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RESUMO

O cultivo de feijdo no Brasil tem sido limitado por diversos patégenos. Entre os
problemas da cultura estdo os nematodides do género Meloidogyne, os quais constituem
uma das principais razdes da baixa produtividade das lavouras. Além dos danos diretos
causados pelos nematdides as plantas, estes causam danos indiretos devido aos
ferimentos que servem como porta de entrada a patégenos, como o Fusarium sp.
Atualmente, um dos métodos mais usados no controle de nematoides é o controle
quimico, o qual € caro e extremamente prejudical ao meio ambiente. Portanto, tem por
objetivo este trabalho estudar o potencial dos fungos Trichoderma spp. € Paecilomyces
lilacinus no controle de M. incognita, assim como 0s mecanismos utilizados por estes
em biotestes realizados in vivo associados a plantas de feijdo. Testes realizados in vitro
evidenciaram a producdo de enzimas liticas como quitinases, glucanases e proteases,
metabolitos volateis dos fungos e hifas modificadas pelos isolados dos referidos fungos.
Os filtrados fungicos ocasionaram mortalidade de 100% dos J2 (juvenis de 2° estagio)
de M. incognita. A andlise microscopica demonstrou a adesdo de conidios de
Trichoderma spp. em ovos de M. incognita. Em testes in vivo com plantas de feijao cv.
Engopa Ouro, obteve-se menor nimero de galhas e do fator de reproducdo nos
tramentos onde foram aplicados isolados 7. harzianum (67T), T. pseudokonigii (2T) e o
fungo nematofago P. lilacinus. Os resultados evidenciam que os isolados de
Trichoderma spp. apresentam potencial no controle de M. incognita; os mecanismos
utilizados consistem na produ¢do de metabdlitos volateis, difusiveis e inibitorios aos
nematoides, na produgao de enzimas liticas que degradam a quitina dos ovos e capturam
formas ativas do nematoide, além da formagdo de hifas modificadas denominadas
“armadilhas”.

! Tese de Doutorado em F itotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (92 p.) Setembro, 2008.
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ABSTRACT

The bean cultive in Brazil has been limited by several pathogens. One of the
most important problems in the culture are Melodogyne nematodes, which constitute
one of the main reasons behind the low productivity in the agriculture. Besides the
direct damages caused by nematodes to plants, they also bring indirect damages due to
the wounds acting as entrance points to pathogens, like Fusarium sp. Chemical control
is currently one of the most used methods to control nematodes, which is expensive and
extremely harmful to the environment. Thus, this work objective is studying the
possible action of Trichoderma spp. and Paecilomyces lilacinus to control M. incognita,
as well as the mechanisms used by them through in vivo tests associated to bean plants.
In vitro performed tests evidenced the production of lytic enzymes as chitinases,
glucanases, and proteases, volatile metabolic and hyphae modified by those fungus’
isolates. The fungal filtrate caused 100% mortality to M. incognita J2 (second-stage
juveniles). The microscopical analysis demonstrated the attachment of 7richoderma
spp. conidia in M. incognita eggs. In vivo tests with Engopa Ouro bean plants achieved
lower numbers of root-knot and reproduction factor when applying isolates of T.
harzianum (6T), T. pseudokonigii (2T), and P. lilacinus nematophagous fungus. The
results point out that Trichoderma spp. isolates are promising controllers of M.
incognita, and the used mechanisms consist on producing volatile metabolics, which are
diffusive and therefore inhibitory to nematodes, producing lytic enzymes that damage
the egg chitina and capture active nematodes, and developing modified hyphae named
“traps”.

" Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. (92 p.) September, 2008.
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1 INTRODUCAO

A cultura do feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) tem grande importancia na
alimentacdo humana, em vista de suas caracteristicas protéicas e energéticas, sendo esta
leguminosa de grande importancia social e econdmica, por ser responsavel pelo
suprimento de grande parte das necessidades nutricionais, servindo como fonte basica e
barata de proteinas e calorias para a populagdo de baixo poder aquisitivo, e também pelo
contingente de pequenos produtores que se dedicam a cultura.

O Brasil se encontra entre os maiores produtores e consumidores mundiais de
feijdo, sendo o maior produtor mundial do género Phaseolus. Mesmo sendo um dos
lideres do ranking mundial, a produtividade média brasileira ¢ muito baixa. Na safra de
2002, o Brasil obteve uma produtividade de 926 kg.ha”, valor aquém do potencial
genético da cultura, estimada em 4.000 kg ha™.

Dentre os principais fatores responsaveis pela baixa produtividade do feijdo no
Brasil, encontram-se as doengas, que podem provocar prejuizos da ordem de 80-100%
na producdo, além de diminuir a qualidade fisiologica, nutricional e sanitaria do
produto.

Entre os fatores bidticos que reduzem a produtividade do feijao destacam-se os
nematodides do género Meloidogyne, principalmente as espécies M. incognita (Kofoid &
White) e M. javanica (Treub), as quais aumentam sua populacdo devido ao cultivo

sucessivo da cultura. Meloidogyne spp. formam galhas no sistema radicular, impedindo



a absorcdo de dgua e nutrientes do solo, provocando deficiéncia mineral e perda de
produtividade da ordem de 25 a 85%.

A utilizag¢ao de tecnologias de producdo diferenciadas na cultura do feijao, tais
como o uso da irrigagdo principalmente sob pivo central, permite plantios sucessivos,
com consequente aumento da rentabilidade da cultura. Apesar de possibilitar o aumento
da produtividade e o nimero de safras durante o ano, tal tecnologia cria condi¢des de
umidade e temperatura ideais ao desenvolvimento de patéogenos, favorecendo a
ocorréncia de doencas.

Além dos danos direto ocasionados pelo ataque dos nematdides, estes ainda
causam ferimentos nas raizes das plantas que servem como porta de entrada para varios
patoégenos, com destaque para Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick
& Snyder, causador da Murcha de Fusarium.

Atualmente o controle quimico ¢ uma das medidas que vem sendo adotada para
minimizar os danos causados por Meloidogyne sp. Todavia, devido ao impacto
ambiental, a baixa eficiéncia e alto custo desta medida de controle torna-se necessario
estudar alternativas de controle, as quais possam ser utilizadas como novas estratégias e,
assim, reduzir os prejuizos.

Entre as medidas que vém sendo pesquisadas para o controle de nematodides
destaca-se o controle biolégico com a utilizagdo de diversos microrganismos
antagonistas, como o uso da bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr e dos
fungos Paecylomices lilacinus (Thom.) Samson, Verticillium sp., Monacrosporium sp.,
entre outros.

Recentemente, trabalhos apontam para o potencial uso de Trichoderma sp. no

controle de nematoides. Entre os motivos, destaca-se sua acdo sobre a colonizagdo da



matriz gelatinosa e o parasitismo de ovos e de J2 (juvenis de segundo estdgio). No
entanto, ndo existem trabalhos elucidando os mecanismos envolvidos na agdo parasitica
de Trichoderma sp. sobre nematoides.

A hipotese formulada para essa pesquisa supde que isolados de Trichoderma sp.
e P. lilacinus apresentam mecanismos de acdo que podem ser usados efetivamente no
controle de M. incognita. E, ainda, que o uso consorciado destes microrganismos pode
mostrar-se eficiente no controle do nematéide das galhas.

Diante disso, este trabalho objetiva determinar o potencial de biocontrole e os
mecanismos de acdo de Trichoderma spp. e P. lilacinus envolvidos no controle de M.
incognita in vitro € in vivo na cultura do feijao.

Para testar a hipdtese exposta acima, foram propostos os seguintes objetivos:

1. Identificacdo dos isolados de Trichoderma spp.;

2. Avaliagdo, in vitro, do potencial de parasitismo a M. incognita dos fungos propostos;
3. Avaliagdo, in vivo, da eficiéncia dos fungos no biocontrole de M. incognita na
cultivar de feijado Engopa Ouro;

4. Avalia¢do do efeito dos metabdlitos produzidos pelos fungos na mortalidade de
juvenis de segundo estddio e na eclosdo de ovos de M. incognita; assim como a
capacidade destes fungos em produzir enzimas relacionadas ao biocontrole;

5. Avaliacdo, in vitro, da ac¢do de Trichoderma spp. no antagonismo a Fusarium

oxysporum f. sp. phaseoli.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Controle Biologico

O controle bioldgico de patdogenos ¢ a total ou a parcial reducao da populacao do
patogeno por outros organismos, € ocorre rotineiramente na natureza (Agrios, 2004).
Segundo Bettiol (1991), a doenca da planta ¢ o resultado da interacdo entre o
hospedeiro, o patogeno e diversos ndo patogenos que habitam o sitio de infecgao,
apresentando potencial para limitar a atividade do patdogeno ou aumentar a resisténcia
do hospedeiro. Para o autor, os componentes do controle bioldgico sdo o patégeno, o
hospedeiro e os antagonistas, sob a influéncia do ambiente, todos interagindo num
sistema biologico.

Cook & Baker (1993) definem controle bioldgico como “a reducao da densidade
de indculo ou das atividades determinantes da doencga realizadas por/ou através de um
ou mais organismos que nao o homem”.

A procura por alternativas de controle de patdgenos intensificou-se € o uso do
controle bioldgico vem sendo considerado uma medida que pode proporcionar reducdes
na populagdo de fitonematodides para limiares abaixo do nivel de dano econdomico
(Duncan, 1991).

Para se obter um controle bioldgico mais efetivo ¢ importante estudar os
mecanismos de agdo dos antagonistas. O controle bioldgico baseia-se na relacao
antagénica entre microrganismos e fitopatogenos, podendo ser caracterizado por

diferentes modos de atuacdo: competi¢do por espago e nutrientes, antibiose, parasitismo



e indugdo de resisténcia da planta hospedeira (Moraes, 1991; Melo & Azevedo, 1998;
Papavizas, 1985).

Os testes de selecao de microrganismos com potencial para o controle bioldgico
de organismos patogénicos podem ser realizados in vitro e in vivo, em condigdes
controladas ou em condi¢cdes naturais. Ambos métodos sao complementares. Os
principais métodos de selecdo de microrganismos in vitro existentes sdo: pareamento de
culturas, papel celofane, placa sobreposta e liquido metabolico (Mariano, 1993; Ethur,
et al. 2005). A sele¢ao de microrganismo in vivo € realizada através da aplicacdo do
antagonista, seguida da inoculacao do patdégeno no hospedeiro por meio de pulverizagao
de suspensdo de células, imersao de raizes, ferimentos, entre outros (Melo & Azevedo,
1998).

Apo6s o isolamento e selecdo de um antagonista, o emprego deste como agente
de controle biologico de fitopatdgenos ocorre principalmente por meio do tratamento
das sementes, do solo, das partes aéreas das plantas e na pds-colheita.

M¢étodos de producao massal e de formulacdes sdo objetos de pesquisas que
necessitam do suporte da industria. Existem algumas preparagdes comerciais de fungos
nematofagos, como Royal 300 e Royal 350, desenvolvidos na Franca. O primeiro ¢ a
base do fungo Arthrobotrys robusta (Duddington) para controle de Ditylenchus
myceliophagus (Goodey) em cogumelo e o Royal 350 ¢ a base de Arthrobotrys superba
destinado ao controle de espécies de Meloidogyne (Goeldi) em tomate. O produto
Biocon, desenvolvido pela Universidade das Filipinas a base de um isolado de P.
lilacinus (Thom.) Samson, recebeu desta universidade os direitos de comercializagao,

passando a denominar-se Bioact (Santos, 1996).



2.2 Fungos antagonistas

O termo antagonista emprega-se aos agentes bioldgicos com potencial para
interferir nos processos vitais dos fitopatdgenos. Desta forma, o nicho ecoldgico
ocupado por fungos antagonistas favorece o controle biolodgico, pois neste local podem
competir por nutrientes e espago com os patdgenos, bem como produzir substancias
toxicas a estes organismos ou, ainda, induzir a planta a desenvolver resisténcia as
doencas (Melo & Azevedo, 1998).

Atualmente, diversos microrganismos sao utilizados como agentes no controle
de fungos fitopatogénicos, entre eles podemos citar espécies de Trichoderma,
Paecilomyces, Penicillium, Pythium, Bacillus, Pseudomonas, Agrobacterium,
Streptomyces, entre outros (Melo & Azevedo, 1998).

O fungo filamentoso Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson ¢ conhecido por
sua acdo parasita sobre os ovos e fémeas de Meloidogyne sp. Muitas pesquisas foram
realizadas com este fungo para o controle de nematdides galhadores, mas
frequentemente os métodos de produgdo de biomassa utilizados ndo estavam descritos
ou eram realizados com meios de cultura onerosos (Stirling 1991; Gaspard ef al. 1990 et
al.; Khan et al. 1997; Mittal et al. 1995). A industria alema Prophyta comercializa um
produto com P. lilacinus em varios paises. Trés outras formulagdes deste fungo
filamentoso sdo produzidas na Africa do Sul, na Australia e na Colombia.

O fungo antagonista Trichoderma sp. vem sendo pesquisado no controle de
fungos patogénicos e fitonematodides (Ethur et al., 2001; Sharon, et al., 2007; Sharon, et
al., 2001). O género Trichoderma por tratar-se de um micoparasita necrotrofico,
apresenta grande eficdcia no controle de inumeros fungos fitopatogénicos como

Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarium sp., Pythium aphanidermatum



entre outros (Ethur et al., 2001; Mafia, et al., 2003; Ethur, 2006; Patricio, et al., 2007).
Esta atividade de biocontrole tem sido intensamente estudada devido principalmente a
producao de enzimas liticas extracelulares degradadoras da parede celular dos fungos,
tais como quitinases, -1, 4-glucanases e proteases (Corabi-Abell & Lucon, 2002). No
entanto, a capacidade de degradar quitina do 7Trichoderma sp. permite a sua atuacao no
controle dos nematoides, visto que este polimero € o principal constituinte do ovo.

De acordo com Sharon et al., (2001) verificaram que a atividade proteolitica de
isolados de 7. harzianum pode ser importante no controle biolégico de nematoides.

Testes de antagonismo in vitro com T. viride e T. koningii verificaram que estes
isolados atuam através da antibiose, da competicdo por substrato e hiperparasitismo,
apresentando potencial para antagonizar Verticillium dahlie (Martins-Corder & Melo,
1998).

2.2.1 Trichoderma sp.

O género Trichoderma corresponde a fase anamorfica do género Hypocrea,
pertencente a classe dos fungos Mitospoéricos, subclasse Hifomicetos, ordem Moniliales,
familia Moniliaceae (Samuel, 1996). Dos fungos com potencial de antagonismo, este
género ¢ um dos mais pesquisados e estudados.

A eficiéncia do fungo Trichoderma sp. tem sido demonstrada em trabalhos de
laboratorio, casa de vegetacdo e campo, mostrando-se eficiente como um agente
biocontrolador de patdogenos em diferentes situagdes. Este antagonista tem mostrado
melhor atuagdo a patdogenos habitantes do solo e menos especializados como, por
exemplo, Pythium sp., Fusarium sp., Rhizoctonia sp. € Sclerotium sp., pois como
também ¢ um habitante do solo suas caracteristicas de antagonismo sdo melhor

expressas neste ambiente (Melo, 1991; Melo, 1996).



A principal caracteristica morfoldgica do fungo Trichoderma sp. € a presenca de
micélio, inicialmente de coloragdo branca e de crescimento rapido. Com o
desenvolvimento, torna-se cotonoso e compacto com tufos verde. A coloracdo da
colonia depende da quantidade de conidios e da pigmentagcdo destes (Domsch, et al,
1980).

Os conidios sdo unicelulares, de forma subglobosa, ovoide, elipsoide ou eliptica-
cilindrica, com textura lisa ou rugosa e coloracao hialina, verde-amarelo ou verde-
escuro, sendo a ultima mais comum. Sua posicao ¢ no apice das fidlides, em forma de
esfera. As fialides tém forma de cantil com o centro dilatado e apice afilado, solitarias
ou em grupos, hialinas, formando um angulo reto com os conidiéforos. Os conidiéforos
sao muito ramificados, solitarios ou em tufos compactos, geralmente de formato conico
ou piramidal. Normalmente mostram-se eretos, formando um angulo reto com a hifa
vegetativa. As areas conidiais apresentam-se em forma de faixas concéntricas de
coloragao verde (Domsch, ef al. 1980).

Em meio de cultura, as coldnias de Trichoderma sp. crescem rapidamente,
apresentando, inicialmente, superficie lisa e quase translicida, tornando-se
posteriormente flocosas ou compactas. A coloragdo da colonia exibe varios tons de
verde (as vezes, muito claro — cor gelo), podendo ser influenciada pelo pH do meio de
cultivo (Domsch, et al. 1980).

O micélio ¢ composto por hifas hialinas muito ramificadas e de parede lisa.
Clamidodsporos estdo presentes na maioria das espécies, intercalados nas hifas ou,
ocasionalmente, terminais (Melo, 1991).

Existem poucas informacdes sobre os mecanismos utilizados pelas espécies de

Trichoderma no controle de nematoéides. Sendo que Sahebani & Hadavi (2008) citam



dois (1) parasitismo direto de ovos e larvas através do aumento da atividade de
quitinases e proteases, sendo esta um indicativo da capacidade de infectar ovos (Sharon
et al. 2001; Suarez et al. 2004); (2) indugao dos mecanismos de defesa do hospedeiro.
Enzimas extracelulares tais como quitinase e protease com atividade anti-fungica
participam da relagdao de interacdo de M. javanica e Trichoderma sp. (Sharon, et al.
2001).

A Murcha de Fusarium ¢ agravada pela presenga de nematoides dos géneros
Meloidogyne, Pratylenchus e Rotylenchulus, que aumentam a severidade pois causam
debilidade da planta e provocam ferimentos nas raizes, facilitando a penetracao do
patogeno no seu sistema radicular (Coutinho & Suassuna, 2007). Estudos com uso de T.
harzianum em diferentes concentragdes demostraram um decréscimo na infecg¢ao por M.
Jjavanica em plantas de tomate (Sahebani & Hadavi, 2008).

2.2.2  Paecilomyces lilacinus

O género Paecilomyces pertence a divisdo Eumycota, classe Deuteromycetes,
ordem Moniliales e familia Moniliaceae. Os conidiéforos deste género sao ramificados
em grupos de bifurcagdes irregulares. Os conidios sdo separados das fidlides em forma
de corrente. Os conidioforos tém cerca de 600um de comprimento e desenvolvem
grupos de correntes laterais (Domsch, et al. 1980).

O fungo P. lilacinus (Thom.) Samson pode ser isolado na maioria dos solos
agricolas, sendo também frequentemente isolado em ovos e nas fémeas de Meloidogyne.

O parasitismo de P. lilacinus ¢ facultativo, podendo infectar nematdides nas

fases moveis (J2), fémeas sedentarias ou mais agressivamente ovos (Jacobs, 2002).
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Fungos antagonistas de nematdides podem ser divididos em: predadores,
endoparasitos, parasitas oportunistas (parasitas de ovos, cistos ¢ fémeas sedentarias) e
aqueles que produzem metabolitos toxicos aos nematoides (Jatala, 1986).

A grande maioria dos fungos nematdfagos isolados e/ou testados para o controle
de Heterodera glycines (Ichinohe) e Meloidogyne sp. € do tipo oportunista (Freitas et
al., 1999). A habilidade dos fungos nematdfagos em colonizar a rizosfera tem sido
apontada como uma caracteristica importante para um agente de biocontrole (Maia et al,
2001; Stolf, 2006).

O fungo P. lilacinus tem apresentado potencial como agente de controle
biologico do nematoide da galha M. incognita em banana (Jonathan & Rajendran,
2001). O controle se da pela penetracao do micélio na matriz de ovos das fémeas adultas
(Jatala et al., 1979), além dos filtrados deste fungo possuirem efeito toxico sobre adultos
de Meloidogyne sp. (Devrajan & Seenivasan, 2002). Este fungo também foi eficiente no
controle de Radopholus similis (Coob) em banana (Devrajan & Seenivasan, 2001).

Comparando o efeito do controle quimico de nematoides com a utilizacdo de
carbofuran (40 g/planta) e o controle biologico com a utilizagdo do fungo P. lilacinus,
Devrajan & Rajendran (2001) verificaram que o controle quimico efetivo com
carbofuran foi obtido 150 dias apds a aplicacdo, obtendo 129 nematoides/ 5 g de raiz.
Com a aplicagdo de P. lilacinus neste estagio, o hospedeiro apresentou uma populagao
de 143,3 nematodides/ 5 g de raiz, quase comparavel ao resultado obtido quando aplicado
o carbofuran (Stolf, 2006).

2.2.3 Meloidogyne sp.

Os nematoides sao organismos tipicamente vermiformes, ndo segmentados, € a

maioria completa seu ciclo de vida no solo. Nao sdo vistos a olho nu, devido a sua
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coloragdo transparente ¢ ao tamanho minusculo. Seu deslocamento no solo ¢ bastante
limitado, ndo ultrapassando poucos centimetros. Sua disseminacdo, portanto, ¢
altamente dependente do homem, por meio de mudas contaminadas, deslocamento de
equipamentos de areas contaminadas para areas sadias e por meio da irrigagdo e/ou agua
das chuvas. Geralmente, a manifestacdo dos sintomas causados por fitonematoides
ocorre em reboleiras (Ritzinger & Costa, 2008).

As espécies do género Meloidogyne caracterizam-se por acentuado dimorfismo
sexual; a fémea apresenta corpo globoso, periforme ou em forma de saco, e imével; o
macho tem corpo vermiforme e ¢ incapaz de causar galhas (Tihohod, 2000).

A penetracao dos nematoides do género Meloidogyne nas raizes ocorre no
estadio juvenil vermiforme (J2), pela regido meristematica; em seguida este migra até a
zona de maturagdo, onde estabelece um local de alimentacdo na regido vascular,
tornando-se sedentario (Figura 1). Posteriormente, os machos adultos abandonam o
sistema radicular e as fémeas permanecem no interior das raizes, como endoparasitas
sedentarias, até o final do seu ciclo de vida, induzindo a formagao de galhas (Tihohod,
2000).

Apo0s a penetragao do J2 de Meloidogyne sp. na raiz, o nematodide passa por mais
trés ecdises até atingir a fase adulta. As fémeas quando adquire corpos globosos,
depositando seus ovos no exterior da raiz. Os ovos sdao circundados por uma matriz
gelatinosa secretada pela propria fémea durante a oviposigao (Costa et al., 2000).

Segundo Rocha (2007) para que ocorra o parasitismo por fitonematdides sao
necessarias diversas etapas: atracdo do juvenil pela planta, penetragdo pela regido
meristematica da raiz, movimentacdo dentro do hospedeiro para identificacao do local

receptivo do elicitor, excrecdo dos produtos da glandula esofagiana dorsal,
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reconhecimento do elicitor pela planta e formagdo das células gigantes. Portanto, o
sucesso do parasitismo do J2 em plantas envolve o cumprimento de todas essas etapas,
o que demanda energia e condi¢des fisiologicas adequadas.

O ciclo de vida do nematoide das galhas ¢ de aproximadamente quatro semanas,
podendo prolongar-se sob condi¢des de temperatura desfavoraveis. Temperaturas
inferiores a 20°C ou superiores a 35°C e condigdes de seca ou de encharcamento do
solo afetam o desenvolvimento e a sobrevivéncia do nematoide, tornando o ciclo mais
longo (Costa et al., 2000).

O sintoma caracteristico do ataque desse nematdide € o engrossamento
localizado nas radicelas e raizes, formando galhas. O desenvolvimento das galhas
radiculares se da pela hipertrofia e hiperplasia de células do parénquima vascular da raiz
(Tihohod, 2000).

As galhas podem ser diminutas ou atingir diametro superior a 15 mm. As células
hipertroficas multinucleadas funcionam como verdadeiros armazéns no suprimento
alimentar dos nematoides sedentarios (Costa et al., 2000). A formagdao de células
gigantes, como resultado da infeccdo pelo nematodide, provoca uma interrupgdo e
desorganizacgao do sistema vascular. Consequentemente ha uma diminui¢ao na absor¢ao
e no transporte de agua e nutrientes, diretamente influenciando a produtividade
(Cofcewicz et al., 2001). Em consequéncia da infestagdo severa de nematdides, o
sistema radicular pode apodrecer facilmente fazendo com que as plantas nao absorvam
agua e nutrientes do solo de forma adequada.

Alguns fatores parecem contribuir para a rédpida multiplicacdo do nematdide,

como solos arenosos e altas temperaturas (Tihohod, 2000; Lordello, 1992).
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G

FIGURA 1. Ciclo de vida do nematoéide formador de galhas Meloidogyne sp. (Seg. AGRIOS In:
Tihohod, 2000)

Muitos dos estudos de controle biologico recaem sobre fitonematdides
endoparasitos sedentarios (Meloidogyne Goeldi, Heterodera Schmidt e Globodera
Skarbilvitch), endoparasitos migradores (Pratylenchus Filipvej e Radopholus Linford e
Oliveira) e ectoparasitos migradores (Xiphinema Cobb, Trichodorus Cobb e
Criconemella de Grisse e Loof, entre outros nematdides. Entretanto, para os nematoides
endoparasitos sedentarios, apenas os juvenis de 2° estadio ficam expostos fora da raiz
antes da penetracao, fase que ocorre rapidamente no solo (Santos, 1996).

As espécies de nematdides de maior ocorréncia no Brasil sdo M. incognita e M.

javanica. Embora essas espécies apresentem habito sedentario, sua multiplicagdo e
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permanéncia no solo dificultam muito o manejo, pois cada fémea pode depositar mais
de 500 ovos (Carneiro, et al., 2003; Carneiro, et al., 2007).

A Murcha de Fusarium ¢ agravada pela presenga de nematdides dos géneros
Meloidogyne, Pratylenchus e Rotylenchulus, que aumentam a severidade em funcao de
causarem debilitacdo da planta e de provocarem ferimentos nas raizes, facilitando a
penetracao do patdgeno no seu sistema radicular (Coutinho & Suassuna, 2007).

Os ferimentos provocados por nematoides do género Meloidogyne t€ém um papel
importante na ocorréncia da Murcha de Fusarium, a tal ponto de comprometer o
controle da doenga, mesmo quando variedades resistentes sdo utilizadas. Estudos
apontam para a interacao entre F. oxysporum ¢ Meloidogyne sp. na cultura do feijao.

Segundo Simao et al, (2005) a cultura do feijdo ¢ considerada uma boa
hospedeira para M. javanica e M. incognita causando perdas de cerca de 50-90%.
Ainda, segundo este mesmo autor, no Brasil, os nematdides formadores de galhas sdao
considerados um dos principais responsaveis pela baixa produtividade da cultura do
feijdo (Phaseolus vulgaris L.), principalmente em regides com predominancia de
elevadas temperaturas, fator que aumenta o estresse e interfere na manifestagdo da
resisténcia das plantas ao parasitismo dos nematdides.

Em diversas culturas ¢ comum ocorrerem infestagdes multiplas com nematoides
e outros organismos patogénicos, como insetos, fungos, bactérias e virus, levando a
erros de diagnose pelo desconhecimento por parte dos produtores e especialistas, que

ignoram a importancia dos fitonematoides como patdgenos (Ritzinger & Costa, 2008).
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2.3  Mecanismos de acdo de fungos antagonistas como agentes de

biocontrole

A agdo de Trichoderma sp. como agente de biocontrole ocorre devido a
associacao ou nao dos mecanismos de antibiose, hiperparasitismo e competi¢ao (Melo,
1998). Howell et al. (1987) desconsideram o hiperparasitismo e acrescentam a indugao
de resisténcia do hospedeiro, além do favorecimento da planta na tolerancia a estresse
ambiental, solubilizagdo e sequestro de nutrientes inorganicos, € inativagao de enzimas
dos patdgenos (Harman, 2000).

2.3.1 Micoparasitismo

O micoparasitismo ¢ o processo de destruicao fisica da parede celular, mediada
pela acao de enzimas hidroliticas produzidas pelos agentes de biocontrole. A relacao
hospedeiro-parasita ¢ caracterizada por um periodo relativamente longo de contato, que
pode ser fisico ou metabdlico com digestdo por enzimas hidroliticas (quitinases,
proteases, glucanases ¢ lipases) (Bettiol, 1991).

Os micoparasitas atacam hifas e estruturas de reproducao e sobrevivéncia dos
patogenos de planta, reduzindo a infec¢dao e o inoculo do patdégeno (Ethur, 2006).
Trichoderma sp. possui caracteristica micoparasita, pois pode detectar e localizar hifas
de fungos suscetiveis, crescendo em sua direcdo presumivelmente em resposta a
estimulos quimicos produzidos pela hifa hospedeira, formando estruturas semelhantes a
apressorios e enrolando-se em toda a sua extensao para, entdo, penetrar e digerir a hifa
(Melo, 1998). Segundo Harman et al. (2004) suspeita-se que existam de 20 a 30 genes
envolvidos no processo de micoparasitismo, devido a quantidade de proteinas e outros

metabdlitos envolvidos nessa interagao.
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As espécies de Trichoderma tém sido estudadas por produzirem uma série de
enzimas extracelulares (Harman et al., 2004), tais como quitinases, lipases, proteases e
glucanases, capazes de degradar paredes celulares fingicas e parasitar nematoides
(Sharon et al., 2001; Suarez et al., 2004), sendo importantes no antagonismo contra
fungos patogénicos e fitonematodides.

As quitinases formam um grupo complexo de enzimas hidroliticas que clivam as
ligacdes B-1,4 glicosidicas do polimero linear quitina, em agtcares de N-acetil-B-D-
glicosamina (Loguercio-Leite & Esposito, 2004).

Estas enzimas sao sintetizadas principalmente por organismos que possuem
quitina na sua parede celular (fungos filamentosos, leveduras e algas verdes) e tém o
polimero como constituinte do exoesqueleto e/ou carapaca encontrada em crustaceos e
insetos. Em fungos as quitinases estdo envolvidas na morfogénese e em plantas estao
relacionadas ao mecanismo de defesa contra fungos fitopatogénicos (Loguercio-Leite &
Esposito, 2004).

Trichoderma sp. ¢ capaz de parasitar varios fungos, entre eles, Fusarium
oxysporum, no qual ocorre enrolamento de hifas, penetragao e crescimento intracelular
de T. longibrachiatum no patégeno (Melo, 1991).

As glucanases atuam sobre B1,3-glucano, importante constituinte da parede
celular de fungos. Segundo Theis & Stahl (2003) muitas glucanases de fungos tém sido
caracterizadas. De acordo com Giese et al. (2008), a producao de glucanases de T.
harzianum e T. asperellum aumentaram significativamente quando utilizou-se paredes
celulares fungicas purificadas de Pythium sp., Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii

como unica fonte de carbono. Estes resultados sugerem que a regulacao da expressao de
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B-1,3-glucanase nestes fungos pode ser influenciada pela quantidade de B-glucano
presente no meio de cultivo, que atua como agente indutor.

Ainda segundo o mesmo autor, o género Trichoderma apresenta capacidade de
secretar quitinases, B1,3-glucanases e B1,6-glucanases, que resultam na inibi¢do do
crescimetno de fungos patogénicos.

Segundo Rocha (2007), apds eclosdo os J2 de M. javanica possuem 30% do seu
peso corporal em lipidios, como fonte de reserva energética, a qual ¢ utilizada no
processo de migragcdo e parasitismo na planta. Ainda, segundo o mesmo autor, a
porcentagem de lipidios estd intimamente ligada a capacidade dos nematdides de
parasitar o seu hospedeiro. Ainda segundo o mesmo autor, a flutuacao populacional de
nematodides no solo varia em fun¢ao do ambiente, dos fatores bidticos e abioticos, além
das interagdes com o hospedeiro, os quais afetam o desenvolvimento embrionario,
eclosdo, migracgao e infectividade no hospedeiro.

No solo, a movimentagdo do juvenil do segundo estadio (J2) de Meloidgyne sp.
em dire¢do ao local de penetracdo ocorre, entre outros fatores, em resposta a atragao por
substancias exsudadas pela raiz (Rocha, 2007). Para isso, o J2 traz consigo 30% de seu
peso corporal em lipidios, constituindo-se a principal fonte energética para os gastos no
processo de penetragao e parasitismo do hospedeiro (Freire et al., 2007).

De acordo com Freire et al. (2007), a perda dessas reservas reduz a infectividade
e a reproducao, podendo levar até mesmo a morte. Quando ha reducao de 50 a 60% das
reservas energéticas lipidicas de J2 de M. javanica, ha uma redugdo substancial do seu
potencial infectivo. Ainda segundo este mesmo autor, a energia necessdria esta,
principalmente, no contetdo lipidico corporal acumulado durante o seu

desenvolvimento embrionario, que deve ser suficiente para o juvenil eclodir e cumprir,
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com sucesso, todas as etapas do processo de parasitismo. A prolongada auséncia de
hospedeiro no campo leva o J2 a usar sua reserva para movimentagao no solo.

As lipases sdo importantes no controle de nematdides por degradarem as
reservas energéticas dos nematoides e por atuar nos lipidios de membrana (Arduim,
2006; Rocha, 2007).

2.3.2 Competicao

Competi¢cdo ¢ um processo referente a interagdo entre dois ou mais organismos,
empenhados na mesma a¢do. A competicao entre microrganismos ocorre principalmente
por nutrientes, espaco e oxigénio (Bettiol, 1991), ¢ mesmo sendo um mecanismo
importante, ¢ extremamente dificil de ser comprovado experimentalmente, o que nao
ocorre com a antibiose € o micoparasitismo (Harman, 2000).

Segundo Harman et al. (2004), Trichoderma sp. compete pelos exsudatos
liberados pelas sementes no processo de germinacdo de propagulos de fungos
fitopatogénicos. De acordo com Ethur (2006), a competicdo ¢ uma das principais
caracteristicas de isolados de Trichoderma sp. usados como agentes de biocontrole, pois
somente assim terdo capacidade de se desenvolver na rizosfera.

2.3.3 Antibiose

Antibiose ¢ definida como uma interagdo entre organismos, na qual um ou mais
metabolitos, produzidos por um organismo, t€ém um efeito danoso sobre o outro (Bettiol,
1991). Usualmente, ocorre inibigdo no crescimento e/ou na germinagdo, podendo ser
letal ao hospedeiro. O metabolito produzido por antagonistas pode penetrar na célula e
inibir sua atividade por toxicidade quimica.

A producao de metabolitos pode resultar na completa lise e dissolucdo da

estrutura celular e independe do contato fisico entre os microrganismos. Grande parte
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dos microrganismos envolvidos no controle bioldgico atua através de antibiose (Bettiol,
1991).

Os metabolitos produzidos podem ser volateis e ndo-volateis. Dos antibioticos
produzidos por Trichoderma sp., Bastos (1991) cita gliotoxina, viridina e trichodermina,
como substancias capazes de inibir o desenvolvimento de outros fungos. De acordo com
Ethur (2006), a gliotoxina ¢ responsavel pela inibicao da germinagao de esporangios e
do crescimento micelial de Pythium ultimum.

Isolados de Trichoderma sp. obtidos de tomateiro, alface e fumo, apresentaram
inibicdo a Sclerotinia sclerotiorum com 94, 93 ¢ 86% de eficacia, respectivamente,
sendo sugerido pelo autor que o principal mecanismo de agdo foi a antibiose (Ethur et
al., 2001). Segundo Melo (1998) muitas espécies de Trichoderma sp. ja estudadas
possuem a capacidade de produzir antibioticos capazes de inibir propagulos de fungos
fitopatogénicos.

Metabolitos fungicos de P. lilacinus, Fusarium moniliforme ¢ Fusarium
oxysporum foram capazes de reduzir a motilidade e eclosdo e aumentaram a mortalidade
de J2 de M. incognita (Costa, et al. 2001). A lactona 6-pentil-a-pirona ¢ um metabdlito
volatil, caracteristico de algumas espécies de Trichoderma (T. viride), que produzem um
aroma de coco muito utilizado na industria alimenticia (Kalyani ez al. 2000).

Estudos com filtrados de Trichoderma lignorum (T-203) controlaram de 25-80%
de M. javanica, (Spiegel & Chet 1998). Sousa et al. (2006) testaram filtrados de culturas
de isolados de Streptomyces purpuraceans e Streptomyces thermotolerans ¢ obtiveram

37% e 39% de mortalidade dos J2 de M. incognita, respectivamente.
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2.3.4 Inducio de resisténcia

A inducdo de resisténcia € outro mecanismo utilizado por agentes de biocontrole
na reducdo de doengas. Esse processo ocorre quando as plantas expostas a um agente
indutor tém seus mecanismos de defesa ativados, ndo apenas no sitio de indugcao como
também em outros locais dele distantes, de forma mais ou menos generalizada
(Romeiro, 1999). Tem ocorrido muito progresso na elucidagdo dos caminhos que
envolvem a inducao de resisténcia, sendo que, em muitos casos, o acido salicilico e o
acido jasmonico, juntamente com o etileno, induzem a cascata de eventos que provocam
a produgdo de uma grande variedade de metabolitos e proteinas com diversas fungdes
na planta, induzindo barreiras fisicas e quimicas de protecdo contra fitopatdégenos
(Harman et al., 2004). De acordo com Boscato et al. (2007), isolados do fungo T.
harzianum foram capazes de estimular a planta a produzir proteinas relacionadas a
resisténcia Plasmopara viticola € Botrytis cinerea agentes causais de mildio e podridao
cinzenta, respectivamente em Vitis vinifera.

No entanto, todos os mecanismos envolvidos no parasitismo do fungo
Trichoderma sp. podem atuar através de um ou da associacdo de mecanismos como
parasitismo, antibiose, competi¢ao e inducdo de resisténcia (Cook & Baker, 1993),

segundo Bettiol & Ghini (1995).

2.4  Sideroforos

Os sideréforos (do grego “carreadores de ferro”) sao metabodlitos secundarios de
baixo peso molecular que possuem alta afinidade pelo Fe (III), os transportando para o
interior da célula. Podem ser produzidos por espécies aerobias ou aerdbias facultativas.

Na variedade de microrganismos conhecidos que sintetizam sideroforos estao incluidos
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varios fungos, bactérias, animais e plantas; cianobactérias e algas superiores; bactérias
fixadoras de nitrogénio e alguns tipos de leveduras (Neilands, 1995).

Os microrganismos aerobios precisam do ferro para realizar varias fungdes como
redu¢do do oxigénio para a sintese de ATP, formag¢ao do grupo heme e outras
finalidades. E necessario cerca de um micromolar de ferro para um crescimento
bacteriano 6timo (Neilands, 1995).

Como estratégia para a obtencao do ferro, os fungos como Fusarium sp.,
Penicillium sp., Aspergilus sp., entre outros, produzem metabolitos secundarios que
conseguem se ligar ao Fe e transporta-lo para dentro da célula (Benite & Machado,
2002; Patriarca et al., 2002).

A fungdo dos sideroforos envolve o transporte de ferro através da membrana
celular. A entrada do ferro no citoplasma somente acontece depois que o ferro ¢
reduzido e/ou desmembrado de seu ligante. Em alguns casos o sider6foro ¢ reciclado
para iniciar novamente o processo de absorcao do ferro (Neilands, 1995).

Os sider6foros fungicos possuem pelo menos um acido hidroxamico como sitios
ligantes. Uma caracteristica comum destes sitios ¢ a formacao de anéis quelatos de
cinco membros muito estaveis com o Fe (III). Os sider6foros podem apresentar
afinidade por outros ligantes formando complexos relativamente estaveis com o cobre
(I1), galio (IIT), molibdénio (II), aluminio (III), entre outros.

Para que ocorra a disponibilizacao do ferro para o fungo sdo necessarios varios
processos quimicos para a solubilizagdo e a captacao do ferro mediado pelo siderdforo:
1) quelagdo seletiva do ferro; 2) reconhecimento molecular do complexo sideréforo-Fe
(II); 3) transporte do Fe complexado através da membrana celular; 4) deposicao do Fe

dentro de um sitio apropriado na célula (superficie ou interior celular), sendo que neste
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ultimo a troca do ligante pode ou ndo ser seguida pela redug¢do de Fe (III) e/ou pela
hidrolise do ligante (Benite & Machado, 2002).

Os sideroforos apresentam efeitos negativos sobre microrganismos
fitopatogénicos, sequestrando o ferro disponivel e desta forma inibindo o crescimento
ou atividade metabolica dos patdgenos. Estudos apontaram que microrganismos
produtores de sideroforos podem atuar no biocontrole. Renshaw et al. (2002)
descreveram um isolado de Fusarium sp. nao patogénico que produziu mais sideroforos

e foi capaz de suprimir o crescimento dos isolados patogénicos de Fusarium sp.



3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no laboratorio de Microbiologia Fitopatoldgica,
Departamento de Fitossanidade na Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
localizado em Porto Alegre, e nos laboratoérios de Fitopatologia e Fisiologia Vegetal da
Embrapa Clima Temperado, localizados em Pelotas/RS.

A obtencao dos quatro isolados de Trichoderma spp. S11, 2T, 5T e 6T (sendo o
primeiro isolado de capao nativo e os demais de solo de lavoura) e Fusarium oxysporum
(Schlecht) f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder foi realizada a partir da coleta em
diferentes locais de solo de lavouras de feijao (Phaseolus vulgaris L.) da cultivar Pérola,
do grupo carioca, suscetivel ao patogeno em estudo, localizada em Formosa e coletados
e isolados pela Dr* Aida Terezinha Santos Matsumura. O fungo P. /ilacinus foi isolado
de solo de mata nativa de Venancio Aires, RS e gentilmente cedido pela Dr* Marcia
Eloisa da Silva.

As sementes de feijao foram cedidas pelos produtores de Formosa, onde também

foram coletados os fungos antagonistas e o patégeno F. oxysporum f. sp. phaseoli.

3.1 Identificacdo dos isolados de Trichoderma spp. e do Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli

Os isolados de Trichoderma spp. foram cultivados em meio de cultura Batata-

Dextrose-Agar (BDA) a 28 e 40 °C para posterior observagio e medig¢io das estruturas

em microscopio Optico para diferenciagdo de espécies na chave. As medidas e
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caracteristicas obtidas foram colocadas na chave interativa on line para identificacao de
espécies de Trichoderma sp. proposta por Samuels et al. (2007).

A identificagdo também foi realizada seguindo a chave de identificagdao de Gams
& Bissett (1998). Esta baseia-se na identificagdo da forma e do didmetro de conidios,
tipo de ramificacao dos conidios e 0 modo de disposicao das fidlides.

O fungo F. oxysporum f. sp. phaseoli foi cultivado em BDA a 25 + 2 °C, por
sete dias e identificado seguindo as caracteristicas morfologicas indicadas nas chaves de

Booth (1977) e Toussoun & Nelson (1976).

3.2  Avaliacdo de competicio entre Trichoderma spp. sobre F. oxysporum
f. sp. phaseoli e compatibilidade in vitro de Trichoderma spp. e P.
lilacinus.

O delineamento estatistico dos experimentos in vitro foi inteiramente
casualizado com cinco repeticdes por tratamento. As culturas foram incubadas em
temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12h.

3.2.1 Competicao in vitro

Os quatro isolados de Trichoderma spp., foram testados contra F. oxysporum f.
sp. phaseoli. Discos de agar contendo micélio e conidios de F. oxysporum f. sp.
phaseoli foram colocados em placas de Petri (90mm), contendo meio de BDA, a uma
distancia de aproximadamente 1,0 cm da borda, confrontados, separadamente, com cada
um dos isolados de Trichoderma spp. Como controle utilizou-se somente o patdgeno.
Avaliou-se o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. phaseoli no quinto dia. A
avaliacdo foi realizada de acordo com os critérios propostos por Bell ef al. (1982) com

as seguintes notas: 1 — antagonista cresce por toda a placa de Petri, 2 — antagonista
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cresce sobre 2/3 da placa, 3 — antagonista e patdgeno crescem até a metade da placa, 4 —
patogeno cresce sobre 2/3 da placa e 5 — patdogeno cresce por toda a placa de Petri.

3.2.2 Avaliacao do efeito de metabolitos volateis

O método consistiu em posicionar fundos de placas de Petri uma sobre a outra,
apos ter vertido meio de BDA em cada uma delas. No centro da placa inferior colocou-
se Trichoderma spp. e no centro da placa superior Fusarium, ambos na forma de discos
de 4gar (1cm) contendo micélio e conidios. Lateralmente, vedou-se as tampas com filme
plastico. Utilizou-se os mesmos isolados do teste anterior. O controle recebeu somente o
patogeno.

3.2.3 Avaliacdo da compatibilidade entre Trichoderma spp. e Paecilomyces

lilacinus.

Os mesmos isolados de Trichoderma spp. do teste anterior de competi¢ao in
vitro, seguindo o mesmo método foram utilizados em confronto com P. lilacinus. Como
controle utilizou-se somente Trichoderma spp. e P. lilacinus. Avaliou-se o crescimento

micelial de ambos fungos apos 48 h.

3.3 Avaliacao da concentracao e inoculacdo a Meloidogyne incognita em
plantas de feijao

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Departamento de

Fitossanidade da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo de janeiro a

marco de 2007. Foram avaliadas plantas das cultivares de feijdo Engopa Ouro e Carioca

com relacdo as concentracdes iniciais de indculo com 1250 e 2500 ovos e J2 de M.

incognita.
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A semeadura das cultivares foi realizada em copos plasticos com capacidade
para 300 mL, contendo terra autoclavada. Em 11 de janeiro de 2007 aos 20 dias apds a
semeadura foi realizada a inoculagao com as suspensodes de indculo com concentragdes
iniciais de 1250 e 2500 ovos + J2 por planta no estadio V2 (folhas primarias). Utilizou-
se como in6culo do nematdide uma populagdo pura de M. incognita multiplicada em
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum L.), cv. Santa Cruz, mantidos em condigdes
de casa de vegetagao, na Embrapa Clima Temperado, a partir das quais se procederam a
extracao dos ovos e J2, seguindo metodologia de Hussey & Barker, 1973.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados, com seis tratamentos
(duas cultivares x dois tratamentos x duas concentragdes) e cinco repeticdes constituidas
por um vaso com uma planta.

O comportamento das cultivares frente ao parasitismo dos nematdides foi
avaliado mediante o numero de galhas comparados com os métodos usualmente
utilizados na inocula¢do de Fusarium sp. (Cavalcanti et al., 2002). As plantas foram
avaliadas 40 dias ap6s a inoculagao.

O primeiro método foi denominado método de corte de raizes, onde as plantas,
apés uma semana, obtidas de copos com solo autoclavado, foram retiradas, lavadas em
agua corrente e cortadas a cerca de 2 cm do sistema radicular e, apds, plantadas e
inoculadas com 10 mL da suspensao de nematdides, por planta, dispostos em trés
orificios com 10 cm de profundidade no solo. O segundo método foi realizado pela
infestacdo na regido da rizosfera das plantulas de feijao, onde foram colocados 10 mL
da suspensao de nematdides. Em ambos métodos foram utilizadas as duas concentragdes

acima citadas.
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3.4 Avaliacdo de aspectos bioquimicos de microrganismos que podem

estar associados ao biocontrole

As proximas segoes descrevem os testes relacionados as atividades enzimaticas e
producao de sideréforos dos fungos propostos.

3.4.1 Atividade quitinasica e glucanasica

A analise da atividade quitinasica (EC 3.2.1.14) e glucanésica (EC 3.2.1.39) foi
baseada no método de Miller (1959), o qual mede a liberagdo de agucares redutores a
partir da hidrélise da quitina e laminarina, através do uso do DNS (acido 3,5
dinitrosalicilico).

Primeiramente os isolados fungicos foram crescidos em meio de cultura de
Mandel & Reese (1960) (peptona bacteriologica 0,1%; KHyPO4 0,2%; (NH4)SO4
0,14%; MgS04.7H,0 0,03%; uréia 0,03%:; glicose 3%; CaCl,6H,0 0,03%; micélio seco
de Cilindrocladium gracile 0,5%; 100 pL de solu¢do de elemento traco, pH 6,0). O
micélio seco de C. gracile foi obtido com a inoculagdo de trés discos de 8 mm contendo
micélio do fungo crescido em meio BDA. Estes foram colocados em frascos
Erlenmeyer contendo 100 mL de BD e incubados durante sete dias com agitacao orbital
(150 rpm). Apo6s, o micélio foi filtrado em papel Whatman n° 1, seco em estufa a 70°C e
entdo triturado. A solucdo de elemento trago foi obtida a partir da solugao de sais de
Mandel & Reese (1960) (5 % FeSO4 7H,0; 1,5 % MgSO4 7TH,0; 1,4 ZnSO4 7H,0; 2%
CaCOs). Apo6s o crescimento foi colocado 1 mL de meio de cultura de cada frasco com
os isolados em tubos tubos de reagdo e centrifugados por cinco minutos a 14000 rpm.

Para andlise da atividade quitindsica e glucanésica foram colocados em tubos de
ensaio 100uL da amostra (sobrenadante do meio de cultura centrifugado) e 550 pL de

tampao citrato de s6dio 50 mg/mL pH 4,8 e, ap6és homogeneizagdo, foram colocados em
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banho-maria a 50°C. Em seguida, adicionou-se 250pL de quitina coloidal 0,5% para
avaliagdo da atividade quitinasica e 250uL. de laminarina 0,5% para avaliacdo da
atividade glucanasica, também a temperatura de 50°C, e entdo incubados pelo periodo
de 1 hora. Apos este periodo adicionou-se 1 mL de DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico,
10,6 g; NaOH 19,8 g; 1416 mL de agua destilada, dissolucao a quente com posterior
adicao de 7,6 g de fenol (fundido a 50°C) e 8,3g de de metabissulfito de s6dio) ainda no
banho, seguido da adi¢do de 100uL de glicose 0,5 mg/mL. Em seguida, a solugdo foi
fervida por 5 minutos e apos resfriar adicionou-se 2,0 mL de dgua destilada, realizou-se
a leitura em espectrofotdmetro a A=545 nm. O controle (branco) consistiu na solu¢ao
sem a adicao de quitina coloidal e de laminarina a reagdo. Para determinacdao da
atividade enzimatica foi preparada uma curva de calibragdo com glicose nas
concentragoes de zero, 0,05, 0,1, 0,2 e 0,3 mg/mL.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a liberagao de 1 pmol de
glicose/mL/min.

3.4.2 Atividade proteolitica

Os isolados fungicos foram crescidos durante cinco dias em meio Mandels &
Resse (1960), suplementados com micélio seco de C. gracile, e entdo centrifugados.

A atividade proteolitica foi determinada segundo Sarath et al. (1989), o substrato
azocaseina e a enzima foram colocados em banho maria a 25°C, pipetou-se 250 ul de
substrato e 150 pl da amostra, misturou-se gentilmente e incubou-se a 25°C por 30
minutos.

Para o preparo do branco, a enzima (amostra) foi substituida pelo tampao fosfato

e executado o procedimento acima (Branco 1).
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Foram feitas trés repeti¢des para cada amostra. Logo apds, adicionou-se 1,2 mL
de 4cido tricloroacético (10g/100mL de agua destilada), 10% em cada tubo. Apos
misturado, deixou-se descansar por 15 min para precipitagdo da azocaseina.

Preparou-se o Branco 2 das enzimas adicionando na seguinte ordem: 150 pl de
tampao fosfato, 150 pl de amostra, 1,2 ml de TCA (acido tricloroacitrico) e 250 ul de
substrato.

As amostras foram centrifugadas em 14000 rpm por cinco minutos € o
sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 1,4 mL de NaOH 1M. A leitura
foi feita a 440 de absorbancia.

Uma unidade da atividade proteasica (U) ¢ definida como sendo a quantidade de
enzima requerida para produzir uma absorbancia de 1 unidade em 30 min. A 25°C, num
A =440 nm.

3.4.3 Atividade lipolitica (em meio sélido)

A producgdo de lipases extracelulares foi detectada pelos procedimentos descritos
por Hankin & Anagnostakis (1975). Foram utilizadas cinco repeticdes. Em todos os
ensaios foram colocados 20 ml de meio de cultura em cada placa de Petri e mantidas
sob as mesmas condi¢des de cultivo. Os fungos foram incubados a 28°C durante trés
dias. Na detec¢dao de lipases em meio solido, utilizou-se meio composto de 1% de
peptona, 0,5% de NaCl, 0,01% de CaCl, 2% de agar, ao qual foi adicionado 1% de
Tween 20, pH 6,0. A atividade lipolitica foi evidenciada pela presenca de cristais de

calcio do acido laurico, liberado pela enzima ao redor da colonia.
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3.4.4 Deteccao de sideroforos em culturas de Trichoderma spp. e P.
lilacinus

Toda a vidraria utilizada no desenvolvimento dos ensaios foi imersa em mistura
sulfocromica (HC1 6M) por 48 h e enxaguada seguidas vezes em agua deionizada.
Empregou-se a técnica universal para detec¢ao de sider6foros desenvolvida por Schwyn
& Neilands (1987). Os microrganismos a serem testados foram cultivados por cinco
dias sob agita¢ao orbital (150 rpm), em meio batata-dextrose (BD). Como controle
utilizou-se o0 meio sem inoculagdo do microrganismo. As células foram precipitadas por
centrifugacdo ¢ 1 mL do sobrenadante foi misturado a 1 mL da solugdo indicadora de
cromo azurol S (CAS). A solucao de CAS foi preparada misturando-se 6 mL de solugao
de HDTMA 10 mM e 30 mL de agua. Foi acrescentado sob agitacao 1,5 mL de solugao
férrica (FeCl; 6H,O 1 mM), preparada em HCI 0,01 N e 7,5 mL de solugdo de cromo
azurol S 2 mM. Separadamente foram dissolvidos 4,307 g de piperazina anidra em 20
mL de agua, posteriormente acrescida de 6,25 mL de HCI. Esta solucao foi adicionada
ao restante dos componentes ja preparados, totalizando 100 mL de volume. A mudancga
de cor da mistura do sobrenadante-indicador foi de azulado para amarelo-avermelhado

no periodo de 15 min, indicando a produc¢ao de sideréforos pelos fungos.

3.5 Avaliacdo, in vitro, do efeito nematicida e nematostitico de
Trichoderma spp. e P. lilacinus sobre M. incognita.

3.5.1 Obtencao dos filtrados fungicos para avaliacio da atividade
inibitoria

Os fungos Trichoderma spp. e P. lilacinus, previamente isolados e selecionados,

foram repicados para placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar.
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Apos sete dias de incubagao a 28°C, discos de Smm de didmetro dessas culturas foram
colocados em frascos de 250ml, contendo 100ml de meio liquido CzapekDox (0,5 g de
KCl, 1g de KH,POy4, 2 g de NaNOs, 30 g de sacarose, 0,01 g de FeSO4.H,0 ¢ 0,5 g de
MgS04.7H,0 por 1000ml de 4agua destilada), previamente esterilizado a 120°C por 20
min. Colocou-se trés discos de cada cultura por frasco, mantidos em incubadora a 25°C
com agitacdo orbital de 150 rpm, por 15 dias. Apds esse periodo, todo o contetdo dos
Erlenmeyers foi filtrado em algodao e logo ap6s em membrana de acetato celulose 0,22
um, com o auxilio de uma bomba de vacuo, obtendo-se, assim, as fases liquidas
denominadas de filtrados fungicos. Os filtrados flngicos permaneceram sob
refrigeracdo no periodo de 48h, até o estabelecimento do ensaio.

3.5.2 Testes de mortalidade de J2 e de eclosdo de M. incognita (%) quando

em contato com filtrados de Trichoderma spp. e P. lilacinus.

O in6culo de nematodides foi obtido a partir de uma populacdo pura de M.
incognita, mantida em plantas de tomate suscetiveis (Lycopersicon esculentum L.) cv.
Santa Cruz, em condi¢des de casa de vegetacdo, na Embrapa Clima Temperado, a
extragdo foi segundo metodologia proposta por Hussey & Barker (1973).

Para a obtencdo dos J2 utilizados no ensaio de mortalidade preparou-se camara
de eclosdo com papel Kleenex colocados em um béquer.

A partir de suspensdo obtida dos J2 foram pescados 35 nematoides e colocou-se
80 ul dos filtrados e 20 pul da suspensdo dos nematdides por cavidade da placa de Elisa.
Cada tratamento foi constituido de quatro repeti¢cdes, os antagonistas foram crescidos
nos meios CzapekDox e BD. Em seguida, as placas foram mantidas fechadas com filme
plastico e colocadas em estufa a 25°C, no escuro. A avaliacdo da mortalidade foi feita

apos 24 horas (Silva et al., 2002).
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No momento da avaliagdo, em cada cavidade da placa de Elisa foram
adicionados 10 pL de Hidroxido de soédio (NaOH) IM a 1% para melhor observagao
dos nematoides vivos, pois o contato com o NaOH faz com que estes movam-se
(adaptacdo da metodologia proposta por Chen & Dickson (2000)), onde foram
caracterizados como mortos os J2 cujos corpos permaneceram completamente
distendidos durante 3 minutos ap6s a adigao de NaOH.

A partir da suspensdo de ovos obtidos conforme metodologia de Hussey &
Barker (1973) o teste de eclosdo foi constituido de 35 ovos por cavidade da placa de
Elisa, seguindo a mesma metodologia descrita para mortalidade de J2 e os mesmos
tratamentos, metodologia adaptada de Silva et al., (2002). No entanto, neste teste foi

utilizado somente o meio CzapekDox, sendo a avaliacao realizada no 14° dia.

3.6 Teste de parasitismo de P. lilacinus e Trichoderma spp. em ovos de
M. incognita.

Os ovos de M. incognita foram extraidos manualmente a partir de massas de
ovos retiradas de plantas de tomate contaminadas, ¢ colocados em tubos de ensaio com
solugd@o de hipoclorito 0,5% e agitados manualmente por um minuto. A seguir, 0s 0vVOs
foram desinfestados com estreptomicina 1% e mercaptaetanol 0,1%, durante quatro
minutos, lavados em agua esterilizada e coletados com micropipetas esterilizadas.

Em laminas de vidro previamente esterilizadas foram dispostos dois discos de
agar 1%, com diametro de 10 mm, contendo vinte ovos imaturos no disco da direita e
vinte ovos maturos no da esquerda, conforme metodologia descrita por Carneiro &
Gomes, 1993. As avaliacdes de parasitismo foram realizadas até o 15° dia. Foi avaliada

a porcentagem de ovos imaturos (ovos em divisao celular) colonizados e mortos pelos
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fungos; porcentagem de ovos maturos (embrides moveis) colonizados vivos e
porcentagem de ovos maturo colonizados mortos (embrides imdveis).
O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado composto por cinco

repetigcdes e sete tratamentos, cujos ovos foram inoculados com seis isolados.

3.7  Testes in vivo

3.7.1 Producio massal de Trichoderma spp. e P. lilacinus.

Para produgdo do inoculo foram utilizados sacos plasticos transparentes de 2 L,
contendo 100 g de graos de arroz parboilizado, com 50 mL de 4gua destilada e
previamente esterilizado em autoclave por 30 min a 120°C e 1 atm de pressao. Apds, o
substrato foi inoculado com 10 mL de uma suspensio de 107 esporos de Trichoderma
spp. em 10mL de agua destilada e esterilizada, e incubado em camara de crescimento
com temperatura de 26 °C £+ 2 °C por sete dias. Em seguida, o in6culo foi triturado até
ser obtido um po fino e homogéneo. Para uniformizacao da granulometria passou-se o
in6culo por peneiras de 80 mesh. O mesmo procedimento foi feito para a obtencao do
in6culo de P. lilacinus.

3.7.2 Biocontrole de plantas de feijao tratadas com Trichoderma spp. e P.

lilacinus no controle de M. incognita.

O plantio e a inoculagdo das plantas foi realizado no dia 13 de dezembro de 2007
em casa de vegetagao na Embrapa Clima Temperado. Foram testados quatro isolados de
Trichoderma spp. (S11, 2T, 5T e 6T) aplicados isoladamente e em conjunto,
constituindo uma mistura. O fungo P. lilacinus, além de aplicado isolodamente, foi

misturado a cada isolado de Trichoderma spp. e também aplicado ao conjunto das
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espécies de Trichoderma. Como controle utilizaram-se plantas com e sem nematodides,
ambos grupos sem aplica¢ao dos fungos.

O plantio da cultivar Engopa Ouro foi realizado em sacos plasticos com
capacidade de 500 mL com solo autoclavado, cada tratamento foi composto de seis
repetigcdes, totalizando 13 tratamentos. Para os antagonistas aplicados isoladamente
utilizou-se 4 g, aplicando 2 g de Trichoderma spp. € 2 g de P. lilacinus. O tratamento
com a mistura de Trichoderma spp. foi composto por 1 g de cada isolado. Quando
aplicados todos os isolados de Trichoderma spp. em conjunto com P. lilacinus,
utilizou-se 0,5 g e 2 g, respectivamente. No controle utilizou-se somente agua. Foi
inoculado 10 mL com 3000 ovos/J2 por planta.

Diluigdes das amostras de solo foram realizadas para certificacao da presenca de
fungos dos géneros Trichoderma e P. lilacinus. Para as suspensdes, foram pesados 10 g
de solo de cada amostra e adicionados em frascos de vidro contendo 90 mL de agua
destilada e esterilizada, os quais foram agitados durante 1 min. Dessa suspensdo, foram
retirados 5 mL e acrescentados em frascos com 95 mL de dgua destilada e esterilizada.
Apos agitagdo, uma aliquota de 1 mL por placa™ foi espalhada em trés placas de Petri
contendo meio BDA. Antes do meio de cultura ser vertido nas placas com BDA,
adicionou-se uma solugio de cloranfenicol a 10% (5 mL L'). As placas foram
incubadas em camara climatizada a 28°C, com fotoperiodo de 12 h, durante trés dias.

O peso da matéria fresca da parte aérea e da raiz foi obtido com a pesagem da
planta imediatamente apds a colheita, exatos 60 dias apds o plantio, em balanca digital
com aproximagado de trés casas decimais. A seguir avaliou-se o numero de galhas por

sistema radicular e logo apos procedeu-se a extracado de ovos das raizes das plantas
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(Hussey & Barker, 1973) para avaliar o fator de reproducao (FR = Populagdo

final/Populacdo inicial) de M. incognita.

3.8  Anailises estatisticas

Os valores médios foram analisados usando os programas estatisticos SPSS for
Windows 16.0, SANEST e SAS 9.1. Os dados referentes ao nimero de galhas e FR
(fator de reprodugdo) foram transformados V(X+1) para a realizagio da analise de
variancia (ANOVA). Os dados obtidos na mortalidade de J2, na eclosdo e no
parasitismo foram transformados por arcsen Vx/100, e submetidos 3 ANOVA. Os
resultados expressos em valores continuos que seguiram a normalidade foram
analisados por ANOVA, seguidos de pos teste de Tukey 5% ou Duncan 5% para

comparagao entre médias.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacio

As espécies das populagdes de Trichoderma spp. foram identificadas conforme
as caracteristicas morfologicas dos fungos crescidos em meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar (BDA) e observadas em microscopio (aumento 400 e 1000 x). Sendo
identificadas as seguintes espécies: S11 e 6T — Trichoderma harzianum, 2T —

Trichoderma pseudokonigii, ST — Trichoderma viride.

4.2  Competicao in vitro entre Trichoderma spp., F. oxysporum f. sp.

phaseoli e P. lilacinus

Com base no modo de acdo de Trichoderma sp. e P. lilacinus utilizou-se os
testes a seguir. Para selecionar os melhores isolados de Trichoderma spp. e P. lilacinus
no biocontrole de F. oxysporum f. sp. phaseoli e M. incognita (Kofoid & White)
Chitwood foram utilizados os testes de competicdo direta em placa de Petri.

No teste de competicdo direto, identificou-se a inibi¢do no crescimento micelial
in vitro de Trichoderma spp. em confronto com F. oxysporum f. sp. phaseoli, avaliando-
se a compatibilidade por espago e nutrientes de Trichoderma spp. e P. lilacinus,
constatou-se que todos os antagonistas cresceram sobre as colonias de F. oxysporum f.
sp. phaseoli, sobrepondo a colonia do fitopatdogeno e possivelmente parasitando-o

(Figura 2), exceto o isolado 6T.
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Fusarium  oxysporum

f. sp. phaseoli T. harzianum (S11)

FIGURA 2. Colonias de Trichoderma harzianum (S11) em confronto direto com Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli.

Na avaliacao do teste de antagonismo direto adotou-se a escala de Bell, (1982) a
qual considera que os fungos com notas < 2 apresentam potencial de antagonismo. As
espécies Trichoderma harzianum (S11), Trichoderma pseudokonnigii (2T) e
Trichoderma viride (5T) apresentaram nota 1 e Trichoderma harzianum (6T) apresentou
nota 2, conforme Tabela 1.

Verificou-se que no teste de competicdo direta todos os isolados de Trichoderma
spp. apresentaram rapido crescimento micelial, inibindo o crescimento de F. oxysporum

f. sp. phaseoli.

TABELA 1. Competicao in vitro de Trichoderma spp. e F. oxysporum f. sp. phaseoli.

Isolados Escala de notas segundo Bell*
Trichoderma harzianum (S11) 1
Trichoderma pseudokonnigii (27T) 1
Trichoderma viride (5T) 1
Trichoderma harzianum (67T) 2

* notas: 1 — antagonista cresce por toda a placa de Petri, 2 — antagonista cresce sobre 2/3 da placa, 3 — antagonista e patogeno
crescem até¢ a metade da placa, 4 — patégeno cresce sobre 2/3 da placa e 5 — patdgeno cresce por toda a placa de Petri.

Os resultados deste bioensaio estdo de acordo com os observados por Ethur et al.
(2001), pois estes autores verificaram que os isolados de Trichoderma sp. cresceram

sobre o patdégeno, apresentando nota menor que 2 e indicando o potencial de
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Trichoderma spp. em competir por espago € nutrientes com o F. oxysporum f. sp.
phaseoli.

O biocontrole de Trichoderma sp. da-se pelos mecanismos de produgdo de
antibioticos volateis e ndo-volateis; competicdo por espago € nutrientes; e
micoparasitismo, degradando a parede celular através da secre¢ao de enzimas liticas
(Spiegel & Chet 1998).

A potencialidade de antagonismo de Trichoderma sp. no controle de Fusarium
sp. foi testada por Carvalho et al. (2008) com 10 isolados de Trichoderma sp., onde foi
verificado que trés destes foram capazes de colonizar pelo menos 66,66% da superficie
do meio de cultura, inibindo fortemente o desenvolvimento de F. oxysporum f. sp.
phaseoli. A capacidade de antagonismo de Trichoderma sp. também foi citada em
trabalho realizado por Vaz et al. (2008), inibindo o crescimento micelial de Fusarium
solani isolado em plantas de maracuja.

Estudos in vivo mostram que a presenca de 7. harzianum combinado com o
fungo micorrizico Glomus intraradices, resultou no decréscimo da incidéncia e
severidade da Murcha de Fusarium em raizes de tomate causadas por F. oxysporum f.
sp. radicis-lycopersici (Spiegel & Chet 1998).

Em trabalho realizado por Corabi-Adell & Lucon (2002), os metabodlitos
produzidos por Trichoderma sp. foram capazes de produzir halos de inibi¢ao acima de 2
cm, sendo que o maior foi de 2,6 cm em ensaio de pareamento de culturas com Pythium
aphanidermatum. A maioria dos antagonistas recebeu nota 1 na escala de Bell,
crescendo vigorosamente sobre o patdégeno. Em casa de vegetagdo, nove isolados

reduziram até 75% o niimero de plantas de pepino mortas.
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A influéncia do nematoide sobre a Murcha de Fusarium vem sendo relatada em
inimeras culturas, como feijdo, algoddo, tomate, fumo, ervilha, milho e bananeira
(Tihohod, 2000).

Todos estes fatores indicam que um controle biolégico mais eficiente pode ser
obtido mediante a aplicagdo de microrganismos que atuem tanto no controle da
populagdo de Fusarium sp. quanto na populacao de nematoides.

A atividade de biocontrole pode ser aumentada quando combinados os agentes
de biocontrole associados ao Trichoderma sp., como bactérias ou outros fungos
benéficos. Trichoderma sp. produz uma variedade de metabolitos antifungicos,
incluindo antibidticos e enzimas que degradam a parede celular, diferentes daquelas
produzidas por bactérias. A acdo destes metabolitos combinada com a de bactérias
benéficas pode expandir o espectro no controle de patdégenos (Spiegel & Chet 1998).

Apesar dos resultados promissores no uso consorciado de microrganismos
antagonistas, existem poucos estudos sobre o tema, especialmente com relagdo a
Trichoderma sp. no controle de fitonematoides.

A agdo de biocontrole de Trichoderma sp. associado a outros fungos ou bactérias
antagonistas tem sido relatada, por exemplo Siddiqui & Saukat (2003) usaram 7.
harzianum e Pseudomonas fluorescens e verificaram a producdo de compostos
nematicidas a M. javanica em tomate, in vitro € em casa de vegetacao.

Portanto, visando uma aplicacao consorciada dos antagonistas, fez-se necessario
testar a aplicacdo conjunta das espécies de Trichoderma e P. lilacinus “in vitro”.
Utilizou-se teste de pareamento de culturas e notou-se que o crescimento de P. lilacinus
nao diferiu do controle, quando comparado com o seu crescimento micelial na presenga

dos isolados de Trichoderma spp. J& para o crescimento micelial dos isolados de
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Trichoderma spp., os isolados 7. pseudokonigii (2T) e T. harzianum (S11) apresentaram
maior crescimento micelial quando comparados com os demais isolados de
Trichoderma spp., no entanto, o isolado 2T destacou-se na presenga de P. lilacinus, com
maior crescimento micelial (Tabela 2). Os isolados de Trichoderma spp. nao inibiram o
crescimento micelial do fungo P. lilacinus.

Em estudo realizado in vivo, com Pseudomonas fluorescens aplicada sozinha ou
combinada com 7. harzianum Th6, estes se mostraram eficazes na reducao da densidade
populacional de M. javanica em raizes de tomate. Quando aplicado somente T.
harzianum, este foi responsavel pelo aumento na altura das plantas de tomate (Siddiqui

& Saukat 2003).

TABELA 2. Crescimento micelial (cm) de isolados de Trichoderma spp. € P. lilacinus.

Isolados Crescimento micelial (cm)*

T. pseudokonigii (2T) 2,39 a

T. viride (5T) 232 b

T. harzianum (67T) 232 b
T. harzianum (S11) 2,46 a

T. pseudokonigii (2T) x P. lilacinus 2,82 b
T. viride (5T) x P. lilacinus 3,60 a
T. harzianum (6T) x P. lilacinus 3,60 a
T. harzianum (S11) x P. lilacinus 3,34 a
P. lilacinus 0,43 a
P. lilacinus x T. pseudokonigii (2T) 0,36 a
P. lilacinus x T. viride (5T) 0,38 a
P. lilacinus x T. harzianum (67T) 0,36 a
P. lilacinus x T. pseudokonigii (2T) 0,36 a
P. lilacinus x T. harzianum (S11) 0,28 a

*Médias de cinco repeti¢des. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem pelo teste de Duncan (5%).

Martins-Corder & Melo (1998) realizaram diferentes testes de antagonismo in
vitro de Trichoderma sp. contra Verticillium dahlie (Kleb), e estes demonstraram ampla

capacidade antagonista através da secre¢ao de metabolitos toxicos por Trichoderma sp.,
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degradacdo das hifas hospedeiras e inibi¢do do desenvolvimento de V. dahlie. Segundo
os pesquisadores, os mecanismos de controle biolégico podem ocorrer ao longo do
processo de vida do antagonista, os quais se sobrepdem e prejudicam os competidores.

Nesta pesquisa, todos os isolados de Trichoderma spp. apresentaram rapido
crescimento micelial no teste de competicdo. No entanto, no ensaio de metabolitos
volateis, somente 7. harzianum (S11) reduziu o crescimento de F. oxysporum f. sp.
phaseoli. As demais espécies de Trichoderma nao diferiram estatisticamente, sendo o
crescimento micelial do patégeno igual ao controle, conforme Tabela 3.

E importante o estudo de metabdlitos volateis, pois além de atuarem no
biocontrole de patogenos de solo, como Fusarium sp., estes também poderdao atuar na
reacdo de quimiotropismo do nematoide, fazendo com que este ndao reconhega o

hospedeiro (Silva et al., 2002).

TABELA 3. Crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli na presenga de
metabolitos volateis de Trichoderma spp. sobre Fusarium oxysporum f.
sp. phaseoli, Laboratério de Microbiologia Fitopatoldgica (UFRGS),

2006.
Isolados Diametro médio colonia de F usarium
oxysporum f. sp. phaseoli (cm)*

Trichoderma harzianum (S11) 1,210 a
Trichoderma harzianum (67T) 1,530 ab
Trichoderma viride 5T 1,600 b

F. oxysporum f. sp. phaseoli 1,602 b
Trichoderma pseudokonigii (27T) 1,640 b

Médias de 5 repetigdes. Letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Testes indicam que antibidticos volateis de Trichoderma sp. reduziram o
crescimento de Botryosphaeria berengeriana f. sp. piricola, fungo causador de
podriddes em macga, onde observou-se a redu¢do na porcentagem de 52,07 - 65,79%
apos 48 h e 52,85 - 68,71% apds 72 horas. O nivel de inibicdo aumentou com o
acréscimo do tempo de incubacgao (Kexiang et al., 2002).

Os fungos antagonistas com potencial de producao de metabolitos volateis sdo
importantes no desenvolvimento de novos métodos de controle de fitonematoides, pois
estes compostos podem atuar interferindo nas respostas sensoriais dos nematoides, fator
indispensavel em algumas fases do ciclo de vida como a atracdo e a migracao em
direcao ao hospedeiro (Silva et al., 2002).

Segundo Junior (2000), metabolitos volateis t€ém vantagens sobre aqueles nao
volateis, como a capacidade de difusdo em intersticios. A natureza volatil de certos
antibioticos, como as pironas produzidas por 7. harzianum e por T. koningii, confere
uma vantagem distinta sobre inibidores ndo volateis, j& que sua acdo pode atingir
microrganismos fisicamente distantes do sitio de produgao.

Segundo Stolf (2006), a maioria das cepas de Trichoderma sp. produzem
metabolitos toxicos volateis e ndo volateis que impedem a colonizagdo por
microrganismos antagonistas. Associados a estes metabolitos, podem ser produzidos
outros componentes como acido harzianico, antibidticos, 6-penthil-a-pirona, viridina,
gliovirina, glisopreninas, acido heptelidico, entre outros. Sendo assim, a grande gama de
compostos produzidos permite que Trichoderma sp. exerga antagonismo mais eficiente
abrangendo maior quantidade de espécies de fungos patogénicos e nematoides quando

comparado a outros fungos utilizados em controle biologico.
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4.3  Producio de sideroforos pelos fungos antagonistas

Os ensaios do presente trabalho revelaram que todos os isolados de Trichoderma
spp. testados produziram sideroforos, entretanto ndo foram detectados sideréforos na
cultura de P. lilacinus (Tabela 5). A capacidade de producdo e utilizacao de sider6foros
por agentes de biocontrole pode atuar pela indisponibilidade de nutrientes para outros
microrganismos, inclusive fitopatdgenos. Microrganismos com esta capacidade podem
atuar indiretamente na biossintese de outros compostos antimicrobianos com o aumento

de elementos trago importantes (Duffy & Défago, 1999).

TABELA 4. Producdo de sideréforos pelos fungos Trichoderma spp. e P. lilacinus pelo método CAS
(cromoazurol —S), Laboratorio de Microbiologia Fitopatologica (UFRGS), 2007.

Isolados Producao de sideroéforos™
Controle (BD) -
T. harzianum (S11) +
T. pseudokoningii (27T) +
T. viride (57T) +
T. harzianum (67T) +
Paecilomyces lilacinus -

*Reacdo positiva = (+). Reag@o negativa = (-)

Em estudo realizado por Fedrizzi (2006) com isolados bacterianos; este obteve a
nao producdo de sider6foros em 50% dos isolados estudados, fato este explicado devido
a muitos microrganismos ndo expressarem os genes NRPS e PKS, o que pode ter

ocorrido com o isolado P. lilacinus.
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Sider6foros do tipo hidroxamato sdo comumente sintetizados por fungos (Paz,
2005; Wilhite et al, 2001). A ndo producdo de siderdforos pelo fungo P. lilacinus
também pode estar relacionada a baixa producao de compostos quelantes em meio
liquido. Em estudo realizado por Paz (2005), os fungos cresceram de forma diferente
em meio solido e liquido, sendo que no meio solido este crescimento pode aumentar a
excrecao de siderdforos, como ja observado em enzimas e outros metabolitos.

E importante a produgdo de siderdforos por microrganismos biocontroladores de
patogenos, pois organismos que produzem este composto atuam por competicao,
prevenindo a proliferagdo de organismos deletérios bem como de fitopatégenos no
ambiente rizosférico, sequestrando a maioria do Fe™ disponivel neste ambiente e
facilitando desta forma o crescimento vegetal. Entretanto, este mecanismo ¢ eficaz
somente quando a disponibilidade de Fe™ ¢ muito baixa (Oliveira et al., 2003). Os
sider6foros podem atuar como promotores de crescimento e também como
biocontroladores.

O complexo cromoazurol S-Fe** pode ser utilizado para detectar a producio de
sider6foros, uma vez que o teste ¢ baseado na troca competitiva por Fe’™ e as
substancias quelantes com afinidade pelo metal. Dessa forma, quelantes fortes como os
sider6foros reagem em uma propor¢ao de 1:1, enquanto os quelantes fracos necessitam
estar presentes em excesso para a ligacado com o ferro, que ¢ indicado pela liberacao do
corante livre de ferro acompanhada de alteragdo da coloragdo do meio (Schwyn &
Neilands, 1987) de azul para amarelo-avermelhado ou rosado, indicativo da produgao

de siderdforos (Cattelan, 1999), conforme Figura 4.
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FIGURA 3. Deteccdo de sideroforo em sobrenadante de 7. harzianum (6T) em solugdo CAS. A) Controle
+ BD; B) CAS + sobrenadante de 7. harzianum (6T), Laboratério de Microbiologia
Fitopatologica (UFRGS), 2007.

A producao de sider6foros por microrganismos ¢ reconhecida como uma forma
de competicdo por nutrientes. No entanto, ainda sdo escassos os trabalhos utilizando

fungos antagonistas (Paz, 2005; Wilhite et al., 2001).

4.4  Avaliacao in vivo

4.4.1 Métodos de inoculacio associados a Meloidogyne incognita na

cultura do feijao.

Este teste foi realizado com o intuito de selecionar e avaliar as cultivares e o
método de inoculacdo para posterior teste em casa de vegetagdo, foram utilizadas duas
das cultivares que os produtores normalmente plantavam no periodo de estabelecimento
deste ensaio (Cavalcanti et al., 2002).

No entanto, no respectivo teste ndo foram observados sintomas na presenca do
fungo F. oxysporum f. sp. phaseoli, o que pode ser explicado pela manipulacdo com
repiques por longo periodo e pela preservacdo do fungo em geladeira. O género

Fusarium apresenta variabilidade morfolégica em cultura e pode sofrer mutagdes com
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repetidos repiques em meios de cultura normalmente utilizados em laboratorio
(Meirelles et al., 2006).

Segundo Bueno (2008) a repicagem periodica implica no fato de que muitos
fungos podem adaptar-se ao crescimento saprofitico induzido pelo método, levando os
mesmos a perderem a capacidade de esporular e a patogenicidade.

As cultivares de feijdo Engopa Ouro e Carioca comportaram-se como
suscetiveis, sendo que a cultivar Engopa Ouro apresentou maior numero de galhas nas

duas concentragdes testadas com os nematoides (Tabela 4).

TABELA 5. Numero médio de galhas em duas concentragdes de nematodides nas
cultivares de feijdo Engopa Ouro e Carioca apds inoculagdo de duas
concentragdes de ovos+J2, respectivamente; 1250 e 2500 com M.
incognita em plantas aos 22 dias apds a semeadura, com e sem corte das
raizes, Laboratorio de Microbiologia Fitopatoldgica (UFRGS), 2007.

Carioca Engopa
Cultivares Concentragdes de J2 e ovos | Concentragdes de J2 e ovos
1250 2500 1250 2500
Raizes com cortes 43,63 B 57,25 A 178,75 A 228,25 A
Raizes sem cortes 92,50 A 68,62 A 81,88 B 135,63 B

Meédias de cinco repeti¢des. Letras distintas na mesma coluna diferem entre si ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Duncan

Nos testes de inoculagdo sem e com corte nas raizes na cultivar Carioca
evidencia-se ndo haver diferenca estatistica pelo teste de Duncan (5%) na concentragdo
de 2500 J2 e ovos, nesta cultivar, somente na concentragdo de 1250 as plantas sem corte

apresentaram maior numero de galhas.
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A cultivar Engopa Ouro apresentou diferenca estatistica nos tratamentos, sendo
que, quando as raizes desta cultivar foram cortadas observou-se maior nimero de galhas
por sistema radicular.

Estes métodos de inoculagdo, sem e com corte, visaram simular e comparar os
ferimentos causados por nematoides que facilitam a entrada do fungo Fusarium sp. na
planta hospedeira. No entanto, notou-se que as raizes que foram cortadas da cultivar
Engopa Ouro apresentaram diferenga estatitica neste tratamento, com o maior numero
de galhas por sistema radicular quando comparadas com raizes sem corte (Tabela 4).
Esta forma de inoculagdo pode ter facilitado a entrada dos nematoides nas raizes, visto
que a forma convencional de inoculagao ocorre normalmente pela pressao mecanica do
estilete do nematodide sobre a regido meristematica do hospedeiro (Tihohod, 2000).

Em ambos os métodos de inoculagdo M. incognita foi patogénico as cultivares.
Neste trabalho, a cultivar Engopa Ouro foi selecionada para os testes com os fungos
propostos no controle do nematoéide, por apresentar maior nimero de galhas por sistema

radicular.

4.5 Avaliacdo da producio de enzimas hidroliticas como mecanismo de

controle de M. incognita.

Outro possivel mecanismo de biocontrole consiste na producdo de enzimas
como proteases, quitinases e lipases que atuam no parasitismo de nematdides (Park et
al., 2002).

4.5.1 Atividade quitinasica

Nota-se que todos os isolados de Trichoderma spp. nesta pesquisa apresentaram

capacidade quitinolitica, mecanismo importante no parasitismo de ovos, assim como o
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nematofago P. lilacinus. Este mecanismo pode ter sido o utilizado pelos isolados 6T e
P. lilacinus, pois diminuiram o nimero de galhas e o fator de reproducdo de M.
incognita nos testes in vivo.

Segundo Graminha et al. (2001), muitos microrganismos apresentam atividades
quitinoliticas. Sabe-se que a quitina constitui uma grande por¢do externa do ovo dos
nematoides, portanto os fungos que produzem quitinases devem ser mais eficientes no
parasitismo de ovos. Ainda segundo o mesmo autor, a pressao exercida na cuticula do
ovo aliada a atividade enzimaética causa ruptura e, subsequentemente, penetracdo do
fungo.

O fungo nematdfago P. lilacinus vem sendo estudado por sua capacidade de
produzir quitinases. Este foi multiplicado em graos de arroz e testado em vasos com
adicdo de quitina em plantas de tomate infectadas com M. arenaria. Os resultados
indicaram que a combinagdo com P. lilacinus e quitina foi efetiva no controle do
nematoide testado (Culbreath et al., 1986).

De Marco et al. (2003) avaliaram a producao de enzimas liticas de isolados de
Trichoderma sp. com atividade antagonista ao fungo Crinipellis perniciosa, agente
causal da vassoura de bruxa em plantas de cacau. Estes autores verificaram que para o
controle do patdégeno fingico o maximo de atividade foi de 0,39 U, obtida ap6s 72 h
pelo isolado 7. harzianum. No trabalho aqui descrito, P. lilacinus e 6T produziram 7,9-
7,3 U, respectivamente; sendo o tempo de incubagdo de uma hora, tais resultados
demonstram que estes organismos sdo potentes produtores de quitinases e
possivelmente biocontroladores de nematdides (Figura 4). Os isolados S11, 5T e 2T
apresentaram 2,6; 2,5 e 1,9U, respectivamente. Em estudo realizado por Dias et al.

(2008) com Penicillium sp., 39 das 45 amostras analisadas obtiveram atividade de 10 U.
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O fungo P. lilacinus apresenta capacidade de degradar a cuticula da parede de
ovos de nematoides, que tem como principal componente a quitina. A populagdo de
nematoides foi reduzida drasticamente, ocorrendo penetragao das hifas na cuticula e/ou
atividade enzimatica (Jatala, 1986). Fato também observado no presente trabalho
durante a avaliagdo da atividade quitindsica, sendo que os isolados P. lilacinus e 6T
apresentaram maior atividade na producao desta enzima.

Em pesquisa realizada por Sahebani & Hadavi (2008) no controle de M.
javanica com a utilizagdo de quitina coloidal, o méximo de atividade quitinésica pelo
fungo 7. harzianum foi de 1,15 U, sendo que os demais isolados apresentaram entre 0,1
e 1,2 U. Enquanto que no presente trabalho, P. lilacinus e 6T produziram 7,9-7,3 U,
respectivamente, correspondendo aos resultados obtidos in vivo, ja que estes isolados

diminuiram significativamente o nimero de galhas de M. incognita e o fator de

reproducao.
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FIGURA 4. Atividade quitindsica de Trichoderma spp. ¢ P. lilacinus. Letras iguais indicam que nao
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Valores referentes
a liberacao de uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a liberagao de 1 pmol
de glicose/ml/min Laboratorio de Microbiologia Fitopatologica (UFRGS), 2007.
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4.5.2 Atividade glucanasica

A capacidade do fungo Trichoderma sp. de produzir enzimas liticas como [-1,3
glucanase ¢ importante na lise de parede celular de fungos (Fleuri, 2005), a qual foi
comprovada neste estudo, sendo que o isolado 6T e P. lilacinus foram os mais
promissores por apresentarem alta produc¢ao da enzima 7,9-7,7 U, respectivamente
(Figura 5). Estudo realizado por Okolo (2005) verificou que a alta producdo de
endoglucanase (6,4 UmL-1) por Paecilomyces sp. foi obtida apos oito dias de incubagao

da cultura. Os isolados 2T, S11 e 2T apresentaram 3,7; 3,2 e 2,6U, respectivamente.
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FIGURA 5. Atividade glucanasica de Trichoderma spp. e P. lilacinus. Letras iguais indicam que ndo
houve diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Valores referentes
a liberagdo de uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a liberagdo de 1 umol
de glicose/ml/min Laboratério de Microbiologia Fitopatologica (UFRGS), 2007.

Os resultados obtidos com a atividade glucanasica dos fungos neste estudo
demonstraram que o isolado 7. harzianum (6T) foi o que obteve maior atividade
glucandsica, contrastando com o resultado obtido no antagonismo direto, onde

verificou-se que este isolado foi 0 menos agressivo, nao sobrepondo F. oxysporum f. sp.
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phaseoli. Este fato pode estar relacionado aos mecanismos de biocontrole das espécies
de Trichoderma, visto que este isolado obteve um crescimento mais lento, competindo
menos por espaco no teste do antagonismo direto, no entanto apresentou maior
capacidade de producdo de enzimas liticas como glucanase, protease e quitinase.

O micoparasitismo de 7Trichoderma sp. € um processo complexo, no qual
enzimas liticas secretadas pelo fungos, como proteinases, quitinases e -1,3 glucanases,
estdo envolvidas no processo de penetragao na parede celular do hospedeiro (Spiegel &
Chet, 1998).

Observou-se que o isolado P. lilacinus produziu glucanases, igualando-se ao
isolado 6T, apesar de nao existirem relatos na literatura de P. /ilacinus como parasita de
fungos. No entanto, sendo os glucanos o principal constituinte da parede de fungos, este
fungo deve ser melhor investigado como um possivel antagonista de fungos
fitopatogénicos.

4.5.3 Atividade lipolitica

A produgdo de lipase por fungos antagonistas pode influenciar na fase de larva
dos nematoides, atuando em sua reserva energética e assim dificultando o parasitismo.
Neste estudo visualmente somente P. /ilacinus produziu lipase (Tabela 6). A auséncia
de halos de degradacdao nos isolados de Trichoderma spp. pode estar relacionada a
permanéncia de grande parte das enzimas extracelulares, presas externamente na parede
celular fungica apos secregdo (Barbosa et al., 2001).

No entanto, os isolados de Trichoderma spp. cresceram no meio especifico para
lipase, sendo o Tween 20 a tnica fonte de carbono do meio. Portanto, sugere-se que este
antagonista também apresenta capacidade de degradar os acidos graxos contidos neste

meio. Em trabalho realizado com microrganismos endofiticos em plantas de cacau
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utilizando 7. viride no controle de Crinipellis perniciosa, este antagonista ndo
apresentou halo de degradacao no meio, onde havia somente quitina como fonte de
carbono. No entanto, sugeriu-se que a atividade quitinolitica deve-se ao crescimento do

antagonista no meio especifico (Paz, 2005).

TABELA 6. Atividade lipolitica de Trichoderma spp. e P. lilacinus em meio s6lido, Laboratério de
Microbiologia Fitopatologica (UFRGS), 2008.

Isolados Atividade lipolitica*

Controle (BD) -

T. harzianum (S11) -
T. pseudokoningii (27T) -
T. viride (5T) -

T. harzianum (6T) -
Paecilomyces lilacinus +

*Reacdo positiva = (+). Reag@o negativa = (-)

Trabalhos abordam a dinamica entre diferentes concentragdes de inoculo de
Pausteria penetrans, uma bactéria patogénica a nematdides, e a taxa de infeccdo do
nematoide na planta hospedeira. Porém, a correlacao entre o nivel lipidico do J2 com o
sucesso no parasitismo e na reproducao do antagonista ainda nao foi estudada (Rocha,
2007). Outra hipdtese sugerida por este autor ¢ de que os ovos de nematodides sofrem
lise devido a produgdo de varias enzimas (lipolitica, proteolitica e quitinolitica) pela
bactéria, pois quando os ovos foram tratados com quitinases observou-se que nao houve
eclosdo dos mesmos, permitindo afirmar que mudangas na permeabilidade podem
ocorrer sem mudancas drasticas na forma do ovo.

A atividade lipolitica pelos microrganismos descrita nesta pesquisa pode ser
considerada um mecanismo de biocontrole de J2, atuando na reserva energética do

nematoide e dificultando desta forma sua infectividade.
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Portanto, a atividade lipolitica dos fungos antagonistas ¢ importante nas fases
iniciais de desenvolvimento e no parasitismo de J2, atuando nos lipidios de sua
membrana. Estudos apontam que o parasitismo mais eficiente ocorre nas fases iniciais
de formagdo dos nematoides, devido a auséncia da cuticula, que pode servir como uma
barreira (Rocha, 2007).

4.5.4 Atividade proteasica

Os isolados de Trichoderma sp. (1051 e TVC) secretaram em torno de 1,41 U de
atividade proteolitica apos 72 horas de crescimento (De Marco et al., 2003). No
presente trabalho, a maior capacidade de atividade protedsica foi obtida no isolado de T.
harzianum (6T) com 1,4 U (Figura 6). Os demais apresentaram capacidade abaixo de
0,3 U.

De acordo com Suarez et al. (2004), o principal papel no micoparasitismo tem
sido atribuido as quitinases e as glucanases. Entretanto, as proteases dos fungos devem
estar significativamente envolvidas na atividade antagonista, ndo somente no desarranjo
da parede celular do hospedeiro (composto por polimeros de quitina e glucanos,
entremeados por proteinas), mas também por agir como inativadores proteoliticos das
enzimas dos patdégenos envolvidos no processo de infeccdo nas plantas. Sendo que no
presente estudo o isolado 6T obteve 1,5 U, destacando-se dos demais que apresentaram
indices abaixo de 0,3U.

De acordo com Ethur (2006), embora o isolado T-35 de 7. harzinanum tenha
produzido B-1,3 glucanases e quitinases, ocorrendo o micoparasitismo de Rhizoctonia
solani e Pythium aphanidermatum, nao apresentou a mesma agao sobre F. oxysporum,
sendo que a interferéncia deveria estar nas proteinas da parede celular do patdégeno que

devem ter interferido na ag¢do das enzimas, aumentando sua resisténcia a lise.
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A producao de proteases por fungos do género Trichoderma vem sendo estudada
no processo de micoparasitismo, no entanto, esta enzima também ¢ importante no
mecanismo de parasitismo de nematoides, pois a matriz gelatinosa que envolve ovos de
Meloidogyne sp. é glicoproteica.

Em estudo realizado por Sharon et al. (2007) com massas de ovos, ovos e J2
obtidos de massas de ovos de plantas de tomate, expostos a diferentes isolados de
Trichoderma spp., os conidios dos fungos 7. atroviride ¢ T. asperellum aderiram-se ao

redor da matriz gelatinosa da massa de ovos, ¢ hifas penetraram parasitando ovos e J2.
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FIGURA 6. Atividade proteasica produzida por Trichoderma spp. e P. lilacinus. Letras iguais indicam
que ndo houve diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Valores
referentes a, uma unidade da atividade proteasica (U) ¢ definida como sendo a quantidade de
enzima requerida para produzir uma absorbancia de 1 unidade em 30 min. a 25° C, num A =
440 nm. Laboratorio de Microbiologia Fitopatologica (UFRGS), 2006.

De acordo com Sharon et al. (2001), o fungo Trichoderma sp. (WT) apresenta
habilidade de parasitar ovos e J2 de M. javanica em ensaio in vitro, € o mutante (P-2)
apresentou capacidade de colonizar a massa de ovos. Ainda segundo os mesmos

autores, a atividade proteolitica imobilizou a infeccdo de J2. Entretanto, a imobilizacao
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de J2 e a atividade proteolitica de P-2 e WT foram mais altas que as obtidas pelo isolado
de Trichoderma sp. (T-203).

Em trabalho realizado por Sousa et al. (2006), os autores verificaram que todos
os isolados de estreptomicetos testados produziram a enzima lipase e, com excec¢ao do
isolado Streptomyces griseus subsp. griseus (AC-92), apresentaram capacidade de
producao de quitinase. Miller & Sands (1977), ao testar os efeitos in vitro das enzimas
protease, lipase e quitinase sobre Tylenchorhynchus dubius, observaram que, depois de
24 horas, houve modifica¢des estruturais na cuticula do nematoéide, devido a provavel
degradacao enzimatica.

Neste trabalho todos os antagonistas selecionados foram capazes de produzir as
enzimas lipases, proteases e quitinases importantes no parasitismo dos nematoides, com
destaque para o isolado 7. harzianum (6T). Estes dados estdo de acordo com os obtidos
em casa de vegetacdo, sendo que este isolado foi capaz de diminuir o nimero de galhas
em plantas de feijdo. O isolado 7. pseudokonigii (2T), apesar de apresentar controle no
numero de galhas e no fator de reproducdo, in vivo, nao obteve indices elevados na
producao de enzimas liticas. No entanto, esta diferenca pode estar relacionada por se
tratarem de espécies diferentes de Trichoderma. Os resultados em casa de vegetacao

serdo apresentados e discutidos posteriormente.

4.6 Acao dos filtrados de fungos antagonistas na mortalidade de M.
incognita e na eclosdo de juvenis de segundo estadio de M. incognita
in vitro

No presente trabalho, os filtrados fungicos apresentaram de 100-12,67% de

mortalidade de J2 e 44,28-12,85% na eclosdo. Estas diferencas entre os isolados de
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Trichoderma spp. se devem possivelmente a produgdo de diferentes metabdlitos por

parte dos fungos (Tabela 7).

TABELA 7. Efeito de filtrados de culturas fungicas nos meios Czapek Dox ¢ BD (batata-dextrose) estes
sem crescimento fingico e dgua, na mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de M.
incognita, apos 24 h com NAOH e na eclosdo, apds 14 dias, Embrapa Clima Temperado,

2007.
Filtrados fungicos J2 mortos (%)* Eclosdo (%)
Tratamentos

CzapekDox BD CzapekDox

Paecilomyces lilacinus 100 a A 88,47 abc AB 65,71 cd

T. harzianum (6T) 100 a A 95,08 ab AB 12,85a

T. viride (5T) 92,53 ab AB 86,26 abc AB 37,85 ab

T. harzianum (S11) 12,67 bcB 42,59 abc AB 44,28 bc

T. pseudokonigii (2T) 35,60 abc AB 14,72 bc B 29,99 ab

Meio sem crescimento fungico 731 ¢B 13,07 bcB 82,85d

Agua destilada (controle) 30,18 bc AB 30,18 bc AB 89,28 d

* Médias de quatro repeticdes. Medidas seguidas por letras minuscula distintas na mesma coluna e
maiuscula na mesma linha, diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

A Tabela 7 demonstra o efeito dos filtrados de culturas fingicas na mortalidade
de J2 de M. incognita, nos meios Czapek Dox e BD e na eclosao no meio Czapek Dox.
Nao houve diferenca estatistica dos tratamentos em relacdo aos meios liquidos
utilizados para avaliar o efeito nematicida sobre juvenis de segundo estadio do
nematoide.

De acordo com a Tabela 7 verifica-se que houve mortalidade dos J2 quando em
contato com os filtrados de Trichoderma spp. No entanto, faz-se necessario novos testes
no intuito de testar outros meios liquidos para o crescimento dos fungos, visto que o
meio BD nao ¢ utilizado em testes de mortalidade com filtrados fungicos, mas este nao

diferiu estatisticamente do meio Czapek Dox, normalmente utilizado. O meio batata
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dextrose apresenta a vantagem de ser um meio de cultura, mais pratico, pois requer
poucos componentes.

No teste com filtrados fungicos notou-se que P. lilacinus, 6T e 5T apresentaram
mortalidade de 100-92% no controle de J2 de M. incognita no meio Czapek Dox,
portanto apresentando potencial no controle do nematoide. Estes dados estdo de acordo
com Spiegel & Chet (1998), que testaram filtrados de 7. lignorum no controle de M.
Jjavanica, obtendo de 25-80% de J2 ndo moveis em ensaios in vitro, € quando as plantas
de tomate foram tratadas com 7richoderma sp. houve reducdo do nimero de galhas e
numero de ovos. No entanto, ainda sdo poucos os estudos com filtrados de Trichoderma
sp. no controle de nematoéides.

Em estudo realizado por Costa et al. (2001) com filtrados de P. lilacinus, F.
moniliforme ¢ F. oxysporum, houve reducao na eclosao de M. incognita, sendo que o
primeiro obteve 40-13% de eclosdao e aumento na mortalidade de J2 de M. incognita de
forma semelhante a observada com o nematicida Aldicarbe, com 90%. No caso
especifico de P. lilacinus, os autores observaram que este respondeu com mortalidade
de J2 de 100%.

Os resultados obtidos na mortalidade de J2, pelos filtrados fungicos mais
promissores na presente pesquisa foram: P. lilacinus, T. harzianum (6T) e T. viride
(5T), com 100-92,53%, respectivamente. Exceto o ultimo isolado, os demais
responderam ao ataque, controlando os nematdides em casa de vegetagcao na cv. Engopa
Ouro. Estes dados estdo de acordo com os citados por Sousa et al. (2006), que
selecionam filtrados de culturas bacterianas e observaram que Streptomyces griseus

subsp. griseus proporcionou 98,2% de mortalidade dos J2, quando comparado aos
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27,3% observados no controle, ¢ destacaram este isolado como o mais eficiente no
controle de M. incognita in vitro.

No teste de eclosao o filtrado de 7. harzianum (6T) sobressaiu aos demais,
permitindo que somente 12,85% dos J2 eclodissem. Estes dados estdo de acordo com os
obtidos por Costa et al. (2001), que obteve nos filtrados mais promissores de Fusarium
moniliforme, 10,9 e 12% de eclosdo de J2, sendo comparados ao resultado obtido pelo
nematicida Aldicarbe, com 14%. No presente trabalho, o isolado de P. liacinus permitiu
a eclosdo de 65,71% de J2, enquanto que no trabalho realizado por Costa ef al.(2001)
40-43% dos J2 de J2 eclodiram.

O teste com filtrados fingicos na mortalidade de J2 sugere que os isolados 7.
harzianum (6T), T. viride (5T) e P. lilacinus possuem moléculas com a¢do nematicida,
apresentando toxidez a M. incognita. O isolado T. pseudokonigii (2T) apresentou
capacidade de controlar M. incognita em casa de vegetagdo, no entanto os filtrados
fungicos deste isolado apresentaram resultados insatisfatérios na mortalidade de J2.
Sugere-se que fungos predadores de nematdides as estruturas de captura como hifas
adesivas tenham maior importancia do que a producdo de metabolitos toxicos no
controle dos nematoides, conforme observado por Costa ef al., (2001).

No presente estudo nao foram utilizadas dilui¢des dos filtrados, pois Costa et al.
(2001) verificaram que houve queda na porcentagem de J2 de M. incognita mortos,
passando de aproximadamente 95% para 30%, quando o filtrado do fungo P. lilacinus

passou da dilui¢do de 1:2 para 1:3 (filtrado:agua).



59

4.7  Teste de viruléncia de Trichoderma spp. e P. lilacinus, in vitro a M.

incognita.

Este ensaio demonstrou a capacidade das espécies de Trichoderma spp. e P.
lilacinus, em colonizar ovos maturos € ovos imaturos de M. incognita (Figura 7).

Os ovos imaturos foram mais sensiveis a colonizagdo pelos fungos do que os
ovos contendo embrides moveis (Figura 7). Essas observagdes também foram realizadas
por Carneiro & Gomes (1993), que demonstraram que ovos completamente
desenvolvidos eram mais resistentes a colonizagao por P. lilacinus do que os ovos em
estadios embriondrios iniciais, especialmente aqueles contendo formas juvenis de
primeiro e segundo estadios.

Westcott & Kluepfel (1993) relatam maior sensibilidade nos estadios iniciais de
desenvolvimento do nematoide, estes autores verificaram que nao houve efeito
nematicida sobre juvenis de segundo estadio (J2) e adultos de Mesocriconema xenoplax
Raski (Loof and de Grisse). Estes autores justificam o menor parasitismo em ovos
maturos devido a presenca da cuticula nestas ultimas fases, o que pode ter formado uma
barreira, impedindo a morte do nematdide. Os resultados obtidos no presente estudo
estdo de acordo com os obtidos por Westcott & Kluepfel (1993) visto que, houve maior
adesdo de hifas em ovos imaturos tratados com os isolados 6T e 2T apresentando 34 e
35% de ovos parasitados, respectivamente. Os demais isolados apresentaram
parasitismo inferior a 30% (Figura 7).

Entre os isolados avaliados nesta pesquisa, observou-se que somente o isolado
2T diferiu no parasitismo de ovos maturos vivos com 48%. Os demais isolados de
Trichoderma spp. apresentaram baixa porcentagem de colonizacao de M. incognita,

chegando ao maximo de 13% pelo isolado S11. A baixa porcentagem de parasitismo
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dos isolados de Trichoderma spp. pode ter sido devido a capacidade deste fungo em
formar hifas modificadas, “armadilhas”, atuando, preferencialmente, na fase de J2
(Figura 10), no entanto, ndo foi possivel quantificar a taxa de captura de J2 pelas hifas
de Trichoderma spp., devido ao rapido crescimento micelial do antagonista,

demonstrada na Figura 8.
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FIGURA 7. Eficiéncia de diferentes isolados de Trichoderma spp.e um de P. lilacinus quanto a
capacidade de colonizagdo in vitro de ovos de M. incognita. Barras seguidas de
letras iguais, ndo diferem pelo teste Tukey (5%), Embrapa Clima Temperado, 2008.

Em relagdo ao P. lilacinus, este mostrou-se patogénico, somente a ovos maturos
vivos, no entanto a colonizagdo ocorreu apenas externamente e ndo houve formagao de
conididforos neste tratamento. O isolado P. lilacinus, houve emissdo de conidiéforos em
ovos com embrides imoveis e imaturos, indicando uma capacidade diferencial
correspondente ao estddio de desenvolvimento do embrido pelos antagonistas.

Observagdes semelhantes foram feitas por Carneiro & Gomes (1993) com isolados de
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P. lilacinus em ovos de M. javanica. Estes autores observaram que houve emissdo de
alguns conidioforos a partir da membrana de revestimento dos ovos maturos imoéveis e
imaturos, ndo ocorrendo quando estes continham juvenis vivos, indicando uma
colonizacdo externa. Estes autores obtiveram um parasitismo de 60% em ovos maturos
e de 100% em ovos imaturos.

Em estudo realizado por Cadioli et al., (2007) o crescimento micelial dos
isolados de P. lilacinus teve grande dependéncia da temperatura de incubacdo a que
foram submetidos, sendo mais rapido a temperatura de 22,5°C. Os isolados de P.
lilacinus testados por estes autores revelaram habilidade em infectar ovos de M.
paranaensis em meio BDA, principalmente a temperatura de 25°C.

Em estudo realizado por Maia et al, (2001) com o fungo nematofago
Monacrosporium robustum, foi observado que este fungo foi capaz de parasitar 100%
dos ovos dos juvenis de segundo estadio de H. glycines e formas ativas de Panagrellus
sp., no periodo de 72 h de exposi¢ao desses nematoides ao fungo.

Existem poucos estudos de selecao de isolados de Trichoderma sp. “in vitro”
para o controle de nematdides sendo estes testes preliminares sdo essenciais, pois
permitem detectar diferengas importantes quanto a atuacao dos isolados e o estadio de
desenvolvimento em que atuam os fungos antagonistas. O teste realizado nesta pesquisa
e descrito nesta se¢do foi adaptado do realizado com o fungo nematofago P. lilacinus.

O potencial de parasitismo em 4agar-agua destes fungos ndo representa as
condi¢gdes encontradas no solo, com seu complexo habitat, pois testes in vitro estdo
restritos a condi¢des controladas de temperatura, umidade e nutrientes. O teste realizado
difere das condigdes naturais, onde os ovos estdo envolvidos por uma matriz

glicoprotéica que, em geral, facilita a acdo dos fungos.
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FIGURA 8. Fotomicrografia (A e B) de ovo com embrido imovel de M. incognita colonizado
por P. lilacinus, com emissdo de conidioforos (40x), Embrapa Clima Temperado,
2008.

FIGURA 9. Fotomicrografia (A e B) Trichoderma harzianum (S11) com hifas em forma de
“armadilhas”, Embrapa Clima Temperado, 2008.

Nesta pesquisa notou-se que em todos os tratamentos usando os isolados de
Trichoderma spp. houve enrolamento de hifas nos ovos maturos e imaturos e adesdo
dos conidios. Estes dados estdo de acordo com o trabalho realizado por Sharon et al.,
(2007), que demonstrou a adesdo de conidios e parasitismo de 7richoderma spp. na
matriz gelatinosa e J2 de M. javanica, sendo os mesmos imprescindiveis na adesdo do
conidio. O estudo realizado por estes autores serviu para comprovar a importancia da
matriz gelatinosa no parasitismo de fungos nematofagos. Este autor expds juvenis, ovos

e a matriz, ¢ demonstrou a adesdo dos conidios de 7. atroviride e T. asperellum e a
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capacidade de parasitismo destes fungos foi similar quando expostos a matriz de ovos e
a presenca de J2; as hifas penetraram parasitando todos os substratos testados, indicando
que estes podem ser utilizados pelos fungos como tnica fonte de nutriente.

Estudos apontam para a importdncia da matriz gelatinosa, buscando a
identificacdo de proteinas com propriedades antimicrobianas e que atuem contra
dessecagdo, além de detectar sequéncias especificas e essenciais da matriz a serem
utilizadas como alvo em estratégias para controle da meloidoginose (Costa et al., 2007).

Observou-se em microscopio optico (40x) e notou-se o enrolamento das hifas de
Trichoderma (2T) nos J2 (Figura 9) e a formacao de “armadilhas” (Figura 10), mas nao
foi possivel quantificar o parasitismo, devido ao rapido crescimento das hifas. O isolado
de T. pseudokonigii (2T) produziu lipases que podem estar degradando os lipidios de

membrana dos J2 utilizando este mecanismo no parasitismo.

FIGURA 10. Hifas de Trichoderma pseudokonigii (2T) em meio AA (1%) mantidas em Placa de
Petri com papel filtro, formando armadilhas para M. incognita, Embrapa Clima
Temperado, 2008.

Jatala (1986) mencionou que muitos dos organismos que primariamente
parasitam um certo estddio de desenvolvimento de um nematdide podem,

ocasionalmente, parasitar outros estddios. Todavia, a habilidade de determinado fungo
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em infectar varios estadios de desenvolvimento do nematoide, ao mesmo tempo ou com
a mesma frequéncia, ndo ¢ comum. Fato este observado nesta pesquisa, sendo que, os
isolados de Trichoderma spp. colonizaram ovos imaturos € formaram hifas modificadas

que atuaram no parasitismo dos J2.

4.8 Potencial dos fungos Trichoderma spp. e P. lilacinus no biocontrole

de M. incognita na cultura do feijao.

Os tratamentos compostos pelos isolados S11 + P. lilacinus e S11 nao foram
passiveis de avaliacdo. Notou-se uma interagdo negativa quando inoculado T.
harzianum (S11) em sementes de feijao, possivelmente devido a producdo de
metabolitos toxicos a semente ou a competicdo por nutrientes com a plantula, fato este
ainda ndo descrito na literatura. Este resultado mostra a importancia de bioensaios na
selecdo de agentes de biocontrole, visto que o isolado S11 foi o mais promissor na
inibicao de F. oxysporum f. sp. phaseoli in vitro € 0 mesmo mostrou acdo negativa na
germinagdo de sementes de feijao.

E conveniente distinguir entre os metabodlitos volateis obtidos em condi¢des
controladas e aqueles in vivo. Os resultados in vitro indicam apenas capacidade
potencial dos microrganismos em fun¢ao do balango entre a produgdo e a sensibilidade
dos microrganismos envolvidos. Assim, os dados obtidos nesta pesquisa podem estar
indicando apenas a capacidade destes antagonistas de produzirem metabolitos. No teste
em casa de vegetagdo o isolado S11 pode ter apresentado maior concentracao de
metabolitos in vivo, sendo estes toxicos as plantulas de feijao.

O peso médio das raizes das plantas de feijao variou nos diferentes tratamentos

(Tabela 8), sendo observado o maior percentual no P. lilacinus 26,36g, seguido por 5T
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23,34g e 6T + P. lilacinus 19,51g; apenas o primeiro citado diferiu do controle, somente
com M. incognita. Estes aumentos indicam que a reducdo da populacdo de nematoides
nas raizes de feijdo ocorreu devido ao tratamento com os fungos, favorecendo o
desenvolvimento da planta.

No presente trabalho ndo foi observado relagdo entre os tratamentos com P.
lilacinus e o crescimento das plantas de feijdo. Diaz et al. (1995) nao observaram
aumento significativo no peso seco da parte aérea de plantas de tomate inoculadas com
M. incognita e com o fungo antagonista Arthrobotrys sp., quando comparados com
aqueles inoculados apenas com o nematdéide, mesmo encontrando redugdes
significativas da populagdo do mesmo. Segundo Santiago (2006), nem sempre ocorrem
aumento na produg¢dao de plantas inoculadas com P. lilacinus e infestadas por
nematdides.

Os isolados 5T, 6T + P. lilacinus e P. lilacinus apresentaram maior peso fresco
da parte aérea, no entanto nao diferiram do controle, apresentando diferengas somente
com M. incognita. Inimeros trabalhos apontam para a capacidade do Trichoderma sp.
como promotor de crescimento (Resende et al., 2004; Fortes et al., 2007, Harman,
2000). Contudo, os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que nenhum dos
isolados de Trichoderma spp. promoveu o aumento das plantas de feijao. Estes dados
estdo de acordo com os observados por Santos et al. (2008), que verificaram que
isolados de Trichoderma sp. ndo promoveram o crescimento de plantas de feijao cv.
Talisma. Em relag¢do ao P. lilacinus, os resultados aqui descritos discordam dos obtidos
por Santiago (2006), que observou aumentos de 31,57%, 29,12% e 18,15%, no peso
fresco da parte aérea quando tratadas com isolados de P. lilacinus no controle de M.

paranaensis.



66

TABELA 8. Peso fresco de raizes e parte aérea de feijdo, cv. Engopa Ouro com Trichoderma spp.
(Mistura), P. lilacinus ¢ M. incognita em casa de vegetagdo, Embrapa Clima Temperado,

2007.
Tratamentos Peso fresco da parte aérea | Peso fresco da raiz
(2)* (2)*

T. pseudokonigii (2T) 12,35 a 25,92 ab

Controle (dgua) 13,17 ab 20,99 a

M. incognita 15,42 ab 31,75 ab

Mistura 15,50 ab 36,54 ab

Mistura + P. lilacinus 15,95 ab 34,63 ab

T. harzianum (6T) 16,12 ab 32,73 ab

T. viride (5T) + P. lilacinus 16,39 ab 37,80 ab

T. pseudokonigii (2T) + P. lilacinus 19,05 ab 37,65 ab

T. harzianum (6T) + P. lilacinus 19,51 ab 39,40 b

T. viride (5T) 23,34 be 42,80 b

P. lilacinus 26,36 ¢ 38,32 b

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,05) de acordo com o teste de
separagao de médias Duncan.

No ensaio em casa de vegetagdo os isolados 6T, 2T e P. lilacinus sobressairam-
se dos demais no controle de M. incognita, igualando-se ao controle sem inoculagdo.
Estes resultados podem ser relacionados aos observados nos ensaios in vitro, onde o
isolado T. harzianum (6T) apresentou maior atividade quitinolitica e proteasica e o 7.
pseudokonigii (2T) atuou no parasitismo de ovos imaturos, sugerindo que as espécies de
Trichoderma atuam em estagios e de formas diferentes no controle dos nematoides.

A maior atividade quitinolitica dos isolados 6T e P. lilacinus estdo de acordo
com os dados obtidos in vivo, pois estes isolados foram responsaveis pelo menor

numero de galhas e fator de reproducdo de M. incognita. Os dados observados nesta
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pesquisa estdo de acordo com os citados na literatura que demonstram que P. lilacinus
apresenta capacidade na redugdo da populacao de nematoides (Culbreath et al., 1986;
Jatala, 1986).

O T. harzianum (6T) parece ndo atuar no parasitismo com a formagao de
estruturas de captura para J2, mas apresenta alta atividade enzimatica e produgdo de
metabolitos volateis, o que pode ter culminado na redu¢do do nimero de galhas e FR no

ensaio in vivo (Tabela 9).

TABELA 9. Niimero de galhas transformadas e fator de reproducdo (FR) referente ao bioensaio com os
fungos Trichoderma spp. (Mistura) e P. lilacinus testados em plantas de feijdo cv. Engopa
Ouro em casa de vegetacdo, Embrapa Clima Temperado, 2007.

Tratamentos FR* Galhas*
Controle (M. incognita) 6.37 AB 113.34 A
Mistura 5.57 BC 81.42 AB
Mistura + P. lilacinus 4.53 DC 110.13 A
T. pseudokonigii (2T) + P. lilacinus 4.14 DC 9525 A
T. viride (5T) + P. lilacinus 3.23DEF 39.47 DC
T. viride (5T) 2.77 EFG 53.05 BC
T. harzianum (6T) + P. lilacinus 2.10 FG 25.91 DC
P. lilacinus 1.91 FG 24.66 DC
T. harzianum (6T) 0.00 G 0.00 D
T. pseudokonigii (27T) 0.00 G 0.00 D
Controle (sem aplicagao) 0.00 G 0.00 D

Média de cinco repeticdes. *Valores transformados em V(X+1). Médias com letras semelhantes na mesma
linha ndo diferem entre si.
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Trabalhos indicam que ha poucas informagdes sobre os mecanismos que
suportam o controle de Trichoderma sp. em nematdides (Sharon et. al, 2001; Sahebani
& Hadavi, 2008). Estudos sugerem que o parasitismo direto de ovos ¢ aumentado
devido a produg¢do de enzimas extracelulares, onde a quitinase produzida por T.
harzianum pode ser um indicador da capacidade do parasitismo e também apresentar
capacidade de inducao de resisténcia na planta hospedeira (Sahebani & Hadavi, 2008).

Todos os isolados avaliados produziram pelo menos um composto associado ao
biocontrole. Para um microrganismo ser considerado um agente de biocontrole, além da
capacidade de produzir compostos bioativos € necessario que este antagonista se
estabelega no solo. Os isolados utilizados nesta pesquisa apresentaram capacidade de
sobrevivéncia no solo.

Uma caracteristica desejavel a um antagonista ¢ apresentar mais de um
mecanismo de biocontrole, pois suas chances de sucesso sdo aumentadas. Os
microrganismos avaliados neste trabalho foram capazes de produzir compostos
relacionados ao biocontrole, atuando na inibicdo e/ou parasitando patdgenos de solo,
diminuindo a eclosdo de nematdides ou aumentando na mortalidade de J2 de M.

incognita.



5 CONCLUSOES

Os testes realizados in vitro permitiram tragar um perfil basico dos isolados
utilizados neste estudo. Provavelmente o controle de Meloidogyne incognita deve-se a
capacacidade dos isolados de Trichoderma spp. e Paecilomyces lilacinus de produzir
sider6foros, lipases, quitinases e proteases, com destaque ao isolado 7. harzianum (6T).
Notou-se que a atividade enzimatica foi diferenciada quando comparada com as
diversas espécies de Trichoderma.

Os isolados de Trichoderma harzianum (S11), Trichoderma harzianum (67T),
Trichoderma pseudokonigii (2T) e Trichoderma viride (5T) mostraram-se compativeis
ao P. lilacinus e apresentaram potencial de antagonismo, in vitro, a Fusarium
oxysporum t. sp. phaseoli.

Cada um dos isolados de Trichoderma spp. produziu pelo menos um composto
relacionado ao biocontrole.

Tanto individualmente quanto com P. lilacinus, o isolado 7. harzianum (67T)
apresentou capacidade de redugdo do numero de galhas e do fator de reprodugdao em
plantas de feijao cv. Engopa Ouro.

Visando a otimizagdo de um controle efetivo, o uso consorciado de isolados de
Trichoderma ssp. com o fungo P. lilacinus mostraram-se eficientes no controle de M.

incognita em plantas de feijao.



6 PERSPECTIVAS

Com o desenvolvimento da biologia molecular, novas técnicas irdo possibilitar a
identificacdo das substancias diretamente envolvidas na interagdo nematdide-fungo,
permitindo o conhecimento das bases bioquimicas da interacdo e ampliando as
oportunidades de interferéncia no processo. A selecao de agentes de controle biologico
com maiores chances de sucesso podera interferir diretamente no ambiente, visando
aumentar a eficiéncia no controle dos nematoides.

Faz-se necessario testes com filtrados fungicos compostos pela mistura dos
isolados de Trichoderma spp. no intuito de avaliar o comportamento da mistura na
mortalidade de J2 e na eclosdo de M. incongnita e testar os fungos no controle de outras
espécies de Meloidogyne sp.

Trabalhos em campo ainda devem ser realizados buscando-se o conhecimento
aplicado, explorando ao maximo o potencial dos antagonistas aqui pesquisados. Futuros
estudos com a utilizacao dos isolados mais promissores permitirdo obter informagdes de
extrema relevancia para um controle eficiente de Meloidogyne incognita, contribuindo
na estabilidade da produgdo e consequentemente garantindo retorno dos investimentos

feitos pelos produtores.



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGRIOS, G. N., Plant Pathology, 5. ed., London, 2004.

ARDUIM, G. da S. Utiliza¢do e caracterizacdo biologica de rizobactérias como
biocontroladoras de Meloidogyne incognita e promotoras de crescimento em
figueira. Dissertacdo (mestrado em Fitopatologia)- Programa de Pos-Graduag¢do em
Fitossanidade, Pelotas, 2006.

AZEVEDO, J. L. Microrganismos Endofiticos. In: MELO, 1. S. & AZEVEDO, J. L.
Ecologia Microbiana. Jaguariina: Editora EMBRAPA-CNPDA, p. 117-137, 1998.

BASTOS, C. N. Possibilidade do controle bioldgico da vassoura-de-bruxa (Crinipellis
perniciosa) do cacaueiro. In: BETTIOL, W. (Org.) Controle biolégico de doencas de
plantas. Jaguariina: EMBRAPA-CNPDA, 1991.

BELL, D. K.; WELLS, H. D.; MARKHAM, C. R. In vitro antagonism of Trichoderma
species against six fungal plant pathogens. Phytopathology, Brasilia, v. 72, p. 379-382,
1982.

BENITE, A. M. C.; MACHADO, S. de P. Sideréforos: uma resposta dos
microorganismos. Quimica Nova: Sao Paulo, v. 25, n. 6B, p. 1155-1164, 2002.

BETTIOL, W. Componentes do controle biologico de doencas de plantas. In: Controle
Biolégico de Doencas de Plantas. Jaguariina: EMBRAPA-CNPDA, p. 3-5, 1991.

BETTIOL, W.; GHINI, R. Controle Biologico. In: BERGAMIN, A. F.; KIMATI, H.;
AMORIN, L. Manual de Fitopatologia. Principios e Conceitos. 3. ed. Sao Paulo:
Agrondmica Ceres, p.717-728, 1995.

BOOTH, C. Fusarium: laboratory guide to the identification of the major species.
Commonwealth Mycological Institute, Kew, Surrey, England, p. 58, 1977.

BOSCATO, R. et al. Avaliagao do Trichoderma harzianum T1A, como elicitor de
proteinas em Vitis vinifera. In: Resumos do II Congresso Brasileiro de Agroecologia.
Revista Brasileira de Agroecologia, Espirito Santo, p. 1568- 1571, v. 2, n. 1, fev.
2007.



72

BUENO, C. J. Métodos de preservacio para fungos fitopatogénicos habitantes do
solo. Disponivel em: <http://www.aptaregional.sp.gov.br/artigo.php?id_artigo=400>.
Acesso em: 23 jul. 2008.

BARBOSA, M. A. G. et. al. Antagonism of Trichoderma species on Cladosporium
herbarum and their enzimatic characterization. Brazilian Journal Microbiological,
Sao Paulo, v. 32, p. 98-104, 2001.

CADIOLI, M. C. et. al., Crescimento micelial e parasitismo de Paecilomyces lilacinus
sobre ovos de Meloidogyne paranaensis em diferentes temperaturas “in vitro”. Ciéncia
Agrotécnia, Lavras, v. 31, n. 2, p. 305-311, mar./abr., 2007.

CARNEIRO, R. M. D. G. & GOMES, C. B. Metodologia e testes de patogenicidade de
Paecilomyces lilacinus e P. fumosoroseus em ovos de Meloidogyne javanica.
Nematologia Brasileira, Brasilia, v. 17, n°1, p. 66-75.

CARNEIRO, R. M. D. G. et al. Resistance to Meloidogyne mayaguensis in Psidium
spp. accessions and their grafting compatibility with P. guajava cv. Paluma.
Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 32, n° 4, p.281-284, 2007.

CARNEIRO, R. M. D. G. et al. Nova raga de Meloidogyne javanica detectada em
Arachis pintoi no estado do Parana. Nematologia Brasileira, Brasilia, v. 17, n 1, p. 66-
75, 2003.

CARNEIRO, R.M.D.G. & GOMES, C.B. Metodologia ¢ teste de patogenicidade de
Paecilomyces lilacinus e P. fumosoroseus em ovos de Meloidogyne javanica.
Nematologia Brasileira, v. 7, p. 66-75. 1993.

CAVALCANTL L., S.; COELHO, R.; S. B.; PEREZ, J. O. Utiliza¢ao de dois métodos
de inoculacdo na avaliagdo da resisténcia de cultivares e linhagens de feijoeiro a
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.32, n.1, p.1-5,
2002.

CALVANCANTI, F. R. et al, Atividades de quitinase e Beta-1,3-glucanase apods
eliciacao das defesas do tomateiro cotnra a manha-bacteriana. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira. Brasilia, v. 41, n. 12, p. 1721-1730, dez., 2006.

CARVALHO, D. D. C. et al. Potencial de isolados de Trichoderma sp. para biocontrole
de Fusarium oxysporum. In: 41° Congresso Brasileiro de Fitopatologia. Tropical Plant
Pathology, v. 33, suplemento (ago), CD-ROM-005, Brasilia, 2008.

CATTELAN, A. J. Métodos qualitativos para determinacdo de caracteristicas
bioquimicas e fisiologicas associadas com bactérias promotoras de crescimento
vegetal. Londrina: EMBRAPA, CNPS, p. 36, 1999.

CHEN, S. Y.; DICKSON, D. W. A technique for determining live second-stage
juveniles of heterodera glycines. Journal of Nematlogy, Hanover, v. 32, p. 117-121,
2000.



73

COFCEWICZ, E.T. et. al. Interacdo dos fungos micorrizicos arbusculares Glomus
etunicatum ¢ Gigaspora margarita € o nematédide das galhas Meloidogyne javanica em
tomateiro. Fitopatologia brasileira, Brasilia, v.26, p. 65-70, 2001.

COSTA, M.JN. et. al. Patogenicidade e reproducao de Meloidogyne incognita em
tomateiro Lycopersicon esculentum) com aplicacdo de filtrados fungicos ou extratos de
plantas e de estercos animais. Nematologia Brasileira, Brasilia, v.24, p.219-226, 2000.

COSTA, M.IN. et. al. Toxicidade de filtrados a M. incognita. Fitopatologia
Brasileira, Brasilia, v. 26, p. 749-755, 2001.

COSTA, P. H. A. et. al. Estratégias protedmica para estudar a matriz gelatinosa de
Meloidogyne incognita. In: 27° Congresso Brasileiro de Nematologia. (Resumos). v.
27, p. 100, UFG, Goiania, GO, 2007.

COOK, R. J.; BAKER, K. F. The nature and pratice of biological control of plant
pathogens. The American Phytopathological Society, St. Paul, p. 539, 1993.

CORABI-ADELL, C.; LUCON, C. M. M. Biodiversidade do género Trichoderma no
estado de Sao Paulo — Aspectos enzimdticos e potencial biocontrolador. Arquives
Instituto Biologico, Sao Paulo, v. 69 (supl.), p. 1-306, 2002.

COSTA, M. J. N. et al. Toxicidade de filtrados fingicos a Meloidogyne incognita.
Fitopatologia Brasileira, v. 26, p. 749-755. 2001.

COUTINHO, W. M.; SUASSUNA, N. D. Cultivo do Algodiao Herbaceo na
Agricultura Familiar. Disponivel em: <http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br
HTML/Algodao/Agricultura Familiar 2ed/doencas.html>. Acesso em: 27 ago 2007.

CULBREATH, A. K.; RODRIGUEZ-KABANA, R.; MORGAN-JONES, G. Chitin and
Paecilomyces lilacinus for control of Meloidogyne arenaria. Nematropica, DelLeon
Springs, v. 16, p.153-166, 1986.

DEVRAJAN, K.; RAJENDRAN, G. Effect of the fungus, Paecilomyces lilacinus
(Thom.) Sanson on the burrowing nematode, Radopholus similes (Cobb) Thorne in
Banana. Pest Management in Horticultural Ecosystems. Monheim, Germany, v.7,
n.2, p.171-173, 2001.

DEVRAIJAN, K.; SEENIVASAN, N. Biochemical changes in banana roots due to
Meloidogyne incognita infected with Paecilomyces lilacinus. Current Nematology,
Bigleswade, v.13, n.1. p.1-5, 2002.

DE MARCO, J. L.; VALADARES-INGLIS, C.; FELIX, C. R. Production of hydrolytic
enzymes by Trichoderma isolates with antagonistic activity against Crinipellis
perniciosa, the causal agent of witches’ broom of cocoa. Brazilian Journal of
Microbiology, Sao Paulo, v. 34, p.33-38, 2003.



74

DIAS, G. M. P. et. al. Selecio de fungo filamentoso do género Penicillium com
potencial para a producio de quitinase. Disponivel em:
<http://www.adtevento.com.br/jepex/cdrom/lista_area 04.htm.> Acesso em: 22 abr.
2008.

DIAS, W.P., FERRAZ, S., MUCHOVE], J. J. Detecgao, isolamento e identificagdao de
fungos predadores de nematoides em amostras de solo de diferentes regides do Brasil.
Revista Ceres, Vicosa, v.42, n.244, p.615-620, 1995.

DOMSCH, K. H.; GAMS, W.; ANDERSON, T. H. Compendium of soil fungi. CRC
Press, London, p. 630, 1980.

DUFFY, B. K., DEFAGO, G. Environmental factors modulating antibiotic and
siderophore biosynthesis by Pseudomonas fluorescens biocontrol strain. Applied
Environmental Microbiological, Atenas, v. 65, p. 2429-2438, 1999.

DUNCAN, L. W. Current options for nematode management. Annual Review of
Phytopathology, Brasilia, v. 29, p. 469-490, 1991.

ETHUR, L. Z.; CEMBRANEL, C. Z. & SILVA, da A. C. F. Selecdo de Trichoderma
spp. visando ao controle de Sclerotinia sclerotiorum, in vitro. Ciéncia Rural, Santa
Maria, v. 31, n. 5, p. 885-887, 2001.

ETHUR, L. Z. et al . Fungi antagonic to Sclerotinia sclerotiorum on cucumber grown in
greenhouse. Fitopatologia brasileira. Brasilia, v. 30, n. 2, 2005.

ETHUR, L. Z. Dinamica populacional e acdo de Trichoderma no controle de
Fusariose em mudas de tomateiro e pepineiro. Universidade Federal de Santa Maria
(Tese). Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia. Santa Maria, RS, 2006.

FEDRIZZI, S. M. G. Produc¢ao de metabdlitos antimicrobianos e sideréforos de
isolados provenientes de Terra Preta Antropogénica da Amazoénia Ocidental. Tese
(Doutorado — Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias. Area de Concentrago:
Biologia na Agricultura e no Ambiente) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura da
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, p. 117, 2006.

FLEURI, L. F.; SATO, H. H. B-1,3 glucanases e quitinases: aplicacdo na lise de
leveduras e inibicdo de fungos. Ciéncia Agrotécnia, Lavras, v. 32, n. 4, p. 1224-1231,
jul./ago., 2008.

FREIRE, E. S.; et al. Infectivity of second stage juveniles of Meloidogyne incognita in
tomato after starvation in soil and water at different conditions. Summa
Phytopathologica, Botucatu, v.33, n.3, p.270-274, 2007.

FREITAS, L.G., FERRAZ, S. & ALMEIDA, AM.S. Controle de Meloidogyne
javanica em tomateiro pela producdo de mudas em substrato infestado com
Paecilomyces. Nematologia Brasileira, v. 23, p.65-73, 1999.



75

FORTES, F. O. et. al. Promog¢ao de enraizame,nto de microestacas de um clone de
Eucalyptus sp. por Trichoderma spp. Revista Arvore, Vicosa, v.31, n.2, p.221-228,
2007.

GAMS, W.; BISSETT, J. Morphology and identification of Trichoderma. In:
KUBICEK, C. P.; HARMAN, G. E. (Ed.) Trichoderma & Gliocladium, London:
Taylor & Francis Ltd., v.1, p.3-34, 1998.

GASPARD, J.T.; JAFFE, B.A.; FERRIS, H. Meloidogyne incognita survival in soil
infested with Paecilomyces lilacinus and Verticillium chlamydosporium. Journal of
Nematology, Marceline, USA, p. 176 — 181, 1990.

GIESE, E. C.; BARBOSA, A. M.; SILVA, M. L. C. Glucanases fungicas: Producdo e
aplicagdes das b-1,3 e b-1,6 glucanases. Disponivel em:
<http://www.biotecnologia.com.br/revista/bio30/glucanases.asp.> Acesso: 08 jul. 2008.

GRAMINHA, E. B. N., et al. Avaliacdo in vitro da patogenicidade de fungos
predadores de nematdides parasitos de animais domésticos. Semina: Ciéncias
Agrarias, Londrina, v. 22, n.1, p. 11-16, jan./jun. 2001.

HARMAN, G. E. Myth and dogmas of biocontrol changes in perceptions derived from
research on Trichoderma harzianum T-22. Plant Disease, St. Paul, v. 84, p.377-393,
2000.

HARMAN, G. E. et al., Trichoderma species — opportunistc, avirulent plant symbionts.
Nature Reviews, Microbiology, Washington, v. 2, 2004.

HOWELL, C. R. The role of mycoparasitism in the biological control of Rhizoctonia
solani by Gliocladium virens. Phytopathology, St. Paul,v. 77, p. 992-994, 1987.

HUSSEY, R. S.; BARKER, K. R. A comparision of methods of collecting inocula for
Meloidogyne spp. Including a new technique. Plant Disease Reporter, USA, v. 57, p.
1025-1028, 1973.

JACOBS, P. Nematophagous fungi: Guide by Philip Jacobs, BRIC version, 2002.
Disponivel  em:  <http://www.biological-research.com/philip-jacobs%20BRIC/pa-
lila.htm.> Acesso em: 25 mar. 2002.

JATALA, P. Biological control of plant-parasitic nematodes. Annual Review of
Phytopathology, Brasilia, v. 24, p. 453-489, 1986.

JATALA, P.; KALTENBACH, R.; BOWNGEL, M. Biological control of Meloidogyne
incognita acrita and Globodera pallida on potatoes. Journal Nematalogy, Hanover, v.
11, p. 303, 1979.

JONATHAN, E.I.; RAJENDRAN, G. Biocontrol potential of the parasitic fungus
Paecilomyces lilacinus against the root knot nematode Meloidogyne incognita in
banana. Journal Biological Control, v.14, p. 67-69. 2001.



76

JUNIOR, M. L; ABREU, M. S. Inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia
Sclerotiorum por metabdlitos volateis produzidos por alguns antagonistas em diferentes

temperaturas e pH’s. Ciéncia Agrotecnica, Lavras, v. 24, n. 2, p. 521-526, abr./jun.,
2000.

KALYANI, A.; PRAPULHA, S. G.; KARANTH, N. G. Study on the production of 6-a-
pyrone using two methods of fermentation. Applied Microbiological Biotechonol, v.
53, p. 610-612, 2000.

KEXIANG, G. et al. Potencial of Trichoderma harzianum and Trichoderma atroviride

to control Botryosphaeria berengeriana f. sp. piricola, the causa of apple ring rot.
Journal Phytopathological, St. Paul, v. 150, p. 271-276, 2002.

KHAN, T.A.; SAXENA, S. K., Integrated management of root-knot nematode
Meloidogyne javanica infecting tomato using organic materials and Paecilomyces
lilacinus. Bioresource Technology, USA, v. 61, 247-250, 1997.

LOGUERCIO-LEITE; ESPOSITO, E. Fungos: estrutura e ultra-estrutura. In: fungos:
uma introducio a biologia, bioquimica e biotecnologia. Caxias do Sul: Editora da
Universidade de Caxias do Sul, p. 12-44, 2004.

LORDELLO, L. G. Nematoides das Plantas cultivadas. 8. ed. Sdo Paulo: Editora
Grafica Ltda., 1992.

MAFIA, R.G. et al. Encapsulamento de 7Trichoderma inhamatum para o controle
biolégico de Rhizoctonia solani na propagacio clonal de Eucalyptus. Fitopatologia
Brasileira, Brasilia, v. 28, p.101-105, 2003.

MAIA, A. S.; SANTOS, J. M.; DI MAURO, A. O. Estudo in vitro da habilidade
predatoria de Monacrosporium robustum sobre Heterodera glycines. Fitopatologia
Brasileira, Brasilia, v. 26, p.732-736, 2001.

MARIANO, R. L. R. Métodos de selecdo in vitro para o controle microbiologico de
patdgenos de plantas. Revisdo Anual de Patologia de Plantas, v. 1, p. 369-409, 1993.
MANDEL, M.; REESE, E. T. 1960. Induction of cellulase in fungi by cellobiose.
Journal Bacteriological, Maryland, v. 79: p. 816, 1960.

MARTINS-CORDER, M. P.; MELO, I. S. Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. A
Verticillium dahliae KLEB. Science agriculture, U.S, v. 55, n. 1, 1998.

MEIRELLES, P. G. et al. Producdo e caracterizacdo de exoantigenos de Fusarium
verticillioides. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 27, n. 4, p. 617-628, out./dez.
2006.

MELQO, I. S. Potencialidades de utilizagdo de Trichoderma spp. no controle bioldgico de
doencas de plantas. In: BETTIOL, W. Controle Biolégico de Doenc¢as de Plantas,
Jaguariina: EMBRAPA-CNPDA, p. 7-23., 1991



71

MELO, 1. S. Trichoderma e Gliocladium como bioprotetores de planta. In: LUZ, W. C.
Revisdo Anual de Patologia de Plantas. Passo Fundo, v. 4, p. 261-295, 1996.

MELO, I. S.; AZEVEDQO, J. L. Ecologia Microbiana. Jaguariina: Embrapa-DNPMA,
p. 393-419, 1998.

MILLER, P. M. & SANDS, D. C. Effects of hydrolytic enzymes on plant-parasitic
nematodes. Journal of Nematology, Marceline, v. 9, p.192-197, 1977.

MILLER, G.L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
Analytical Chemistry. Washington: AOAC, v. 31. 426-9p, 1959.

MITTAL, N.; SAXEANA, G.; MUKERIJI, K.G. Integrated control of root-knot disease
in three crop plants using chitin and Paecilomyces lilacinus. Crop Protection, n. 8, p.
647-651, 1995.

MORAES, I. O.; CAPALBO, D. M. F.; MORAES, R. O. Multiplicagcdo de agentes de
controle bioldgico. In: BETTIOL, W. Controle Biologico de Doenc¢as de Plantas,
Jaguariina: EMBRAPA-CNPDA, p. 7-23, 1991.

NEILANDS, J. B. Siderophores — structure and function of microbial iron transport
compounds. Journal of Biological Chemistry, Baltimore, v. 270, p. 26723-26726,
1995.

OKOLO, J. C. Culture conditions for endo-f-glucanase production by Paecilomyces
species. Bio-Research, vol. 3(1), p. 25-30, 2005.

OLIVEIRA, G.G. de., et al. Avaliagao do efeito de Trichoderma viride no aumento do
poder germinativo de sementes de Pterocaulon polystachyum. In: VII REUNIAO DE
CONTROLE BIOLOGICO DE FITOPATOGENOS, 7. Ilhéus. 2003. Anais
Ceplac/Cepec. 152 p., 2003.

PAPAVIZAS, G. C. Trichoderma and Gliocladium: biology, ecology and potencial for
biocontrol. Annual Review Phytopathology. St. Paul, v. 53, p.1985.

PARK, J.O. et al. Pathogenesis of Streptoverticillium albireticuli on Caenorhabditis
elegans and its antagonism to soilborne fungal pathogens. Letters in Applied
Microbiology, LOCAL?, v.35, p.361-365, 2002.

PATRIARCA, E. I.; TATE, R.; JACCARINO, M. Key Role of Bacterial NH4+
metabolism in Rhizobium-Plant Symbiosis. Microbiology and Molecular Biology
Review, Washington, v. 66, p. 203-222, 2002.

PATRICIO, F.R.A., et al. Efeito da solarizagdo, associada a aplicagdo de Trichoderma
spp. ou fungicidas, sobre o controle de Pythium aphanidermatum e de Rhizoctonia
solani AG-4. Summa Phytopathologica, v. 33, n. 2, p.142-146, 2007.



78

PAZ, 1. C. P. Atividade biologica de metabélitos produzidos por microrganismos
endofiticos de cacaueiro (Theobroma cacao L.) e o controle biolégico de Crinipellis
perniciosa. Mestrado em Biotecnologia. (Dissertacao). Universidade de Caxias do Sul,
2005.

RENSHAW 1J. C. et al. Fungal siderophores: structures, functions and applications.
Mycological Research, UK, v. 106 p. 1123-1142, 2002.

RESENDE, M. L. et. al. Inoculagdao de sementes de milho utilizando o Trichoderma
harzianum como promotor de crescimento. Ciéncia Agrotécnica, Lavras, v. 28, n. 4, p.
793-798, jul./ago., 2004.

RITZINGER, C. H. S. P.; COSTA, D. C. Capitulo X — Nematoéides e Alternativas de
Manejo. Disponivel em: <http://www.agencia.cnptia
embrapa.br/recursos/Livro Banana Cap 10ID-gRfpPx1siR.pdf.> Acesso em: 05 jun.
2008.

ROCHA, S. F. Aspectos da coloracio, ciclo de vida, parasitismo por pasteuria
penetrans e suas relacoes com a reserva energética de juvenis do segundo estadio
de Meloidogyne spp. Universidade Federal de Lavras. Doutorado em Agronomia, area
de concentragdao em Fitopatologia, (Tese), Lavras, MG, 2007.

ROMEIRO, R. S. Indugao de resisténcia em plantas a patégenos. Vicosa: Ed. UFV,
45p. Caderno Didatico n° 56, 1999.

SAHEBANI, N.; HADAVI, N. Biological control of the root-knot nematode
Meloidogyne javanica by Trichoderma harzianum. Soil & Biochemistry, New York, v.
40, p. 2016-2020, 2008.

SAMUEL, G. J. Trichoderma: A review of biology and systematics of the genus.
Journal Of Mycology, Columbus, v. 100, p. 923-935, 1996.

SAMUELS, G.J. et al. Trichoderma Online, Systematic Mycology and Microbiology
Laboratory. ARS, USDA. Retrieved November 29, 2007. Disponivel em:
<http://nt.ars-rin.gov/taxadescriptions/keys/Trichodermalndex.cfm.> Acesso em: 20
out. 2007.

SANTIAGO, C. S. Selecao de isolados de Paecilomyces lilacinus (Thom.) Smson para
controle de Meloidogyne paranaensis em tomateiro. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 36,
n. 4, p. 1055-1064, jul./ago., 2006.

SANTOS, M. A. Estudo de alguns fungos endoparasitos e predadores no controle
de fitonematoides. (Tese) - Curso de Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa,
Minas Gerais, 1996.

SANTOS, E. R. et al. Avaliagdo de isolados de Trichoderma sp. e Clonostachys rosea
selecionados para o controle biolégico do mofobranco como agentes promotores de



79

crescimento em feijoeiro. In: 41° Congresso Congresso Brasileiro de Fitopatologia.
Tropical Plant Pathology, v. 33 suplemento (ago), CD-ROM-073, Brasilia, 2008.

SARATH, G.; MOTTE, R. S. D. L ; WAGNER, F. W. Protase assay methods, p. 25-55.
In R. j. Beynon and J. S. Bond (Eds.). Proteolytic enzymes: A practical approach.
IRL Press, Oxford, 1989.

SCHWYN, B.; NEILANDS, J. B. Universal chemical assay for the detection and
determination of siderophores. Analysis Biochemical, v. 160, p. 47-56, 1987.

SHARON, E. et al. Biological control of the root-knot nematode Meloidogyne javanica
by Trichoderma harzianum. Biological Control, vol. 91, n. 7, p. 687-693, 2001.

SHARON, E., et al. Parasitismo of Trichoderma on Meloidogyne javanica and role of
the gelatinous matrix. Europa Journal Plant Pathology, London, v. 118 p. 247-258,
2007.

SIDDIQUI, I. A.; SAUKAT, S. S. Trichoderma harzianum enhances the production of
nematicidal compounds in vitro and improves biocontrol of Meloidogyne javanica by

Pseudomonas fluorescens in tomato. Letters in Applied Microbiology, Karachi,
Pakistan, v. 38, p. 169-175, 2003.

SILVA, G.S.; SOUZA, I.LM.R.; CUTRIM, F.A. Efeito da incorporagao de sementes
trituradas de feijao de porco ao solo sobre o parasitismo de Meloidogyne incognita em
tomateiro. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 27, p. 412-413, 2002.

SIMAO, G.; et al. Comportamento de duas cultivares de feijoeiro em relagdo a
Meloidogyne javanica. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 35, n. 2, p. 266-270, mar-abr,
2005.

SOUSA, C. da S. et al. Estreptomicetos no controle da meloidoginose em mudas de
tomateiro. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 41, n. 12, p. 1759, 1766, dez,
2006.

SPIEGEL, Y.; CHET, 1. Evaluation of Trichoderma spp. as biocontrol agent against
soilborne fungi and plant-parasitic nematodes in Israel. Integrated Pest Managemnt
Reviews, Israel, v. 3, p. 169-175,1998.

STIRLING, G. R. Biological control of plant parasitic nematodes: progress,
problems and prospects. Wallingford: CAB International, p. 282, 1991.

STOLF, E. Efeito de re-inoculacées de fungos endofiticos sobre o controle do
nematoide carvenicola da bananeira. Relatério de estdgio de conclusdo de curso
submetido ao curso de Agronomia da Universidade Federal de Santa Catarina como
requisito parcial para a obtencao do titulo de Engenheiro Agronoma. Turrialba, 2006.

SUAREZ, B.; REY, M.; CASTILLO, P. Isolation and characterization of PRAI, a
trypsin-like protease from the biocontrol agent Trichoderma harzianum CECT 2413



80

displaying nematicidal activity. Applied Microbiol Biotechnological, Sevilla, v. 65, p.
46-55, 2004.

THEIS, T.; STAHL,U. Antifungal proteins: targets, mechanisms and prospective
applications. Cellular and Molecular Life Sciences. Berlin, 2003.

TIHOHOD, D. Nematologia agricola aplicada. 2. ed. rev. amp. Jaboticabal: Funep,
2000, 473 p.

TOUSSOUN, T.A.; NELSON, P.E. Fusarium: a pictorial guide to the identification
of Fusarium species; according to the taxonomic system of snyder and hansen.
Pennsylvania State University, p. 43, 1976.

VAZ, A. B. et al. Potencial uso de Trichoderma spp. para o biocontrole de Fusarium
solani em maracujazeiro. In: 41° Congresso Brasileiro de Fitopatologia. Tropical Plant
Pathology, v. 33 suplemento (ago), CR-ROM-045, Brasilia, 2008.

WESTCOTT, S. W.; KLUEPFEL, D. A. Inhibition of Criconemella xenoplax egg hatch
by Pseudomonas aurofaciens. Phythopatology, Brasilia. v. 83, n.11, 1993.

WILHITE, S. E.; LUMDSEN, R. D.; STRANEY, D. C. Peptide synthetase gene in
Trichoderma virens. Applied Environmental Microbiological. v. 67, p. 5055-5062,
2001.



8 ANEXOS

Tratamentos utilizados em casa de vegetacdo, Embrapa Clima Temperado, em plantas
de feijdo cv. Engopa Ouro, 2008.

Tratamentos Quantidade (gramas)
Trichoderma spp. ou P. lilacinus aplicado separadamente 4
Trichoderma spp. + P. lilacinus 2+2
Mistura Trichoderma spp. 1
Mistura Trichoderma spp. + P. lilacinus 0,5+2
Controle 0
9 - - 120
8 -
- 100
7 -
6 - - 80 quit
5 » o gluca
4 - H 5/\1 L . Protease
3 4 P/ ~ A - 40 *galhas
2 / ——FR
- 20
1 -
0] —— T T ; T : 0]
PC 511 5T 6T 2T
Barras indicam a produg@o enzimatica pelos fungos e as linhas o nimero de galhas e fator de

reprodugdo de M. incognita. (FR). O eixo a direita dos graficos corresponde a Protease.



m Pesoaerea m Pesoraiz

42.8
38.32
32.73
6.36 25.92
3.34
20.99
6.12
735 3.17
PC S11 5T 6T 2T Controle

(dgua)

31.75

5.42

M.
incognita

82



