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ABSTRACT

Freitas, M. A., E. M. R. Pedrosa, R. L. R. Mariano and S. R. V. L. Maranhdo. 2012. Screening Trichoderma spp. as
potential agents for biocontrol of Meloidogyne incognita in sugarcane. Nematropica 42:115-122.

The present research had as objective screening, within Trichoderma sp. isolates from Universidade Federal Rural
de Pernambuco, potential antagonists to Meloidogyne incognita and evaluating their potentiality as resistance inducer
and growth promoter for sugarcane variety RB863129. Trichoderma spp. spore suspensions were added to soil two days
before 30-day old sugarcane seedlings were inoculated with 10,000 eggs of M. incognita. Plants were arranged in a
complete randomized design and kept under greenhouse at 24-36 °C. Ninety days after nematode infestation, the extent
and fresh biomass of shoot and roots, number and diameter of stalk node, gall index and nematode reproduction were
evaluated. The nematicide and nematostatic effects of Trichoderma sp. on M. incognita were evaluated through tests in
vitro for hatching and mortality of juveniles from eggs deposited in Trichoderma spp. filtrates, and the fungus parasitism
to the egg. Trichoderma spp. strains 3M, 8M, 17M and 225T reduced gall index and the strains 1M, 3M, 10M, 17M,
311T and 322 decreased nematode reproduction showing a high potential to control M. incognita. In vitro, all the filtrates
of Trichoderma spp. were effective in promoting juvenile mortality. In assessments with nematode eggs, sixteen among
twenty-two strains were significant in relation to control for parasitism of eggs with emphasis on strains 8M, 11M, 13M,
15M and 17M as the most promising. The strains 4M, 14M, A18 and 4077T showed potential in enzymatic action and
mortality of juveniles after hatching.
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RESUMO

Freitas, M. A., E. M. R. Pedrosa, R. L. R. Mariano e L. M. P. Guimardes. 2012. Sele¢do de Trichoderma spp.
como potenciais agentes de biocontrole para Meloidogyne incognita em cana-de-agucar. Nematropica 42:115-
122.

A presente pesquisa teve por objetivo selecionar possiveis antagonistas para o controle de Meloidogyne
incognita entre isolados de Trichoderma spp. pertencentes a cole¢do de fungos da Universidade Federal Rural
de Pernambuco e avaliar o potencial de cada isolado na inducao de resisténcia ¢ promocdo de crescimento em
cana-de-agUcar variedade RB863129. Dois dias antes da infestacdo do solo com a suspensdo de esporos de
Trichoderma spp., plantulas de cana-de-agticar com 30 dias tiveram o solo infestado com 10000 ovos de M.
incognita. As plantas foram arranjadas em delineamento experimental inteiramente casualizado e mantidas em
casa de vegetacdo em temperaturas que variam entre 24°C e 36 °C. Decorridos 90 dias da infestagdo do solo com
o nematoide, foram determinados comprimento e biomassa fresca da parte aérea e da raiz, nimero e diametro de
nds, indice de galhas e reproducao do nematoide. O efeito nematicida de Trichoderma spp. sobre M. incognita
foi avaliado por meio de testes in vitro de mortalidade de juvenis de segundo estadio expostos aos filtrados dos
isolados em teste. De forma semelhante, pela exposi¢cdo dos ovos do nematoide aos filtrados, foi avaliado o efeito
nematostatico desses isolados. O parasitismo dos isolados de Trichoderma spp. a ovos de M. incognita também
foi avaliado. Os efeitos nematicida e nematostatico de Trichoderma spp. sobre M. incognita foram estimados
por meio de testes in vitro de mortalidade e eclosdo de juvenis em ovos depositados em filtrados dos isolados,
e parasitismo do fungo a ovos do nematoide. Os isolados 3M, 8M, 17M e 225T e os isolados 1M, 3M, 10M,
17M, 311T e 322 apresentaram alto potencial para controle de M. incognita, diminuindo significativamente o
indice de galhas e o fator de reproducao do nematoide, respectivamente, em cana-de-agucar. In vitro, todos os
filtrados dos isolados de Trichoderma spp. se mostraram eficientes em promover a mortalidade dos juvenis. Em
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avaliagdes do parasitismo em ovos do nematoide, dos vinte e dois isolados, dezesseis foram significativos em
relagdo a testemunha; com destaque para os isolados 8M, 11M, 13M, 15M, e 17M. Os isolados 4M, 14M, A18
¢ 4077T se destacaram quanto a agdo enzimatica e mortalidade de juvenis apds a eclosdo.

Palavras-chave: Parasitismo de ovos, nematoide das galhas, Saccharum sp.

INTRODUCAO

A cana-de-agticar tem especial significado economico
para o Brasil que lidera a lista dos 80 paises produtores.
Contudo, frequentemente, o ataque de pragas ¢ doengas
causa substancial redugdo na produtividade da cultura.
Dentre as doengas, as causadas por nematoides do
género Meloidogyne, especialmente M. incognita,
destaca-se pela ampla distribuicdo e severidade dos
sintomas (Bettiol e Morandi, 2009). A busca por
medidas alternativas tem levado os pesquisadores a
vislumbrar novos caminhos para um manejo integrado
mais eficiente e duradouro. O controle bioldgico
destaca-se como um método promissor € o mais
estudado (Romeiro, 1995; Nordlund, 1996; Bettiol,
1999). Exemplos de biocontrole de fitonematoides
em campo sdo poucos, apesar dos estudos com varios
micro-organismos (Sikora, 1992).

Diversos micro-organismos, principalmente fungos
habitantes do solo, t€m revelado potencial antagdnico
a diferentes fitopatogenos do solo, com destaque
ao género Trichoderma. A agdo antagonista ocorre
devido a mecanismos de antibiose, parasitismo e
competicdo (Melo, 1998). Howell (1997) acrescenta,
ainda, a indugdo de resisténcia do hospedeiro, a
melhor tolerancia da planta ao estresse ambiental, a
solubilizacdo e sequestro de nutrientes inorganicos,
além da inativacdo de enzimas dos patogenos.
Trichoderma tem sido estudado por produzir uma série
de enzimas extracelulares (Menezes e Souza, 1995),
por sua capacidade de degradar a parede celular e por
ser ativo na produgdo de metabolitos extracelulares
com atividade antimicrobiana (Melo, 1991). Segundo
Harman et al. (2004), o numero dessas enzimas e
metabolitos extracelulares chegam a mais de 100.

Existem poucas informacdes sobre os mecanismos
utilizados pelas espécies de Trichoderma no controle
de nematoides. Sahebani e Hadavi (2008) citaram dois:
o0 parasitismo direto de ovos e juvenis pelo aumento
da atividade de quitinases e proteases, sendo este um
indicativo da capacidade de infectar ovos (Sharon et al.
2001; Suarez et al., 2004), e indugdo dos mecanismos
de defesa do hospedeiro. Enzimas extracelulares, tais
como quitinase e protease, com atividade antifingica,
participam da relagdo de interacao de Meloidogyne spp.
e Trichoderma sp. (Sharon, et al. 2001).

Trichoderma apresenta algumas caracteristicas que
sdo essenciais para um agente de biocontrole: a. é

inocuo ao ser humano e ao meio ambiente, b. possui
estruturas de reproducdo de facil propagacdo (Spiegel
e Chet, 1998), principalmente em substratos naturais e,
c. apresenta meia vida de prateleira quando formulado
com boa viabilidade (Melo, 1996). Segundo Bettiol ¢
Morandi(2009), 13 empresas produzem e comercializam
produtos formulados a base de isolados de Trichoderma,
as quais estdo localizadas, principalmente, no Centro-
Sul do Brasil. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho
foi selecionar, entre os isolados de Trichoderma spp.,
possiveis antagonistas para o controle biologico de M.
incognita em cana-de-agucar.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida em laboratorio e
casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. A variedade de cana-de-agtcar estudada
foi RB863129, desenvolvida pelo Programa de
Melhoramento Genético da Cana-de-actcar, RIDESA
(Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do
Setor Sucroalcooleiro). As mudas foram obtidas do
cultivo por micropropagacdo da biofabrica Governador
Miguel Arraes do CETENE (Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste), Recife, PE. As populagdes
que constituiram o inoculo de M. incognita foram
obtidas de areas produtoras de cana-de-agtcar, no litoral
norte do Estado de Pernambuco, e mantidas em vasos
cultivados com tomateiros (Solanum lycopersicum
L.) cultivar Santa Cruz durante todo o periodo do
experimento. A confirmacdo especifica foi realizada
por submater fémeas do nematoide a eletroforese de
isoenzimas (Carneiro e Gomes, 1993) ¢ a determinagado
da raca foi feita pelo teste das plantas hospedeiras
diferenciadoras (Hartman e Sasser, 1985).

Para obtengado do inoculo, foram feitas extracdes de
ovos a partir das raizes dos tomateiros infectados pelo
nematoide, utilizando-se a metodologia descrita por
Hussey e Barker (1973) e ajuste da concentragdo em
camara de Peters sob microscopio 6tico. Para o indculo
de Trichoderma spp., foram utilizados sacos plasticos
de polipropileno transparentes com capacidade de 2
L, contendo 100 g de arroz parboilizado, umedecidos
com 40 ml de dgua destilada previamente esterilizada
em autoclave por 30 minutos a 120°C. O substrato foi
inoculado com 10 ml de uma suspensdo de 107 esporos/
ml de Trichoderma spp., e incubado em camara de
crescimento com temperatura de 25°C por sete dias.
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Para o estudo da capacidade de cada isolado como
provavel antagonista, plantas de cana-de-agticar com
idade de 30 dias, cultivadas em vasos com capacidade
para 5 L, contendo solo esterilizado, foram inoculadas
com 10000 ovos de M. incognita, depositados em
quatro perfuragdes de 2 cm de profundidade ao redor
do colo da planta. A aplica¢do do fungo ocorreu dois
dias antes da inocula¢do do nematoide, depositando-se,
em cada um dos vasos, 5 g do substrato colonizado pelo
fungo, triturado e homogeneizado. Para o tratamento
controle, foi utilizado 0,5 g de arroz nao inoculado com
o fungo e 10000 ovos do nematoide foram aplicados
em cada uma das plantas. As plantas foram mantidas
em casa de vegetacao a uma temperatura média minima
de 25°C e média maxima de 36°C. O delineamento
experimental foi do tipo inteiramente casualizado,
com 23 tratamentos que consistiram de 22 isolados de
Trichoderma spp. e testemunha, com cinco repetigoes.
Apés 90 dias da inoculagdo do nematoide, foram
determinados os comprimentos e as massas das partes
aéreas ¢ das raizes frescas de cada uma das plantas, o
numero ¢ o diametro de nds, o indice de galhas e o fator
de reproducao do fitonematoide (FR). Para a estimativa
do indice de galhas foi utilizada a escala de notas do
“International Meloidogyne Project” (Taylor e Sasser,
1978). Paralelamente, as galhas com 0,5a 1,0 ¢ 1,0 a
2,0 cm de comprimento foram enumeradas.

Para a avaliagdo in vitro do efeito nematicida
e nematostatico de Trichoderma spp. sobre M.
incognita, foi preparado um filtrado de cada isolado,
cultivando o fungo em placa de Petri contendo meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar. Apos sete dias de
incubacao a 28°C, trés discos de 5 mm de didmetro,
retirados das bordas, das culturas, foram colocados
em Erlenmeyer de 250 ml, contendo 100 ml de meio
liquido CzapekDox, mantidos em incubadora a 25°C
sob agitacdo, por 15 dias. Apds esse periodo, todo o
conteudo dos Erlenmeyers foi filtrado em membrana de
acetato celulose com 0,22 pm de abertura. Os filtrados
fungicos obtidos foram mantidos sob refrigeragdo por
48 horas, até o estabelecimento do ensaio.

Para o teste de mortalidade de juvenis de segundo
estadio (J,) seguiu-se a metodologia descrita por Silva
et al. (2062) modificada e adaptada. A suspensdo de
J2 foi obtida a partir da camara de eclosdo com lengo
de papel. Dessa suspensdo, 35 nematoides foram
retirados, por captura individual para 20 pl de agua, e
adicionados a 80 pul dos filtrados contidos em eppendorf
de 1,5 ml. Cada tratamento foi constituido por quatro
repetigdes, mantidas a 25 oC, no escuro e, a avaliagdo
da mortalidade, realizada apds 24 horas. Para o teste
de eclosdo, a suspensdo de ovos foi obtida conforme
metodologia de Hussey e Baker (1973), colocando-se
40 ovos por eppendorf. A avaliacdo foi realizada no
14° dia, tomando-se os primeiros 35 ovos e/ou juvenis
visualizados.

Para o teste de parasitismo de Trichoderma spp.
em ovos de M. incognita, os ovos foram extraidos
manualmente a partir de massas de ovos e colocados

em tubo de ensaio com solucdo de hipoclorito
de sodio a 0,5%, agitados manualmente por um
minuto. Em seguida os ovos foram desinfestados
com estreptomicina a 1% e mercaptaetanol a 0,1%,
durante quatro minutos; lavados em agua esterilizada e
coletados com micropipeta. Em lamina de vidro, foram
dispostos dois discos de Agar-dgua 1%, com didmetro
de 10 mm, contendo 20 ovos no disco da direita e
20 no da esquerda, conforme metodologia descrita
por Carneiro ¢ Gomes (1993). As avaliagdes foram
realizadas apos 15 dias, determinando-se os numeros
de ovos parasitados, de ovos escurecidos devido a a¢do
enzimatica e os numeros de juvenis vivos € mortos.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), utilizando-se o programa estatistico SAS
(Statistical Analysis System) versdo 9.1. Os dados
referentes ao fator de reproducdo foram transformados
para log (x+1) e os demais para V(X+0,5), comparados
pelo teste de Fisher (Proteated) LSD (Least standard
desviation) a 5% de probabilidade.

Os experimentos foram repetidos para confirmagao
dos resultados obtidos com os organismos promissores.
Para caracterizagdo das espécies dos isolados, foi
realizada analise da regido intergénica 16S/23S (ITS)
por restricdo do DNA ribossomal amplificado, que
constitui uma excelente ferramenta para a identificagdo
de espécies (Rodriguez-Valera e Garcia-Martinez,
2000). Para efeito de comparagao, as seqiiéncias obtidas
foram alinhadas e depositadas no GenBank-EMBL
(Dados ndo mencionados).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 22 isolados de Trichoderma avaliados, dois (12T
e A18) se destacaram com aumentos significativos da
massa da parte aérea fresca das plantas, proporcionando
ganhos na ordem de 51.49 e 70.79% em relacdo a
testemunha (Tabela 1). Para comprimento da parte
aérea quatro isolados se destacaram com aumentos
significativos em relagdo a testemunha: 1M, 11M,
225T e AlS8. Esse aumento em massa/comprimento
da planta deve estar associado ao fato de espécies de
Trichoderma favorecerem a tolerancia da planta ao
estresse ambiental, proporcionar a solubilizagdo e
sequestro de nutrientes inorganicos, ¢ inativagdo de
enzimas dos patogenos que alteram o desenvolvimento
normal das plantas (Harman, 2000).

Em adicdo, Trichoderma spp. podem atuar
diretamente sobre o fitonematoide por mecanismos de
antibiose, hiperparasitismo, competi¢ao e, em alguns
casos, pela promogdo de crescimento (Melo, 1996). A
promogao de crescimento de plantas por Trichoderma
spp. foi inicialmente relacionada ao controle de micro-
organismos prejudiciais presentes na rizosfera e, ou
no solo. Mais recentemente, tem sido relacionada a
producdo de hormonios ou fatores de crescimento;
maior eficiéncia no uso de alguns nutrientes; e aumento
da disponibilidade e absor¢do de nutrientes pela planta
(Ferreira e Ferraz, 2008).
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Com relacdo ao sistema radicular, apenas o
isolado 311T apresentou diferenca significativa
na massa de material fresco quando comparado a
testemunha. Os isolados 2M, 8M e 12T promoveram
aumento significativo no comprimento das raizes,
proporcionando acréscimos de 44.60, 70.48 e 48.19%,
respectivamente, em relagdo a testemunha. Sabe-se
que na presenca de altas densidades do nematoide ha
formacgdo de raizes laterais na tentativa de melhorar a
absorgdo de agua e nutrientes (Carneiro e Gomes 1993).

Tabela 2. Mortalidade de juvenis de segundo
estddio de Meloidogyne incognita causada por
filtrados de Trichoderma spp. e pH dos filtrados
fungico.

Juvenis de segundo

estadio

Tratamento Vivos Mortos pH
Testemunha  33.00 a* 2.00 e 8
IM 0.00 e 35.00 a 7
M 0.00 ¢ 35.00 a 8
3iM 0.00 ¢ 35.00 a 6
4M 0.00 ¢ 35.00 a 9
M 0.00 ¢ 35.00a 7
6M 420d 30.80 b 8
&M 0.00 ¢ 35.00 a 8
oM 0.00 e 35.00 a 7
10M 0.00 e 35.00 a 8
11IM 0.00 e 35.00 a 7
12T 0.00 e 35.00 a 8
13M 0.00 ¢ 35.00 a 8
14M 12.20 ¢ 22.80 ¢ 8
15M 0.00 e 35.00 a 9
17M 0.00 e 35.00 a 8
223 0.00 ¢ 35.00 a 7
225T 0.00 e 35.00 a 7
311T 0.00 e 35.00 a 9
322 0.00 e 35.00 a 8
4077T 0.00 ¢ 35.00 a 8
Al8 0.00 ¢ 35.00 a 8
CR 2420 b 10.80d 5
CV (%) 23.07161 6.331180

’Médias seguidas pela mesma letra, na coluna,
ndo diferem estatisticamente pelo teste LSD a
5% de probabilidade. Dados transformados para
V (x+0,5).

Em relagdo ao numero de nos, os isolados ndo diferiram
da testemunha, exceto os tratamentos com os isolados
14M e 15M que apresentaram valores significativamente
menores (Tabela 1). Ao contrario, nos tratamentos com
os isolados 15M e A18 observaram-se diametros dos n6
significativamente maiores do que na testemunha.

O indice de galhas das plantas inoculadas com
a maioria dos isolados dos fungos foi alto (Tabela
1), embora 18.18% dos isolados tenham diferido
significativamente da testemunha. Trés isolados
(3M, 8M, 17M) se destacaram promovendo redugdo
significativa no numero de galhas, caracterizando
reacdo de resisténcia por apresentarem indices de galhas
inferiores a 3 (Taylor e Sasser, 1978). Em tratamentos,
baixo numero de galhas medindo entre 0,5 ¢ 1,0 cm foi
observado em 21 isolados em relacdo a testemunha.
Nesse aspecto, se destacaram os isolados 17M, 311T e
8M; embora no tratamento com o isolado 311T o indice
de galhas tenha sido de 4,2. Isso foi devido ao elevado
numero de galhas de menor tamanho, medindo de 0,1
a 0,5 cm de comprimento. Para o nimero de galhas
medindo entre 1,0 ¢ 2,0 cm, os tratamentos com oS
isolados 2M, 8M, 12T e 17M apresentaram diferenca
significativa em relacdo a testemunha. A reducdo do
numero de galhas ocasionado pelos tratamentos ndo
apresentou relagdo com o acréscimo no comprimento e
peso da biomassa da parte aérea ou raiz.

Os isolados 1M, 3M, 10M, 17M, 311T e 322
se destacaram em diminuir significativamente a
reproducdo de M. incognita. Embora se tenha observado
reduzido nimero de galhas no tratamento com o isolado
8M, este ndo inibiu a reproducao do nematoide, ndo se
mostrando promissor para o manejo do patéogeno. A
produgdo de metabolitos toxicos esta entre as possiveis
causas para a reducdo do numero de galhas. Essa
producdo de metabolitos toxicos se constitui numa
caracteristica muito explorada no controle biologico
de fitopatogenos pelo género Trichoderma (Howell,
2003). O comportamento desse fungo como antagonista
¢ essencial para uso efetivo em biocontrole, pois pode
atuar por diversos mecanismos (Kiigiik e Kivang, 2003).
Trichoderma spp. tém a capacidade de competir por
sitios de infec¢do e usar nutrientes disponiveis, podendo
impedir a germinacdo de propagulos do patogeno ou
a infec¢do (Punja e Utkhede, 2003). Geralmente, sdo
consideradas competidoras agressivas, apresentando
rapido crescimento e colonizagdo, excluindo muitos
patogenos. Em adicdo a eficiéncia da inibi¢do do
fitopatogeno por espécies de Trichoderma parece estar
também relacionada a altas taxas e ao acumulo de CO,
realizadas pelo antagonista (Marchetti et al., 1992).

A forma de atuacao de Trichoderma no ciclo de vida
dos nematoides e os mecanismos de a¢ao envolvidos
ainda sdo pouco esclarecidos. Presume-se, no entanto,
que envolva a producdo de toxinas, modificagdes dos
exsudados radiculares reduzindo a eclosdo de ovos,
atracdo e reconhecimento do hospedeiro pelo J, ¢ a
indugdo de resisténcia sistémica (Oostendorp e Sikora,
1990). Segundo Harman et al. (2004), Trichoderma



120

NEMATROPICA Vol. 42, No. 1, 2012

Tabela 3. Parasitismos de ovos e mortalidade de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne

incognita por isolados de Trichoderma spp

Ovos Juvenis
Tratamento Parasitados parall\slig dos Escurecidos* Vivos Mortos
Testemunha 0.000 1 0.000 0.000 k 18.66 a 1.333 def
M 13.66 ab 1.666 bede 4.667 defgh 0.000 g 0.000 £
2M 5.333 def 1.000 cdef 6.000 cdef 0.000 g 7.333 ab
M 7.333 cde 0.333 ef 6.333 cdef 1.667 ef 4.333 be
4M 1.667 hi 0.666 def 3.333 efghi 5.000 bed 9.333 a
M 3.000 fgh 0.000 £ 6.666 bede 5.667 bed 4.667 be
6M 14.33 ab 0.000 £ 4.667 defgh 0.000 g 1.000 ef
&M 19.00 a 0.000 £ 1.000 jk 0.000 g 0.000 £
oM 8.667 c¢d 2.333 bc 7.667 bed 1.333 efg 0.000 £
10M 0.3331 6.000 a 3.333 fghij 6.667 bc 3.667 bed
11M 17.00 a 0.000 2.333 ghij 0.000 g 0.667 ef
12T 7.000 cde 2.333 bed 8.333 bed 0.000 g 2.000 cde
13M 17.66 a 0.000 £ 2.000 ijk 0.000 g 0.333 ef
14M 0.000 i 0.000 f 20.00 a 0.000 g 0.000 f
15M 17.66 a 0.000 £ 1.000 jk 0.000 g 1.333 def
17M 17.00 a 0.000 £ 1.000 ijk 0.000 g 0.000 £
223 0.3331i 5.666 a 7.000 bed 7.000 b 0.000 £
225T 0.000 i 3.000 b 7.667 bed 3.667 cd 5.000 bc
311T 5.000 efg 0.000 f 10.66 bc 3.667 de 0.667 ef
322 9.333 bc 0.666 def 10.00 be 0.000 g 0.000 £
4077T 2.667 gh 1.333 bedef 6.333 cdef 0.000 g 9.667 a
Al8 0.000 i 0.000 £ 20.00 a 0.000 g 0.000 £
CR 6.667 cde 0.000 f 10.66 b 0.000 ¢ 2.000 cde
CV.(%) 17.38038 34,55092 19.80283 2991780 33.23801

“Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente pelo teste LSD a

5% de probabilidade. Dados transformados para

V (x+0,5).

sp. compete por exsudatos liberados pelas sementes no
processo de germinacdo e desenvolvimento radicular,
fator que inibe a eclosdo de ovos pela falta de estimulo
ocasionado pela redugdo ou falta do exsudatos. De
acordo com Howell (2003), a competigdo ¢ uma das
principais caracteristicas de isolados de Trichoderma
usados como agentes de biocontrole, pois somente
assim terdo capacidade de se desenvolver na rizosfera.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram
com Sharon et al. (2001) que relataram que o uso de

Trichoderma foi efetivo contra patogenos radiculares,
a exemplo de Meloidogyne sp. Campos (1994) relatou
reducdo de 61% no niimero de ovos desse fitonematoide
apos a aplicagdo do fungo, em casa de vegetagdo.
Resultados similares foram observados quando outras
espécies de Meloidogyne foram estudadas (De Leij e
Kerry, 1991; Lopes et al., 2007).

Pelo teste de mortalidade de J, in vitro, observou-se
que os filtrados dos isolados de Trichoderma avaliados
foram eficientes em promover a mortalidade dos
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juvenis, apos 24 horas, diferindo significativamente
do tratamento testemunha (Tabela 2). Verificou-se
alteragdes entre os tratamentos quanto aos valores
do pH do filtrado, assim como o seu efeito sobre
a mortalidade dos juvenis, entretanto as alteragdes
eram sem efeito direto na mortalidade, uma vez que
11 tratamentos (2M, 6M, 8M, 10M, 12T, 13M, 14M,
17M, 322, 4077 ¢ A18) apresentavam pH = 8, ndo
diferindo significativamente da testemunha. Resultados
semelhantes foram obtidos por Santin (2008) com
J, de M. incognita, em que 100% dos juvenis foram
mortos, mesmo constatando alteragdes no pH final do
filtrado. Devrajan e Seenivasan (2002) mencionaram
que filtrados deste fungo possuem efeito toxico sobre
juvenis e adultos de Meloidogyne sp. Costa (2001),
trabalhando com diferentes isolados fungicos, também
observou que todos os filtrados apresentaram atividade
toxica contra M. incognita, obtendo 98% de J, imoveis,
98% de J, mortos e apenas 3% de eclosdo de ﬁQ.

Dezesseis isolados mostraram eficiéncia significativa
em parasitar ovos de M. incognita, com destaque para
8M, 11M, 13M, 15M e 17M (Tabela 3). Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos por
Ferreira e Ferraz (2008), que relatam que nove isolados
de Trichoderma spp. foram capazes de parasitar ovos
do nematoide. Eapen et al. (2005) também relataram
indices que variam de 10 a 25% de ovos de M.
incognita parasitados por espécies de Trichoderma.
Segundo Stirling (1991), os fungos sdo os agentes mais
estudados para o biocontrole de nematoides. Isso se
deve ao fato de apresentarem estratégias sofisticadas
para infectar ou capturar os nematoides, atuando como
predadores, endoparasitas, parasitas de ovos ¢ fémeas
se comportando como oportunistas ¢ produzindo
metabolitos toxicos.

Os resultados aqui obtidos demonstram que outro
mecanismo de acdo do fungo seria pela mortalidade
do embrido, com escurecimento dos ovos por causa da
acdo enzimatica (Tabela 3). Dentre os 23tratamentos,
18 apresentaram diferenca significativa em relagdo
a testemunha, com destaque para 14M e Al18. Para
0s juvenis mortos, sete isolados (2M, 3M, 4M,
SM, 10M, 225T e 4077) se mostraram eficientes
em promover mortalidade quando comparados a
testemunha, com destaque para 4077T ¢ 4M. Fungos
do género Trichoderma sao produtores de enzimas ¢
metabolitos toxicos (Papaviza, 1985). Muitas espécies
de Trichoderma sdo conhecidas como produtoras
de diversos metabolitos secundarios, volateis e
nao volateis, com amplo espectro de atividade
antimicrobiana (Punja e Utkhede, 2003). Essas espécies
podem secretar diversos antibioticos como as pironas,
isocianatos, tricotecenos, dentre outros (Schirmbock et
al, 1994).

Os isolados 1M, 3M, 10M, 17M, 311T e 322
apresentaram alto potencial para controle de M.
incognita, diminuindo significativamente a reprodugdo
do nematoide em cana-de-agucar. In vitro, todos os

filtrados dos isolados de Trichoderma spp. se mostraram
eficientes em promover a mortalidade dos juvenis. De
forma semelhante, nessa condi¢do, todos os isolados
foram eficientes em parasitar ovos do nematoide, mas
aqueles identificados como 8M, 11M, 13M, 15M e 17M
se destacaram como 0s mais promissores.
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