia with chlamydospores (500; 1,500; 2,500; 3,500;
4,500; and 5,000 chlamydospores g* of substrate) or without chlamydospores (2.5,
5, 10, and 15 g of inoculum of fungus kg?' substrate) were evaluated. Three
treatments were used as controls in each assay: the addition of P. chlamydosporia
(5,000 chlamydospores g substrate or 15 g of inoculum of fungus kg of substrate),
the addition of SSIV (30 g SSIV kg of substrate) and only substrate. Following this,
each bag containing 4 kg of sterilised substrate and the respective treatments were
infested with 6,000 M. javanica eggs kg of substrate, homogenized, moistened until
60% of field capacity and then stored for 14 days in the dark at 25 °C. The substrate
was then transferred to 500 ml polypropylene pots, and one tomato seeding was
transplanted into each pot. After 60 days the height, the shoot and fresh root masses,
and the numbers of nematode galls and eggs were evaluated. The combination of
SSIV and the fungus, independent of the type of fungal inoculum, increased the
development of the tomato plants and the control of the nematodes. The fungal
concentrations most recommended to combine with the SSIV were 3,500
chlamydospores g of substrate and 15 g of inoculum without chlamydospores kg
of substrate, because, besides controlling effectively the nematode, they also
improved the development of the tomato plants. It was concluded that the
combination of SSIV and the fungus P. chlamydosporia improves the management of
this root-knot nematode.



Keywords: Root-knot nematode. Biological control. Agroindustrial waste.
Nematophagous fungi.
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1 INTRODUCAO

O controle bioldgico representa uma das principais estratégias sustentaveis
para o manejo de fitonematoides (HALLMAN; DAVIES; SIKORA, 2009; COLLANGE
et al.,, 2011). Os fungos nematofagos, parasitas de ovos e fémeas, estdo entre os
agentes de biocontrole mais promissores (STIRLING et al., 2003; FERRAZ et al.,
2012), por apresentarem habilidades saprofiticas, facilidade de crescimento in vitro
(MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013) e grande potencial no controle de fitonematoides
(FERRAZ et al., 2012). Dentre esses fungos, Pochonia chlamydosporia Zare e Gams
(sin. Verticillium chlamydosporium Goddard) tem se destacado no controle de
fitonematoides (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013), principalmente do nematoide-de-
galhas, tanto em casa de vegetacdo (MOOSAVI et al., 2010; VIGGIANO; FREITAS;
LOPES, 2014; PODESTA et al., 2016) quanto em condicdes de campo (DIAS-
ARIEIRA et al., 2011; BONTEMPO et al., 2014; BONTEMPO et al., 2017).

Esse fungo também coloniza a superficie e o interior das raizes de varias
espécies de plantas (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013), promove o crescimento de
plantas (DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2015) e produz clamidésporos, que Sao
estruturas de resisténcia (CIANCIO et al., 2016).

A incorporacao de residuos organicos ao solo é outra alternativa de controle
de fitonematoides. Além de suprimir a populacdo do patdogeno (STIRLING et al.,
2003; LOPES et al., 2011; AOUDIA et al., 2012; RIZVI; MAHMOOD; ANSARI, 2016),
tal pratica também melhora as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas do solo
(STAPLETON, 2000; SOUZA, 2004). Um residuo organico com potencial de
controlar os fitonematoides € o subproduto sélido da industria vinicola (SSIV) (OKA,;
YERMIYAHU, 2002; NICO; JIMENEZ-DIAZ; CASTILLO, 2004; REINER et al., 2014;
REINER, 2015; REINER et al., 2016). O extrato aquoso do SSIV na concentragao de
50% inibe em 62% a mobilidade e em 34% a eclosdo de juvenis de
Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood (OKA; YERMIYAHU, 2002). Além disso, a
incorporacdo do SSIV (30 g kg?! de solo) ao solo reduz em mais de 80% a
reproducdo de M. javanica em tomateiros (Solanum lycopersicum L.) (REINER,
2015).

Embora a incorporacgéo isolada ao solo do SSIV (NICO; JIMENEZ-DIAZ;
CASTILLO, 2004; REINER et al., 2016) ou P. chlamydosporia seja efetiva no manejo
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do nematoide-de-galhas (VIGGIANO; FREITAS; LOPES, 2014; PODESTA et al.,
2016), é possivel que a aplicacdo conjunta de P. chlamydosporia e residuos
organicos potencialize o controle de fitonematoides (DALLEMOLE-GIARETTA et al.,
2010b; RADWAN et al., 2011; PODESTA et al., 2013). A aplicagcdo conjunta de
P. chlamydosporia e 4 g de farinha de semente de mamaéo kg* de solo reduz em
95% o0 numero de ovos de M. javanica. Por outro lado, a aplicacdo do fungo
isoladamente reduz em apenas 61% o numero de ovos do nematoide (COUTINHO
et al., 2009). Em outro estudo, a associa¢gdo de P. chlamydosporia a um composto
organico (1 kg parcela® de 1 m?) reduz em 54 e 66% o nimero de galhas e ovos de
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood em pepineiro, respectivamente,
enquanto o uso de apenas fungo reduz apenas 28 e 35% o0 numero de galhas e
ovos, respectivamente (ZAKARIA et al.,, 2013). Similarmente, a integracdo de
P. chlamydosporia (5.000 clamidésporos g de solo) com palha de milho (50 g kg*
de solo) reduziu em 81% o numero de juvenis de segundo estadio (J2) de
M. incognita g' de raiz de tomateiros a campo, enquanto s6 o residuo organico
reduziu apenas 56% (LUAMBANO et al., 2015).

Considerando o potencial do uso isolado de P. chlamydosporia ou SSIV no
controle do nematoide-de-galhas e a inexisténcia de estudos associando a aplicacéo
integrada de ambos, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da associacdo de

P. chlamydosporia ao SSIV no manejo de M. javanica, em casa de vegetacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 NEMATOIDE-DE-GALHAS

Os nematoides-de-galhas (Meloidogyne spp. Goeldi) sdo patégenos
habitantes do solo, parasitas obrigatérios, possuem ampla gama de hospedeiros
(ABAD et al., 2003; PERRY; MOENS; STARR, 2009) e adaptabilidade a diferentes
habitats (FERRAZ et al., 2012). Esse fitoparasita causa muitos prejuizos em diversas
culturas de importancia economica (TAYLOR; SASSER, 1983; SIKORA; GRECO;
SILVA, 2005; FERRAZ et al., 2012).

Os danos causados por esse fitonematoide sdo dependentes principalmente
da suscetibilidade do hospedeiro (FERRAZ et al., 2012). O principal dano as raizes &
a formacado de galhas, que dificultam a absor¢cdo de agua e nutrientes pela planta.
Entretanto, os sintomas séo refletidos especialmente na parte aérea, com reducéo
no desenvolvimento, clorose e necrose das folhas, podendo causar a morte da
planta (ABAD et al., 2003; FERRAZ et al., 2012). Quando atacam tubérculos como
batatas, cenouras, entre outros, também podem interferir na qualidade final do
produto (PERRY; MOENS; STARR, 2009). Além do efeito direto na raiz, esse
fitoparasita facilita também a entrada de fungos e bactérias fitopatogénicas nas
plantas (SANTOS; ESTEVES; ABRANTES, 2012).

O controle desses fitonematoides é considerado complexo e oneroso
(FERRAZ et al., 2012), sendo realizado geralmente pela combinacdo de varias
estratégias de manejo (ABAD et al., 2003). Dentre essas, o controle biol6gico se
destaca como um dos mais promissores (FERRAZ; BROWN, 2016), por néo
representar riscos ao meio ambiente e aos seres humanos (FERRAZ et al., 2012).

Existem mais de 200 organismos considerados inimigos naturais dos
fitonematoides (KERRY, 1990; FERRAZ; SANTOS, 1995; FREITAS et al., 2009),
como nematoides predadores, tardigrados, virus, artrépodes, acaros, bactérias e
fungos (FERRAZ; BROWN, 2016). Dentre esses, os fungos sado os mais estudados
(CHEN; DICKSON, 2004), principalmente os parasitas de ovos e fémeas, por
apresentarem pouca especificidade, por suas habilidades saprofiticas e por serem
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facilmente produzidos em meio de cultura e promissores no manejo de
fitonematoides (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013).

2.2 Pochonia chlamydosporia NO CONTROLE DO NEMATOIDE-DE-GALHAS

Dentre os fungos parasitas de ovos e fémeas, Pochonia chlamydosporia
Zare e Gams (sin. Verticillium chlamydosporium Goddard) representa um dos
agentes bioldgicos mais promissores no controle de fitonematoides (MANZANILLA-
LOPEZ et al., 2013; CIANCIO et al., 2016). Esse fungo parasita diversos géneros de
fitonematoides, como  Rotylenchulus reniformis  Linford &  Oliveira,
Nacobbus aberrans (Thorne) Thorne & Allen, Pratylenchus sp. Filipjev,
Radopholus similis (Cobb) Thorne e Helicotylenchus sp. Steiner (WANG; RIGGIS;
CRIPPEN, 2005; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2007; FREITAS et al., 2009), mas
principalmente o nematoide-de-galhas (LOPES et al., 2007; TOBIN et al., 2008;
BONTEMPO et al., 2014). Por exemplo, a aplicacdo de 20 mL da suspensédo de
clamidésporos (107 clamidésporos mLt) de P. chlamydosporia ao solo reduziu em
35% a massa de ovos e 40% o numero de fémeas de M. incognita em pepineiro
(ZAKARIA et al., 2013). A rega de pepineiros com 18 g do produto comercial
(Rizotec), a base de P. chlamydosporia L' de 4gua reduziu em 48% o ndmero de
galhas e ovos de M. javanica g?! de raiz (VIGGIANO; FREITAS; LOPES, 2014).
Também, a aplicacdo de 4,5 g do produto comercial, a base do fungo
P. chlamydosporia isolado Pc-10 por m?, controlou em 38 e 53% o nimero de galhas
e ovos de M. javanica na cultura da alface, respectivamente, em condi¢cbes de
campo (DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2013). Em outro estudo também observou-
se que a incorporacdo de 5.000 clamidésporos g de solo de P. chlamydosporia
reduziu em 85 e 41% o nimero de J2 g*! de raiz e solo, respectivamente, em
condi¢cbes de campo (LUAMBANO et al., 2015).

Apesar de tais resultados, em varios estudos observa-se que a eficiéncia
deste agente de controle biologico pode ser dependente do momento de aplicagédo
do fungo ao solo, e sua eficacia tende a melhorar com o aumento do tempo de
contato do antagonista com o0 nematoide antes do transplantio das mudas

(PODESTA et al., 2016). A aplicacdo de P. chlamydosporia var. catenulata no
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substrato, ainda na sementeira, aumentou em 60% o parasitismo dos ovos de
M. incognita, em relacdo ao tratamento aplicado somente no transplantio das mudas
(PUERTAS; HIDALGO-DIAZ, 2009). E, a incorporacéo ao solo de P. chlamydosporia
(Pc-10) 20 dias antes do transplantio dos tomateiros, também reduziu em 68 e 41%
0 numero de galhas e 82 e 48% o numero de ovos de M. javanica, em relacdo ao
tratamento testemunha, no primeiro (5 g de in6culo fungico kg de solo, contendo
apenas micélio crescido em gréos de arroz) e segundo ensaio (3 g de indculo kg de
solo, equivalente a 3,01 x 10* clamidésporos g* de solo), respectivamente
(PODESTA et al., 2016).

O desempenho desse agente de biocontrole também pode variar de acordo
com o isolado utilizado (DALLEMOLE-GIARETTA, 2008; MOOSAVI et al., 2010). A
patogenicidade, in vitro, de 36 isolados de Pochonia spp. variou entre 39 e 95% de
ovos de M. javanica infectados (MOOSAVI et al., 2010). A aplicacdo de sete isolados
de Pochonia spp. ao solo reduziu de 16 a 77% o numero de ovos de M. javanica
(MOOSAVI et al., 2010). A incorporagado ao solo de nove isolados brasileiros de
P. chlamydosporia mostraram-se eficientes no manejo de M. javanica, com reducao
de 60% no numero de ovos do nematoide ao utilizar o isolado 10 (DALLEMOLE-
GIARETTA et al., 2012).

O modo de acdo desse agente de controle biolégico ocorre por parasitismo
dos ovos e fémeas do nematoide. Antes da infeccdo, o fungo adere a casca do ovo,
formando apressorio em resposta ao contato com a superficie do ovo, e em seguida,
a hifa especializada do fungo penetra pela cuticula do ovo (LOPEZ-LLORCA et al.,
2002). Durante o processo de infec¢do, enzimas extracelulares secretadas pelo
fungo destroem a membrana externa do ovo, facilitando a penetracao (infeccéo) do
fungo (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013) e a passagem de possiveis toxinas
produzidas por ele, inviabilizando o embrido ou juvenil nos ovos (STIRLING, 1991).
Dentre as enzimas produzidas pelo fungo P. chlamydosporia, encontra-se a VCP1
(uma subtilisina), substancia capaz de degradar a camada lipidica dos ovos de
Meloidogyne spp., expondo a camada de quitina (SEGERS et al., 1994; PALMA-
GUERRERO et al., 2010; MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013; ESCUDERO et al.,
2016). Outra enzima secretada por P. chlamydosporia é a SCP1 (uma serina
carboxipeptidase) (LOPEZ-LLORCA et al., 2010; LARRIBA et al., 2012; ESCUDERO
et al., 2016), também capaz de corromper as camadas vitelinas de quitina e a
proteina dos ovos do nematoide (ESCUDERO et al., 2016).
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Além de representar uma alternativa de controle biolégico para os
fitonematoides (LARRIBA et al., 2014), esse fungo promove o crescimento das
plantas, como observado em cevada (Hordeum vulgare L.) (MACIA-VICENTE et al.,
2009), trigo (Triticum aestivum L.) (MONFORT et al, 2005), tomateiro
(S. lycopersicum) (ESCUDERO; LOPEZ-LLORCA, 2012; DALLEMOLE-GIARETTA
et al., 2015), alface (Lactuca sativa L.) (DIAS-ARIEIRA et al., 2011; DALLEMOLE-
GIARETTA et al., 2015) e pepineiro (Cucumis sativus L.) (VIGGIANO; FREITAS;
LOPES, 2014).

Outra vantagem desse agente de biocontrole € sua capacidade de produzir
clamiddsporos, que séo estruturas de resisténcia do fungo (VERDEJO-LUCAS et al.,
2003; KERRY; BOURNE, 2002; CIANCIO et al., 2016). Os clamiddsporos possuem
reservas alimentares suficientes para permitir que o fungo se estabeleca no solo,
mesmo sem a presenca do nematoide ou a adicdo de outras fontes de energia
(KERRY, 1990; MAUCHLINE; KERRY; HIRSCH, 2002). Portanto, os clamidésporos
sdo os principais propagulos utilizados como fonte de inéculo de P. chlamydosporia
na maioria dos estudos realizados com esse agente de controle biologico
(MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013; DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2014). Micélio e
conidios também podem ser usados como indculo de P. chlamydosporia, entretanto,
eles ndo garantem longa sobrevivéncia ao fungo e requerem fonte de energia
suplementar (MANZANILLA-LOPEZ et al.,, 2013). Ainda assim, a depender da
eficiéncia do isolado em colonizar ovos de nematoide, o fungo pode se estabelecer
no solo e controlar o nematoide-de-galhas, quando micélio e conidios de
P. chlamydosporia forem aplicados (MUKHTAR; PERVAZ, 2003; DALLEMOLE-
GIARETTA et al., 2014; PODESTA et al., 2016).

2.3 RESIDUOS ORGANICOS NO CONTROLE DO NEMATOIDE-DE-GALHAS

Além do controle biolégico, outro método que pode ser utilizado para reduzir
populacbes de Meloidogyne spp. € a adi¢cdo de residuos organicos ao solo (LOPES
et al., 2009). Esta é uma pratica muito antiga na agricultura e comum em sistemas
de subsisténcia. O potencial desses residuos deve-se a sua capacidade de melhorar

as caracteristicas fisico-quimicas do solo, disponibilizando nutrientes, favorecendo o
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crescimento das plantas e tornando-as mais tolerantes ao ataque de fitonematoides
(STIRLING et al., 2003; HUANG; LI; YUAN, 2006).

Além disso, os residuos organicos podem atuar diretamente sobre os
fitonematoides, por meio da liberacdo de compostos quimicos toxicos (compostos
fendlicos e nitrogenados, taninos, acidos organicos, entre outros) durante a
decomposicdo (OKA; SHAPIRA; FINE, 2007), e, ou, da ativacdo de mecanismos de
protecdo das plantas contra os fitonematoides (CHITWOOD, 2002; OKA; TKACHI;
MOR, 2007; OKA, 2010; FERRAZ et al., 2012). Portanto, diversas substancias
liberadas durante a decomposicdo de alguns residuos organicos ja foram
identificadas e isoladas, visando ao controle de fitonematoides (OKA, 2010). Os
residuos organicos também podem atuar indiretamente, favorecendo o aumento
(OKA; SHAPIRA; FINE, 2007) e, ou, o estabelecimento de alguns agentes de
biocontrole no solo (CANNAYANE; RAJENDRAN, 2001).

Varios residuos organicos possuem acao nematicida (STIRLING et al., 2003;
LOPES et al., 2005; SOUZA et al., 2006; LOPES et al., 2011; XIAO et al., 2016). A
torta de nim (Azadirachta indica A. Juss), quando aplicada ao solo na concentracéo
de 20 g kg de solo, reduz em 93% o nimero de ovos de M. javanica (LOPES et al.,
2008). A incorporacgdo de 100 g de sementes de maméao kg? de solo pode reduzir
em até 100% o numero de galhas e de ovos de M. javanica e M. incognita (NEVES
et al., 2008). A adicdo ao solo de folhas secas (5 g kg! de solo) de mamona
(Ricinus communis L.) reduz em 61% a populacdo de M. javanica em tomateiros
(LOPES et al., 2011), bem como, a adicdo de vermicomposto ao solo reduz em 77 e
42% o numero de galhas de M. incognita em uma cultivar de tomateiro suscetivel e
resistente, respectivamente (XIAO et al., 2016). Ainda, a incorporacdo de 10 g do
residuo da palha de aveia (Avena sativa L.) decomposta planta! reduz em 41 e 42%
0 numero de galhas e ovos de M. incognita, na cultura de grao-de-bico (RIZVI,
MAHMOOD; ANSARI, 2016).

Outro residuo organico que apresenta potencial no controle de
fitonematoides € o subproduto soOlido da indastria vinicola (SSIV) (OKA,;
YERMIYAHU, 2002; RAVIV et al., 2005; COLOGNESE et al., 2014; REINER et al.,
2014; REINER et al., 2016). A adicdo de bagaco de uva fresco (40 toneladas ha™)
ao solo reduz em 46% o numero de ovos de M. incognita g de raiz, em cantalupo
(D’ADDABBO et al., 2000). O extrato aquoso do composto de bagaco de uva na

concentracéo de 50% reduz em 62% a mobilidade e 34% a eclosao dos J2, e em



22

98% o numero de ovos de M. javanica (OKA; YERMIYAHU, 2002). A incorporacao
de SSIV (0, 25, 50, 75 e 100%) ao solo reduziu em até 34% a populacéo final de
M. javanica e M. incognita, em tomateiros (NICO; JIMENEZ-DIAZ; CASTILLO, 2004).
A adicdo de um composto organico (estrume de vaca + bagaco de uva) ao solo
também reduz em 34 e 69% o numero de galhas e de ovos de M. javanica em
tomateiros (RAVIV et al., 2005). Ainda, a aplicacdo de 30 g de SSIV kg* de solo
reduz mais de 70% a populacdo de M. javanica em tomateiros, em casa de
vegetacao (REINER, 2015) e em 85% a ecloséo e a viabilidade de J2 de M. javanica,
in vitro (REINER et al., 2016).

O efeito nematicida do SSIV deve-se a presenca de diversas substancias
fitoquimicas na uva (MAKRIS; BOSKOU; ANDRIKOPOULOS, 2007; RUBILAR et al.,
2007), como compostos fendlicos, antocianinas, catequinas, licopeno, substancias
antioxidantes, dentre outras (CAMPOS, 2005; PEZZUTO, 2008). Essas substancias
permanecem no subproduto mesmo apds o processo de vinificacdo, ainda que
ocorram reducdes nas concentracdes de algumas moléculas (CAMPOS, 2005).

Os compostos fendlicos estdo entre 0s compostos organicos que
desempenham func&o importante na defesa das plantas (DAVALOS; LASUNCION,
2009), e sao pesquisados por possuirem efeito sobre os fitonematoides (EL-
ROKIEK; EL-NAGDI, 2011; AOUDIA et al., 2012). Os glicosideos de flavonoides e
as antocianinas estao entre os compostos mais estudados nas uvas, por possuirem
acao antioxidante, anti-inflamatdéria e anticancerigena (AMICO et al., 2004).

Além disso, o SSIV é rico em nutrientes e pode ajudar na nutricdo das
plantas, pois contém mais de 70% dos nutrientes essenciais para as plantas
(FERRARI, 2010). Devido suas caracteristicas (CAMPOS, 2005; MAKRIS;
BOSKOU; ANDRIKOPOULOS, 2007; RUBILAR et al.,, 2007; PEZZUTO, 2008;
FERRARI, 2010; MACHADO et al., 2013), o SSIV é uma alternativa promissora no

manejo de fitonematoides, fungos e bactérias (PAULO et al., 2011).
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2.4 Pochonia chlamydosporia E RESIDUOS ORGANICOS NO CONTROLE DO
NEMATOIDE-DE-GALHAS

O controle bioldgico e a incorporacdo de residuos organicos ao solo sao
eficazes no controle dos fitonematoides quando utilizados isoladamente (RAVIV et
al., 2005; VIGGIANO; FREITAS; LOPES, 2014; REINER et al., 2016). No entanto,
quando esses dois métodos de controle sdo associados, eles podem potencializar o
manejo desses fitoparasitas (STIRLING et al., 2003; RADWAN et al., 2011; SINGH,
2013; VILCHIS-MARTINEZ et al., 2013; SILVA et al., 2016). Esse fato ocorre
porque, quando os fungos sdo aplicados conjuntamente a uma fonte de matéria
organica, a possibilidade de estabelecimento destes microrganismos ao solo
aumenta consideravelmente.

A incorporacao ao solo de palha de café colonizada por P. chlamydosporia
(20 g kg* de solo) reduz em 46 e 71% o ndmero de galhas e ovos de M. javanica,
sendo que, ao utilizar apenas a palha de café, a reducdo do nimero de galhas e
ovos € de apenas 32 e 42%, respectivamente (DALLEMOLE-GIARETTA et al.,
2010a). A adicdo de P. chlamydosporia (5.000 clamidésporos g* de solo) e fibra de
coco (10 g kg de solo) ao solo reduz em 35 e 41% o nimero de galhas e ovos de
M. javanica, respectivamente. Por outro lado, a adicdo apenas do fungo ao solo
reduz em apenas 18 e 31% as galhas e ovos do nematoide (DALLEMOLE-
GIARETTA et al., 2010c). Ainda, a incorporacédo ao solo de P. chlamydosporia (10 g
de canjiquinha colonizada pelo fungo kg de solo) associado ao esterco bovino (35 g
de esterco curtido kg' de solo), reduz consideravelmente a populacédo final de
M. javanica em tomateiros, o que nao foi observado ao utilizar o fungo isoladamente
(MACHADO et al., 2013).

Ainda, a adicdo de uma formulacdo a base de torta de mamona, palha de
café e fertilizantes minerais (UFV-TM100) (36 g em 2 kg de substrato) ao solo,
associada ao nematicida biologico Rizomax a base de P. chlamydosporia (0,45 g em
2 kg de solo), reduz em 99% o namero de galhas e ovos de M. javanica em alface.
Por outro lado, quando utilizado o Rizomax isoladamente, a reducdo do numero de
galhas foi de apenas 50% (ALMEIDA, 2013). A associacao de P. chlamydosporia e
Gracilibacillus dipsosauri (Lawson et al.) Waino et al. a um condicionador de solo (10

g vaso?) também reduz em 48 e 18% o nimero de galhas e ovos de M. javanica em
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tomateiros, sendo que ao aplicar apenas o condicionador ao solo, a reducdo do
naimero de galhas e ovos foi de apenas 23 e 3%, respectivamente (PODESTA et al.,
2013). A aplicacdo de 20 mL da suspenséao de clamidosporos de P. chlamydosporia,
associada a um composto organico (1 kg parcela® de 1 m?), reduz em 54 e 66% o
namero de galhas e massa de ovos de M. incognita em pepineiro, respectivamente,
enquanto o uso isolado do fungo reduz em apenas 35% da massa de ovos do
nematoide (ZAKARIA et al.,, 2013). Ainda, a incorporagdao de P. chlamydosporia
(5.000 clamidésporos g* de solo) e um composto organico (palha de milho) (50 g kg
! de solo) ao solo reduz em 81% o nimero de J2 de M. incognita g de raiz de
tomateiros, sendo que, ao adicionar apenas 0 composto organico ao solo, reduz
apenas 56% dos J2 do nematoide (LUAMBANO et al., 2015).

Devido ao bom resultado e ao grande potencial do fungo P. chlamydosporia
e do SSIV, quando utilizados individualmente, espera-se que a associacdo destes

dois métodos possa potencializar o manejo do nematoide-de-galhas.
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3 MATERIAL E METODOS

O fungo P. chlamydosporia var. chlamydosporia (Pc-8) utilizado nos ensaios
foi obtido da micoteca do Laboratorio de Microbiologia e Fitopatologia da
Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), Campus de Pato Branco. O
SSIV foi coletado do processo de produgéo do vinho das variedades de uva ‘Niagara
Branca’ e ‘Niagara Rosada’, de uma propriedade rural no municipio de Mariépolis,
PR. O residuo foi seco ao sol, até obter massa constante, moido em triturador
forrageiro (Modelo TRF 650), com peneira de 3 mm acoplada, acondicionado em
sacos de plastico preto e armazenado em local seco e no escuro. O SSIV passou
por um processo de esterilizag&do para seu uso nos dois estudos in vitro. Para isso, 0
subproduto foi colocado em bandeja plastica, juntamente com um frasco de vidro
sem tampa, contendo algoddo umedecido com 2 mL de formol. A bandeja foi

hermeticamente fechada e deixada em repouso por trés dias.

3.1 EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DO SSIV NO DESENVOLVIMENTO, in vitro,
DE P. chlamydosporia

Para o preparo do extrato, 50 g do SSIV foram adicionados em béquer de
500 mL de capacidade, contendo 100 mL de agua destilada esterilizada, e deixados
em repouso por 24 horas, no escuro. A mistura foi filtrada em camada dupla de gaze,
obtendo um extrato aquoso a 50%. Em seguida, o extrato foi adicionado
separadamente em meio de cultivo batata-dextrose-agar (BDA) fundente, nas
concentracdes de 5; 10; e 15% e 300 pL de antibiético L' de meio BDA. A mistura foi
vertida em placas de Petri de 9 cm de diametro, e no centro de cada placa colocou-
se um disco de meio de cultivo corn meal agar (CMA) de 5 mm de diametro,
contendo o micélio do fungo P. chlamydosporia previamente crescido por 15 dias.

No tratamento testemunha, o fungo foi repicado em meio de cultivo BDA,
sem a presenca do extrato. As placas foram vedadas e armazenadas em camara de
crescimento a 21 °C, no escuro, por 14 dias. O delineamento experimental utilizado

foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cées por tratamento.
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Apoés os 14 dias avaliou-se, com um escalimetro, o diametro das col6nias
fungicas, verticalmente e horizontalmente. Em seguida, adicionaram-se 15 mL de
adgua destilada em cada placa, e com uma alga de Drigalski raspou-se o micélio do
fungo. A suspensao de cada placa foi colocada em tubos de ensaio com 20 uL de
lactofenol, para posterior quantificacdo dos conidios, tendo sido realizadas quatro
contagens em camara de Neubauer e microscopio de luz, com aumento de 100X. O

estudo foi repetido duas vezes (Ensaios 1 e 2).

3.2 EFEITO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DO SSIV NO DESENVOLVIMENTO,
in vitro, DE P. chlamydosporia

Para a avaliacdo dos compostos volateis do SSIV sobre o desenvolvimento
in vitro do fungo, um disco de meio de cultivo CMA de 5 mm de diametro, contendo o
micélio do fungo P. chlamydosporia, previamente crescido por 15 dias, foi transferido
para o centro de um dos compartimentos de uma placa de Petri de 9 cm de diametro
bipartida, contendo meio de cultivo BDA com 300 uL de antibiético L' de meio. No
outro compartimento da placa, adicionaram-se separadamente as concentracdes do
SSIV (0,065; 0,125; 0,250; e 0,500 g placa?) e 2 mL de agua destilada esterilizada
placal. No tratamento controle colocou-se apenas o disco contendo o micélio do
fungo. As placas foram vedadas e armazenadas em camara de crescimento a 21 °C,
no escuro, por 14 dias. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes. Em seguida, avaliaram-se o didmetro das colénias fungicas e o
namero de esporos do fungo P. chlamydosporia, conforme descrito no ensaio do

item 3.1. O estudo foi repetido duas vezes (Ensaios 1 e 2).

3.3 ASSOCIACAO DO SSIV E P. chlamydosporia NO MANEJO DE M. javanica, EM
CASA DE VEGETACAO

Dois tipos de inoculo de P. chlamydosporia foram testados, sendo um

contendo clamidésporos, micélio e conidios (Estudo 1) e o outro contendo apenas
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micélio e conidios do fungo (ndo produziu clamidosporos) (Estudo 2), ambos
associados ao SSIV. Para o preparo do in6culo do fungo, cinco discos de micélio de
5 mm de diametro obtidos de colonia de P. chlamydosporia, previamente crescida
em meio BDA por 15 dias, foram adicionados em sacos de polipropileno (24 cm de
largura x 36 cm de comprimento), contendo 150 g de arroz e agua destilada (70 e
100 mL para o preparo do in6culo com e sem clamidosporos, respectivamente)
previamente autoclavados. Os sacos foram vedados e armazenados em camara de
crescimento a 25 °C, no escuro, por 21 dias, para desenvolvimento do fungo. Apds,
0 substrato de arroz colonizado pelo fungo P. chlamydosporia foi colocado em
bandejas plasticas e deixado em temperatura ambiente (~25 °C) para secagem, por
sete dias. Uma amostra homogénea (1 g) desse arroz colonizado foi utilizada para
avaliar a concentracdo de clamidésporos g*' de arroz e a viabilidade do fungo,
guantificando as unidades formadoras de colénias (UFCs) (KERRY, 1991), em meio
de cultivo BDA. Os inéculos contendo clamidésporos apresentaram 3,32 e 936 x 107
UFCs do fungo g* de arroz, nos ensaios 1 e 2, respectivamente. JA os indculos
contendo apenas micélio e conidios, apresentaram 6,01 e 6,72 x 10* UFCs do fungo,
nos ensaios 1 e 2, respectivamente.

Para a montagem dos ensaios, 4 kg de substrato (solo e areia, na proporcéo
2:1, viv) foram colocados separadamente em saco plastico preto de 30 L de
capacidade, 30 g do SSIV kg! de substrato e arroz colonizado com
P. chlamydosporia contendo clamidésporos (500; 1.500; 2.500; 3.500; 4.500 e 5.000
clamidésporos g de substrato) e sem clamidésporos (2,5; 5; 10 e 15 g kg* de
substrato). Trés tratamentos foram utilizados como controle, em cada ensaio: adicédo
de P. chlamydosporia (5.000 clamidésporos g*' de substrato ou 15 g kg? de
substrato), adicdo do SSIV (30 g do SSIV kg de substrato) e apenas o substrato.

O substrato de cada saco foi infestado com 6.000 ovos de M. javanica kg
de substrato, homogeneizado manualmente, umedecido até 60% de capacidade de
campo e armazenado por 14 dias em camara de crescimento a 25 °C, no escuro. O
substrato foi entdo transferido para vasos de polipropileno de 500 mL de
capacidade, e uma plantula de tomate da cultivar Santa Clara de 21 dias de idade foi
transplantada para cada vaso.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com oito

repeticbes cada tratamento. Cada unidade experimental foi constituida por um vaso
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contendo uma planta de tomate. Durante a conducdo dos ensaios, realizou-se a
irrigacéo das plantas de acordo com a necessidade da cultura.

Os ensaios foram conduzidos duas vezes. Nos ensaios em que O0S
clamidosporos foram usados como fonte de in6culo, as temperaturas médias foram
26,5 e 26,7 °C; as médias maximas foram 37,1 e 39,5 °C e as médias das minimas
foram 15,8 e 13,7 °C. Nos ensaios em que apenas miceélio e conidios do fungo foram
usados, as temperaturas meédias foram 26,9 e 29,0 °C; as médias das méaximas
foram 35,6 e 38,9 °C e as médias das minimas foram 18,2 e 19,1 °C.

Decorridos 60 dias do transplantio dos tomateiros, avaliaram-se a altura, a
massa da parte aérea fresca (MPAF), a massa da raiz fresca (MRF) e 0 nimero de
galhas e de ovos do nematoide por sistema radicular. No momento da coleta dos
ensaios, amostras de solo (~100 g) foram coletadas para determinacdo das UFCs
(KERRY, 1991), em meio semi-seletivo (GASPARD; JAFFEE; FERRIS, 1990).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Quando
significativos, os dados quantitativos foram analisados por meio de andlise de
regressao polinomial e os dados qualitativos foram comparados pelo teste Duncan
(p < 0,05), com o auxilio do programa computacional Assistat versdo 7,7 beta
(SILVA; AZEVEDO, 2016). As médias do numero de conidios foram comparadas ao
tratamento controle, pelo teste de Dunnett (p < 0,05), pela falta de ajustamento dos
dados a um modelo de regresséao.

Os dados do numero de conidios do segundo ensaio do item 3.1 foram
transformados para 1/\(x), e o nimero de conidios do primeiro ensaio do item 3.2 e
o nimero de ovos do segundo estudo do item 3.3 foram transformados para \(x). Os
dados de numero de galhas dos dois estudos e do numero de ovos do primeiro
ensaio do primeiro estudo do item 3.3 foram transformados para log (x), para analise

estatistica, por ndo seguirem distribuicdo normal.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DO SSIV NO DESENVOLVIMENTO, in vitro,
DE P. chlamydosporia

Todas as concentracdes do extrato aquoso do SSIV reduziram
proporcionalmente o diametro do crescimento micelial do fungo P. chlamydosporia.
A maior concentracdo do extrato aquoso do SSIV (15%) reduziu o crescimento
micelial em 21 e 14%, em relacdo a concentragcdo 0, nos ensaios 1 e 2,
respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 - Didmetro da colénia do fungo Pochonia chlamydosporia em meio de cultura contendo
extrato aquoso do subproduto sélido da inddstria vinicola (SSIV) apos 14 dias de incubagdo em
camara de crescimento no escuro, a 21 °C. UTFPR, Pato Branco - PR, 2017.

Todas as concentragfes do extrato aquoso de SSIV reduziram o numero de
conidios de P. chlamydosporia, com destaque para a concentragdo de 15%, em que
reducdes de 49 e 72% foram observadas nos ensaios 1 e 2, respectivamente, em
relacdo ao controle (Tabela 1).
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Tabela 1 - NUumero de conidios de Pochonia chlamydosporia apés cultivo em meio de cultura
contendo extrato aquoso do subproduto sélido da industria vinicola (SSIV) por 14 dias de incubacao
em c@mara de crescimento no escuro, a 21 °C. UTFPR, Pato Branco - PR, 2017.

N° conidios placa (x10°)

Concentragdes do extrato de SSIV (%)

Ensaio 1 Ensaio 2
0 96,6 43,7
5 58,0* 14,5*
10 59,1* 13,6*
15 48,4* 12,2*
CV (%) 3,8 6,3

Médias de quatro repeticées. *Médias que diferem do tratamento testemunha pelo teste de Dunnett
(p <0,05).

4.2 EFEITO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DO SSIV NO DESENVOLVIMENTO,

in vitro, DE P. chlamydosporia

Os compostos volateis de todas as concentracdes do SSIV também
reduziram proporcionalmente o diametro do crescimento micelial do fungo
P. chlamydosporia. A maior concentracdo do SSIV testada reduziu o diametro em

9% no ensaio 1 e em 12% no ensaio 2, em relagéo a concentragdo O (Figura 2).
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Figura 2 - Didmetro da colbnia do fungo Pochonia chlamydosporia em meio de cultura sob efeito dos
compostos volateis do subproduto sdlido da industria vinicola (SSIV) (0; 0,065; 0,125; 0,250 e 0,250
g) apods 14 dias de incubacao em camara de crescimento no escuro, a 21 °C. UTFPR, Pato Branco -
PR, 2017.
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No entanto, quando o numero de conidios do fungo P. chlamydosporia foi
avaliado, nenhuma concentracdo do SSIV testada diferiu do tratamento testemunha,

em ambos o0s ensaios (Tabela 2).

Tabela 2 - Namero de conidios de Pochonia chlamydosporia apds cultivo em meio de cultura sob
efeito dos compostos volateis do subproduto solido da indlstria vinicola (SSIV) por 14 dias de
incubacdo em c&mara de crescimento no escuro, a 21 °C. UTFPR, Pato Branco -PR, 2017.

N° conidios placa (x10°)

Concentragdes de SSIV (g)

Ensaio 1 Ensaio 2
0,000 72,01 44,8 ns
0,065 57,4 39,1
0,125 63,1 32,7
0,250 61,2 40,9
0,500 54,3 25,6
CV (%) 3,8 6,7

Médias de quatro repeti¢cfes. ": Ndo significativo pelo teste de Dunnett (p < 0,05).

4.3 ASSOCIACAO DO SSIV E P. chlamydosporia NO MANEJO DE M. javanica, EM
CASA DE VEGETACAO

No primeiro estudo, avaliou-se a associacdo de SSIV e P. chlamydosporia
aplicada na forma de clamidésporos no manejo de M. javanica (Tabelas 3 e 4).
Nenhum tratamento alterou a altura de plantas no primeiro ensaio, enquanto a
aplicacao isolada de SSIV aumentou o crescimento das plantas em comparacéo
com a testemunha, no segundo ensaio (Tabela 3).

Tabela 3 - Altura e massa da parte aérea fresca (MPAF), massa da raiz fresca (MRF) de tomateiros
inoculados com 3.000 ovos de Meloidogyne javanica, ap6s serem cultivados em solo contendo
clamidésporos de Pochonia chlamydosporia (Pc) e subproduto sélido da industria vinicola (SSIV).
UTFPR, Pato Branco - PR, 2017.

Altura (cm) MPAF (g9) MRF (g)
Tratamentos Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio 2

Testemunha 575" 50,3 bc 26,7 bc 9,0c 11,5a 43¢
5.000 clam. Pc 60,2 49,1 ¢c 225e 79c 9,2 bc 3,8¢C
SSIvV 57,8 62,0 a 23,0 de 11,1b 8,7 bc 71b
SSIV + 500 clam. Pc 61,4 57,5ab 221e 129 ab 7,3c¢C 85a
SSIV + 1.500 clam. Pc 61,3 52,9 bc 29,6 ab 109b 11,6 a 70b
SSIV + 2.500 clam. Pc 62,8 52,8 bc 23,5cd 13,1a 8,8 bc 7,9 ab
SSIV + 3.500 clam. Pc 58,5 55,2 ab 33,2a 12,7 ab 12,5a 7,4 ab
SSIV + 4.500 clam. Pc 63,5 54,3 ab 29,8 ab 11,6 ab 129 a 7,4 ab
SSIV + 5.000 clam. Pc 61,0 52,6 bc 27,1 bc 13,3 a 10,8 ab 8,3a
CV (%) 9,9 13,1 14,0 15,6 19,1 14,9

Média de oito repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
médias de Duncan (p < 0,05). SSIV: 30 g kg* de solo. Clam: clamidésporos.
ns: Nao significativo pelo teste F (p < 0,05).
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A aplicacdo de SSIV e 3.500 clamidésporos de P. chlamydosporia g de
solo aumentou a MPAF das plantas em ambos 0s ensaios, em comparagao com a
testemunha (Tabela 3). No ensaio 1, nenhum tratamento aumentou a MRF das
plantas em relagdo ao tratamento testemunha. No entanto, no ensaio 2, todos os
tratamentos, ao associar o SSIV ao fungo, aumentaram a MRF em relacdo aos
tratamentos testemunha e P. chlamydosporia isoladamente (Tabela 3).

Todos os tratamentos, em ambos 0s ensaios, reduziram o numero de galhas
e ovos de M. javanica por sistema radicular dos tomateiros, em relacdo ao
tratamento testemunha. De forma geral, a combinacdo SSIV + 3.500 clamiddsporos
do fungo P. chlamydosporia g* de solo foi a mais consistente em reduzir os nimeros
de ovos e de galhas em ambos 0s ensaios, com decréscimo entre 84 e 96% (Tabela
4).

Tabela 4 - Numero de galhas e ovos por sistema radicular e unidade formadora de colbnias (UFCs)
por grama de solo em tomateiros inoculados com 3.000 ovos de Meloidogyne javanica, apos serem
cultivados em solo contendo clamidédsporos de Pochonia chlamydosporia (Pc) e subproduto sélido da
industria vinicola (SSIV). UTFPR, Pato Branco - PR, 2017.

Tratamentos N° galhas N° ovos UFCs (x10%)?!
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaiol Ensaio 2

Testemunha 656 a 565 a 141.294 a 28.137 a - -
5.000 clam. Pc 335h 260 b 74225 b 10.721 b 6,0 45
SSIvV 128 ¢ 89c 42.880 ¢ 5.728 ¢ - -
SSIV + 500 clam. Pc 80d 28d 21.291d 3.182d 0,0* 0,5*
SSIV + 1.500 clam. Pc 117 c 27d 38.839 ¢ 3.103d 1,2* 0,5*
SSIV + 2.500 clam. Pc 137 c 17d 48.295 ¢ 1.794 e 0,4* 4,2
SSIV + 3.500 clam. Pc 80d 21d 21.673d 3.122d 0,8* 3,2%
SSIV + 4.500 clam. Pc 69d 20d 20.723d 2.089e 3,4* 3,0%
SSIV + 5.000 clam. Pc 125 ¢ 22d 47.808 ¢ 1.588 e 0,6* 8,2*
CV (%) 5,9 9,0 3,1 10,2 14,2 9,8

Média de oito repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (p < 0,05). SSIV: 30 g kg de solo. Clam: clamidésporos.

Populagdo de Pochonia chlamydosporia Pc-8 no solo 60 dias ap0s o transplantio das mudas de
tomate, com a presenc¢a de Meloidogyne javanica. Média de cinco repetices. *Médias que diferem do
tratamento testemunha (5.000 clam. Pc) pelo teste de Dunnett (p < 0,05).

A aplicacdo isolada de SSIV reduziu os nameros de galhas e ovos de
M. javanica entre 69 e 84%, enquanto com o uso do fungo isoladamente, esses
valores variaram entre 47 e 61%. A combinacdo SSIV + 3.500 clamidésporos do
fungo g* de solo apresentou efeito sinérgico em todos os ensaios, porém, a
aplicacéo de apenas 500 clamidésporos do fungo g de solo juntamente com o SSIV
teve efeito similar a esse tratamento (Tabela 4).

A populagéo do fungo no solo no primeiro ensaio foi maior quando aplicado

de forma isolada, enquanto no segundo ensaio a maior recuperacao do antagonista
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foi a partir de amostras em que o fungo foi aplicado juntamente com o SSIV, na
concentracdo de 5.000 clamidésporos g de solo. De modo geral, a associagdo de
P. chlamydosporia ao SSIV proporcionou reducdo na formacéo de colbnias do
fungo, em relagéo ao tratamento utilizando o fungo isolado, exceto pelos tratamentos
SSIV + 2.500 e 5.000 clamidésporos do fungo g de solo no ensaio 2 (Tabela 4).

Em outro estudo, avaliou-se a aplicacdo de micélio e conidios de
P. chlamydosporia associados ao SSIV. A aplicagdo combinada do SSIV com o
fungo ndo aumentou a altura de tomateiros, em ambos os ensaios. Por outro lado, a
associacdo do SSIV com o fungo aumentou a MPAF em até 49% no ensaio 1 e 57%
no ensaio 2, quando comparados ao tratamento testemunha. A aplicacdo isolada do
SSIV aumentou a MPAF em 24% no ensaio 1 e em 34% no ensaio 2. Todavia, 0 uso
apenas do fungo néo diferiu do tratamento testemunha. O maior acréscimo na MRF
ocorreu em SSIV + 15 g de P. chlamydosporia kg de solo, variando entre 15 e 71%
nos ensaios 1 e 2, respectivamente, quando comparados ao tratamento testemunha
(Tabela 5).

Tabela 5 - Altura e massa da parte aérea fresca (MPAF) e massa de raiz fresca (MRF) de tomateiros
inoculados com 3.000 ovos de Meloidogyne javanica, ap6s serem cultivados em solo contendo
micélio e conidios de Pochonia chlamydosporia (Pc) e subproduto sélido da industria vinicola (SSIV).
UTFPR, Pato Branco - PR, 2017.

Altura (cm) MPAF (9) MRF (g)

Tratamentos Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2
Testemunha 52,6 58,4 ab 22,3c 16,6 c 12,3 b 9,2d
15g Pc 55,2 53,0c 244 c 18,2 ¢c 11,5bc 112c
SSIvV 57,1 60,6 ab 27,8b 224b 10,2 ¢ 11,1c
SSIV+25gPc 57,6 62,2 a 27,4 b 24,8 a 10,8 bc 12,9 bc
SSIV +5,0g Pc 57,5 59,3 ab 30,5 ab 25,7 a 11,2 bc 12,1 bc
SSIV +10,0 g Pc 56,8 60,6 ab 28,7b 26,1 a 12,2 b 13,3 b
SSIV +15,0g Pc 55,4 55,7 bc 33,2a 25,4 a 14,2 a 15,8 a
CV (%) 7,9 9,5 10,8 10,0 14,4 14,2

Média de oito repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
médias de Duncan (p < 0,05). SSIV: 30 g kg de solo.
ns: Nao significativo pelo teste F (p < 0,05).

Neste estudo, novamente observou-se que a associacao do SSIV ao fungo
P. chlamydosporia reduziu o numero de galhas e de ovos por sistema radicular dos
tomateiros. A aplicacdo de SSIV + 15 g de P. chlamydosporia kg de solo reduziu
entre 85 e 98% o0s numeros de galhas e ovos de M. javanica, em ambos 0s ensaios.
Houve efeito sinérgico no controle do patégeno com a combinacdo de SSIV e arroz

colonizado por P. chlamydosporia, nas concentra¢gdes de 5, 10 e 15 g (Tabela 6).
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Tabela 6 - Numero de galhas e ovos por sistema radicular e unidade formadora de col6nias (UFCs)
por grama de solo em tomateiros inoculados com 3.000 ovos de Meloidogyne javanica, apos serem
cultivados em solo contendo micélio e conidios de Pochonia chlamydosporia (Pc) e subproduto sélido
da industria vinicola (SSIV). UTFPR, Pato Branco - PR, 2017.

Tratamentos N° galhas N° ovos UFCs (x10%)?!
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2

Testemunha 656 a 1.182 a 205.222 a 158.218 a - -
15gPc 166 b 442 b 49.826 b 68.866 b 18,2 8,8
SSIvV 166 b 319b 48.257 b 60.321 b - -
SSIV+25gPc 164 b 252 b 50.593 b 62.080 b 7,2* 10,2*
SSIV +5,0g Pc 60 d 120 c 9.544 ¢ 31.900 ¢ 8,8* 11,6*
SSIV +10,0 g Pc 101c 118 c 10.538 ¢ 27.032 ¢ 10,8* 13,0*
SSIV +15,0g Pc 61d 71c 3.963 d 22.494 ¢ 11,0* 13,2*
CV (%) 7,9 9,4 13,3 20,1 45 3,7

Média de oito repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (p < 0,05). SSIV: 30 g kgl de solo.

Populagdo de Pochonia chlamydosporia Pc-8 no solo 60 dias apds o transplantio das mudas de
tomate, com a presenca de Meloidogyne javanica. Média de cinco repetices. *Médias que diferem do
tratamento testemunha pelo teste de Dunnett (p < 0,05).

A maior populacédo de P. chlamydosporia no solo no ensaio 1 foi obtida no
tratamento contendo apenas o fungo. Nesse ensaio, o SSIV também reduziu o
desenvolvimento do fungo no solo, porém com aumento das UFCs proporcional ao
aumento das concentracdes do fungo adicionadas ao solo. No entanto, no ensaio 2,
observou-se maior namero de UFCs de P. chlamydosporia nos tratamentos
contendo o SSIV associado ao fungo, com aumento também proporcional ao

aumento das concentragcdes do fungo adicionadas ao solo (Tabela 6).
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5 DISCUSSAO

A associacéo de P. chlamydosporia com o SSIV, independentemente do tipo
de inoculo utilizado, teve efeito sinérgico no controle de M. javanica e estimulou o
desenvolvimento de tomateiros (Tabelas 3, 4, 5 e 6). Embora o fungo
P. chlamydosporia seja um dos agentes de controle biolégico mais promissores no
manejo do nematoide-de-galhas (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013; CIANCIO et al.,
2016), como novamente comprovado nos tratamentos contendo apenas o fungo
(Tabelas 4 e 6), a associacdo de P. chlamydosporia e matéria organica pode
potencializar o controle do nematoide (DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2010a;
RADWAN et al., 2011; PODESTA et al., 2013; SILVA et al., 2016), como constatado
neste estudo ao utilizar este agente de controle biol6égico com o SSIV.

O efeito sinérgico do SSIV e do fungo na reducdo da populacdo de
M. javanica pode ser devido a combinacdo de modos de acgéo sobre distintas fases
de vida do nematoide (MEYER; ROBERTS, 2002). O fungo P. chlamydosporia &
parasita facultativo de ovos e fémeas do nematoide (CIANCIO et al., 2016), capaz
de produzir enzimas que destroem a membrana dos ovos do nematoide (LOPEZ-
LLORCA et al., 2002; MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013), rompendo as camadas
vitelinas de quitina e lipidios da casca do ovo e, consequentemente, causando sua
desintegracdo e a morte de eventuais juvenis (MORGAN-JONES; WHITE;
RODRIGUEZ-KABANA, 1983; MUKHTAR; PERVAZ, 2003; MANZANILLA-LOPEZ et
al., 2013). Ao parasitar uma Unica fémea do nematoide, o fungo consegue eliminar
centenas de ovos de uma s6 vez (LOPEZ-LLORCA et al.,, 2002), reduzindo
consideravelmente a reproducdo do nematoide.

Em contrapartida, a composicao quimica do SSIV inclui compostos fenélicos
e nitrogenados, taninos, acidos organicos, entre outros (OKA; SHAPIRA; FINE,
2007; RUBILAR et al., 2007), que possuem acao nematicida. Esses compostos néo
so afetam a eclos&o dos J2 do nematoide-de-galhas, bem como os matam (REINER
et al., 2016). Além disso, é possivel que os compostos produzidos pelo SSIV afetem
a casca dos ovos do nematoide, aumentando sua suscetibilidade ao parasitismo do
fungo. A associagéo de P. chlamydosporia com extratos de nim também aumentou o
parasitismo de ovos pelo fungo e reduziu eficientemente o nimero de galhas e de
ovos de M. javanica (MUKHTAR; AHMAD; JAVED, 2002).
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Outra vantagem observada neste estudo foi que os dois tipos de indculo de
P. chlamydosporia (contendo clamidésporos ou apenas o micélio e conidios do
fungo) apresentaram controle promissor e semelhante (Tabelas 4 e 6). Os
clamidosporos sdo os propagulos mais eficazes para o estabelecimento do fungo no
solo (VERDEJO-LUCAS et al., 2003; CIANCIO et al., 2016) e séo preferencialmente
utilizados como fonte de indculo (KERRY; BOURNE, 2002). Por outro lado, os
conidios e fragmentos de hifas desse fungo apresentam baixas taxas de
sobrevivéncia no solo e sao facilmente inviabilizados quando adicionados ao solo
sem fonte de energia suplementar (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013), por isso,
esse tipo de indéculo ndo é preferencialmente utilizado. Entretanto, resultados
efetivos no controle do nematoide-de-galhas ja foram obtidos em alguns estudos,
quando apenas micélio e conidios do fungo foram incorporados (MUKHTAR,;
PERVAZ, 2003; DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2014; PODESTA et al., 2016), como
também observado neste estudo, quando P. chlamydosporia foi associado ao SSIV
(Tabela 6).

O controle de M. javanica obtido ao utilizar o inéculo contendo apenas
micélio e conidios do fungo pode ter ocorrido pelo fato de o SSIV e os graos de
arroz, onde o fungo foi repicado, terem servido de substrato para o desenvolvimento
do fungo no solo. Resultados semelhantes também foram observados por
Dallemole-Giaretta et al. (2014), ao avaliarem a incorporagdo ao solo de gréaos de
arroz colonizados por P. chlamydosporia contendo apenas micélio e conidios do
fungo no controle de M. javanica.

No entanto, apesar dos dois tipos de in6culo de P. chlamydosporia terem
sido eficientes no manejo do nematoide quando associados ao SSIV, bem como,
quando aplicados isoladamente (Tabelas 4 e 6), ao utilizar o indéculo de
P. chlamydosporia contendo apenas micélio e conidios do fungo é necessario
adicionar maior quantidade de in6culo do fungo ao solo para obter controle
semelhante. Assim, a aplicacdo de graos de arroz colonizados por
P. chlamydosporia é economicamente inviavel quando aplicado em grandes areas,
sendo preferivel, portanto, aplicar formulacdes somente a base de clamidésporos
(PODESTA et al., 2016). Além disso, ao contrario dos conidios, os clamiddsporos
possuem reservas alimentares que permitem que o fungo se estabeleca no solo,
mesmo sem a presenca de outra fonte de energia (KERRY, 1990; MAUCHLINE;
KERRY; HIRSCH, 2002).
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A associacao de P. chlamydosporia com o SSIV também permitiu que ele
sobrevivesse no solo, embora alguns valores tenham sido menores aos observados
no tratamento contendo apenas o fungo (Tabelas 4 e 6). A reducgéo da populagéo do
fungo no solo, obtida na maioria dos ensaios, foi devido ao efeito direto dos
compostos quimicos do SSIV (compostos fendlicos acido galico, acido cafeico, acido
ferdlico, acido p-cumarico e o estilbeno trans-resveratrol) (REINER et al., 2016) e seus
compostos volateis, visto que os compostos acido galico e &cido cafeico ja foram
relatados com atividade antifangica contra Fusarium solani (Mart.) Sacc. (NGUYEN et
al., 2013) e Fusarium graminearum Schwabe (GAUTHIER et al., 2016),
respectivamente. Além disso, nos testes in vitro contatou-se que o SSIV reduziu o
desenvolvimento do fungo P. chlamydosporia (Figuras 1 e 2), o que comprova o
efeito negativo do SSIV sobre o fungo.

Por outro lado, o aumento do fungo observado no segundo ensaio, em que
foi testada a associacdo do SSIV com o micélio e os conidios do fungo,
possivelmente seja devido as temperaturas elevadas registradas durante a
conducdo desse ensaio (média de 29 °C), o que pode ter afetado o processo de
mineralizacdo do SSIV, pois o incremento na temperatura aumenta a atividade
bioldgica e, consequentemente, a mineralizacdo da matéria organica (BRITO et al.,
2008; CHIODINI et al., 2013). Com isso, muitos dos compostos do SSIV liberados
apos a mineralizacdo e decomposicdo do SSIV, que sao prejudiciais ao
desenvolvimento do fungo, podem ter sido lixiviados ou volatilizados, permitindo que
o fungo se desenvolvesse normalmente no solo.

Ainda, como o SSIV é constituido de grandes quantidades de nutrientes,
representa uma 6tima fonte de nutricdo (FERRARI, 2010), sendo capaz de promover
o desenvolvimento das plantas (REINER, 2015) e torna-las mais tolerantes ao
ataque de fitonematoides (STIRLING et al., 2003; HUANG; LI; YUAN, 2006), como
verificado neste estudo (Tabelas 3, 4, 5 e 6). Ao utilizar apenas o SSIV incorporado
ao solo, houve acréscimo no desenvolvimento dos tomateiros na maioria das
variaveis avaliadas, com aumento de até 25% na MPAF e 39% na MRF, em relacéo
ao tratamento testemunha (Tabelas 3 e 5).

O fungo P. chlamydosporia também estimula o crescimento de plantas
(MACIA-VICENTE et al., 2009; ESCUDERO; LOPEZ-LLORCA, 2012; DALLEMOLE-
GIARETTA et al, 2015), pois promove aumento da superficie radicular,

mineralizacdo de matéria organica e melhoria na aquisicdo de nutrientes
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(KANDELER et al., 1999; BADR et al., 2006). No entanto, neste estudo constatou-se
que quando o fungo foi utlizado isoladamente nd&o houve aumento no
desenvolvimento dos tomateiros (Tabelas 3 e 5), exceto para a varidvel MRF, no
ensaio 2 (Tabela 5). Por outro lado, ao associar o fungo ao SSIV, o desenvolvimento
das plantas aumentou mais de 40% na MPAF e MRF, quando comparado ao uso
isolado do SSIV e de P. chlamydosporia (Tabelas 3 e 5), o que novamente
comprova o efeito positivo da associagéo do fungo com o SSIV.

A aplicacdo de 30 g de SSIV kg de solo equivale a 60.000 toneladas ha?, o
gue representa uma quantia bem expressiva quando se refere a grandes areas.
Assim, essa € uma alternativa viavel apenas para pequenas areas, reboleiras ou
para utilizacdo em casa de vegetacdo. Como o SSIV é aplicado conjuntamente com
P. chlamydosporia, sugere-se a realizacdo de novos estudos para testar a
associacdo da melhor concentracdo do fungo e menores concentracdes do SSIV,
com o objetivo de possivelmente encontrar uma concentracdo menor, mas que

também apresente resultados promissores no manejo do nematoide-de-galhas.



39

6 CONCLUSOES

O extrato aquoso e o0s compostos volateis do SSIV reduzem o
desenvolvimento do fungo P. chlamydosporia.

A incorporacdo associada do SSIV e do fungo P. chlamydosporia ao solo,
independentemente do tipo de in6culo, aumenta o desenvolvimento vegetativo e
potencializa o controle de M. javanica em tomateiro.

A aplicacdo de SSIV (30 g kg?! de solo) com 3.500 clamidésporos de
P. chlamydosporia g* de solo ou 15 g do inéculo contendo micélio e conidios do

fungo kg de solo pode ser usada no manejo de M. javanica.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A associacao de P. chlamydosporia e do SSIV representa uma alternativa
para o controle dos fitonematoides, pelo elevado potencial dessas taticas de controle
e por ndo fornecerem riscos ao meio ambiente e aos seres humanos. Além disso, ao
utilizar o SSIV na agricultura, o residuo deixa de ser problema ambiental e se torna
fonte de nutriente para a agricultura, bem como fonte de renda extra para o
vinicultor.

Por mais que neste estudo tenha sido comprovado o potencial da
associacdo de P. chlamydosporia ao SSIV em casa de vegetacdo, sugere-se a
realizacdo destes estudos, também em condi¢des de campo.
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