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RESUMO

FERREIRA, Paulo Afonso, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2008. Formulagéo de
condicionador de solo para uso em covas de plantio de café, visando ao controle de
Meloidogyne exigua. Orientador: Silamar Ferraz. Co-Orientadores: Everaldo Antonio Lopes e

Leandro Grassi de Freitas.

Meloidogyne exigua causa grandes prejuizos a cafeicultura brasileira, principalmente
em cafeeiros ardbica recém plantados, pois estda amplamente disseminado nas principais
regides produtoras. Além dos danos causados por M. exigua, a importancia do patégeno é
justificada pela dificuldade e pelos altos custos envolvidos no seu controle. O uso
indiscriminado de nematicidas, além de onerar o custo de producdo, pode colocar em risco a
salde dos aplicadores, dos consumidores e contaminar o meio ambiente. Dessa forma,
métodos alternativos para 0 manejo de nematoides sdo cada vez mais desejaveis, destacando-
se 0 uso de fungos nemato6fagos aliado a incorporacdo de matéria organica. Os objetivos do
presente trabalho foram estudar a interacdo entre Pochonia chlamydosporia e Trichoderma
sp.; avaliar o efeito de P. chlamydosporia e Trichoderma sp. sobre M. exigua; verificar o
efeito de condicionadores formulados para o plantio de cafeeiros em solo infectado com M.
exigua, em testes em casa-de-vegetacdo e avaliar a viabilidade do armazenamento do
condicionador. Os isolados Pc-10 de P. chlamydosporia e o T-1 de Trichoderma sp. foram
submetidos a testes de confrontacdo direta, antibiose, producdo de metabdlitos volateis e
interacdo entre hifas para avaliar a compatibilidade entre eles. N&o houve incompatibilidade
entre P. chlamydosporia e Trichoderma sp. nos teste de confrontacdo direta, antibiose e
interacdo entre hifas. No teste de producdo de metabolitos volateis, o crescimento micelial de
P. chlamydosporia foi reduzido na presenca de Trichoderma sp. Ao se avaliar os isolados de
P. chlamydosporia e Trichoderma sp., quando aplicados ao solo separadamente ou em
conjunto em substratos colonizados, ndo houve reducdo da populacdo de M. exigua em casa-
de-vegetacdo. Os isolados de P. chlamydosporia e Trichoderma sp. foram adicionados a
matéria organica e fertilizantes inorganicos com o intuito de formular um condicionador de
solo para a sua aplicagdo em covas de plantio. A aplicacdo do condicionador em solo argiloso
promoveu um melhor desenvolvimento das mudas de cafeeiros influenciando no numero de
folhas, diametro de copa, altura e massa da matéria seca da parte aérea. No entanto, nao teve
influéncia no desenvolvimento das mudas de cafeeiro cultivadas em solo arenoso. O

condicionador de solo reduziu a reproducdo de M. exigua nesses solos. A sua aplicacédo teve
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tendéncia de melhorar as caracteristicas quimicas do solo argiloso e arenoso, melhorando os
teores dos nutrientes na parte aérea das plantas de cafeeiro cultivadas nesses solos. Visando
avaliar o efeito das condicGes de armazenamento do condicionador de solo na viabilidade dos
isolados fangicos, o produto foi acondicionado em sacos de polietileno transparente e escuro,
saco de papel e de aniagem. O armazenamento do condicionador de solo em sacos de
polietileno transparente e escuro manteve a populacdo de Trichoderma sp. viavel por 90 dias
em niveis maiores do que quando foi formulado, mas a populacdo de P. chlamydosporia caiu
drasticamente em todas as embalagens, até o 15° dia, permanecendo viavel em niveis baixo.
O condicionador de solo se mostrou uma alternativa vidvel no controle de M. exigua no

plantio de cafeeiros.



ABSTRACT

FERREIRA, Paulo Afonso, M. Sc., Federal University of Vicosa, July, 2008. Formulation of soil
conditioner for using in holes of coffee planting, aiming the control of Meloidogyne exigua.
Adviser: Orientador: Silamar Ferraz. Co-adivisers: Everaldo Antonio Lopes and Leandro Grassi de

Freitas.

Meloidogyne exigua causes big damages to the Brazilian coffee culture, mainly in
newly planted Arabica coffee cultures, because it is widely disseminated in the main
producing regions. Besides the damage caused by M. exigua, the significance of this pathogen
is justified by the difficulty and the high costs involved in its control. The indiscriminate use
of nematocide, can put in risk the health of the aplicators, the health of the consumers and it
can contaminate the environment, moreover it can charge the cost of production. Therefore,
alternative methods for controlling the management of nematodes are more and more
desirable, because of this the use of nematophagus fungus combined to the incorporation of
organic matter has been highlighted. The aims of the present work were to study the
interaction between Pochonia chlamydosporia and Trichoderma sp.; to evaluate the effect of
P. chlamydosporia and Trichoderma sp. on M. exigua; to verify the effect of formulated
conditioners on the planting of coffee culture in soils infected with M. exigua, in trials in
greenhouses and to evaluate the feasibility in storing the conditioner. The isolates Pc-10 from
P. chlamydosporia and T-1 from Trichoderma sp. were submitted to tests of direct
confrotation, antibiosis, production of volatile metabolites and interaction between hyphas in
order to evaluate the compatibility among them. There was no incompatibility between P.
chlamydosporia and Trichoderma sp. in the direct confrontation test, antibiosis and
interaction between hyphas. In the volatile metabolite test, the mycelial growing of . P.
chlamydosporia was reduced in the presence of Trichoderma sp. When the isolates of P.
chlamydosporia and Trichoderma sp. were evaluated there was no reduction of population of
M. exigua in greenhouse when they were separately aplied in the soil or grouped in colonized
substratos. The P. chlamydosporia and Trichoderma sp. isolates were added to organic
matter and inorganic fertilizers in order to formulate a soil conditioner to its application in
planting holes. The application of soil conditioner in clay soil promoted a better development
of the coffee seedlings influencing in the number of leaves, diameter of the canopy, height

and the aerial section dry matter weight. However, it didn’t influence the development of



coffee seedlings growing in sandy soil. The soil conditioner reduced the reproduction of M.
exigua in those soils. Its application tended to improve the chemical characteristics of the clay
and sandy soils, improving the levels of nutrients in the aerial section of coffee plants growing
in those soils. Because it was aimed to evaluate the effect of storing condition of the soil
conditioner in the feasibility of fungical isolated, the product was conditioned in transparent
and dark polyethylene sacs, paper bags and sackcloths. The storing of soil conditioner in
transparent and dark polyethylene sacs kept the population of Trichoderma sp. viable for 90
days in higher levels than when it was formulated, but the population of P. chlamydosporia
fell dramatically in all packages until the day 15, remaining viable in low levels. The soil
conditioner was shown as a viable alternative in the control of M. exigua in the coffee
planting.

Xi



Revisdo de Literatura

O cafeeiro é uma dicotileddnea perene que pode ser cultivada na regido entre o0s
Tropicos de Cancer e de Capricornio. Possui grande relevancia econémica para varios paises
tropicais, constituindo um dos principais produtos agricolas no mercado internacional, sendo
cultivado em mais de 70 paises (FAO, 2007).

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café. A cultura tem grande
importancia social e econébmica, gerando cerca de 9 milhdes de empregos diretos e indiretos,
movimentando aproximadamente 3,4 bilhdes de dblares para o pais (Caixeta, 2001).

A producéo nacional de café estimada para safra de 2007/2008 ¢é de 32,6 milhdes de
sacas de café beneficiado. Desse total, 69 % sdo de café arabica (Coffea arabica L.) e 31 %
sdo de café robusta (C. canephora Pierre ex Froehner). A area cultivada é de 2,2 milhdes de
hectares. Desse total, 91,6 % estdo em producgéo e os 8,4 % restantes estdo em formacao.
Minas Gerais destaca-se como o maior produtor nacional de café, com 45,3 % da producédo
brasileira, e primeiro produtor de café ardbica. Entre os fatores que influenciam as perdas de
produtividade da cultura, os fitossanitarios sdo de grande importancia (Conab, 2007).

Os fitonematoides sdo responsaveis por grandes perdas na agricultura em todo o
mundo, inviabilizando o cultivo em determinadas areas. Os nematdides causadores de galhas
radiculares, Meloidogyne spp., sdo um dos principais patdgenos agricolas, em funcdo de sua
ampla distribuicdo, vasta gama de hospedeiros e elevados prejuizos provocados. No Brasil,
como em outras partes do mundo, 0s nematoides-das-galhas tém sido encontrados associados
a culturas de grande importancia econdmica e sao fator limitante a producdo de algumas
delas, como algodao, batata, café, cana-de-acucar, cenoura, fumo, soja, tomate, dentre outras
(Lordello, 1982).

Entre as varias espécies de Meloidogyne que infectam plantas de interesse econémico
em diversas partes do mundo, foram relatadas a associacdo de 17 espécies com as raizes do
cafeeiro. Entre elas, sete sdo encontradas no Brasil: M. arenaria (Neal) Chitwood, M. exigua
Goeldi, M. javanica (Treub.) Chitwood, M. hapla Chitwood, M. incognita (Kofoid & White)
Chitwood, M. paranaensis Carneiro et al. e M. coffeicola Lordello & Zamith (Campos, 1997).

M. exigua causa grandes prejuizos a cafeicultura brasileira, pois estd amplamente
disseminado no Pais, especialmente nas principais regides produtoras (Campos et al., 1985;
Gongalves & Silvarolla, 2001; Oliveira et al., 2001). Essa espécie de nematdide é importante
em cafeeiros arabica recém-plantados e, mesmo ndo sendo a espécie mais agressiva, chega a

causar perdas da ordem de 45 % (Barbosa et al., 2004).



Além dos danos causados por M. exigua, a importancia do patdgeno ¢é justificada pela
dificuldade e os altos custos envolvidos no seu controle. O principio da exclusdo é o mais
importante quando se pensa no manejo de qualquer nematoide, ou seja, o agricultor deve
evitar o estabelecimento deste organismo em local onde ele ndo ocorra. A partir do momento
que a &rea foi infestada, a sua erradicacdo torna-se praticamente impossivel e as medidas de
controle que serdo adotadas visardo apenas a reducdo na populagdo dos nematdides no solo
(Ferraz et al., 2001).

Na reducdo da densidade populacional desses fitopatdgenos, algumas medidas podem
ser adotadas, como o controle quimico, a rotagdo de culturas e o uso de variedades resistentes.
O uso de variedades resistentes, embora seja 0 método ideal de controle de doencas, nem
sempre € possivel, pois depende da disponibilidade de geno6tipos que combinem
caracteristicas de resisténcia com qualidades agronémicas (Dropkin, 1969; Freitas et al.,
1999; Ferraz et al., 2001). Uma alternativa seria utilizar a técnica de enxertia em cafeeiros; no
entanto, trata-se de um processo muito meticuloso, que exige pessoal treinado, infraestrutura
adequada, respaldo técnico, bases fisicas, recursos materiais, humanos e financeiros
(Cambraia, 1999 citado por Rezende et al., 2003). A rotacdo de culturas, embora seja
desejavel, normalmente é de dificil aplicacdo por ser o cafeeiro uma cultura perene (Halbrendt
& LaMondia, 2005). O controle quimico, baseado no uso de nematicidas, tem tido espaco
limitado na agricultura mundial, principalmente a partir da década de 80, com a retirada de
varios produtos do mercado, devido a sua persisténcia no solo, a contaminacdo dos lencois
fredticos e aos efeitos prejudiciais aos seres humanos e a fauna do planeta. Somam-se a estes
fatores os altos custos e a eficiéncia temporaria de alguns produtos (Jatala, 1986; Stirling,
1991; Kerry, 2001).

Vislumbrando novas taticas de controle dos nematdides, em funcdo da crescente
pressdo publica por uma agricultura que cause menos impactos ambientais, métodos
alternativos tém sido estudados, como o controle biolégico e a incorporacdo ao solo de
matéria organica.

O termo “controle bioldgico” ¢ definido como sendo a redu¢do da populagdo de um
organismo alvo por outro organismo vivo, que ndo plantas resistentes (Stirling, 1991). Este
controle pode ocorrer naturalmente, através do equilibrio biolégico natural da microbiota do
solo, ou de forma induzida, implementado por programas que visam aumentar a populacao e a
atividade dos antagonistas dos nematdides (Jatala, 1986; Stirling, 1991; Ferraz & Santos,
1995).



Entre os diversos inimigos naturais dos nematdides comumente encontrados nos solos,
0S que apresentam maior potencial como agentes de controle bioldgico séo as bactérias e 0s
fungos (Jatala, 1986; Stirling, 1991; Ferraz & Santos, 1995). Os fungos nematofagos, sdo os
organismos mais estudados e apresentam estratégias sofisticadas para infectar ou capturar os
nematdides, podendo ser divididos em: predadores, endoparasitas, oportunistas (parasitas de
ovos e de fémeas sedentérias) e aqueles que produzem metabdlitos toxicos aos nematoides
(Mankau, 1980; Jatala, 1986; Stirling, 1991).

Os fungos endoparasitas, como por exemplo, Catenaria, Haptoglossa, Hirsutella,
Nematoctonus, apresentam esporos que sdo ingeridos pelos nematdides ou ficam aderidos a
sua cuticula. Os conidios, ao germinarem, ddo origem a hifas que parasitam o corpo do
nematoide. Apresentam pouco potencial de uso como agentes de controle bioldgico por serem
pouco competitivos, dependerem muito da umidade do solo, ndo crescerem muito no solo e
serem sensiveis a variacdes de pH, metais, sais, etc (Stirling, 1991; Ferraz & Santos, 1995).

Os fungos predadores sdo 0s mais comuns e abundantes em solos naturais e agricolas e
em todo o tipo de material em decomposicdo, representados pelos géneros Arthrobotrys,
Dactylaria, Duddingtonia e Monacrosporium. Sao caracterizados pela producdo de 6rgdos
especializados de captura de nematdides ao longo da hifa, conhecidos como armadilhas
(Stirling, 1991).

Um grupo de fungos nematdfagos que apresenta grande potencial no controle
biolégico de nematoides é o dos fungos oportunistas ou parasitas de ovos e de fémeas, com
destaque para as espécies Paecilomyces lilacinus (Thomn.) Samson e Pochonia
chlamydosporia (Goddard) Zare & Gams, conhecida anteriormente como Verticillium
chlamydosporium. Normalmente, esses fungos sdo saprofiticos, logo, independem da
presenca de ovos de nematoides no solo para a sua sobrevivéncia, crescendo satisfatoriamente
em matéria organica. Em funcéo dessa caracteristica, sdo mais faceis de estabelecer no solo,
qguando comparados com os fungos predadores. Colonizam rapidamente ovos e fémeas de
nematdides, destruindo de uma s6 vez grande quantidade de individuos, especialmente no
caso do nematdide-das-galhas (Meloidogyne spp.) e do nematodide-dos-cistos (Heterodera
spp., Globodera spp) (Stirling, 1991).

Quanto aos fungos produtores de metabolitos toxicos, representados por Aspergillus,
Pleurotus, Penicillium, Trichoderma e Myrothecium, muitos estudos sobre o efeito das
possiveis substancias toxicas produzidas por tais fungos no controle de nematoides ainda
devem ser conduzidos. Portanto, a pesquisa na area de micotoxinas no controle de patégenos

vem crescendo. Atualmente, existe no mercado mundial um produto obtido da fermentacdo de



M. verrucaria (Alb. & Schwein) Ditmar, registrado como DiTera®. Além disso, Trichoderma
spp. € um conhecido agente de controle biolégico de fungos fitopatogénicos (Papavizas, 1985;
Elad et al., 1993), carecendo apenas de mais investigacdes sobre sua acdo no manejo de
nematoides (Spiegel & Chet, 1998; Sharon et al., 2001).

A literatura mundial estd repleta de trabalhos explorando o controle biolégico de
nematodides (Jatala, 1986; Stirling, 1991; Ferraz & Santos, 1995; Siddiqui & Mahmood, 1996;
Freitas & Carneiro, 2000). Entretanto, a grande maioria das abordagens aplicadas ao controle
biolégico de doencas de plantas tem sido baseada no uso de um Unico antagonista contra o(s)
patdgeno(s) alvo(s) (Jatala, 1986; Siddiqui & Shaukat, 2002). Todavia, é provavel que na
maioria dos casos onde o controle biolégico ocorra naturalmente, tal evento seja resultado da
mistura de antagonistas, muito mais do que uma alta populacédo de apenas um deles (Siddqui
& Shaukat, 2002; 2003). Em solos supressivos a doencas de plantas, a presenca de mais de
um agente de biocontrole é considerada como um dos principais fatores que contribuem para
este fendmeno (Lemanceau & Alabouvette, 1991; Stirling, 1991). O declinio da populacao de
Heterodera avenae, 0 nematoOide-do-cisto-dos-cereais, em areas agricolas na Inglaterra,
mesmo quando cultivares suscetiveis eram plantados, foi detalhadamente estudado por Kerry
(1982). O autor concluiu que a grande populacdo dos fungos nemat6fagos Nematophthora
gynophila Kerry & Crump e Verticillium chlamydosporium Goddard encontrada nas areas de
plantio era 0 maior responsavel pela supressividade.

Portanto, a introducdo de uma mistura de antagonistas provavelmente lograria um
maior sucesso no controle bioldgico, pois aumentaria a eficacia e confiabilidade do controle,
em funcdo da ampliacdo do espectro de atividade, podendo reunir varios mecanismos de acéo
contra o patégeno alvo (Siddiqui & Shaukat, 2003). Algumas vantagens da combinacdo de
antagonistas no controle biolégico podem ser listadas: a) maltiplos modos de a¢do contra o
patdgeno alvo; b) habilidade para afetar mais do que um estadio do ciclo de vida do patégeno
alvo; c) atividade durante diferentes épocas na estacdo de crescimento; d) aumentar a
consisténcia do controle em ampla gama de condic¢des de solo; e) potencial para selecionar
organismos que afetem mais do que um patdgeno ou pragas, aumentando o espectro de uso do
produto (Lemanceau & Alabouvette, 1991; Meyer & Roberts, 2002).

A incorporacdo de matéria organica vegetal ao solo é outra pratica bem-sucedida no
controle de nematoides, adotada por agricultores desde o inicio do século passado (Ritzinger
& McSorley, 1998). Os mecanismos de agdo associados com esta técnica sdo atribuidos, em
parte, a fatores como a melhoria das caracteristicas fisicas e quimicas do solo (Stirling, 1991),

resultando em melhor desenvolvimento das plantas, além do aumento da populacdo de



microrganismos antagonistas aos nematoides (Linford et al., 1938; Sitaramaih & Singh,
1978). Em certos casos, a decomposicdo destes residuos resulta na liberacdo de produtos
toxicos aos nematdides (Stirling, 1991; Gonzaga & Ferraz, 1994). A eficiéncia de
determinado material organico no controle de nematdides depende de sua composi¢do
quimica e das espécies de microrganismos relacionados com a sua decomposi¢do. A liberacao
de compostos toxicos seria a acdo direta da degradacdo do material organico e,
provavelmente, promoveria rapida reducao na populacdo dos nematoides (Rodriguez-Kabana
et al., 1987; Dias-Arieira, 2002). Outros atributos, como a melhoria da estrutura e agregacao
do solo, da nutrigdo das plantas também podem favorecer o controle de nematdides (Stirling,
1991). Desta forma, a supressdo de fitonematdides pelo uso de matéria organica é
provavelmente baseada em um complexo modo de acdo envolvendo mdltiplos mecanismos
(Chavarria-Carvajal & Rodriguez-Kabana, 1998).

Quando os fungos nematdfagos sdo aplicados conjuntamente a uma fonte de matéria
organica, a possibilidade de estabelecimento destes organismos aumenta consideravelmente e,
além disso, pode potencializar o controle de nematoides, liberando compostos nematicidas e
melhorando a nutricdo da planta hospedeira, pela liberacdo de nutrientes (Cannayane &
Rajendran, 2001).

A formulacdo de condicionadores de solo é uma possibilidade inovadora de veicular
agentes de biocontrole e residuos organicos, de maneira a atuarem no manejo de nematoides.
Condicionador de solo é definido como sendo um produto que promove a melhoria das
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (Brasil, 2006). Eles podem variar de
acordo com a sua origem e composi¢cdo, podendo ser compostos por materiais organicos,
polimeros sintéticos e condicionadores minerais (Hickman & Whitney, 2008). Considera-se
que a melhoria das propriedades fisicas do solo seja o principal atributo desejavel no uso de
um condicionador de solo, uma vez que as propriedades quimicas podem ser corrigidas com a
adubacdo e a calagem. Portanto, um produto que aumente a atividade bioldgica do solo e que
ainda seja eficiente no controle de nematdides e outros patdgenos de solo pode representar
grande diferencial no mercado. Lopes et al. (2007) estudaram alguns condicionadores de solo
para o controle de M. javanica, dentre os quais se destacaram as formulagbes 1D e 2D. A
primeira era composta pela mistura de cascas de café (Coffea arabica L.) e torta de mamona
(Ricinus communis L.), na proporc¢éo de 4:1 (p/p), acrescida das folhas secas de mamona e de
falso-boldo (Plectranthus barbatus Andrews), das sementes trituradas de feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformis (L.) DC.) e de P. chlamydosporia. A formulagdo 2D era semelhante a

1D, exceto pela substituicdo das cascas de café pela fibra de coco (Cocus nucifera L.).



Uma abordagem que merece ser investigada é a possibilidade de formular
condicionadores que possam ser aplicados na cova de plantio de culturas perenes, como o
cafeeiro. Tais produtos, além de conter todos 0s nutrientes necessarios para a implantacéo da
cultura, seriam enriquecidos com materiais organicos, como cascas de café e torta de
mamona, além de agentes de controle bioldgico, como P. chlamydosporia e Trichoderma sp.,
possibilitando o desenvolvimento das plantas e o controle de nematdides, como M. exigua,
patdgeno que esta presente em todas as regides cafeicultoras de Minas Gerais. Desta forma,
formulou-se a hipdtese de que o uso do condicionador de solo no plantio do cafeeiro seria
capaz de favorecer o desenvolvimento da planta e apresentar agdo supressora sobre a
populagéo de M. exigua.

Diante desta perspectiva, o presente trabalho tem como objetivos:

a) Estudar a interacdo entre P. chlamydosporia e Trichoderma sp.;

b) Avaliar o efeito de P. chlamydosporia e Trichoderma sp. sobre M. exigua;

c) Verificar o efeito do condicionador formulado para o plantio de cafeeiros em solo

infectado com M. exigua, em testes em casa de vegetacao;

d) Avaliar a viabilidade do armazenamento do condicionador para aplicacdo no plantio

de cafeeiros.
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Resumo — Ferreira, P.A.; Ferraz, S.; Lopes, E.A.; Freitas, L.G. & Zooca, R.J.F. 2008. Efeito

de Pochonia chlamydosporia e Trichoderma sp. no controle de Meloidogyne exigua.

O isolado Pc-10 de Pochonia chlamydosporia e o isolado T-1 de Trichoderma sp.
foram submetidos a testes para verificar a compatibilidade entre ambos. No teste de produgéo
de metabdlitos volateis, tampas de placas de Petri foram posicionadas umas sobre as outras,
apos ter sido vertido o meio batata-dextrose-agar (BDA). Na superficie da tampa inferior, foi
plaqueado o isolado T-1 e, na superior, o isolado Pc-10. As placas foram vedadas lateralmente
com membrana pléstica e, em seguida, foram mantidas a 26 °C, por 7 dias, sob luz continua.
Neste teste, o crescimento micelial de P. chlamydosporia foi reduzido na presenca de
Trichoderma sp. Nenhum efeito no crescimento de ambos os isolados foi observado nos
demais testes (confrontacdo direta, antibiose e interagdo entre hifas). Os isolados Pc-10 de P.
chlamydosporia e T-1 de Trichoderma sp. foram testados em casa-de-vegetacdo visando ao
controle de M. exigua. O inéculo de P. chlamydosporia foi produzido em milho triturado
autoclavado e o de Trichoderma sp. foi produzido em arroz autoclavado. Os in6culos dos
fungos (1 g de substrato colonizado por quilograma de solo) e do nematdide (5.000 ovos)

foram adicionados ao solo em vasos de 2 L e uma muda de pimentdo foi transplantada em
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cada vaso apds 15 dias. Os fungos e seus respectivos substratos ndo colonizados foram
aplicados isoladamente ou em conjunto. A testemunha foi representada por plantas cultivadas
em solos apenas infestados pelo nematdide. O peso da parte aérea, além do numero de galhas
e de ovos por sistema radicular foram avaliados apés 60 dias. O peso da parte aérea, 0 numero
de galhas e o nimero de ovos ndo foram influenciados pela aplicagdo dos isolados
separadamente ou em conjunto, provavelmente devido a dificuldade desses fungos
antagonistas de colonizar a massa de ovos de M. exigua, que sdo produzidas internamente nas

raizes.
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Summary — Ferreira, P.A.; Ferraz, S.; Lopes, E.A.; Freitas, L.G. & Zooca, R.J.F. 2008. Effect

of Pochonia chlamydosporia and Trichoderma sp. on the control of Meloidogyne exigua.

The isolate Pc-10 from Pochonia chlamydosporia and the T-1 from Trichoderma sp. were
submitted to trials to verify the compatibility among both of them. In the volatile metabolites
production trials, caps of Petri plates were placed one above each other, after the medium
potato-dextrose-agar (PDA) had been poured. In the surface of the inferior cap, it was plated
the isolate T-1 and, on the superior plate, the isolate Pc-10. The plates were closed on the
lateral with plastic membrane and, after that, they were maintained at 26 °C, for seven days
under continuous light. In this trial, the mycelial growth of P. chlamydosporia was reduced in
the presence of Trichoderma sp. No effect in the growth of both of the isolates was observed
in the other trials (direct confrontation, antibiosis and interaction among hyphas). The P.
chlamydosporia (Pc-10) and Trichoderma sp. (T-1) isolates were tested in greenhouses
aiming to observe the control of M. exigua. P. chlamydosporia inoculum was produced in
autoclaved grinded corn and the one of Trichoderma sp. was produced in autoclaved rice. The
inoculums of the fungus (1 g from the colonized substrate per kilogram of soil) and from the
nematode (5,000 eggs) were added to the soil in 2 L vases and a seedling of green pepper was
transplanted to each vase after 15 days. The fungus and their respective substrates non
colonized were applied isolated or in grouping. The witness was represented by plants
cultivated in soils which were infected only by the nematode. The aerial section weight,
besides the number of galls and the number of eggs per root system were evaluated after 60
days. The aerial section weight, the number of galls and the number of eggs weren’t
influenced by the application of isolates separately or in grouping, probably because of the
difficulty of these antagonists fungus in colonizing the egg mass of M. exigua, which are

produced in the roots.
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Introducgéo

Os fitonematoides causam perdas elevadas na agricultura em todo mundo, podendo
inviabilizar o cultivo em determinadas areas, principalmente os nematoides causadores de
galhas radiculares, Meloidogyne spp., por apresentarem ampla distribuicdo, vasta gama de
hospedeiros e alta capacidade reprodutiva (Lordello, 1982).

M. exigua Goeldi é capaz de parasitar culturas como cafeeiro (Coffea arabica L.),
tomateiro (Lycopersicom esculentum Mill.), pimentdo (Capsicum annuum L.) e seringueira
(Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mill. Arg.) (Carneiro & Almeida, 2000). Causa
grandes perdas a cafeicultura brasileira, pois estd amplamente disseminado no Pais,
especialmente nas principais regides produtoras (Campos et al., 1985; Goncalves & Pereira,
1998; Gongalves & Silvarolla, 2001; Oliveira et al., 2001). Essa espécie de nematoide é
importante em cafeeiros arabica recém-plantados e, mesmo ndo sendo a espécie mais
agressiva, chega a causar perdas da ordem de 45 % (Barbosa et al., 2004).

Além dos danos causados por M. exigua, a importancia do patdgeno ¢ justificada pela
dificuldade e os altos custos envolvidos no seu controle (Ferraz et al., 2001). Medidas de
controle, como o uso de variedades resistentes, controle quimico e rotacdo de culturas,
apresentam algumas limitacGes, principalmente o controle quimico, razdo pela qual a busca
por novas alternativas de controle de nematdides é, atualmente, uma preocupacdo mundial
(Stirling, 1991; Freitas et al., 1999; Ferraz et al., 2001; Kerry, 2001; Halbrendt & LaMondia,
2005).

Dentro deste enfoque, diversas pesquisas sdo realizadas envolvendo o controle
biolégico. Os fungos sdo os agentes de controle bioldgico de nematdides mais estudados e,
juntamente com as bactérias, sdo 0s que apresentam maior potencial de uso na agricultura.
Eles apresentam estratégias sofisticadas para infectar ou capturar os nematoides, podendo ser
divididos em: predadores, endoparasitas, oportunistas (parasitas de ovos e de fémeas
sedentarias) e produtores de metabdlitos toxicos aos nematdides (Stirling, 1991).

O grupo dos fungos parasitas de ovos e de fémeas é o que apresenta maior relevancia
no controle de fitonematodides, com destaque para as espécies Paecilomyces lilacinus (Thom.)
Samson e Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & Gams, conhecida anteriormente como
Verticillium chlamydosporium. Normalmente, esses fungos séo saprofiticos, logo,
independem da presenca de ovos de nematdides no solo para a sua sobrevivéncia, crescendo
satisfatoriamente em matéria organica. Em funcdo dessa caracteristica, sdo mais faceis de

estabelecerem no solo, quando comparados com os fungos predadores. Colonizam

14



rapidamente ovos e fémeas de nematdides, destruindo de uma s6 vez grande quantidade de
individuos, especialmente no caso do nematoide-das-galhas (Meloidogyne spp.) e do
nematoide-dos-cistos (Heterodera spp., Globodera spp) (Stirling, 1991).

Os fungos produtores de metabolitos toxicos, representados pelos géneros Aspergillus,
Pleurotus, Penicillium, Trichoderma e Myrothecium, demandam mais estudos sobre o efeito
das possiveis substancias toxicas produzidas por tais fungos no controle de nematdides.
Trichoderma spp. € um conhecido agente de controle bioldgico de fungos fitopatogénicos
(Papavizas, 1985; Elad et al., 1993), mas poucas pesquisas foram realizadas sobre a sua acéo
no manejo de nematdides (Spiegel & Chet, 1998; Sharon et al., 2001). Embora o principal
modo de controle de nematoides por Trichoderma spp. seja a produgdo de compostos toxicos,
ha relatos de parasitismo de ovos de fitonematoides por esse género de fungo (Spiegel &
Chet, 1998; Sharon et al., 2001; Eapen et al., 2005).

Dentre os inimeros trabalhos explorando o controle bioldgico de nematoides (Stirling,
1991; Ferraz & Santos, 1995; Siddiqui & Mahmood, 1996; Freitas & Carneiro, 2000; Kerry,
2001), a grande maioria é fundamentada no uso de um Unico antagonista contra o(S)
patdgeno(s) alvo(s) (Siddiqui & Shaukat, 2002). Todavia, é provavel que na maioria dos casos
onde o controle bioldgico ocorra naturalmente, tal evento seja resultado da mistura de
antagonistas, muito mais do que a alta populacdo de apenas um deles (Siddqui & Shaukat,
2002; 2003). Em solos supressivos a doencas de plantas, a presenca de mais de um agente de
biocontrole é considerada como um dos principais fatores que contribuem para este fendbmeno
(Lemanceau & Alabouvette, 1991; Stirling, 1991). No entanto, deve-se conhecer previamente
se estes organismos podem ser aplicados conjuntamente, pois um fungo poderia inibir o
crescimento do outro. Diante do exposto, o0 presente trabalho teve como objetivos estudar a
compatibilidade entre P. chlamydosporia e de Trichoderma sp. para possivel aplicacdo
conjunta desses organismos e avaliar o potencial de controle de M. exigua em condicdes de

casa-de-vegetacao.
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Material e Métodos

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Controle Biologico de Fitonematoides
(BIOAGRO-UFV) e em casa-de-vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Vicosa.

O indculo de M. exigua consistiu de ovos obtidos de populacdes puras e foram
coletados de raizes de cafeeiros, mantidos em casa-de-vegetacdo. Os ovos foram extraidos tal
como descrito por Hussey & Barker (1973), modificado por Boneti & Ferraz (1981).

O isolado Pc-10 de P. chlamydosporia e o T-1 de Trichoderma sp., avaliados neste
trabalho, fazem parte da colegdo do Laboratorio de Controle Bioldgico de Fitonematdides. O
isolado Pc-10 j& vem sendo estudado pelos pesquisadores do Laboratorio de Controle
Biologico de Fitonematdides e tem se mostrado eficiente para o controle de M. javanica
(Dallemole-Giaretta, 2008). O isolado T-1 foi selecionado por apresentar rapido crescimento e
alta producdo de conidios e clamidésporos. Os fungos foram mantidos a 4 °C em geladeira,
preservados pela técnica de conservacdo em pedacos de papel filtro, mantidos em tubos
contendo silica-gel (Smith & Onions, 1983).

Compatibilidade entre os isolados fangicos.

Os isolados de P. chlamydosporia e de Trichoderma sp. foram submetidos a testes de
antagonismo em confrontacdo direta, antibiose, avaliacdo do efeito de metabdlitos volateis e
da interacdo de hifas, conforme descrito por Martins-Corder & Melo (1998), modificado pelo
uso do meio batata-dextrose-agar (BDA).

No teste de antagonismo em confrontacdo direta, um disco de BDA contendo micélio
e conidios de P. chlamydosporia foi colocado em placa de Petri (9,0 cm de didametro),
contendo meio BDA, a uma distancia de aproximadamente 1,0 cm da borda. As culturas
foram incubadas por 10 dias, a 26 °C, na auséncia de luz. Em seguida, um disco de micélio de
Trichoderma sp. foi repicado para placas de Petri, em posicdo oposta a colbnia de P.
chlamydosporia. Os fungos foram incubados a 26 °C durante 5 dias, em fotoperiodo de 12
horas. Nas avaliagdes, utilizou-se a escala de notas proposta por Bell et al. (1982): 1-
colonizacgdo completa da placa por P. chlamydosporia; 2 — colonizacéo de 2/3 da placa por P.
chlamydosporia; 3 — colonizacdo de 50 % da placa por cada fungo; 4 — colonizacéo de 2/3 da
placa por Trichoderma sp.; 5- colonizacdo completa da placa por Trichoderma sp.

Para o teste de antibiose, a superficie do meio BDA foi coberta assepticamente com
discos de papel celofane (9,0 cm de diametro). A seguir, discos de micélio de Trichoderma sp.

foram colocados no centro sobre a superficie do papel celofane. Os fungos foram incubados
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por 48 horas, a 26 °C, sob luz continua. O didmetro médio da col6nia de Trichoderma sp. foi
medido e o papel celofane com a colonia foi removido da placa. As placas foram invertidas e
foi adicionado 1 mL de cloroférmio na sua parte inferior, a fim de eliminar residuos
estruturais do fungo. Apos a evaporacdo do produto, as placas foram mantidas na posicdo
original e deixadas por 30 minutos sob irradiacdo direta de luz ultra-violeta, no interior de
camara de fluxo laminar. Em seguida, foi adicionada sobre a superficie do meio de cultura
uma suspensdo contendo estruturas de P. chlamydosporia. A suspensdo foi espalhada
uniformemente sobre 0 meio com auxilio da alca de Drigalsky. As placas foram mantidas a 25
°C, na auséncia de luz. As suspensdes contendo estruturas de P. chlamydosporia e
Trichoderma sp. foram obtidas de coldnias cultivadas em BDA, durante 10 dias, a 26 °C, na
concentracdo de 10* e 10° clamidésporos e conidios por mililitro respectivamente. Apés cinco
dias de incubacéo, foi avaliado o didmetro médio da colénia.

Na avaliacdo do efeito de metabodlitos volateis, tampas de placas de Petri foram
posicionadas umas sobre as outras, apés ter sido vertido meio BDA em cada uma delas. Na
superficie da tampa inferior da placa, foi plagueado Trichoderma sp. e, na superior, P.
chlamydosporia, ambos na forma de discos de BDA (1 cm de didmetro), contendo micelio e
conidios. As placas foram vedadas lateralmente com membrana plastica e, em seguida, foram
mantidas a 26 °C, por 7 dias, sob luz continua.

No estudo sobre a interacdo de hifas foi adotada a mesma metodologia descrita no
teste de antagonismo em confrontacdo direta, com a excecdo que, neste teste, laminulas
esterilizadas foram primeiramente colocadas entre as duas colOnias opostas. Para as
observagdes microscopicas, ldaminas foram montadas apés a adicdo de uma gota do corante
azul de bromofenol sobre a laminula, contendo estruturas dos dois fungos.

Em todos os testes de compatibilidade foram adotados os seguintes tratamentos: a) P.
chlamydosporia versus P. chlamydosporia; b) P. chlamydosporia versus Trichoderma sp.; c)
Trichoderma sp. versus P. chlamydosporia; d) Trichoderma sp. versus Trichoderma sp. O
delineamento adotado foi inteiramente casualizado, com cinco repetigdes por tratamento.
Efeito de Pochonia chlamydosporia e Trichoderma sp. no controle de Meloidogyne exigua
em pimentao.

Estudou-se a aplicagéo de substrato colonizado por P. chlamydosporia e Trichoderma
sp., isoladamente ou em conjunto, ao solo infestado com M. exigua. As testemunhas foram
representadas por plantas cultivadas em solos apenas infestados pelo nematoide e pela adigdo

dos substratos ndo-colonizados.
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O indculo de Trichoderma sp. foi produzido em gréos de arroz beneficiado. Em sacos
de polipropileno de capacidade de 6 L foram colocados 100 g de arroz e 40 mL de &gua
destilada. Os sacos foram autoclavados por 20 minutos a 120 °C. Cada saco, ap0s atingir a
temperatura ambiente, recebeu dois discos de micélio de 9 mm de didmetro de cultura flngica
em BDA. O fungo foi cultivado no substrato por 15 dias a 25 °C.

O in6culo de P. chlamydosporia foi produzido em uma mistura de milho triturado
(canjiquinha) e areia autoclavada, na proporcdo de 1:1 (40 g de cada e 60 mL de agua
destilada). O substrato foi depositado em sacos de polipropileno de capacidade de 6 L e
autoclavado por 20 minutos a 120 °C. Cada saco, ap6s atingir a temperatura ambiente,
recebeu dois discos de micélio de 9 mm de didmetro de cultura fungica em CMA (‘corn-meal-
agar”) permanecendo por 21 dias no escuro a 25 °C.

O experimento foi conduzido entre 24 de janeiro a 08 de abril de 2008. Durante este
periodo, a temperatura média do ar foi de 26,7 °C, a media das maximas igual a 31,8 °C e a
média das minimas, 21,6 °C.

O solo utilizado para o crescimento das plantas foi composto da mistura de terrico e
areia, na propor¢do 1:1 (massa / massa), tratado com brometo de metila na dosagem de 80
cm® m™. Dois quilogramas desse solo foram homogeneizados manualmente com 2 g do
substrato colonizado ou ndo pelo respectivo isolado flngico e, em seguida, acondicionados
em vasos de plastico de 2 L de capacidade. Em 2 g de substrato colonizado, o isolado Pc-10
de P. chlamydosporia produziu, em média, 1,6 x 10" clamiddsporos, enquanto o isolado T-1
de Trichoderma sp. produziu 4,0 x 10’ conidios. Dessa forma, foram incorporados 8,3 x 10°
clamiddsporos de P. chlamydosporia e/ou 2,0 x 10* conidios de Trichoderma sp. por grama
de solo.

O solo de cada vaso foi infestado com 5.000 ovos de M. exigua, revolvido e mantido a
60 % da capacidade de campo por 15 dias. Apds este periodo, uma muda de pimentdo ‘Early
California Wonder’ foi transplantada para cada vaso. Uma amostra de aproximadamente 2 g
de solo foi retirada para a realizagdo de plagueamento para confirmacdo da presenca dos
fungos. No caso de P. chlamydosporia, o solo foi diluido serialmente em agua esterilizada e
0,5 mL da suspensao de cada dilui¢do foi distribuido sobre meio semi-seletivo (Gaspard et al.,
1990). Nas parcelas contendo Trichoderma sp., a recuperacdo foi realizada conforme a
metodologia para P. chlamydosporia, porém, em meio agar-dgua. As placas foram
armazenadas a 25 °C e a avaliagcdo da presenca de P. chlamydosporia e Trichoderma sp. foi

realizada apés 10 e 5 dias, respectivamente.
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As plantas foram adubadas e irrigadas sempre que necessario. Sessenta dias apdés o
transplantio das mudas, foram avaliados a massa da parte aérea de cada planta, o0 nimero de
galhas e de ovos do nematoide por sistema radicular. Apos esse periodo, foi retirada outra
amostra do solo, para confirmacéo da presenca dos fungos e de possiveis contaminacdes.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Cada tratamento
foi repetido dez vezes e a unidade experimental foi constituida por um vaso com uma planta
de pimentéo.

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada com o auxilio do pacote estatistico
Statistica 7.0 (Statsoft, 2004) e submetidos & analise de variancia, apés a verificacdo dos
pressupostos desse procedimento, e ao teste de média de Tukey, quando necessario, ao nivel

de 5 % de probabilidade, apds a transformacao ou ndo em seus respectivos logaritmos.
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Resultados e Discussao

No teste de confrontacdo direta, Trichoderma sp. e P. chlamydosporia colonizaram
50% da placa, equivalente a nota 3, ndo havendo crescimento da colonia de um fungo sobre a
outra. No teste de antibiose, ndo houve a producdo de antibiéticos sobre 0 meio de cultura por
nenhum fungo, o que resultou na auséncia de halo de inibicdo da cultura subsequentemente
semeada na mesma placa. Trichoderma é um género conhecido pela producao de metabdlitos
toxicos a outros fungos, caracteristica bastante explorada no controle bioldgico de
fitopatogenos (Howell, 2003). Por essa razdo, é de suma importancia saber se o isolado em
estudo produz compostos que inibirdo o outro antagonista, em caso de aplicagcdo conjunta dos
agentes de controle bioldgico.

No teste de metabolitos volateis, verificou-se que o isolado de Trichoderma sp.
reduziu significativamente o crescimento de P. chlamydosporia, quando comparado com o
controle (P. chlamydosporia versus P. chlamydosporia) (Tabela 1). Por outro lado, o
crescimento de Trichoderma sp. ndo foi reduzido por P. chlamydosporia (Tabela 2). Os
antibidticos volateis atuam sobre os fungos suscetiveis atraves da inibicdo do crescimento
micelial (Dennis & Webster, 1971). Possivelmente, a grande quantidade de poros no solo e a
presenca de outros gases possam minimizar os efeitos de possiveis compostos volateis

produzidos por Trichoderma sobre P. chlamydosporia.

Tabela 1. Area de crescimento micelial de Pochonia chlamydosporia em meio de cultura,
afetada pela producdo de compostos volateis pelo Trichoderma sp.

P. chlamydosporia na parte superior da placa

Tratamentos Area (cm?®)!
Trichoderma sp. (parte inferior da placa) 150 *
P. chlamydosporia (parte inferior da placa) 3,78
CV (%) 27,44

“Significativo pelo teste F, a 5 % de probabilidade. 'Para analise, os valores foram
transformados para Logio (X).
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Tabela 2. Area de crescimento micelial de Trichoderma sp. em meio de cultura, afetada pela
producdo de compostos volateis pela Pochonia chlamydosporia.

Trichoderma sp. na parte superior da placa

Tratamentos Area (cm?)
P. chlamydosporia (parte inferior da placa) 57,68 ns
Trichoderma sp. (parte inferior da placa) 54,02

CV (%) 18,01

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

No estudo de interacdo de hifas realizado entre Trichoderma sp. e P. chlamydosporia,
ndo foi observado nenhuma forma de parasitismo, a exemplo de crescimento paralelo das
hifas de ambos os fungos, formacdo de estruturas semelhantes a ganchos, que crescem em
direcdo aos feixes de hifas do hospedeiro, enrolamento de hifas do antagonista sobre o
patdgeno e intensa fragmentacdo de hifas do hospedeiro.

No bioensaio em casa de vegetacéo, a aplicagdo em conjunto ou separadamente dos
antagonistas ndo alterou significativamente (P < 0,05) a massa das partes aéreas das plantas
de pimentdo, tampouco reduziu a populacdo de M. exigua (Tabela 3).

Embora seja relatada a eficiéncia de P. chlamydosporia no controle de M. exigua no
cafeeiro (Campos, 1994) e de Trichoderma spp. sobre outras espécies de Meloidogyne em
condigdes de casa-de-vegetacdo (Windham et al., 1989; Spiegel & Chet, 1998; Sharon et al.,
2001), os resultados sdo inconsistentes, como os obtidos neste estudo.

De Leij & Kerry (1991) relatam que para o controle efetivo de nematoides é essencial
gue haja colonizacdo da rizosfera pela P. chlamydosporia. Plantas de pimentdo sdo
consideradas hospedeira mediana, 100 a 200 UFC cm de raiz apés 7 semanas, com base na
habilidade de suportar o crescimento de P. chlmaydosporia em sua rizosfera (Kerry, 2001).
No entanto, € fundamental que as massas de ovos do nematdide na raiz estejam expostas ao
ataque do fungo para resultar em um alto controle (De Leij et al., 1992), o que ndo acontece
com M. exigua, que produz a maioria de suas massas de ovos no interior das raizes dos

hospedeiros, a exemplo de plantas de pimentdo e cafeeiro (Mendes, 1975).
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Tabela 3. Efeito da aplicagdo de Pochonia chlamydosporia e Trichoderma sp. sobre a massa
da parte aérea, 0 numero de galhas e de ovos de Meloidogyne exigua por sistema radicular de

pimentdo, aos 60 dias apos o transplantio das mudas.

Tratamentos Massa da parte Numero de Numero de
aérea (g) galhas ” ovos

P. chlamydosporia 70,2 ns 210,7 ns 4161,1 ns

Trichoderma sp. 61,7 224,3 5009,0

P. chlamydosporia + Trichoderma sp. 83,3 226,7 5833,3

Arroz 71,7 227,5 4666,7

Canjiquinha 71,8 203,8 4818,3

Arroz + Canjiquinha 77,1 236,3 5343,3

Testemunha (s6 nematdide) 87,6 239,9 6588,7

CV (%) 28,67 8,40 5,94

“Para analise, os valores foram transformados para Logio (x). ™ N&o significativo pelo teste F,
a 5 % de probabilidade.

Os mecanismos de acao de Trichoderma spp. sobre os fitonematoides ainda sdo pouco
conhecidos. Possivelmente, a atividade antagonista do fungo ao nematdide ocorra no solo e
ndo nas raizes, pela produgdo de metabolitos com atividade proteolitica que atuariam sobre 0s
componentes protéicos da cuticula do juvenil de segundo estadio (J,) (Sharon et al., 2001).
Embora o fungo fosse aplicado junto com o nematoide, é possivel que o periodo de contato
entre 0 antagonista e 0 patégeno no solo antes do transplantio das mudas fosse insuficiente
para que ocorresse o efeito dos metabdlitos de Trichoderma spp. sobre o0s J,. Spiegel & Chet
(1998) relataram que a concentracdo desses metabodlitos no solo € baixa e o periodo de tempo
de exposicdo dos J, a esses metabolitos precisa ser aumentado para que ocorra acumulo
dessas substancias e resulte na reducdo significativa do nematdide.

Espécies de Trichoderma produzem enzimas liticas que degradam a parede dos ovos e
aumentam a permeabilidade das massas de ovos, permitindo a penetracdo do miceélio e a total
desintegracdo do contetdo do ovo. Entretanto, o parasitismo desse fungo so6 é efetivo para 0s
ovos imaturos (Eapen et al., 2005). Tal qual observado para P. chlamydosporia, a
caracteristica de M. exigua possuir as massas de ovos internas e 0s ovos mais jovens ficarem
protegidos no interior da massa de ovos pelos ovos mais maduros (Mendes, 1975) dificultaria

a colonizagéo dos ovos por Trichoderma sp.
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No dia da implantagdo do experimento, foram incorporados 8,3 x 10° clamidésporos
de P. chlamydosporia ou 2,0 x 10* conidios de Trichoderma sp. por grama de solo. Néo
houve alteracéo significativa (P < 0,05) no numero de unidades formadoras de colénia (UFC)
de P. chlamydosporia 15 dias ap6s a sua aplicacao ao solo, isoladamente ou em conjunto com
Trichoderma sp. (Tabela 4). No entanto, aos 60 dias, o nimero de UFC’s de P.
chlamidosporia foi menor, principalmente quando o fungo foi aplicado simultaneamente com
Trichoderma sp. (Tabela 4). Por outro lado, o indculo de Trichoderma sp. ndo sofreu
alteragcdo quantitativa aos 15 dias, e, aos 60 dias, o nuimero de UFC’s do fungo foi maior (P <

0,05), mesmo na presenca de P. chlamydosporia (Tabela 5).

Tabela 4. Numero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) de Pochonia chlamydosporia
por grama de solo, em amostras contendo indculo do fungo isoladamente ou em conjunto com
Trichoderma sp., avaliados na época do transplantio das mudas de piment&o e aos 60 dias, na
colheita do experimento.

Tratamentos UFC’s P. chlamydosporia

Transplantio™” Colheita™” CV (%)
P. chlamydosporia®” 3,9x10°A a 2,9x10° A b 5,95
P. chlamydosporia e Trichoderma sp.>” 2,2x10° A a 4,7x10°B b 4,43
CV (%) 5,88 4,15

"Médias seguidas pela mesma letra maiGscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste F, a
5% de probabilidade. 2Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem
entre si pelo teste F, a 5 % de probabilidade. Para anélise, os valores foram transformados
para Logio (X).
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Tabela 5. Numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de Trichoderma sp. por
grama de solo, em amostras contendo inoculo do fungo isoladamente ou em conjunto com
Pochonia chlamydosporia, avaliados na época do tranplantio das mudas de pimentao e aos 60

dias, na colheita do experimento.

Tratamentos UFC’s Trichoderma sp.
Transplantio™” Colheita™” CV (%)
Trichoderma sp.2” 4,6x10°Ab 5,9x10° A a 3,17
P. chlamydosporia e Trichoderma sp.?” 6,3x10’ A b 8,3x108A a 3,25
CV (%) 3,20 3,20

"Médias seguidas pela mesma letra maitscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste F, a
5% de probabilidade. 2Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem
entre si pelo teste F, a 5 % de probabilidade. Para anélise, os valores foram transformados
para Logsio (X).

A presenca da matéria organica aumenta consideravelmente o estabelecimento de
fungos parasitas de ovos e fémeas no solo (Cannayane & Rajendran, 2001). O
desenvolvimento de P. chlamydosporia, considerada saprofita, pode ter sido afetado pela
auséncia de matéria organica no solo, com excecdo do proprio substrato de crescimento do
fungo. Além disso, Trichoderma spp. possui crescimento agressivo no solo (Howell, 2003)
podendo ter influenciado no estabelecimento de P. chlamydosporia, que apresenta
crescimento mais lento (Stirling, 1991).

A aplicacdo isolada ou conjunta de P. chlamydosporia e Trichoderma sp. néo
favoreceu o controle de M. exigua. Considerando que a aplicacdo de antagonista e de matéria
organica possa favorecer o estabelecimento dos fungos no solo e auxiliar no controle de
nematdides (Cannayane & Rajendran, 2001; Lopes, 2007), novos estudos devem abordar o
seu uso integrado. Além disso, 0 modo de acdo desses fungos sobre M. exigua deve ser mais
bem entendido, para que condi¢des mais favoraveis beneficiem a atuacdo dos antagonistas.
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Resumo — Ferreira, P.A.; Ferraz, S.; Lopes, E.A.; Freitas, L.G. & Zooca, R.J.F. 2008.
Formulacdo de um condicionador de solo com propriedades nematicidas para o plantio de

cafeeiros.

Um condicionador de solo formulado com micronutrientes e matéria organica foi
testado em casa-de-vegetacdo, visando ao controle de Meloidogyne exigua em cafeeiros
cultivados em dois solos, um arenoso e um argiloso. Os componentes do condicionador foram
torta de mamona, palha de café, fosfato reativo, sulfato de potéssio, acido boérico, sulfato de
zinco, sulfato de cobre, sulfato manganoso, substrato colonizado por Pochonia
chlamydosporia e substrato colonizado por Trichoderma sp. Os ingredientes foram
misturados com o auxilio de uma betoneira. O condicionador de solo (582,75 g/vaso), a
adubacdo convencional e o inoculo do nematoide (5.000 ovos) foram adicionados a cada solo
(arenoso e argiloso), em experimentos independentes, em vasos de 15 L e uma muda de
cafeeiro foi transplantada para cada vaso ap6s 15 dias. A testemunha foi representada por
plantas cultivadas em solos infestados ou ndo pelo nematdide. A massa da matéria seca da

parte aérea e a massa da matéria fresca das raizes, a altura das plantas, o nimero de folhas, o
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diametro de copa, as caracteristicas quimicas do solo e da parte aérea, além do namero de
galhas e de ovos por sistema radicular e o nimero de juvenil de segundo estadio por 100 cm?®
de solo de M. exigua foram avaliados apds 6 meses. A aplicagdo do condicionador em solo
argiloso promoveu um melhor crescimento das mudas de cafeeiros, aumentando o nimero de
folhas, diametro de copa, altura e massa da matéria seca da parte aérea. No entanto, ndo teve
influéncia no desenvolvimento das mudas de cafeeiro cultivadas em solo arenoso. Tanto no
solo argiloso quanto no solo arenoso, o condicionador reduziu a populacdo de M. exigua. A
sua aplicacdo teve tendéncia de melhorar as caracteristicas quimicas do solo argiloso e
arenoso, melhorando os teores dos nutrientes na parte aérea das plantas de cafeeiro cultivadas
nesses solos. Foi estudado o efeito do tempo de armazenamento do condicionador de solo em
embalagens de polietileno transparente e escuro, papel e aniagem, visando manter viaveis 0s
isolados de P. chlamydosporia e Trichoderma sp. O armazenamento do condicionador de solo
em sacos de polietileno transparente e escuro manteve a populacéo de Trichoderma sp. viavel
por 90 dias em niveis maiores do que quando foi formulado. No entanto, a populacdo de P.
chlamydosporia caiu drasticamente, em todas as embalagens, até o 15° dia, permanecendo

viavel em niveis baixo.
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Summary - Ferreira, P.A.; Ferraz, S.; Lopes, E.A.; Freitas, L.G. & Zooca, R.J.F. 2008.
Formulation of soil conditioner with nematicide properties for coffee trees planting.

A soil conditioner formulated with micronutrients and organic matter was tested in a
greenhouse aiming to the control of Meloidogyne exigua in coffee trees growing in two soils,
a sandy soil and a clay soil. The components of the conditioner were castor cake, coffee straw,
reactive phosphate, potassium sulphate, boric acid, zinc sulphate, copper sulphate, manganous
sulphate, substrate colonized by Pochonia chlamydosporia and substrate colonized by
Trichoderma sp. The ingredients were mixed with the help of a concrete mixer. The soil
conditioner (582.75 g/vase), the conventional fertilizing and the nematode inoculum (5,000
eggs) were added to each soil (sandy and clay soil), in independent experiments, in 15 L vases
and a coffee seedling was transplanted for each vase after 15 days. The witness was
represented by plants growing in soils infested or not by nematodes. The aerial section dry
mass weight and the root fresh matter mass, the height of the plants, the number of leaves, the
canopy diameter, the chemical soil characteristics and from the aerial section, besides the
number of galls and the number of eggs per root system and the number of juvenile in the
second stage per 100 cm® of soil of M. exigua were evaluated after 6 months. The conditioner
application in clay soil promoted a better growth of the coffee seedlings, increasing the
number of leaves, the canopy diameter, height and aerial section dry matter mass. However, it
didn’t influence the development of coffee seedlings cultivated in sandy soil. The conditioner
reduced M. exigua population in the clay soil as well as in the sandy soil. Its application
tented to improve the chemical characteristics of the clay and sandy soils, improving the
nutrient levels in the aerial section of coffee plants cultivated in these soils. It was studied the
effect of storage time of soil conditioner in dark and transparent polyethylene sacs, paper and
sackcloths, aiming to maintain feasible the P. chlamydosporia and Trichoderma sp. isolates.
The storage of soil conditioner in transparent and dark polyethylene sacs kept the population
of Trichoderma sp. Feasible for 90 days in higher levels than those when it was formulated.
However, the population of P. chlamydosporia fell drastically in all sacs until the day 15,

remaining feasible in low levels.
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Introducgéo

O cafeeiro € de grande relevancia econdmica para varios paises tropicais. Constitui um
dos principais produtos agricolas no mercado internacional e é cultivado em mais de 70 paises
(FAO, 2007).

O Brasil é o maior produtor mundial de café, com producéo estimada para a safra de
2007/2008 de 32,6 milhdes de sacas de café beneficiado. Desse total, 69 % sdo de café ardbica
(Coffea arabica L.), com a area cultivada de 2,2 milhGes de hectares. Dessa area,
aproximadamente 91 % estdo em producdo e 9 % estdo sendo implantadas. Minas Gerais
destaca-se como o maior produtor nacional de café, com 45,3 % da produgdo brasileira. No
entanto, a produtividade média brasileira é de 18,6 sacos por hectare, considerados muito
baixos. Entre os fatores que influenciam as perdas de produtividade da cultura, os
fitossanitarios sdo de grande importancia (Conab, 2007; FAO, 2007).

Entre os agentes fitossanitarios, os fitonematdides sdo responsaveis por grandes perdas
na agricultura em todo o mundo, podendo até mesmo inviabilizar o cultivo em determinadas
areas. Os nematoides causadores de galhas radiculares, Meloidogyne spp., estdo entre 0s
principais patégenos agricolas, em funcdo de sua ampla distribuicdo, vasta gama de
hospedeiros e elevados prejuizos provocados (Lordello, 1982).

Diferentes espécies de nematodides do género Meloidogyne parasitam o cafeeiro no
Brasil, a exemplo de M. arenaria (Neal) Chitwood, M. exigua Goeldi, M. javanica (Treub.)
Chitwood, M. hapla Chitwood, M. incognita (Kofoid & White) Chitwood, M. paranaensis
Carneiro et al. e M. coffeicola Lordello & Zamith (Campos, 1997). M. exigua, embora nao
seja a espécie mais patogénica, é uma das que causam mais prejuizos a cafeicultura brasileira,
em razdo de ser a mais disseminada nas principais regifes cafeicultoras (Mendes, 1975;
Barbosa et al. 2004). Lordello (1982) relata que no final do século XIX, M. exigua destruiu
extensas areas cultivadas no estado do Rio de Janeiro, forcando a substituicdo da cultura por
outras. Nos dias atuais, nota-se a importancia desse nematdide em cafeeiros arabica recém-
plantados e, mesmo nao sendo a espécie mais agressiva, pode causar perdas da ordem de 45%
(Barbosa et al., 2004).

Além dos danos causados por M. exigua, a importancia do patégeno é justificada pela
dificuldade e os altos custos envolvidos no seu controle. O principio da exclusdo é o mais
importante quando se pensa no manejo de qualquer nematdide, ou seja, o agricultor deve
evitar o estabelecimento desse organismo em local onde ele ndo ocorra. A partir do momento

que a area foi infestada, a sua erradicacdo torna-se praticamente impossivel e as medidas de
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controle que serdo adotadas visardo apenas a reducdo na populacdo dos nematoides no solo
(Ferraz et al., 2001). No entanto, medidas de controle, como 0 uso de variedades resistentes,
controle quimico e rotacdo de culturas, apresentam limitacdes (Jatala, 1986; Stirling, 1991,
Freitas et al., 1999; Ferraz et al., 2001; Kerry, 2001; Halbrendt & LaMondia, 2005).

Vislumbrando novas téticas de controle dos nematdides, em fungdo da crescente
pressdo publica por uma agricultura que cause menos impacto ambiental, métodos
alternativos sdo estudados, como o controle biolégico e a incorporacdo de matéria organica ao
solo.

O grupo dos fungos parasitas de ovos e de fémeas é 0 que apresenta maior relevancia
no controle biolégico de fitonematdides, com destaque para a espécie Pochonia
chlamydosporia (Goddard) Zare & Gams, por causa das caracteristicas intrinsecas em seu
parasitismo e colonizacdo do ambiente. Normalmente, esses fungos sdo saprofiticos, logo,
independem da presenca de ovos de nematoides no solo para a sua sobrevivéncia, crescendo
satisfatoriamente em matéria organica. Em funcdo dessa caracteristica, sdo mais faceis de
estabelecerem no solo, colonizar rapidamente ovos e fémeas de nematoides, destruindo de
uma sé vez grande quantidade de individuos (Stirling, 1991).

Outro grupo de fungos nematéfagos que merece mais estudo sdo os produtores de
metabdlitos toxicos, representado pelo género Trichoderma, por ser um bom agente de
controle bioldgico de fungos fitopatogénicos (Papavizas, 1985; Elad et al., 1993) e possuir
mecanismos diferentes de a¢do que os parasitas de ovos e fémeas, complementando o manejo
dos fitonematdides (Spiegel & Chet, 1998; Sharon et al., 2001; Eapen et al., 2005).

A incorporacdo de matéria organica ao solo visando ao incremento na producao €
realizada desde os primérdios da agricultura. Os efeitos benéficos mais conhecidos dessa
pratica sdo o aumento na disponibilidade de nutrientes e a melhoria da qualidade fisica do
solo (Rodriguez-Kabana et al., 1986). Em algumas ocasifes, também é observada a supressao
de fitopatégenos, como por exemplo, os nematdides (Stirling, 1991). Em certos casos, a
decomposicdo destes residuos resulta na liberacdo de produtos toxicos aos nematodides
(Stirling, 1991; Gonzaga & Ferraz, 1994).

Quando os fungos nematdéfagos sao aplicados conjuntamente a uma fonte de matéria
organica, a possibilidade de estabelecimento destes organismos aumenta consideravelmente.
Além disso, pode potencializar o controle de nematoides pela liberacdo de compostos
nematicidas e pela melhoria da nutri¢cdo da planta hospedeira, devido a liberacdo de nutrientes

(Cannayane & Rajendran, 2001).
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Condicionador de solo é um produto que promove a melhoria das propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas do solo (Brasil, 2006). Eles podem variar de acordo com a sua origem
e composicdo, podendo ser compostos por materiais organicos, polimeros sintéticos e
condicionadores minerais (Hickman & Whitney, 2008). Uma abordagem que merece ser
investigada ¢é a possibilidade de formular condicionadores que possam ser aplicados na cova
de plantio de culturas perenes, como o cafeeiro. Tais produtos, além de conterem todos os
nutrientes necessarios para a implantacdo da cultura, seriam enriquecidos com materiais
organicos, a exemplo de cascas de café e torta de mamona, além de agentes de controle
bioldgico, como P. chlamydosporia e Trichoderma sp., possibilitando o cultivo das plantas de
café tanto no sistema convencional como no sistema organico e o controle de nematdides,
principalmente M. exigua.

Dessa forma, formulou-se a hipotese que o uso do condicionador de solo no plantio do
cafeeiro seja capaz de favorecer o crescimento da planta e apresentar acdo supressora sobre a
populagédo de M. exigua. Diante desta perspectiva, o presente trabalho teve como objetivos: a)
Verificar o efeito de condicionador formulado, visando a sua utilizacdo no plantio de
cafeeiros em solos infestados com M. exigua, em testes em casa-de-vegetacdo; b) Avaliar a

viabilidade do armazenamento do condicionador acondicionado em diferentes embalagens.
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Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Controle Bioldgico de
Fitonematdides (BIOAGRO-UFV) e em casa-de-vegetacdo do Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Vigosa.

O in6culo de M. exigua consistiu de ovos obtidos de populagdes puras e coletados de
raizes de cafeeiros mantidos em casa-de-vegetacdo. Os ovos foram extraidos como descrito
por Boneti & Ferraz (1981).

Os isolados Pc-10 de P. chlamydosporia e T-1 de Trichoderma sp., adicionados ao
condicionador, fazem parte da colecdo do Laboratério de Controle Biologico de
Fitonematd6ides/BIOAGRO. Os fungos foram mantidos a 4 °C em geladeira, preservados por
meio da técnica de conservacdo em pedacos de papel-filtro e mantidos em tubos contendo
silica-gel (Smith & Onions, 1983).

O preparo das cascas de café e da torta de mamona foi baseado na metodologia
descrita por Lopes et al. (2005). As cascas de café foram obtidas diretamente de produtores da
regido de Vicosa e a torta de mamona foi adquirida no comércio. Os diferentes materiais
foram deixados para secar ao ambiente, até peso constante. A seguir, foram picados, com o
auxilio de um moinho de facas rotativas com peneira de 1 mm de abertura, e utilizados nos
experimentos.

Formulacdo de um condicionador de solo com propriedades nematicidas para o plantio
de cafeeiros.

Foi estudado o efeito da aplicacdo do condicionador, comparando-se a adubacdo
convencional para plantio de cafeeiros em solo argiloso natural e em uma mistura do solo
argiloso e areia lavada, na propor¢do 1:2 (volume / volume), simulando um solo arenoso,
sobre a populacdo de M. exigua, em experimentos independentes. As principais caracteristicas
fisicas e quimicas destes solos sdo apresentadas na Tabela 1 e na Tabela 2, respectivamente.
As testemunhas foram representadas por plantas cultivadas em solos apenas infestados ou néo
pelo nematoide e pela adi¢cdo do condicionador ou da adubagdo convencional em solos ndo

infestados.
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Tabela 1. Andlise fisica e classificacdo textural dos solos usado para avaliar o efeito do

condicionador de solo.

Identificacdo Argila Silte Areia Grossa Areia Fina Classificacdo Textural
%
Solo argiloso 66 4 14 16 Muito Argilosa

Solo arenoso 10 3 80 7 Areia Franca

Anélise realizada pelo Laboratorio de Andlise de Solos Vicosa Ltda.
O método utilizado foi 0 da “Pipeta” segundo EMBRAPA.

Tabela 2. Resultado analitico do solo arenoso e do solo argiloso usados para avaliar o efeito

do condicionador de solo.

Referéncia pH P K Ca&* Mg® AFf H+Al SB CTC(t) CTC(T)
(H,0) mg dm” cmol, dm™

Solo argiloso 4,9 1 18 03 00 06 5,12 0,35 0,95 5,47

Solo arenoso 54 2 18 03 01 02 2,15 0,45 0,65 2,60

Referéncia V m MO P-rem Zn Fe Mn Cu B

% dagkg? mg L? mg dm*

Solo argiloso 6 63 1,4 3,7 0 90 1 1 0

Solo arenoso 17 31 0,8 22,1 3 141 34 1 0

Anélise realizada pelo Laborat6rio de Analise de Solos Vigosa Ltda.

pH em &gua, KCl e CaCl, — Relagdo 1:2,5 CTC (t) — Capacidade de Troca Catibnica Efetiva

P —Na- K -Fe —2Zn - Mn - Cu - Extrator Mehlich 1 CTC (T) — Capacidade de Troca Catidnica a pH 7,0

Ca - Mg - Al — Extrator: KCl —1 mol/L—-pH 7,0 V = Indice de Saturagéo por Bases

H + Al — Extrator Acetato de Calcio 0,5 mol/L —pH 7,0  m = Indice de Saturag&o por Aluminio

B — Extrator agua quente ISNa — indice de Saturagéo por Sodio

S — Extrator — Fosfato monocalcico em &cido acético Mat. Org. (MO) = C.Org x 1,724 — Walkley-Black

SB = Soma de Bases Trocaveis P-rem = Fésforo Remanescente

O condicionador foi formulado baseando-se em pesquisas anteriores (Kiehl, 1985;
Tronconi, 1985; Campos, 1994; Guimaraes et al., 1999; Lopes et al., 2007a). Foi realizada a
combinacdo de torta de mamona, palha de café e de alguns adubos quimicos permitidos na
agricultura organica com os dois isolados de fungos nemat6fagos (P. chlamydosporia e
Trichoderma sp.), com o objetivo de formular um condicionador de solo que podera ser
utilizado na implantagdo da lavoura cafeeira, em sistemas de agricultura convencional ou
organica.

Para a producédo de 1 kg de condicionador, foram misturados: a) 171,6 g de casca de
café do tipo coco (Tabela 3); b) 429 g de torta de mamona (Tabela 3); ¢) 257,4 g de fosfato

36



natural reativo (Djebel Onk - Argélia) (Tabela 3); d) 25,7 g de sulfato de potassio; €) 3,0 g de
acido bodrico; f) 4,3 g de sulfato de zinco; g) 1,7 g de sulfato de cobre; h) 4,3 g de sulfato
manganoso; i) 51,5 g de substrato colonizado por P. chlamydosporia; e, j) 51,5 g de substrato

colonizado por Trichoderma sp.

Tabela 3. Andlise quimica da torta de mamona, palha de café e do fosfato natural reativo

utilizados na formulacdo do condicionador de solo.

Identificacdo N P K Ca Mg S C.O C/IN
dag kg™

Torta de Mamona 342 063 097 39 238 028 940 2,70

Palha de Café 09 008 18 049 014 0,05 2330 2450

Fosfato Natural Reativo 0,28 10,62 030 393 0,75 126 031 111

Identificacdo Zn Fe Mn Cu B pH (H,0)
mg kg™

Torta de Mamona 84 3726 355 18 28 6,29

Palha de Café 7 328 27 14 25 6,28

Fosfato Natural Reativo 255 356 20 56 30 6,48

Anadlise realizada pelo Laboratério de Analise de Solos Vicosa Ltda.
P, K, Ca, Mg, S, Zn, Fe, Mn, Cu — determinados no extrator acido (acido nitrico com &cido
perclorico); N — Método do Kjeldahl; CO — Método Walkley — Black; B — mufla.

Os ingredientes foram misturados com auxilio de uma betoneira por tempo suficiente
para homogeneizacdo. As caracteristicas quimicas do condicionador estdo apresentadas na
Tabela 4.

Tabela 4. Anélise quimica do condicionador de solo.

N P K Ca Mg S CO C/IN 2zn Fe Mn Cu B pH (H;0)

dag kg™ mg kg’

266 307 220 810 166 099 795 299 2081 8710 600 770 282 6,44

Anélise realizada pelo Laboratorio de Anélise de Solos Vigosa Ltda.
P, K, Ca, Mg, S, Zn, Fe, Mn, Cu — determinados no extrator acido (acido nitrico com &cido
percldrico); N — Método do Kjeldahl; CO — Método Walkley — Black; B — mufla.

O indculo de Trichoderma sp. foi produzido em gréos de arroz beneficiado. Em sacos
de polipropileno de capacidade de 6 L foram colocados 100 g de arroz e 40 mL de agua
destilada. Os sacos foram autoclavados por 20 minutos a 120 °C. Cada saco, ap0s atingir a
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temperatura ambiente, recebeu dois discos de micélio de 9 mm de didmetro de cultura flngica
crescido em BDA. O fungo foi cultivado no substrato por 15 dias a 25°C. Ao final do periodo,
foram produzidos 2 x 10° conidios de Trichoderma sp. por grama do substrato. No
condicionador de solo, foram adicionados 1,03 x 10® conidios de Trichoderma sp., resultando
em uma populacéo final de 1,03 x 10° conidios por grama de condicionador.

O in6culo de P. chlamydosporia foi produzido em uma mistura de milho triturado
(canjiquinha) e areia autoclavada, na proporcdo de 1:1 (40 g de cada e 60 mL de agua
destilada). O substrato para crescimento do fungo foi depositado em sacos de polipropileno de
capacidade de 6 L e autoclavado por 20 minutos a 120 °C. Cada saco, ap0s atingir a
temperatura ambiente, recebeu dois discos de micélio de 9 mm de didmetro de cultura fungica
crescido em CMA (‘corn-meal-agar’) permanecendo por 21 dias no escuro a 25 °C. Ap0s esse
periodo, foiram produzidos 6,0 x 10* clamiddsporos de P. chlamydosporia por grama do
substrato. Foram adicionados 3,09 x 10° clamidésporos no condicionador de solo, resultando
em uma populacdo final de 3,09 x 10% clamiddsporos de P. chlamydosporia por grama de
condicionador.

A adubacdo convencional e a correcdo de acidez foram realizadas com base nas
caracteristicas quimicas dos solos e de acordo com as exigéncias da cultura (Guimardes et al.,
1999). Assim sendo, foram incorporados 222,2 g de superfosfato-simples, 1,76 g de &cido
borico e 2,5 g de sulfato de zinco em cada vaso. Foram aplicados 26,8 g e 10,2 g de calcario
dolomitico (PRNT 82,70 %) em cada vaso com solo argiloso e arenoso, respectivamente. Nos
tratamentos em que foi aplicada a adubacdo convencional, foi realizada a adubacgédo de
cobertura, apds 30 dias de transplantio, com nitrogénio e potassio sendo a dose dividida em
duas aplicacdes, em intervalo de 30 dias. Utilizou-se 5 g de sulfato de am6nio e 12,5 g de
cloreto de potassio por aplicacdo em cada vaso.

O experimento foi conduzido entre 15 de abril e 28 de outubro de 2007. Durante esse
periodo, a temperatura média do ar foi de 24,5 °C, a média das maximas igual a 32,9 °C e a
média das minimas, 16,2 °C.

Quinze quilogramas de solo arenoso ou argiloso foram homogeneizados em uma
betoneira com 582,75 g do condicionador ou com os fertilizantes utilizados em adubacéo
convencional e, em seguida, acondicionados em vasos de plastico de 15 L de capacidade.

O solo de cada vaso foi infestado com 5.000 ovos de M. exigua, revolvido e mantido a
60 % da capacidade de campo por 15 dias. ApoOs este periodo, uma muda de cafeeiro da
variedade ‘Catuai Vermelho IAC 44’ com cinco pares de folhas foi transplantada para cada

Vvaso.
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As plantas foram irrigadas sempre que necessario. Seis meses apds o transplantio das
mudas, foram avaliadas a massa da matéria fresca das raizes e a massa da matéria seca da
parte aérea de cada planta, a altura e o numero de folhas das plantas, o didmetro da copa, o
numero de galhas e de ovos do nematdide por sistema radicular e de juvenis de segundo
estadio (J,) por 100 cm® de solo. Além disso, foram realizadas as analises quimicas do solo e
do conteudo de nutrientes da parte aérea do cafeeiro.

Ap0s esse periodo, foi retirada uma amostra do solo, para confirmacdo da presenca
dos fungos e de possiveis contaminacgdes. No caso de P. chlamydosporia, o solo foi diluido
serialmente em &gua esterilizada e 0,5 mL da suspenséo de cada dilui¢do foi distribuido sobre
meio semi-seletivo (Gaspard et al., 1990). Nas parcelas contendo Trichoderma sp., a
recuperacdo foi realizada conforme a metodologia citada para o isolamento de P.
chlamydosporia, porém, com uso de agar-agua (2 %). As placas foram armazenadas a 25 °C e
a avaliacdo da presenca de P. chlamydosporia e Trichoderma sp. foi realizada apés 10 e 5
dias, respectivamente.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 3 x 2 (tipo de fertilizante x presenca ou auséncia do nematoide). Cada tratamento foi
repetido seis vezes e a unidade experimental foi constituida por um vaso com uma planta de
cafeeiro.

Viabilidade do armazenamento do condicionador de solo.

O condicionador foi armazenado nas embalagens (polietileno transparente, polietileno
escuro, papel e aniagem) no periodo de 1° de marco a 30 de maio de 2008, sobre uma bancada
no laboratorio de controle bioldgico de nematdides (BIONEMA) em temperatura ambiente
(temperatura média de 20,5 °C) e a cada 15 dias, durante 90 dias, foram retiradas amostras de
cada repeticdo para formar uma amostra composta por tratamento. Essa amostra composta foi
plaqueada, conforme metodologia descrita para avaliagdo de P. chlamydosporia e
Trichoderma sp.

O ensaio constou de quatro tratamentos, dispostos em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes.

A anélise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do pacote estatistico
Statistica 7.0 (Statsoft, 2004) e submetidos a andlise de variancia, apos a verificacdo dos
pressupostos desse procedimento, e ao teste de média de Tukey, quando necessario, ao nivel
de 5 % de probabilidade, apds a transformacdo ou ndo dos dados em seus respectivos

logaritmos e raizes quadradas.
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Resultados e Discussao

Aplicacao do condicionador em solo argiloso para controle de M. exigua em cafeeiro.

A adubacdo convencional ou condicionador, na presenca ou auséncia do nematdide,
promoveram o melhor crescimento das mudas de cafeeiros em solo argiloso, aumentando
significativamente (P < 0,05) a produgéo de folhas aos 6 meses e o didmetro de copa, quando
comparados com o tratamento em que néo foi feita nenhuma fertilizacdo no solo (testemunha)
(Tabela 5).

O condicionador de solo também aumentou significativamente (P < 0,05) a altura e a
massa da matéria seca da parte aérea, quando comparados com a testemunha e o tratamento
em que receveu a adubacdo convencional (Tabela 5, Tabela 6). No entanto, o tratamento em
gue nédo recebeu nenhum fertilizante (testemunha), apresentou maior massa da mateéria fresca
das raizes de cafeeiros (P < 0,05), quando comparados com 0s tratamentos que receberam a
adubagéo convencional e o condicionador de solo (Tabela 6).

Pelos resultados, observa-se que os solos sdo pouco férteis e que a aplicacdo do
condicionador favoreceu o crescimento das mudas de cafeeiro, devido as caracteristicas
quimicas dos componentes adicionados.

Como o cafeeiro em sua fase inicial € exigente em fosforo e magnésio e, com o passar
do tempo, a absorcdo de nitrogénio, potassio e calcio crescem acentuadamente (Catani &
Moraes, 1958; Catani et al., 1965), é indispensavel a fertilizacdo dos solos pobres com esses
nutrientes, podendo ser realizada pela adubagdo convencional ou pela aplicacdo do
condiconador de solo para resultar em um melhor desenvolvimento das mudas. O
fornecimento de micronutrientes, a exemplo de zinco, boro cobre e manganés, pode ser
realizado na cova de plantio (Guimardes et al., 1999), devendo ser misturado ao fertilizante
(adubo ou condicionador) para facilitar o processo de implantacdo da lavoura, reduzindo a
entrada dos trabalhadores, nessa fase inicial, para aplicagéo de fertlizantes em cobertura sobre

o solo ou foliar.
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Tabela 5. Numero de folhas, altura da parte aérea e didmetro de copa de cafeeiros parasitados ou ndo por Meloidogyne exigua e cultivados em

solo argiloso, que recebeu adubag&o convencional e condicionador de solo, aos 6 meses apds o transplantio das mudas.

Numero de folhas Altura da Parte Aérea (cm) Diametro de Copa (cm)
Tratamentos Nematoide Nematoide Nematoide
Presente Ausente  Médias’  Presente  Ausente  Médias" Presente  Ausente  Médias'
Condicionador 67,3 63,3 65,3 a 47,2 45,3 46,3 a 51,9 50,7 51,3 a
Adubacéo convencional 56,7 59,0 57,8a 41,0 40,8 409b 46,4 47,5 47,0a
Solo (testemunha) 26,5 26,8 26,7Db 35,1 34,1 34,6 ¢C 28,1 26,5 27,3b
Médias 50,2 ns 49,7 41,1 ns 40,1 42,1 ns 41,6

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5 % de probabilidade. ™ N&o significativo pelo teste F, a 5 % de
probabilidade.

Tabela 6. Massa da matéria seca da parte aérea e massa da matéria fresca das raizes de cafeeiros parasitados ou ndo por Meloidogyne exigua e

cultivados em solo argiloso, que recebeu adubacéo convencional e condicionador de solo, aos 6 meses apos o transplantio das mudas.

Massa da Matéria Seca da Parte Aérea (g) Massa da Matéria Fresca das Raizes (g)
Tratamentos Nematdide Nematoide
Presente Ausente Médias’ Presente Ausente Médias™
Condicionador 30,3 28,4 294 a 34,7 38,2 365hb
Adubacéo convencional 23,2 22,5 229b 28,4 46,4 374b
Solo (testemunha) 10,6 10,7 10,7 ¢ 50,2 63,9 570a
Meédias 21,4 ns 20,5 37,8 ns 495

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5 % de probabilidade. ™ N&o significativo pelo teste F, a 5 % de
probabilidade.
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Entre os componentes do condicionador de solo estdo a torta de mamona e a palha de
café. A torta de mamona é rica em nitrogénio, fosforo e célcio, ja a palha de café, em potassio.
Ambos 0s materiais sao ricos em micronutrientes (Kiehl, 1985; Guimaraes et al., 2002). No
condicionador de solo, a utilizacdo dos fertilizantes organicos ou inorganicos, a exemplo de
fosfato natural reativo, sulfato de potassio, &cido bdrico, sulfato de zinco, sulfato de cobre e
sulfato manganoso complementa as necessidades nutricionais do cafeeiro e libera o0s
nutrientes mais rapidamente do que so a utilizacdo da matéria organica, resultando em um
bom crescimento das mudas e ainda podendo ser utilizado na agricultura organica.

O condicionador de solo reduziu o niamero de galhas e de ovos de M. exigua nas raizes
dos cafeeiros (P < 0,05), diferindo dos tratamentos que receberam a adubacdo convencional e
da testemunha, onde ndo foi aplicado nenhum fertilizante (Tabela 7). No entanto, a
testemunha apresentou menor nimero de J, de M. exigua em 100 cm® de solo, diferindo
significativamente (P < 0,05) dos tratamentos em que foram aplicados o condicionador e a

adubacdo convencional.

Tabela 7. Efeito da aplicacdo do condicionador de solo e da adubagdo convencional em solo
argiloso sobre os numeros de galhas e de ovos de Meloidogyne exigua por sistema radicular
de cafeeiros e 0 nimero de juvenis de segundo estadio (J,) em 100 cm?® de solo, aos 6 meses

apos o transplantio das mudas.

Tratamentos Ne° galhas™ N°de ovos’™ N° J,/100 cm® de solo™™
Condicionador de solo 515b 958,8 c 166,0 b
Adubacéo convencional 1.022,7 a 143.831,4 a 480,3 a
Testemunha (solo infestado) 644,3 a 8.808,8 b 20,5¢

CV (%) 12,62 14,39 35,93

"Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a5 % de
probabilidade. Para analise, os valores foram transformados para Logio (x). Para analise, 0s
valores foram transformados para V().

A torta de mamona possui uma substancia toxica (ricina), que inibe a motilidade dos J,
no solo, dificultando o seu movimento e a penetragdo nas raizes (Rich et al., 1989; Rich &
Rahi, 1995). Com a penetracdo comprometida, a formacdo de galhas e de ovos de M. exigua é
reduzida. Além disso, sua adicdo ao solo, além de suprir as necessidades nutricionais das
plantas, aumenta o pH do solo, reduz a acidez total, eleva o contetdo de carbono e promove a
melhoria geral na parte fisica do solo (Lear, 1959). Permite também elevar o poder tampéo e a

capacidade de troca de cations do solo (Primavesi, 1980).
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N&o se conhece ao certo quais 0s mecanismos de ac¢do da palha de café no controle de
fitonematoides, necessitando de mais estudos para elucidar seu efeito. Entretanto, é certa a
atividade nematicida, pois Tronconi (1985) verificou que altas concentracGes de palha de café
no substrato de producdo de mudas de cafeeiro inibiram o desenvolvimento e a reproducéo de
M. exigua. Cascas de café a 1 % (p/p) controlaram M. arenaria em abdbora (Cucurbita pepo
L.) no Alabama (Mian & Rodriguez-Kébana, 1982).

Os fungos nematdfagos aplicados junto com o condicionador podem ter auxiliado na
reducdo de ovos de M. exigua por serem parasitas de ovos e fémeas, no caso de P.
chlamydosporia (Stirling, 1991), e parasitas de ovos, no caso de Trichoderma sp. (Eapen et
al., 2005), onde a presenca da matéria organica no condicionador pode ter aumentado
consideravelmente o estabelecimento dos antagonistas (Cannayane & Rajendran, 2001).
Campos (1994) citou que P. chlamydosporia e Paecilomices lilacinus quando aplicados em
conjunto com o esterco de curral reduziu o nimero de ovos de M. exigua no cafeeiro em mais
de 57 % quando comparada com a testemunha inoculada apenas com o nematoide.

Apesar da falta de estudos sobre o comportamento de J, em raizes de cafeeiro em
solos que receberam fungos antagonistas e, ou, matéria organica, hipotetiza-se o que pode ter
influenciando o numero de J, no solo foi a modificacdo no ambiente no interior das raizes,
ficando desfavoravel ao desenvolvimento e infeccdo do J,, estimulando a sua saida das raizes
para o solo.

A aplicacdo do condicionador ao solo, antes do transplantio das mudas de cafeeiro,
teve tendéncia de elevar os teores dos macro e micronutrientes, e da CTC do solo (Tabela 8),
qguando comparado com o solo natural que ndo foi aplicado o condicionador (Tabela 2). Ao
término do experimento, apos 6 meses de cultivo do cafeeiro, o solo onde foi incorporado o
condicionador possuia tendéncia de maiores teores de fésforo, magnésio, zinco, manganés,
cobre e boro, quando comparado com o solo que recebeu a adubacdo convencional, e essa
tedéncia aumenta quando comparados com o solo que ndo recebeu nenhum fertilizante
(Tabela 8).

A adubacdo convencional acidificou o solo. No entanto, teve tendéncia de aumentar os
teores de potassio, calcio e enxofre quando comparados com o solo que foi fertilizado com o
condicionador (Tabela 8). A acidificagdo do solo pode ter ocorrido pelo uso do sulfato de
amonio (Alcarde, 2007). Possivelmente, o aumento dos teores de enxofre € devido ao uso de
sulfato de aménio e superfosfato simples que tem em suas formulas 24 % e 11 % de enxofre,
respectivamente (Brasil, 2007). O aumento de calcio deve ter ocorrido pela utilizagdo do

superfosfato simples, que possui 18 a 20 % de célcio em sua formulacédo (Brasil, 2007).
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Tabela 8. Resultado analitico do solo argiloso, antes do transplantio das mudas de cafeeiro ap6s a aplicacdo do condicionador e aos 6 meses apos
o transplantio das mudas de cafeeiro para cada tratamento aplicado.

Tratamentos pH P K Ca® Mg® APFf H+Al SB CTC(t) CTC(T)
3

(H:0) mg dm” cmol, dm’
Solo ndo infestado logo apds aplicacdo do condicionador (antes 6,4 75 80 28 19 0,0 3,96 7,02 7,02 10,98
do transplantio das mudas)
Solo, ao final do experimento, onde s6 foi aplicado o 6,4 120 620 45 43 00 0,83 10,39 10,39 11,22
condicionador
Solo, ao final do experimento, onde foi aplicado o condicionador 6,3 127 560 43 39 00 1,15 9,63 9,63 10,78

e 0 nematdide

Solo, ao final do experimento, onde foi aplicada a adubacéo 4,9 82 960 113 11 0,2 6,11 1486 15,06 20,97

convencional

Solo, ao final do experimento, onde foi aplicada a adubacéo 4,9 113 910 100 11 0.2 578 1343 13,63 19,21

convencional e 0 nematoide

Solo, ao final do experimento, ndo infestado com o nematdide 6,5 4 22 272 1.0 0,0 2,64 3,26 3,26 5,90

Solo, ao final do experimento, infestado com o nematoide 6,4 3 14 20 09 0,0 2,64 2,94 2,94 5,58
(continua ...)
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Tabela 8 (... continuacdo). Resultado analitico do solo argiloso, antes do transplantio das mudas de cafeeiro apds a aplicacdo do condicionador e
aos 6 meses apo6s o transplantio das mudas de cafeeiro para cada tratamento aplicado.

Tratamentos V. m MO P-rem Zn Fe Mn Cu B S
% dagkg? mgL? mg dm”

Solo ndo infestado logo apds aplicagdo do condicionador (antes 64 0 1,3 17,2 62 249 23 18 18 211

do transplantio das mudas)

Solo, ao final do experimento, onde so foi aplicado o 93 0 1,6 16,2 46 67 14 9 17 222

condicionador

Solo, ao final do experimento, onde foi aplicado o 89 0 1,9 176 47 60 16 10 16 222

condicionador e 0 nematoide

Solo, ao final do experimento, ndo infestado com o nematdide 5, 0 1,3 10,4 1 93 9 1 1 38

Solo, ao final do experimento, infestado com o nematéide 5 0 1,5 12,7 1 93 4 1 0 51

Solo, ao final do experimento, onde foi aplicada a adubacéo 71 1 1,5 26,1 1 28 5 0 10 241

convencional
Solo, ao final do experimento, onde foi aplicada a adubacéo 70 1 1,3 25,2 2 80 7 1 8 241

convencional e 0 nematoide

Andlise realizada pelo Laboratério de Andlise de Solos Vigosa Ltda.

pH em agua, KCl e CaCl, — Relacdo 1:2,5 CTC (t) — Capacidade de Troca Catidnica Efetiva

P —Na- K -Fe—2Zn—-Mn - Cu - Extrator Mehlich 1 CTC (T) — Capacidade de Troca Catiénica a pH 7,0
Ca— Mg — Al — Extrator: KCl — 1 mol/L —pH 7,0 V = indice de Saturagio por Bases

H + Al — Extrator Acetato de Célcio 0,5 mol/L —pH 7,0 m = indice de Saturac&o por Aluminio

B — Extrator 4gua quente ISNa — indice de Saturagdo por Sodio

S — Extrator — Fosfato monocalcico em &cido acético Mat. Org. (MO) = C.Org x 1,724 — Walkley-Black
SB = Soma de Bases Trocaveis P-rem = Fdsforo Remanescente
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Possivelmente, ao final do experimento, a aplicacdo do condicionador aumentou 0s
teores de nitrogénio, calcio, magnésio, zinco cobre e boro da parte aérea do cafeeiro, quando
comparado com as plantas que receberam a adubacdo convencional (Tabela 9). As plantas que
foram cultivadas no solo que recebeu a adubacgéo convencional tiveram a tendéncia de possuir
maior teor de manganés e menor teor de cobre quando comparadas com as plantas que foram
cultivadas em solos que receberam o condicionador e em solos que ndo receberam nenhum
fertilizante (Tabela 9).

O aumento do teor de manganés na parte aérea do cafeeiro cultivado em solo que
recebeu a adubacgdo convencional pode ser resultado do menor pH do solo, que aumentou sua
disponibilidade para planta (Dechen & Nachtigall, 2007).

Na literatura, existem relatos que M. exigua reduz a absorcdo de macronutrientes,
como nitrogénio e calcio (Santos, 1978), e micronutrientes, como zinco, cobre, ferro
manganés e boro em mudas de cafeeiro (Boneti, 1981). Nos tratamentos em que foi aplicado o
condicionador e a testemunha, na presenca ou ndo do nematoide, ndo foi observada essa
tendéncia de reducdo na absorcdo desses nutrientes. No entanto, com aplicacdo da adubacéo
convencional, possivelmente houve reducdo na absorcdo dos micronutrientes no solo em que
M. exigua estava presente. Essas modificacdes podem ocorrer em funcdo dos disturbios
provocados pelo parasitismo dos nematdides nos mecanismos de absorcéo e translocagdo de
agua e nutrientes (inorganicos e organicos) na planta hospedeira (Hunter, 1958; Kirkpatrick et
al., 1964; Arcia et al., 1976; MacDonald, 1979).
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Tabela 9. Contetdo de nutrientes na parte aérea dos cafeeiros submetidos aos tratamentos em solo argiloso, aos 6 meses ap6s o plantio das

mudas.
Tratamentos N P K Ca Mg S Zn Fe Mn Cu B
g/planta mg/planta

Condicionador de solo (solo ndo infestado) 0,95 005 068 042 0,14 0,03 0,8 56 10 39 7.2
Condicionador de solo (solo infestado) 0,96 0,08 0,70 044 0,15 0,04 19 122 12 43 1,7
Adubacéo convencional (solo néo infestado) 0,74 0,04 0,77 0,27 0,07 0,03 0,3 79 83 30 45
Adubacéo convencional (solo infestado) 0,76 0,04 0,69 0,27 0,06 0,03 0,3 64 7,7 23 41
Solo ndo infestado 0,16 0,01 017 019 005 001 02 37 07 45 06
Solo infestado 0,16 0,01 0,18 018 004 001 02 39 06 47 06

Anadlise realizada pelo Laboratério de Analise de Solos Vicosa Ltda.
P, K, Ca, Mg, S, Zn, Fe, Mn, Cu — determinados no extrator acido (&cido nitrico com &cido perclérico); N — Método do Kjeldahl; CO — Método
Walkley — Black; B — mufla.
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Aplicacao do condicionador em solo arenoso para controle de M. exigua em cafeeiro.

Para todas as variaveis de produtividade, ndo houve diferenca (P < 0,05) entre o
cafeeiro cultivado em solo infestado ou ndo pelo nematdide (Tabela 10, Tabela 11). O
condicionador de solo reduziu a massa fresca das raizes das plantas de café (P < 0,05),
quando comparado com a testemunha (Tabela 11).

O fato de ndo ocorrer diferenca nas varidveis de produtividade avaliadas em solo
infestado ou ndo pelo nematodide mostra que M. exigua é um nematoide pouco agressivo e sua
maior importancia ocorre em areas onde se implantam lavouras novas de café onde ja
existiam lavouras velhas (Barbosa et al., 2004). J& a reducdo da massa fresca das raizes do
cafeeiro pode ter ocorrido pelo fato do solo utilizado ser muito arenoso. Nestes solos,
qualquer tipo de adubacéo pode causar dano a mudas, principalmente quando se usam adubos
de alto indice salino, como os utilizados no ensaio. Estes podem prejudicar o crescimento
inicial das plantas, se aplicado proximos a elas, principalmente em solos com baixa CTC,
como o utilizado nesse estudo (Ernani et al., 2007).

No tratamento em que aplicou a adubacao convencional houve grande mortalidade das
plantas de café, sendo esse tratamento descartado. Esse fato pode ter ocorrido devido ao efeito
salino dos adubos. No entanto, no tratamento onde foi aplicado o condicionador, ndo houve
mortalidade de plantas, sendo uma alternativa viavel para implantacdo de lavouras cafeeiras
em solos com essas condi¢bes. Tanto a adubacdo convencional quanto a aplicacdo do
condicionador em solos arenosos deve ser feita com muito critério, para se reduzir ao
maximo, perdas de mudas ap6s o transplantio no campo.

O condicionador ndo alterou significativamente (P < 0,05) o nimero de folhas, a altura
da parte aérea, o didmetro de copa e a massa da matéria seca da parte aérea do cafeeiro,
guando comparado com o solo que ndo recebeu nenhum fertilizante (testemunha) (Tabela 10,
Tabela 11).

Assim como no solo argiloso, a aplicacdo do condicionador em solo arenoso
promoveu reducdes significativas no nimero de galhas e de ovos de M. exigua e aumentou 0
namero de J, de M. exigua no solo (P < 0,05) diferindo da testemunha, onde ndo foi aplicado

nenhum fertilizante (Tabela 12).
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Tabela 10. Numero de folhas, altura da parte aérea e didmetro de copa de cafeeiros parasitados ou ndo por Meloidogyne exigua e cultivados em
solo arenoso, que recebeu o condicionador de solo, aos 6 meses ap0s o transplantio das mudas.

Numero de folhas Altura da Parte Aérea (cm) Diametro de Copa (cm)
Tratamentos Nematoide Nematoide Nematoide
Presente Ausente Médias Presente Ausente Médias Presente Ausente Médias
Condicionador 40,8 25,5 33,2ns 33,8 26,7 30,2 ns 37,7 27,8 32,8 ns
Solo (testemunha) 235 25,8 24,2 37,4 36,2 36,8 27,3 30,3 28,8
Meédias 32,2ns 25,7 35,6 ns 31,4 32,5ns 29,0

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

Tabela 11. Massa da matéria seca da parte aérea e massa da matéria fresca das raizes de cafeeiros parasitados ou ndo por Meloidogyne exigua e

cultivados em solo arenoso, que recebeu o condicionador de solo, aos 6 meses ap6s o transplantio das mudas.

Massa da Matéria Seca da Parte Aérea (g) Massa da Matéria Fresca das Raizes (g)
Tratamentos Nematoide Nematoide
Presente Ausente Meédias Presente Ausente Meédias
Condicionador 15,3 10,3 12,8 ns 25,9 15,8 20,9 *
Solo (testemunha) 9,9 9,7 9,8 48,3 55,2 51,7
Meédias 12,6 ns 10,0 37,1 ns 35,5

“ Significativo pelo teste F, a 5 % de probabilidade. ™ N&o significativo pelo teste F, a 5 % de probabilidade.
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Tabela 12: Efeito da aplicacdo do condicionador de solo e da adubacgdo convencional em solo
arenoso sobre os numeros de galhas e de ovos de Meloidogyne exigua por sistema radicular de
cafeeiro e o nimero de juvenis de segundo estadio (J,) em 100 cm? de solo, aos 6 meses ap6s

o transplantio das mudas.

Tratamentos N° galhas  N°deovos’  N°J»/100 cm® de solo*
Condicionador de solo 36,5* 202,5* 334,7*
Testemunha (solo infestado) 973,7 15.435,6 9,8
CV (%) 41,97 58,78 74,28

" Significativo pelo teste F, a 5 % de probabilidade.

Esta reducdo se deve, possivelmente, ao efeito combinado da acdo das substancias
nematicidas liberadas pela torta de mamona (Rich et al., 1989; Rich & Rahi, 1995), da palha
de café sobre M. exigua (Tronconi, 1985) e do parasitismo dos ovos e das fémeas por fungos
nematofagos (Stirling, 1991; Eapen et al.,2005).

E possivel que o aumento de J, no solo deve-se a modificacdo do ambiente nas raizes,
pelos fungos antagonistas ou por alguma substancia liberada pela matéria orgénica, tornado as
raizes desfavordveis para o desenvolvimento e infeccdo dos J,, como ocorrido no solo
argiloso, resultando em um abandono das raizes e migracao para o solo.

A aplicacdo do condicionador no solo arenoso, antes do transplantio das mudas, teve
tendéncia de elevar os teores dos macros, micronutrientes e da CTC do solo (Tabela 13),
quando comparado com o solo natural sem a aplicacdo do condicionador (Tabela 2), como
ocorrido no solo argiloso. Ao término do experimento, ap6s 6 meses de cultivo do cafeeiro, o
solo onde foi incorporado o condicionador, comparado com o solo que ndo recebeu nenhum
fertilizante (testemunha), possui tendéncia de apresentar maiores teores de macro e
micronutrientes (Tabela 13). Esse possivel aumento nos teores de macro e de micronutrientes
no solo é devido a composicdo quimica dos componentes organico do condicionador e pela
suplementacdo desse com sulfato de zinco, sulfato manganoso, sulfato de cobre e acido

borico.
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Tabela 13. Resultado analitico do solo arenoso, antes do transplantio das mudas de cafeeiro apds a aplicacdo do condicionador e aos 6 meses
apos o transplantio das mudas de cafeeiro para cada tratamento aplicado.

Tratamentos pH P K Ca® Mg” APFf H+Al SB CTC() CTC(T)
(H0)  mgdm?® cmol. dm™

Solo ndo infestado logo ap6s aplicacdo do condicionador 6,9 7% 650 16 11 00 132 457 457 5,89

(antes do transplantio das mudas)

Solo, ao final do experimento, onde s6 foi aplicado o 7,1 142 500 21 22 00 000 558 558 5,58

condicionador

Solo, ao final do experimento, onde foi aplicado o 6,7 142 310 21 21 00 033 499 499 5,32

condicionador e 0 nematoide

Solo, ao final do experimento, ndo infestado com o 7,2 7 20 11 05 00 050 165 165 2,15

nematoide

Solo, ao final do experimento, infestado com o nematdide 7,0 4 12 09 04 00 066 133 1,33 1,99

(continua ...)
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Tabela 13 (... continuacéo). Resultado analitico do solo arenoso, antes do transplantio das mudas de cafeeiro apds a aplicacdo do condicionador

e aos 6 meses apds o transplantio das mudas de cafeeiro para cada tratamento aplicado.

Tratamentos V. m MO P-rem  Zn Fe  Mn Cu B S
% dagkg® mgL? mg dm™

Solo néo infestado logo apos aplicacdo do condicionador 78 0 1,8 34,6 62 119 87 63 33 211

(antes do transplantio das mudas)

Solo, ao final do experimento, onde s6 foi aplicado o 100 0 0,3 35,5 57 86 53 12 18 172

condicionador

Solo, ao final do experimento, onde foi aplicado o 94 0 0,9 35,5 57 87 53 15 9 120

condicionador e o nematdide

Solo, ao final do experimento, ndo infestado com o 77 0 0,7 28,9 3 167 42 1 1 80

nematdide

Solo, ao final do experimento, infestado com o nematdide 67 O 0,7 28,9 3 187 41 1 0 31

Anadlise realizada pelo Laboratério de Analise de Solos Vicosa Ltda.
pH em &gua, KClI e CaCl, — Relacdo 1:2,5 CTC (t) — Capacidade de Troca Catidnica Efetiva
P —Na- K - Fe—Zn - Mn - Cu — Extrator Mehlich 1 CTC (T) — Capacidade de Troca Catiénicaa pH 7,0

Ca— Mg — Al — Extrator: KCI —1 mol/L —pH 7,0 V = indice de Saturac&o por Bases

H + Al — Extrator Acetato de Célcio 0,5 mol/L —pH 7,0 m = indice de Saturag&o por Aluminio

B — Extrator agua quente ISNa — indice de Saturag&o por Sédio

S — Extrator — Fosfato monocalcico em acido acético Mat. Org. (MO) = C.Org x 1,724 — Walkley-Black
SB = Soma de Bases Trocaveis P-rem = Fosforo Remanescente
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Em geral, os teores de macronutrientes e micronutrientes na parte aérea das plantas de
cafeeiro, ao final do experimento, tiveram tendéncia de ser mais elevado nos tratamentos onde
se aplicou o condicionador, em comparacdo com o solo que ndo foi aplicado nenhum
fertilizante (testemunha), com excecdo do teor de manganés, ferro e cobre (Tabela 14).

Ao final dos experimentos, tanto no solo argiloso como no solo arenoso, foi possivel
recuperar Trichoderma sp. do solo, apresentando, em média, 2,7 x 10° unidades formadoras
de coldnia por grama de solo. No entanto, ndo foi possivel recuperar P. chlamydosporia dos
solos testados. E sabido que Trichoderma spp. é um bom antagonista de fungos
fitopatogénicos, podendo interferir no desenvolvimento da P. chlamydosporia. Embora os
resultados obtidos no primeiro capitulo dessa dissertagdo tenham mostrado que a utilizagdo de
Trichoderma sp. e P. chlamydosporia em conjunto € compativel in vitro, em casa-de-
vegetacdo isso talvez ndo ocorra. Outro fator que explica a inibicdo da multiplicacdo de P.
chlamydosporia pode ser por causa da especificidade dos isolados em colonizar a rizosfera
(Bourne, 1994), sendo fundamental para reducéo da populacdo de nematoide no solo (Kerry
& De Leij, 1992). O isolado Pc-10 de P. chlamydosporia € eficiente no controle de M.
javanica no tomateiro, com boa colonizacdo da rizosfera (Dallemole-Giaretta, 2008); no

entanto, esse isolado ndo seja capaz de colonizar as raizes de cafeeiros.
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Tabela 14: Contelido de nutrientes na parte aérea dos cafeeiros submetidos aos tratamentos em solo arenoso, aos 6 meses apds o plantio das

mudas.
Tratamentos N P K Ca Mg S Zn Fe Mn Cu B
g/planta mg/planta

Condicionador de solo (solo nao 0,32 002 026 014 0,06 0,02 0,2 2,9 0,6 2,3 3,1
infestado)

Condicionador de solo (solo infestado) 0,50 003 040 0,20 0,08 0,02 0,2 2,2 0,9 3,1 55
Solo néo infestado 0,17 002 017 019 0,04 0,01 0,2 4,5 3,8 59 0,6
Solo infestado 013 002 015 021 004 001 02 3,4 3,4 4,6 0,6

Anélise realizada pelo Laboratorio de Andlise de Solos Vigosa Ltda.
P, K, Ca, Mg, S, Zn, Fe, Mn, Cu — determinados no extrator acido (acido nitrico com &cido percldrico); N — Método do Kjeldahl; CO — Método
Walkley — Black; B — mufla.
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Viabilidade do armazenamento do condicionador de solo.

O armazenamento do condicionador de solo em sacos de polietileno transparentes ou
escuros, proporcionou maior sobrevivéncia de Trichoderma sp., que permaneceu viavel até
aos 90 dias (Figura 1). Quando o condicionador foi formulado, apresentava aproximadamente
5,0 x 10° unidades formadoras de colénias (UFC’s) de Trichoderma sp. por grama de
condicionador. Ao final do periodo de avaliacdo, o condicionador que foi armazenado em
sacos de polietileno transparente e escuro continha 9,0 x 10° e 1,1 x 10" UFC’s por grama de
condicionador, respectivamente. No entanto, o fungo néo foi recuperado do condicionador
armazenado em sacos de papel e de aniagem, apds 45 e 60 dias, respectivamente.

Trichoderma spp. € considerado muito agressivo no seu desenvolvimento e
estabelecimento em quase todos 0os ambientes. 1sso ocorre em razao de sua alta capacidade de
producdo de conidios e pela formacdo de clamidosporos, que sdo estruturas de resisténcia a
variagdes ambientais (Howell, 2003). Os sacos de papel e de aniagem s&o mais porosos que 0s
sacos de polietileno, permitindo, assim, maior troca de gases e umidade. O aumento dos
teores de oxigénio, nas embalagens de papel e de aniagem, pode ter aumentado a germinacéo
dos clamiddsporos de Trichoderma sp., que em contato com 0S componentes organicos e
inorganicos do condicionador, ndo foi capaz de assegurar a sua sobrevivéncia por periodos

mais longos. Provavelmente isso ndo aconteceu com as embalagens de polietileno.

Figura 1. Numero de unidades formadoras de colonias (UFC’s) de Trichoderma sp. no
condicionador de solo armazenados em embalagens de polietileno transparente e escuro,

papel e aniagem, por um periodo de 90 dias.
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O namero de UFC’s de P. chlamydosporia por grama de condicionador caiu
drasticamente em todas as embalagens, até os 15 dias, caindo de 4,7 x 10* para
aproximadamente 3,5 x 10° UFC’s em média por grama de condicionador, permanecendo

baixo por todo periodo avaliado (Figura 2).

Figura 2. Namero de unidades formadoras de colénias (UFC’s) de Pochonia chlamydosporia
no condicionador de solo armazenado em embalagens de polietileno transparente e escuro,

papel e aniagem, por um periodo de 90 dias.

50,00 -

45,00 -
5
© 40,00 -
E .
® S 35,00 1 —e—Sacode polietileno
8 ¥ 30,00 - transparente
23
O g 2500 - —f—Sacode polietileno escuro

(=]

ﬁg 20,00 -
o
9§ 15,00 - —&—Saco de papel
@
E 1000 -
= ====Sacode aniagem

5,00 -

0] 15 30 45 60 75 90
Dias

P. chlamydosporia produz estruturas de resisténcia, clamiddsporos, que facilitam a sua
formulacdo e permitem maior sobrevivéncia em condi¢Oes adversas no solo e no
armazenamento (Kerry, 2001). No entanto, a reducdo na sua viabilidade pode ser explicada
pela presenca dos materiais organicos e inorganicos concentrados na formulacdo do
condicionador. Cannayane & Rajendran (2001) citam que a presenca de substancias toxicas
na torta de mamona pode reduzir a multiplicacdo e esporulacdo de P. chlamydosporia.
Também foi observado, no condicionador, 0 aumento da populacdo de Trichoderma sp. nos
primeiros dias, com o aumento de UFC’s. E possivel, que nesse periodo, esse fungo possa ter
influenciado na viabilidade da P. chlamydosporia, por algum dos seus mecanismos de
parasitismo. Talvez, em uma nova formulacdo, a utilizacdo de Trichoderma sp. ndo seja
justificada, pois influencia na sobrevivéncia e multiplicacdo de P. chlamydosporia no solo e

no condicionador.
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A disponibilidade de um produto, a exemplo de um condicionador de solo, que
forneca uma quantidade extra de nutrientes para a planta, aumente a atividade biologica do
solo e permita a reducdo na populacdo de nematoides é uma alternativa viavel. No entanto,
deve ainda ser mais bem compreendida. E necessario entender 0s mecanismos nos quais
ocorre o controle, avaliar as modificagOes nas proporgdes e nas quantidades dos componentes
utilizados, os aspectos econdmicos relativos a sua producdo, forma de armazenamento e tipos
de embalagens para aumentar a sobrevivéncia dos microrganismos que fazem parte de sua
composicao e o efeito dos produtos sobre as caracteristicas fisica, quimica e microbioldgica
de solos naturais, sempre associados ao controle de nematOides. S6 assim é que o0
condicionador de solo estara pronto para ser utilizado pelos agricultores e comercializado por
industrias.

A aplicacdo de um condicionador de solo em covas de cafeeiros no momento do
plantio é uma medida viavel para o controle de M. exigua, reduzindo sua populagdo no solo
arenoso e argiloso. Lopes (2007a) alcancou resultados semelhantes com um condicionador a
base de torta de mamona, casca de café, folhas secas de mamona e falso-boldo, sementes
trituradas de feijao-de-porco e P. chlamydosporia no controle de M. javanica em tomateiro.
Além disso, o condicionador formulado neste trabalho melhorou as caracteristicas quimicas

do solo, promovendo um melhor crescimento das mudas de cafeeiro em sua fase inicial.
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Conclusotes Gerais

N&o houve incompatibilidade entre P. chlamydosporia e Trichoderma sp. nos teste de
confrontacéo direta, antibiose e interacdo entre hifas, mas o crescimento micelial de P.
chlamydosporia foi reduzido na presenca de Trichoderma sp. no teste de producao de
metabolitos volateis.

Os isolados de P. chlamydosporia e Trichoderma sp., quando aplicados ao solo
separadamente ou em conjunto em substratos colonizados, ndo reduziram a populagéo
de M. exigua em pimentdo.

A aplicagdo do condicionador em solo argiloso promoveu um melhor crescimento das
mudas de cafeeiros, aumentando o numero de folhas, didmetro de copa, altura e massa
da matéria seca da parte aérea. No entanto, ndo teve influéncia no desenvolvimento
das mudas de cafeeiro cultivadas em solo arenoso.

O condicionador reduziu a reproducdo de M. exigua nos solos argiloso e arenoso.

A aplicacdo do condicionador de solo teve tendéncia de melhorar as caracteristicas
quimicas dos solos argiloso e arenoso, aumentando 0s teores dos nutrientes na parte
aérea das plantas de cafeeiro cultivadas nesses solos.

O condicionador mostrou-se viavel para implantacdo do cafeeiro em areas de cultivo
onde se utiliza a agricultura organica e uma alternativa para implantacao de cafeeiros
em solos arenosos e argilosos.

O armazenamento do condicionador de solo em sacos de polietileno transparente e
escuro manteve a populacdo de Trichoderma sp. viavel por 90 dias em niveis maiores
do que quando foi formulado, mas a populacdo de P. chlamydosporia caiu
drasticamente, em todas as embalagens, até o 15° dia, permanecendo viavel em niveis

baixos.
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