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RESUMO

ALVES, Paula Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de 2016.
Compatibilidade entre Pochonia chlamydosporia e Trichoderma spp. no controle de
Meloidogyne javanica en tomateiro. Orientador.Leandro Grassi de Freitas.

O presente estudo teve como objetivos: a) avaliar a compatibilidade entre Pochonia
chlamydosporia (isolado Pc-10) e isolados de Trichodesmam experimentosin

vitro” e em casa de vegetacao, e a acdo desses organismos sobre Meloidogyne javanica
b) Avaliar se os fungos promovem o crescimento das plantas de tomateiro. Os isolados
de Trichoderma sp.&® componentes ativos de produtos formulados, de diferentes
empresas: Ecotrié WP, composto pelo fungo T. harzianum, empresa Ballagro;
Quality®, T. asperellum do laboratério Farroupilha, e o terceiro produto, desenvolvido
pela cooperativa Coopacer, sera aqui denominado Trichoderma isolado C-1. O isolado
T-1 de Trichoderma, pertencente a colecao do Departamento de Fitopatologia da UFV,
também foi testado. Nos ensaios de compatibilidade de Pc-10 com os isolados de
Trichoderma sp:in vitro”, Pc10 foi compativel com todos os isolados no teste de
antagonismo em confrontacdo direta. JA no teste de antibiose, todos os isolados de
Trichoderma sp. inibiram o crescimento Bel10, e Pc-10 inibiu o crescimento de T.
asperellume Trichoderma isolado C-1. No teste de metabdlitos volaRgg,0 nédo
produziu compostos que influenciaram o crescimento micelial dos isolados de
Trichoderma sp., entretanto, os metabdlitos volateis produzidos por T. harazanum
Trichoderma isolado C-1 reduziram (p < 0,05) o crescimento das coldnias de Pc-10. Ja
o isolado T-1 eT. asperellum néo influenciaram o crescimento miceliaPd&0. A

maior compatibilidade ocorreu entre os isolaBod0 e T-1. Dois experimentos foram
realizados em casa de vegetacdo para avaliar a acado conjunta ou isoladeE0de Pc-
isolado de Trichoderma sp. no controleMejavanica. As variaveis, ovos'gle raiz,

galhas ¢ de raiz, altura da parte aérea (APA), massa da raiz fresca (MRF), massa da
raiz seca (MRS), massa da parte aérea fresca (MPAF) e massa da parte aérea seca
(MPAS) foram avaliadas. Nao houve efeito significativo (p < 0,05) para APA, MFR,
MSR, MPAF e MPAS. No experimento 1, os tratamentos Pc-10 + Trichoderma isolado
T-1, Pc-10 +Trichoderma isolado C-1, T. harzianuenTrichoderma isolado T-1
reduziram o nimero ovos'gle raiz em 58, 48, 47 e 43% respectivamente, em relacdo a
testemunha (p < 0,05N&d0 houve diferenca para o nimero de galhfadegraiz. Ja no
experimento 2, Pc-10 + T. asperellum e Pc-10 + T. harzianum reduziram o namero de

ovos @' de raiz em 62 e 55% respectivamente. Quanto ao nimero de galiasaiz,

Vi



os tratamentos Pc-10 + T. harzianam. harzianum induziram reducdes de 68 e 60%
respectivamente, quando comparados ao controle. Na avaliacdo do numero de unidades
formadoras de colénia (UFC) de P. chlamydosporiale solo, verificou-se a presenca

do fungo em todos os tratamentos em que este foi utilizado em conjunto com os
isolados de Trichoderma sp., porém, em ambos os experimentos, Trichoderma isolado
T-1 foi o isolado que menos influenciou o cresciment®d&0 no solo. Um segundo
ensaio foi realizado para avaliar a combinaca® deghlamydosporia com Trichoderma
isolado T-1. Ndo houve promocédo de crescimento das plabtasmtamento Pc-10
reduziu o numero de ovos'gde raiz. Conclusg portanto, que Pochonia
chlamydosporia e isolados de Trichoderma sp. sdo compativeis, a utilizacdo conjunta
desses organismos tem potencial para o controle do nematoide das galhas, e que Pc-10 e

Trichoderma isolado T-sdo os isolados que apresentaram maior compatibilidade.

vii



ABSTRACT

ALVES, Paula Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2016.
Compatibility between Pochonia chlamydosporia and Trichoderma spp. in control
of Meloidogyne javanica in tomato Advisor: Leandro Grassi de Freitas.

This study aimed to: a) assess the compatibility between Pochonia chlamydosporia
(isolated Pc-10) and Trichoderma isolated in experiments "in vitro" and in the
greenhouse; and the action of these microorganisms on Meloidogyne javanica; b)
evaluate whether the fungi promote the tomato plants growth. The different isolated of
Trichoderma sp. are active components of formulated products from different
companies: Ecotrich WP, composed by the fungus T. harzianum, Ballagro company;
Quality@, T. asperellum, from Farroupilha laboratory and the third product developed
by cooperative Coopacer will be referred as Trichoderma isolated C-1. The isothted T-
of Trichoderma belonging to the collection of the UFV Plant Pathology Department
was also tested. In compatibility tests between Pc-10 with isolated of Trichoderma sp.
“Iin vitro", Pc1l0 is compatible with all isolated the antagonism test in direct
confrontation. In the antibiosis test, all isolated of Trichoderma sp. inhibited the growth
of Pc-10 and Pc-10 inhibited the growth of T. asperellum and Trichoderma isolated C-1.
In the volatile metabolites test, Pc-10 did not produce compounds that influenced the
mycelial growth of Trichoderma isolated. However, the volatile metabolites produced
by T. harzianum and Trichoderma isolated C-1 reduced (p <0.05) the Pc-10 colonies
growth. Already the isolate T1 and T. asperellum did not affect the mycelial growth of
Pc10.The greater compatibility occurred between Pc-10 and T-1 isolated. Two
experiments were conducted in a greenhouse to evaluate the combined or isolated action
on Pc-10 and Trichoderma sp. in control of M. javanica. The variables, ggg®ty

galls g'root, aerial part height (APH), mass of fresh root (MFR), mass of dried root
(MDR), mass of fresh shoots (MFS) and mass dry shoots(MDS) were evaluated. There
was not significant effect (p <0.05) for APH, MFR, MDR, MFS and MDS. In
experiment 1, treatments Pc-10 + Trichoderma isolated T-1, Pc-10 + Trichoderma
isolated C-1, T. harzianum and Trichoderma isolated T-1 reduced the number of eggs
g’ root of 58, 48, 47 and 43% respectively, compared to control (p <0.05).There was
not difference in the number of gallg gpot. In the experiment 2, Pc-10 + T.asperellum
and Pc-10 + T. harzianum reduced the egfsogt in 62 and 55% respectively. In the
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number of galls g root, the Pc-10 + T. harzianum and T. harzianum treatments induced

reductions of 68 and 60% respectively compared to control. In assessing the

number of colony forming units (CFU) of P. chlamydosporiaaj, it was found the
presence of the fungus in all treatments where this was used in conjunction with
Trichoderma sp. However, in both experiments, Trichoderma isolated T-1 was the
isolated that less influenced the growth of Pc-10 in the soil. A second test was
conducted to evaluate the combination between P. chlamydosporia with isolated
Trichoderma T-1. There was not observed growth promoting of plant. Pc-10 treatment
reduced the number of'goot eggs. It follows therefore that Pochonia chlamydosporia
and Trichoderma sp. are compatible, the combined use of these organisms has the
potential to control root-knot nematode, and Pc-10 and Trichoderma isolated T-1 are the

isolated showed greater compatibility.



1- INTRODUCAO GERAL

Nematoides s&o os organismos pluricelulares mais abundantes na terra, e podem
ser encontrados em diversos habitats desertos, oceanos, regides frias e quentes (Cunha,
2002). A maioria dos nematoides € de vida livre, porém, existem espécies parasitas de
animais e plantas (Ferraz & Monteiro, 2005).

Os fitonematoides causam grandes perdas na agricultura global, pois reduzem a
produtividade e qualidade dos produtos, inviabilizam areas de plastio,
consequentemente, aumentam os custos da producédo (BarcelosEd®2008, Abad
et al. (2008) estimaram um prejuizo anual de cerca de 157 bilh6es de ddlares. No
entanto, é possivel que estes prejuizos sejam uma subestimativa das perdas reais, ja que
muitas vezes os danos ndo sao percebidos pelos agricultores, pois os sintomas do ataque
podem implicar em distlrbios secundarios, como deficiéncia nutricional ou sintomas
causados por parasitismo de outros fitopatdgenos (Tihohod, 1993).

Dentre os fitonematoides destaca-se o0 género Meloidogyne Goeldi, 1892,
conhecido como nematoide das galhas. Este foi encontrado pela primeira vez em plantas
de pepino em casa de vegetacado, na Inglaterra (Berkeley, 1855). Meloidogyne spp. sao
parasitas obrigatérios e constituem o grupo de fitonematoides de maior importancia
econdmica, infectando mais de 3000 espécies de plantas em todo o mundo (Sasser,
1980). E o género que, junto com Heterodera, apresenta o mais alto grau de evolucéo
em termos de parasitismo, modificando células na regido vascular, causando assim
reducao na absorcdo de agua e nutrieat@sluzindo, na maioria das vezes, a formacao
de galhas no sistema radicular das plantas parasitadas, que s&do o0s sintomas
caracteristicos de seu parasitismo (Moura,1997).

O ciclo de vida de Meloidogyne spp. tem duracdo de 28 a 35 dias, dependendo
das condicbes ambientais. O juvenil de segundo estdliaque eclode do ovo, é o
responsavel pela infeccdo primaria da raiz. Apés penetrar regides nao diferenciadas na
ponta da raiz, o.Je move intercelularmente até atingir as células parenquimaticas do
cilindro central da raiz, induzindo a formacédo de sitios de alimentacdo denominados
células gigantes. Nos sitios de alimentacae passam por mais trés ecdises que levam
a formacéao de machos ou fémeas. Os machos séo raros, ja que a reproducédo na maioria
das espécies desse género é partenogenética. As fémeas produzem ovos que S&o
liberados juntamente com uma matriz gelatinosa na superficie ou nos tecidos da raiz sob

a forma de massa e ovos (Taylor & Sasser, 1983). Cada fémea produz cerca de 500



ovos num periodo médio de 30 dias, o que faz com que as populacdes desse nematoide
crescam muito rapido dentro de um ciclo de cultura suscetivel. Esse nematoide
permanece no solo na forma de ovos entre uma cultura e outra. Esse inoculo inicial
representa um grande risco para o proximo cultivo a ser instalado, pois na fase jovem
as plantas se mostram mais sensiveis ao nematoide, podendo até morrer.

Os métodos utilizados para o manejo de fitonematoides envolvem vérias
estratégias, como o uso de nematicidas sintéticos, rotacdo de culturas, resisténcia
genética, controle bioldgico, e outros. O uso de variedades resistentes € um bom método
de controle de doencas, porém o0 uso dessa estratégia nem sempre é possivel, ja que
depende da disponibilidade de gendtipos que combinem caracteristicas de resisténcia
com qualidades agron6micas (Dropkin, 1969; Freitas et al., 1999; Ferraz et al., 2001). A
rotacdo de culturas também apresenta dificuldades para ser executada, ja que as opc¢oes
de culturas ndo hospedeiras de nematoides polifagos, como Meloidogyne spp., sao
escassas. O uso de nematicidas tem sido restrito em varios paises, inclusive no Brasil,
pois sdo produtos altamente téxicos, poluentes ao ambiente e que nem sempre sao
eficientes, além de possuirem preco elevado (Ferraz & Freitas, 2004). Tais dificuldades
no manejo acarretam problemas na producdo de varias culturas em todo o mundo,
criando a necessidade de inserir outros métodos de manejo, sendo o controle bioldgico
uma alternativa que tem ganhado destaque nos ultimos anos (Neves et al., 2008).

Segundo Stirling et al.(1991), ‘@ontrole biol6gicd pode ser definido como
sendo a reducédo da populacdo de um organismo alvo por outro organismo, que nao
plantas resistentes. O controle ocorre através do equilibrio bioldégico natural dos
microrganismos do solo, ou de forma induzida, através de programas que visam
aumentar a populacéo e a atividade de organismos antagonistas dos nematoides (Jatala,
1986; Stirling, 1991; Ferraz & Santos, 1995).

Varios organismos do solo podem ser considerados inimigos naturais dos
fitonematoides, como fungos, bactérias, nematoides predadores, acaros e outros (Kerry,
1990). Dentre esses organismos, os fungos nemat6fagos sédo os mais estudadus, e pode
ser agrupados em: fungos predadores, endoparasitas, parasitas de ovos e fémeas
sedentarias e fungos que produzem metabdlitos toxicos. Mais de 140 espécies fungicas
taxonomicamente distintas, que diferem quanto sua habilidade saprofitica, estéo
incluidas dentro do grupo dos fungos nematéfagos (Freitas et al), 2000

Drechmeria, Hirsutella, Haptoglossa Catenaria sdo exemplos de fungos
endoparasitas. Seus esporos sao ingeridos pelos nematoides ou aderem-se a cuticula, €

apos a germinacao, parasitam o corpo do nematoide. Porém, o potencial de uso como
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agente de biocontrole é pequeno, pois sdo muito dependentes dos nematoides, com
baixo desenvolvimento diretamente no solo (Freitas et al.)2000

Os géneros Arthrobotrys Dactylaria, Duddingtor@aMonacrosporium Sao
representantes do grupo dos fungos predadores. Eles podem capturar, matar e consumir
a sua presa. Produzem o6rgdos especializados ao longo da hifa para a captura de
nematoides vermiformes, denominados armadilhas (Ferraz et al., 2010), mas
apresentam baixa capacidade saprofitica e competitividade para se estabelecer no solo.

Pochonia chlamydosporia (sin. Verticillium chlamydosporium, teleomorfo
Metacordyceps chlamydospoyiéZare et al., 2001; Sung et al., 2007) é um fungo de
solo, parasita facultativo de ovos e fémeas de nematoides sedentarios, considerado um
dos agentes de controle biolégico mais promissores. O género foi relatado pela primeira
vez no Brasil em amostras de solos de diferentes regides do Nordeste pelos
pesquisadores Batista & Fonseca (1965), entretanto, o seu primeiro relato como parasita
de ovos de fitonematoides foi relizada por Willcox & Tribe (1974), apos ter sido isolado
de ovos de Heterodera schachtii Schmidt e Heterodera avenae Woll (Kerry, 1975). Em
alguns agroecossistemas este fungo é a principal causa de solo supressivo a esses
nematoides, atuando como um agente natural de controle biolégico (Kerry et al., 1993).

O fungo produz clamiddésporos, estruturas de armazenamento de reservas
nutricionais e de sobrevivéncia, que auxiliam no estabelecimento desse organismo no
solo. Os clamiddésporos sédo propagulos efetivos para o estabelecimento do fungo no
solo e na rizosfera, pois nao precisam de nutrientes adicionais (Bourne & Kerry, 1998)
Além disso, possui uma boa habilidade saprofitica, sobrevivendo no solo na auséncia do
nematoide. Ele pode colonizar as raizes superficialmente e endofiticamente, sendo
capaz de promover o crescimento da planta (Freitas et al., 2009). De Leij & Kerry
(1991) sugerem que a colonizacéo das raizes por P. chlamydosporia é fundamental para
um controle bioldgico de sucesso.

A fase de ovo de Meloidogyrsp. € o estadio do ciclo de maior suscetibilidade
ao ataque de microrganismos antagonistas, pelo fato de se localizarem na superficie das
raizes, tornando-se mais expostos ao ataque (Stirling, 1991). A penetracdo de P.
chlamydosporia o resultado da presséo fisica do apressorio, que se desenvolve a partir
de hifas nao diferenciadas (Lopez-Llorca et al., 2002), e através de atividade
enzimatica. A enzima protease serina (VCPL1), subtilisina, remove a camada vitelinica
da casca do ovo e expde a camada de quitina, que é entdo dissolvida (Kerry & Bourne,
2002).



Espécies de Paecilomyces, Verticillium, Fusarium, Aspergillus, Trichoderma,
Myrothecium e Penicillium estdo incluidas no grupo dos fungos produtores de
metabolitos toxicos. Existem varios relatos sobre os efeitos toxicos de filtrados dessas
culturas fungicas sobre ovos e nematoides vermiformes (Chen & Dickson, 2004;
Morton et al., 2004). As toxinas sao importantes para o microrganismo parasita, devido
ao fato de facilitarem a infeccdo do hospedeiro. Pesquisas sobre esses metabdlitos para
o controle de patégenos vém crescendo na area de fitopatologia (Chen & Dickson,
2004).

O fungo Trichoderma sp. é conhecido por ser de ocorréncia mundial, que pode
ser isolado de solo, madeira em decomposicdo e outras formas de matéria organica
vegetal. Muitos desses fungos séo classificados como imperfeitos, pois ndo possuem
estagio sexual conhecido. O crescimento rapido em meio de cultura e producédo de
numerosos esporos (conidios) de coloracdo verde, ou variacdes, sdo caracteristicas dos
fungos deste género (Gams & Bisset, 1998). Este fungo é considerado um potencial
agente de controle bioldgico de doencas foliares (Elad & Kapat, 1999), doencas do solo
(Papavizas, 1985), e de nematoides (Spiegel & Chet, 1998). A producédo de metabdlitos
antifingicos, competicdo por espaco e nutrientes, micoparasitismo, promocdo de
crescimento e inducédo de respostas de defesa das plantas tém sido sugeridos como
mecanismos para a atividade de biocontrole de Trichoderma (Chet et al., 1997; Howell,
2003).

Existem pesquisas que exploram o controle biologico de fitonematoides
utilizando apenas um antagonista contra o patégeno alvo (Jatala, 1986; Stirling, 1991,
Ferraz & Santos, 1995; Freitas et al., 2000). Geralmente, os casos em que 0 controle
bioldgico ocorre naturalmente, é resultado de uma mistura de antagonistas (Siddiqui &
Shaukat, 2002; Siddiqui & Shaukat, 2003). O declinio da populacdo do nematoide-do-
cisto-dos-cereais, Heterodera avenae, em areas agricolas na Inglatema, quando
cultivares suscetiveis eram plantadas, foi detalhadamente estudado por Kerry (1982),
que obteve a conclusdo de que a grande populacdo dos fungos nematdfagos
Nematophthora gynophila Kerry & Crump e Verticillium chlamydosporium Goddard
encontrada nas areas de plantio era a principal responsavel pela supressividade do solo.
Pesquisas recentes que utilizam mais de um agente de controle tém sido desenvolvidas
mostrando que ha um melhor controle dos patdgenos quando os organismos sao usados
de forma integrada (Chaves et al., 2009; Singh et al., 2012).

A combinacdo de mais de um antagonista é vantajosa para o controle de

fitonematoides, pois 0s microrganismos utilizados podem possuir diferentes modos de
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acdo, aumentando o espectro de acao, afetando diferentes estadios de vida do patégeno,
com atividade diferenciada durante épocas diferentes do ano (Lemanceau &
Alabouvette, 1991; Meyer & Roberts, 2002). Entretanto, a combinacdo de espécies
diferentes de antagonistas pode gerar incompatibilidade ou propriedades antagonistas
(Reaves & Crawford, 1994). Estudos de compatibilidade entre agentes de biocontrole
sdo de grande importancia para o desenvolvimento de novas ferramentas no manejo de
doencgas e pragas.

Uma caracteristica interessante que pode ser levada em consideracao na escolha
do agente de controle bioldgico é a capacidade de promover o crescimento das plantas,
dessa forma, ele atuard no controle da doenca e vai contrabalancear os danos causados
por ela. Os microrganismos promotores de crescimento influenciam a nutricdo e
crescimento das plantas por mecanismos como fixacdo de nitrogénio, decomposicéo de
matéria organica, solubilizacdo de minerais, liberacdo de compostos quelantes e
aumento da eficiéncia do sistema radicular na absor¢do de nutrientes (Altomare &
Tringovska, 2011). Existem trabalhos que relatam a promocé&o de crescimento das
plantas pelos fungos P. chlamydosporia (Hidalgo-Diaz et al., 2000; Monfort et al.,
2005; Dallemolle-Giaretta, 201%®) Trichoderma (Baker & Cook, 1974; Chang et al.,
1986; Kleifeld & Chet, 1992; Harman, 2000; Yedidia et al., 2001).

Diante do j& exposto, o presente trabalho teve como objetivos:

-Avaliar a compatibilidade entre Pochonia chlamydosporia (isolado Pc-10) e isolados
de Trichodermap. em experimentoSin vitro” e em casa de vegetacao, e a acao desses
organismos sobre Meloidogyne javanica;

-Avaliar se os fungos promovem o crescimento das plantas de tomateiro.
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CAPITULO 1: Compatibilidade entre Pochonia chlamydosporia e Trichoderma
Spp. em experimentos in vitro

Resumo

O controle biolégico € uma estratégia de manejo que tem ganhado destaque nos ultimos
anos apos a proibicdo do uso de varios nematicidas em alguns paises. A combinacéo de
antagonistas pode ser uma estratégia interessante para o controle de fitonematoides.
Entretanto, € necessério realizar estudos sobre o comportamento desses organismos
gquando combinados, pois estes podem ser incompativeis. O objetivo do trabalho foi
avaliar a compatibilidade entre Pochonia chlamydosporia (Pel®plados de
Trichodermasp. em testeSin vitro”. Os isolados de Trichoderma sp. sdo componentes
ativos de produtos formulados de empresas: o EcBt\M¢R, composto pelo fungo
Trichoderma harzianum, empresa Ballagro; o QuU3liffrichoderma asperellum do
laboratorio Farroupilha, e o terceiro produto, desenvolvido pela cooperativa Coopacer,
serd aqui denominado Trichoderma isolado C-1. O isolado T-1 de Trichoderma sp.
pertencente a colecdo do Departamento de Fitopatologia da UFV também foi testado.
Foram realizados os seguintes testes: de antagonismo em confrontacéo direta, antibiose
e producdo de metabolitos volateis. Os fungos foram compativeis no teste de
antagonismo em confrontacao direta. Entretanto, no teste de antibiose, houve formacgao
de halo de inibicdo em todos os tratamentos em que os isolados de Trichoderma sp.
foram crescidos anteriormente no meio, indicando que eles produziram algum
antibiotico téxico & . chlamydosporia. Formou-se halo de inibicdo para os tratamentos

P. chlamydosporia x T. asperellurP. chlamydosporia x Trichoderma isolado C-1
indicando que houve producdo de antibiéticos no meio de cultivo por P.
chlamydosporia que inibiram o crescimento desses isolados. No teste de metabdlitos
volateis, P. chlamydosporia ndo produziu compostos que influenciaram o crescimento
micelial dos isolados de Trichoderma sp. Entretanto, os metabdlitos volateis produzidos
por T. harzianune Trichoderma isolado C-1 reduziram (p < 0,05) o crescimento das
colénias de P. chlamydosporia. Ja Trichoderma isolado TIl asperellum nao
influenciaram o crescimento micelial de P. chlamydosporia. A maior compatibilidade

ocorreu entre os isolad®s10 deP.chlamydosporia e Trichoderma isolado T-1.

Palavras-chave:antibiose, confrontacéo direta, metabdlitos volateis.
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Compatibility between Pochonia chlamydosporia and Trichoderma spp. in vitro

experiments

Abstract

Biological control is a management strategy that has gained prominence in recent years
after the banof various nematicides use in some countries. The combination of
antagonistscan be an interesting strategy for the nematodes control. However, it is
necessaryo conduct studies on the behavior of these organisms when combined, as
they may be incompatible. The objective wasevaluate the compatibility between
Pochonia chlamydosporia (Pc-10) and Trichoderma sp. in tests "in vitro". The
Trichoderma isolated are active composeot formulated product companies: the
EcotricH® WP, composed by the fungds harzianum, Ballagro company; QuafftyT.
asperellum, the Farroupilha laboratory and the third product develppé&bopacer
cooperative will be referred as Trichoderma isolated C-1. The isolated T-1 of
Trichoderma, belongingp the collection of Plant Pathology Department at UFV was
also tested. The following tests were performed: antagonism in direct confrontation,
antibiosis and production of volatile metabolites. The fungi were compatible in
antagonism test in direct confrontation. However, the antibiosis test, there was
inhibition halo development in all treatments wherehe Trichoderma isolated were
grown in the above medium, indicating they have produced some antibioticsot&Xic
chlamydosporia. It was formed inhibition zone fagaimentsP. chlamydosporia x T.
asperellum andP. chlamydosporia x Trichoderma isolated C-1, indicating that there
was production of antibiotics in the culture medibyP. chlamydosporia that inhibited

the growth of these isolates. In the volatile metabolites test, P. chlamydosgior izot
produce compounds that influenced the mycelia growth of Trichoderma sp. However,
volatile metabolites producday T. harzianum and Trichoderma isolated C-1 reduced
(p <0.05) the growttof colonies of P. chlamydosporia. Already Trichoderma isolated
T-1 andT. asperellum did not affect the mycelia growth of P. chlamydosporia. The
greater compatibility occurred among isolates Pc-10 (P. chlamydosporia) and

Trichoderma isolated T-1.

Keywords: antibiosis, direct confrontation, volatile metabolites.
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1- INTRODUCAO

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp. Goeldi) estdo entre os
fitopatdgenos que mais causam perdas na agricultura, devido a sua agressividade, ampla
distribuicdo geografica, diversidade de hospedeiros e diferenca biolégica ligada ao
parasitismo entre populacdes da mesma espécie (Carneiro, 2001). Devido a grande
importancia desse género de nematoide, o manejo tem sido feito empregando diferentes
métodos de controle, como o uso de nematicidas, rotacdo de culturas, variedades de
plantas resistentes, solariza¢do do solo e controle biologico (Almeida et al., 2005).

A utilizacdo de nematicidas sintéticos tem sido restrita em varios paises, pois sdo
produtos altamente téxicos, poluidores do ambiente e nem sempre eficientes, além de
possuirem preco elevado. Métodos alternativos tém sido propostos com o objetivo de
reduzir, ou até mesmo, substituir o uso de agrotoxicos, como por exemplo, o uso de
microrganismos antagonistas para o controle biologico (Ferraz & Freitas, 2004).

O fungo Pochonia chlamydosporia (sin. Verticillium chlamydosporium,
teleomorfo Metacordyceps chlamydospor(idare et al., 2001; Sung et al., 2007) é um
parasita facultativo de ovos e fémeas de nematoides, considerado um dos agentes mais
promissores de controle biolégico (Kerry, 1975). O fungo coloniza rapidamente ovos e
fémeas de nematoides, destruindo de uma s6 vez grande quantidade de individuos
(Stirling, 1991). H& relatos de P. chlamydosporia como agente de controle biolégico do
nematoide das galhas e dos cistos (Kerry & Bourne, 2002; Lopes et al., 2007,
Dallemole-Giaretta et al., 2012), nematoide reniforme, falso nematoide das galhas,
nematoide das lesdes radiculares, nematoide cavernicola e nematoide espiralado (Wang
et al., 2005; Pérez-Rodrigues et al., 2007; Freitas et al., 2009).

Pochonia chlamydosporia possui varias caracteristicas que fazem dele um bom
agente de biocontrole. Além de parasitar ovos, o fungo também possui atividade
saprofitica, logo, independe da presenca de ovos de nematoides no solo para a sua
sobrevivéncia, crescendo satisfatoriamente em matéria organica. Em funcdo dessa
caracteristica, esse agente de controle bioldgico possui maior facilidade de se
estabelecer no solo. A capacidade de produzir clamiddésporos € outra caracteristica
interessante. Os clamiddsporos sdo usados como fonte de inéculo e essas estruturas de
reserva nutricional e de sobrevivéncia auxiliam o estabelecimento do fungo no solo
(Stirling, 1991).

Os fungos do género Trichoderma sao considerados agentes de biocontrole de

doencas foliares (Elad & Kapat, 1999), de patogénos do solo (Papavizas, 1985), e de
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nematoides (Spiegel & Chet, 19987\ producdo de metabdlitos antifingicos,
competicdo por espaco e nutrientes, micoparasitismo, promoc¢édo de cresamento
inducao de respostas de defesa das plantas tém sido sugeridos como mecanismos para &
atividade de antagonista desse fungo (Chet et al., 1997; Howell, 2003). Além disso,
espécies de Trichoderma produzem enzimas quitinoliticas, e 0 aumento na concentracao
de proteases e quitinases €, provavelmente, o responsavel pela reducao de populacdes de
nematoides no solo, através da inativagdo ou mesmo do parasitismo direto dos ovos,
além da inducao de resisténcia sistémica na planta (Sharon et al., 2001; Suarez et al.,
2004). Existem varios relatos do parasitismo de ovos por Trichoderma (Spiegel & Chet,
1998; Sharon et al., 2001; Suarez et al., 2004).

A combinacdo de antagonistas pode ser uma estratégia interessante para o
controle de fitonematoides. Os microrganismos podem possuir diferentes modos de
acdo, aumentando o espectro de acéao, e afetar estadios de vida diferentes do patdgeno,
ou apresentar atividade diferenciada durante épocas distintas do ano (Lemanceau &
Alabouvette, 1991; Meyer et al., 2001; Roberts et al., 2005). Entretanto, a combinacao
de microrganismos nem sempre é viavel, pois alguns sdo incompativeis, inibindo o
crescimento um do outro (Reaves & Crawford, 1994). Dessa forma, antes de
implementar o manejo € necessario conhecer as caracteristicas dos organismos de
controle bioldgico, e a interacdo que ocorre entre eles. Estudos de compatibilidade entre
antagonistas sao necessarios para o desenvolvimento e sucesso dessa estratégia de
manejo.

Diante do exposto, o0 objetivo do trabalho foi avaliar a compatibilidade in vitro
entre o isoladd’c10 de Pochonia chlamydospomasolados de Trichoderma sp., por

meio de testes de confrontacdo direta, antibiose e producédo de metabdlitos volateis.

2- MATERIAL E METODOS
2.1.0btencio das culturas para testes “in vitro ”

Para este estudo, foi utilizado o isolado Pc-10 de Pochonia chlamydosporia var.
chlamydosporia, componente ativo do produto Rizotec, em desenvolvimento pela
empresa Rizoflora Biotecnologia S.A. O produto € formulado em pé com concentracao
média de 4 x 10clamiddsporos por grama da formulag&o.
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Os isolados de Trichoderma, sdo componentes ativos de produtos formulados de
diferentes empresas. O EcotftWP, cedido pela empresa Ballagro, € um biofungicida
composto pelo fungo Trichoderma harzianum, com registro para uso no controle
biolégico do Mofo Branco (Sclerotinia sclerotiorum). O Qu&litg um produto
desenvolvido pelo laboratério Farroupilha, composto pelo fungo T. asperellum, com
registro para utilizacdo no controle de Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp.
e Rhizoctonia solani. O terceiro produto, desenvolvido pela Coopacer (Cooperativa de
Agronegécios do Cerrado Brasileiro LTDA, Sdo Gotardo, MG), esta em fase de
desenvolvimento e ainda ndo €& comercializado, e sera doravante denominado
Trichoderma isolado C-1.

Além desses produtos comerciais, também foi testado o isolado T-1 de
Trichodermasp., pertencente a colecdo do Laboratério de Controle Biologico de
Fitonematoides, do Departamento de Fitopatologia da UFV. Esse isolado foi
previamente selecionado por apresentar rapido crescimento em meio de cultura, alta
producdo de conidios, e pelo parasitismo de ovos de Meloidogyne exigua (Ferreira et
al., 2008). O isolado foi mantido a 4°C em geladeira, preservado através da técnica de
conservacao em pedacos de papel-filtro mantidos em tubos contendo silica-gel (Smith

& Onions, 1983) e aqui denominado Trichoderma isolado T-1.

2.2. Compatibilidade entre Pochonia chlamydosporia e Trichoderma spp. em
experimentos “in vitro ”

Os fungos Pochonia chlamydosposalrichodermaspp. foram submetidos a
testes de confrontacao direta, antibiose e efeito de metabdlitos volateis (Martins-Corder,
1998), modificado pelo uso de meio de cultivo BDA (Ferreira et al., 2008).

2.3. Teste de antagonismo em confrontacao direta

Discos de BDA de 5mm de diametro contendo estruturas de P. chlamydosporia
foram colocados em placa de Petri (90 mm x 15 mm), contendo meio BDA, a uma
distancia de 1,0 cm da borda. As culturas foram incubadas por 10 dias, a 26°C, na
auséncia de luz. Apos esse periodo de incubagdo, um disco de micélio dos diferentes
isolados de Trichoderma sp. foi colocado na placa de Petri, em posicdo oposta a colénia
de P. chlamydosporia. As coldnias foram incubadas a 26°C durante 3 dias, na auséncia
de luz. A avaliacdo foi feita com base em escala de notas adaptada por Bell et al.,

(1982), onde:
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1 - colonizac&o completa da placa por P. chlamydosporia;

2 — colonizacao de 2/3 da placa por P. chlamydosporia;

3 - colonizacao de 50% da placa por cada fungo;

4 — colonizacao de 2/3 da placa por Trichoderma sp.;

5 - colonizacdo completa da placa por Trichodesma

O delineamento experimental inteiramente casualizado foi utilizado, com 5

repeti¢cdes por tratamento.

2.4. Teste de antibiose

A superficie do meio de cultura BDA foi coberta assepticamente com discos de
membrana celofane (9,0 cm de diametro). Depois disso, um disco de micélio de cada
isolado de Trichodermap. ou de P. chlamydosporia foi colocado separadamente no
centro da placa (Dennis & Webster, 1971). Os fungos foram incubados por 48 horas, a
26°C, na auséncia de luz. ApGs esse periodo, o diametro médio das colbnias foi
demarcado na parte inferior da plaeaa cultura fingica crescida sobre a membrana
celofane foi removida, juntamente com a membrana. As placas de petri foram
invertidas, e 1mL de cloroférmio foi adicionado na sua parte inferior, a fim de eliminar
residuos do fungo. Ap6s a evaporacdo do produto, as placas foram colocadas em sua
posicdo original e deixadas por 30 minutos sob irradiacédo direta de luz ultravioleta, no
interior da camara de fluxo laminar. Em seguida, uma suspensdo aquosa.de 1
contendo conidios e clamidésporos de P. chlamydosporia foi adicionada sobre a
superficie do meio de cultura nas placas onde cresceu cada isolado do fungo
Trichoderma sp, e uma suspensédo de conidios de cada isolado do fungo Trichoderma
sp. foi adicionada onde havia crescido P. chlamydosporia. As suspensdes foram
espalhadas uniformemente sob o meio com auxilio da alca de Drigalsky. Essas
suspensdes foram obtidas de col6nias previamente cultivadas em meio de cultivo BDA,
por 10 dias, a 26°C. O mesmo procedimento foi realizado para os tratamentos controle,
que consistiram do cultivo de P. chlamydosporia e subsequente adicdo da suspenséo
contendo estruturas de P. chlamydosporia, sendo igual para o controle Trichsgglerma

As placas foram mantidas a 26°C, na auséncia de luz por 5 dias, quando foi
avaliada a presenca ou auséncia do halo de inibicdo ao crescimento de P.
chlamydosporia formado pelos isolados de Trichoderma sp., ou vice-versa, e de P.

chlamydosporia formado sobre P. chlamydosporia, e Trichodspmarmado sole
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Trichoderma sp. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,

com 5 repeticOes por tratamento.

2.5. Efeito de metabdlitos volateis

O método consiste em posicionar duas tampas de placas de Petri uma sobre a
outra (Bharat et al.,1980), ap0s ter sido vertido o meio de cultivo BDA em cada uma
delas. Na parte inferior da placa, foi colocado um disco de cultura BDA contendo
micélio dos isolados de Trichoderma sp., e na superior, um disco de BDA contendo
micélio de P. chlamydosporia. Também foi realizado o contrario, e para os tratamentos
controle foi feito o cultivo de P. chlamydosporia na parte superior e inferior da placa, e
0 mesmo para cada controle dos diferentes isolados de Trichoderma sp. As placas foram
vedadas lateralmente com membrana plastica e, em seguida, mantidas a 26°C, por 3
dias, na auséncia de luz. O didametro das colbénias foi medido, sendo comparado com o
controle contendo somente um dos organismos nas placas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 5 repeti¢cdes por tratamento.

Os dados foram submetidos & andlise de variancia, e as médias foram

comparadas pelo teste Duncan a 5% de significancia.

3- RESULTADOS

No teste de confrontacdo direta, avaliando-se a competicdo por espaco e
nutrientes, P. chlamydospor@aT. asperellum colonizaram aproximadamente 50% da
placa, sendo atribuida a nota 3 de acordo com a escala, ou seja, ndo houve crescimento
de uma colbnia sobre a outra, portanto, ndo foi observado o antagonismo direto entre
elas. O mesmo padrdao de crescimento foi observado para os outros tratamentos, P.
chlamydosporia e T. harzianum, P. chlamydosporia e Trichoderma isolado C-1, e P.

chlamydosporia e Trichoderma isolado T-1 (Figura 1).
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Figura 1- Teste de confrontagdo direta entre colonids.D, G e J: Pochonia
chlamydosporia x P. chlamydosporia,B: P. chlamydosporiax Trichoderma
asperellumC: T. asperellunx T. asperellumg: P. chlamydosporia x Trichoderma
isolado T-1, F: Trichoderma isolado T-1 x Trichoderma isolado TH; P.
chlamydosporia Trichoderma isolado C-1; Trichoderma isolado C-4 Trichoderma
isolado C-1K: P. chlamydosporia x T. harzianuim, T. harzianunx T. harzianum.

Os metabdlitos volateis de P. chlamydosporia néo influenciaram
significativamente (p < 0,05) o crescimento dos isolados de Trichoderma sp. (Tabela 1).
Quanto aos metabolitos volateis produzidos pelos isolados de Trichoderma sp. sobre
Pc10, os fungos T. harzianum Trichoderma isolado C-1 reduziram (p < 0,05) o
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crescimento das colbnias de. chlamydosporia. Entretanto, ndo houve efeito
significativo dos compostos volateis produzidos goasperellume Trichoderma
isolado T-1 sobre o crescimento micelial de P. chlamydospbalzela 2).

Tabela 1 Média e desvio padrdo dos valores da area de crescimento micelial dos
isolados de Trichoderma sp., submetidos ao teste de producdo de metabdlitos volateis
produzidos pelo fungo P. chlamydosporia.

Trichoderma sp. (parte superior da placa)

Tratamento Area (cm?)
Trichoderma Isolado T-1 x Trichoderma Isolado T-1 29,71 +517F
Trichoderma Isolado T-1 x P. chlamydosporia 41,15+21.%°
T. asperellunx T. asperellum 17,34 £ 3,50
T. asperellunx P. chlamydosporia 22,87 £ 7,2%°
T. harzianunx T. harzianum 26,61 + 7,68°
T. harzianunx P. chlamydosporia 21,77 £ 3,32
Trichoderma Isolado C-1 x Trichoderma isolado C-1 25,22 +21,8%
Trichoderma Isolado @-x P. chlamydosporia 28,40 £ 7,2
CV(%) 48,02

S N&o significativo pelo teste F, a 5 % de probabilidade.

Tabela 2- Média e desvio padrdao dos valores da area de crescimento micelial de P.
chlamydosporia submetida ao teste de producdo de metabdlitos volateis produzidos
pelos fungos: Trichoderma isolado T-1, T. asperellum, T. harzisnidinchoderma
isolado C-1.

P. chlamydosporia (parte superior da placa)

Tratamento Area (cm?)
P. chlamydosporia x T. harzianum 0,87 £0,239 a
P. chlamydosporia x Trichoderma isolado C-1 0,89 +0,159 a
P. chlamydosporia x Trichoderma isolado T-1 1,07 £ 0,393 ab
P. chlamydosporia x T. asperellum 1,23+0,105b
P. chlamydosporia Y. chlamydosporia 1,23+£0,053 b
CV(%) 24,46

Médias de cinco repeticdes; médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste Duncan, a 5 % de probabilidade.

No teste de antibiose formou-se halo de inibichio nos tratamentos

Trichoderma asperellum x P. chlamydosporia, Trichoderma harziarun®.
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chlamydosporia, Trichoderma isolado G-P. chlamydosporia e Trichoderma isolado
T-1 x P. chlamydosporia (Figura 2). O crescimento prévio de P. chlamydosporia no
meio n&o resultou em inibicdo do crescimento dos isolados T. harz&fchoderma
isolado T-1, porém P. chlamydosporia inibiu o crescimento de T. asperellum

Trichoderma isolado C-1 (Figura 2).

Figura 2- Teste de antibioseA, E, | e M: Pochonia chlamydosporix P.
chlamydosporiaB: Trichoderma asperellum T. asperellumC: T. asperellunx P.
chlamydosporiaD: P. chlamydosporia T. asperellumF: Trichoderma isolado C-1 x
Trichoderma isolado C-1G: Trichoderma isolado C-1, x P. chlamydospoiih, P.
chlamydosporia x Trichoderma isolado C31 Trichoderma isolado T-1 x Trichoderma
isolado T-1K: Trichoderma isolado T-1 x P. chlamydospotia,P. chlamydosporia x
Trichoderma isolado T-IN: T. harzianum x T. harzianunm®: T. harzianumx P.
chlamydosporiaP: P. chlamydosporia x T. harzianu@s circulos nas placas sdo a
demarcacao do crescimento das col6nias fungicas, cultivadas anteriormente.

19



4- DISCUSSAO

No teste de confrontacdo direta, n&o foi observado antagonismo direto entre
Pochonia chlamydosporios isolados de Trichoderma sp., e nem entre os isolados de
Trichoderma sp. e P. chlamydosporia. Resultados semelhantes foram encontrados por
Ferreira et al. (2008), em que Trichoderma sp. e P. chlamydosporia n&o influenciaram o
crescimento um do outro em testes de confronto direto. Essa compatibilidade n&o foi
observada por Jacobs & Crump (2003), que relataram que P. chlamydosporia foi capaz
de inibir o crescimento radial de Paecilomyces lilacmiisichoderma harzianum, e o
seu crescimento foi o menos inibido pelos outros fungos, e por Martins-Corder (1998),
que relatou a capacidade de isolados do fungo Trichoderma sp. em reduzir o
crescimento de colonias de Verticillium dahliae.

Os compostos volateis de Trichoderma harziasumichoderma isolado G-
reduziram (p < 0,05) o crescimento das col6nias de P. chlamydosporia. Entretanto, ndo
houve efeito dos compostos produzidos por Trichoderma isolado T-asperellum
sobre o crescimento micelial de P. chlamydospd@fiabela 2). P. chlamydosporia
também nao produziu compostos que influenciaram o crescimento micelial dos isolados
de Trichoderma sp. (Tabela 1). Apesar de Ferreira et al. (2008) terem observado a
reducdo do crescimento micelial desse mesmo isolado de P. chlamydosporia devido a
acdo de metabdlitos volateis produzidos por Trichodesmaessa diferenca pode ser
resultado de alguma mudanca fenotipica ocorrida entre os oitos anos de repicagem que
separam os dois experimentos, ou pelo tempo maior em que os dois fungos ficaram em
ambiente hermeticamente fechado no estudo de Ferreira et al. (2008), de 7 dias de
incubacéo e o desse estudo, que foi de apenas 3 dias.

E importante salientar que o solo é um ambiente arejado e o efeito de compostos
volateis de um fungo sobre o outro deve ser bem menor do que em testes in vitro, ou
muito possivelmente nulo. Em estudos realizados por Monteiro (2013), ndo houve efeito
dos metabdlitos produzidos por P. chlamydosporia sobre Duddingtonia flagrans e nem
dos metabalitos volateis de D. flagrans sdbrehlamydosporia.

Em trabalhos de Martins-Corder (1998) a producdo de compostos volateis de
isolados do fungo Trichoderma reduziram o crescimento de col6nias de Verticillium
dahliae. Fungos como T. viride e T. koningii produzem metabdlitos volateis em meio de
cultura, que atuam sobre fungos suscetiveis inibindo o crescimento micelial (Dennis &

Webster, 1971). Estudos com isolados de Trichoderma sp. e Paecilomyces lilacinus
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mostraram que os fungos sdo compativeis pelos testes de confronto direto e de producao
de metabdlitos volateis (Santin, 2008).

No teste de antibiose, o crescimento de P. chlamydosporia foi inibido por todos
os isolados de Trichoderma sp. P. chlamydosporia inibiu o crescimento de
T. asperellune Trichoderma isolado C-1. De acordo com os resultados, os isolados de
Trichoderma sp. produziram antibidticos que impediram o desenvolvimento de P.
chlamydosporia, sendo este também capaz de produzir substancias antibiéticas que
inibissem o crescimento dos dois isolados de Trichodspnidonteiro (2008) relatou a
inibicdo do crescimento de Duddingtonia flagrans por P. chlamydosporia em testes de
antibiose. Martins-Corder (1998) encontrou resultados em que os isolados de
Trichoderma sp. produziram antibiéticos que inibiram o crescimento de V. dahliae. Os
mesmos resultados foram encontrados por Ethur et al. (2005), em que isolados de T.
virens foram capazes de promover maior porcentagem de inibicdo do crescimento de
Sclerotinia sclerotiorum em testes de antibiose e de confrontacao direta.

Existem relatos de micoparasitismo de Pochonia chlamydosporia sobre fungos
fitopatogénicos (Jacobs & Crump, 2003; Monfort et al., 2005; Khan et al., 2011). P.
chlamydosporia produz varias enzimaglentre elas, as quitinases, necessarias para a
degradacéo de quitina, componente da parede celular de suas hifas, o que promove o
desenvolvimento micelial (Takaya et al., 1998). Essas enzimas sdo também produzidas
por fungos antagonistas a outros micoparasitas fangicos, ou seja, a acdo das enzimas
quitinoliticas produzidas por P. chlamydosporia podem ter afetado o crescimento dos
isolados de Trichoderma sp. neste estudo. As enzimas quitinoliticas desse fungo atuam
no parasitismo de ovos de nematoides apds a acdo da enzima protease serina tipo
subtilisina, que remove a membrana proteica vitelinica do ovo e expde as camadas de
quitina. O fungo Trichoderma também produz quitinases e sua funcdo na infeccéo de
outros fungos ja foi comprovada (Chet et al., 1997; Zeilinger et al., 1999). A presenca
de uma protease serina tipo subtilisina foi relatada em T. atroviridae como uma das
enzimas envolvidas no micoparasitismo (Seidl et al., 2009).

Trichoderma spp. séo fungos de ampla distribuicdo natural nos solos, com
habilidade de parasitar outros fungos, e de produzir varias substancias antibioticas,
sendo estas volateis e ndo-volateis. Além disso, competem com outros organismos por
espagco e nutrientes. Porém, nesse estudo, os isolados de Trichoderma sp. néo
interferiram no crescimento de P. chlamydosporia nos testes de confrontacéo direta.
Entretanto, no teste de metabdlitos volateis, apenas os isoladbarzianume

Trichoderma isolado C-1 afetaram o crescimento das colonias de P. chlamydosporia. O
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resultados dos testes de antibiose indicam que os isolados de Trichoderma sp.
produziram algum antibiético no meio, que impediu o0 crescimento de P.
chlamydosporia. O mesmo aconteceu para alguns isolados de Trichoderma sp. nas
placas em que P. chlamydosporia foi cultivada previamente.

O manejo de pragas e doencas no campo tem sido realizado através da utilizacdo
de vaérias préticas de controle. Os produtos bioldgicos tém se destacado nos ultimos
anos como alternativa ao uso de agrotoxicos. Varios produtos sdo utilizados em uma
mesma cultura para o controle de diversas pragas e doencas. Existem produtos a base de
Trichoderma que ja sdo vendidos no mercado, sendo que a maioria € registrada para
controle de doencga fungicas. Para que outro produto de origem biolégica seja aplicado
em conjunto é necessario saber se estes sdo compativeis. Testes in vitro, casa de
vegetacdo e depois em campo sd0 muito importantes para comprovar a eficiéncia de
antagonistas combinados.

Pochonia chlamydosporia e Trichoderma isolado T-1 foi a combinacdo mais
compativel, pois apesar de todos os isolados de Trichoderma sp. terem afetado o
crescimento de P. chlamydosporia nos testes de antibiose, P. chlamydosporia nao
produziu antibiético contra Trichoderma isolado T-1, além disso, Trichoderma isolado
T-1 ndo produziu metabdlitos volateis contra P. chlamydosporia, e vice-versa. Nao foi
observado antagonismo direto entre os fungos em nenhuma das combinacgdes estudadas.

Varios organismos sobrevivem e interagem entre si nos diferentes solos, sob a
influéncia de fatores como teor de matéria organica, pH, macro e micronutrientes,
umidade, textura, estrutura, micro e macroporosidade e trocas gasosas, que influenciam
significativamente o crescimento dos fungos no solo. Apesar desses estudos in vitro néo
levarem em consideracdo esses fatores que podem alterar o comportamento desses
organismos quando em conjunto, o0s resultados observados séo indicativos de

compatibilidade no ambiente solo.
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5- CONCLUSOES

Todos os isolados de Trichoderma sp. produziram antibiéticos que inibiram o
crescimento dec10;

Pc10 produiu antibioticos toxicos a T. asperellum e Trichoderma isolado C-1.;
Pc10 ndo produm metabdlitos volateis toxicos contra os isolados de
Trichoderma

Os metabdlitos volateis produzidos por Trichoderma harziailnichoderma
isolado C-1 inibiram o crescimento Be-10;

N&o houve antagonismo entre os fungos nos testes de confrontacéo direta.

A maior compatibilidade ocorreu entre os isolados Pc-10 e Trichoderma isolado
T-1.
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CAPITULO 2 : Compatibilidade entre Pochonia chlamydosporiae Trichoderma
spp. no controle de Meloidogyne javanica em tomateiro

Resumo

Foram realizados dois experimentos em casa de vegetacdo, cujo objetivo foi avaliar a
compatibilidade entre Pochonia chlamydosporia (Pc-10) e isolados de Trichoderma sp.
no controle de Meloidogyne javanica e na promocao de crescimento do tomateiro. Os
tratamentos consistiram do uso isolado e combinado de Pc-10 com diferentes isolados
de Trichodermasp, componentes ativos de produtos formulados, de diferentes
empresas: EcotriéhWP, T. harzianum, empresa Ballagro; QuéfityT. asperellum do
laboratério Farroupilha, e o terceiro produto foi desenvolvido pela cooperativa
Coopacer, sendo denominado Trichoderma isolado C-1. O isolado T-1 de Trichoderma
sp. pertencente a colecdo do Departamento de Fitopatologia da UFV também foi
testado. Foram utilizados 5.000 clamidésporésig solo de Pc-10 e 200.000 conidios

gl de solo dos isolados de Trichodersa Os experimentos foram realizados no
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 7 repeticbes por tratamento. Foi
avaliado: nimero de ovos e galhasdg raiz, altura da parte aérea (APA), massa da
parte aérea fresca (MPAF), massa da parte aérea seca (MPAS), massa da raiz fresca
(MRF) e massa da raiz seca (MRS) das plantas. Nao houve efeito (p < 0,05) para APA,
MPAF, MPAS, MRF e MRS para os dois experimentos. No experimento 1, o0s
tratamentos Pc-10 + Trichoderma isolado T-1, Pc-10 + Trichoderma isolado C-1, T.
harzianume Trichoderma isolado T-1 reduziram o nimero de ovésdg raiz em
relacdo ao controle (p < 0,05). Ndo houve diferenca quanto ao nimero de galleas g
raiz. Ja& no experimento 2, Pc-10r+asperellum e Pc-10 F harzianum reduziram o
nimero de ovosYde raiz em 62 e 55% respectivamente. Avaliando-se o numero de
unidades formadoras de colonia (UFC)RE10 g! de solo, em ambos experimentos,
Trichoderma isolado T-1 foi o isolado que menos influenciou o crescimerRc @

no solo.Um segundo ensaio foi realizado para avaliar a combinacdecd® com
Trichoderma isolado T-1 na presenca e auséncia de M. javanica. Ndo houve promocao
de crescimento das plantas. O tratamento Pc-10 foi o mais eficiente em reduzir o
numero de ovos fde raiz. Conclui-se que, a combina¢do de Pc-10 com diferentes
isolados de Trichoderma sp. tem potencial para o controle do nematoide das galhas.
Palavras-chave:controle biolégico, fungo nematéfago, nematoide das galhas.
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Compatibility between Pochonia chlamydosporia and Trichoderma spp. in control

of Meloidogyne javanica in tomato

Abstract

Two experiments were conducted in a greenhouse, whose objective evaduate the
compatibility between Pochonia chlamydosporia (Pc-10) and Trichoderma sp. in the
Meloidogyne javanica control and tomato growth promoting. The treatments consisted
of isolated and combined use of Pc-10 with different isolated of Trichoderma sp., active
components of formulated products from different companies: Ec8tii®, T.
harzianum, Ballagro company; Quafty T. asperellum, Farroupilha laboratory and the
third product was developeldy cooperative Coopacer, being named Trichoderma
isolated C-1. The isolated T-1 of Trichoderma sp., belontgirtge collection of UFV

Plant Pathology Department was also tested. 5,000 chlamydospsoiéisad P10 and
200,000 conidia gsoil isolated of Trichoderma sp.were used. The experiments were
conducted in a completely randomized design with 7 replicatesadtewaluated:
number of eggs and gallst goot, aerial part height (APH), mass of fresh shoots (MFS),
mass of dry shoot (MDS), mass of fresh root (MFR) and mass of dried root (MDR)
plants. There was not effect (p <0.05) for APH, MFS, MSD, MRF and MDR for the two
experiments. In experiment 1, thheatments Pc-10 + Trichoderma isolated T-1, Pc-10 +
Trichoderma isolated C-1, T. harzianum and Trichoderma isolated T-1,reduced the
number of eggs §root comparedo the control ( p <0.05). There was no difference in
the number of galls-froot. In the experiment 2, Pc-10T+ asperellum and P-10 + T.
harzianum reduced the number of eggsapt in 62 and 55% respectively. Evaluating
the number of colony former units (CFU) Pc-1¢ goil, in both experiments,
Trichoderma isolated T-1 was isolated that less influenced the grovirRb-Idf in the

soil. A second assay was conductecevaluate the combination betweBa-10 with
isolated Trichoderma T-1 in the presence and absence of M. javanica. There was not
growth promotion of plants. Pc-10 was the most effective treatment in reducing the
number of eggs-groot. In conclusion, th@c10 combination with different isolate of

Trichoderma sp. has the potential for root-knot nematode control.

Keywords: biological control, nematophagous fungus, root-knot nematode.
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1- INTRODUCAO

Fitonematoides sdo responsaveis por grandes perdas agricolas mundiais que
totalizam um valor estimado de U$ 157 bilhGes de dolares anualmente (Abad et al.,
2008). Os nematoides do género Meloidogyne spp. Goeldi sdo considerados um dos
patdgenos de maior importancia econémica, além de causar sérios danos as culturas, se
encontra amplamente disseminados e apresentam grande diversidade de hospedeiros
(Taylor & Sasser, 1933

O uso de nematicidas quimicos é uma das estratégias de manejo para o controle
de nematoides. Entretanto, sua utilizacao esta cada vez mais restrita, e ja foi proibida em
varios paises. Apesar de moderadamente eficientes, sdo produtos altamente toéxicos ao
meio ambiente e ao ser humano. Devido ao grande risco que esses produtos oferecem,
surgiu a necessidade de desenvolver estratégias sustentaveis de manejo contra esses
patdgenos, como por exemplo, o controle biolégico (Abad et al., 2008).

Varios organismos sdo considerados inimigos naturais dos fitonematoides, sendo
que os fungos e as bactérias sdo 0s que apresentam maior potencial como agente de
biocontrole (Jatala, 1986; Kerry, 1990; Stirling, 1991).

Pochonia chlamydosporia (sin. Verticillium chlamydosporium, teleomorfo
Metacordyceps chlamydospoyiéZare et al., 2001; Sung et al., 2007) € um fungo
parasita facultativo de fémeas, cistos e ovos de nematoides, e mostrou ser um potencial
agente de controle biolégico em vérios trabalhos (De Leij et al., 1993; Kerry et al.,
1993 Atkins et al.,2003; Wang et al., 2005; Dallemole-Giaretta et al., 2012; Viggiano
et al., 2014). Esse fungo possui varias caracteristicas que o tornam um bom agente de
controle biolégico. O fungo produz clamidésporos, estruturas multicelulares de parede
grossa que possuem armazenamento de reservas nutricionais e permitem a sua
sobrevivéncia e estabelecimento no solo. Geralmente essas estruturas sdo utilizadas
como fonte de in6culo (Kerry & Bourne, 2002). Além disso, o fungo possui boa
atividade saprofitica, portanto, ndo depende da presenca de ovos de nematoide no solo
para sua sobrevivéncia (Kerry et al., 1982). Outra caracteristica interessante é que P.
chlamydosporia pode colonizar o sistema radicular das plantas hospedeiras,
promovendo o crescimento vegetal (Bourne et al., 1994; Lopez-Llorca et al;. 2002;
Dallemole-Giaretta, 2035

Os fungos do género Trichoderma foram reconhecidos como agente de controle
biolégico de doencas de plantas pela primeira vez em 1930 (Weindling, 1932). Existem

trabalhos que relatam o antagonismo desse género a patdégenos que causam doencas
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foliares (Elad & Kapat, 1999 doencas do solo (Papavizas, 1985), inclusive a
nematoides (Spiegel & Chet, 1998).

O principal modo de acdo de Trichoderma spp. sobre os nematoides € a
producdo de metabdlitos toxicos, porém ha relatos desse fungo parasitando ovos
(Spiegel & Chet, 1998; Eapen et al., 2005; Khattak, 2008; Mukhtar et al., 2012; Szabd
et al.,, 2012). O fungo produz quitinases, caracteristica que o torna eficaz contra
patdégenos que possuem quitina. O aumento da atividade de protease e quitinase €,
provavelmente, a responsavel pela reducdo da infestacdo de nematoides, através do
parasitismo direto de ovos (Sharon et al.,, 2001; Suarez et al., 2004). Adecao
Trichoderma também pode ocorrer no hospedeiro. A colonizagdo de raizes das plantas
promove o crescimento, aumenta a produtividade, e melhora a resisténcia a estresses
abidticos (Harman et al., 2004).

O controle biolégico que ocorre naturalmente resulta da acdo de varios
microrganismos (Siddiqui & Shaukat, 2002; Siddiqui & Shaukat, 2003). A combinacao
de organismos pode favorecer o controle de nematoides, pois 0s antagonistas podem
possuir modos de acédo diferentes, podendo afetar fases distintas do ciclo de vida do
patdogeno (Lemanceau & Alabouvette, 1991; Meyer & Roberts, 2002). Porém, é
necessario conhecer a interagdo entre 0s organismos, pois essa combinacao pode ser
incompativel ou ter propriedades antagonicas (Reaves & Crawford, 1994). Portanto, é
necessario realizar estudos sobre a compatibilidade de microrganismos antes de fazer o
uso conjunto desses antagonistas.

O presente trabalho teve como objetivo, estudar a compatibilidade entre
Pochonia chlamydospori@aisolados de Trichoderma sp. no controle de Meloidogyne
javanica em condicbes de cakavegetacdo para possivel aplicacdo conjunta desses

organismos no campo.
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2- MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Controle Biologico de
Fitonematoides, localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agricultura
(BIOAGRO), e em casa de vegetacao pertencentes ao Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.1. Obtencéo e preparo do ino6culo de Meloidogyne javanica

O in6culo de M. javanica foi obtido através de ovos de populagdo pura do
nematoide, mantidos em raizes de tomateiro (Solanum lycopersicum L.), cultivados em
casa de vegetacdo. A extracdo dos ovos foi realizada através da técnica de&&Hussey
Barker (1973), modificada por Boneti & Ferraz (1981). Raizes infestadas foram lavadas
cuidadosamente em agua corrente, cortadas em fragmentos de aproximadamente 2 cm
de comprimento, e trituradas em liquidificador em baixa velocidade por 20 segundos
em solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5 %. A suspensdo aquosa contendo ovos e
juvenis de nematoide foi vertida em duas peneiras granulométricas sobrepostas, a
superior com abertura de malha de 0,074 mm (200 mesh) e a inferior com abertura de
0,025 mm (500 mesh). Os ovos e juvenis retidos na ultima peneira foram lavados com
agua de torneira e, com o auxilio de uma pisseta, recolhidos em um béquer. Essa
suspensdao contendo ovos do nematoide foi calibrada em camara de Peters e microscopio

estereoscopio.

2.2. Preparo das mudas de tomate

Mudas de tomateiro cultivar Santa Clara foram semeadas em bandejas de isopor
com 128 células, contendo substrato organo-mineral inerte (Plantmax®). Essas mudas
foram utilizadas para a montagem dos experimentos, manutencdo e multiplicacdo da

populacdo de M. javanica, sendo transplantadas aos 21 dias de idade.

2.3. Obtencéo e producao dos indculos fungicos

Para este estudo foram utilizados os fungos Pochonia chlamydosporia
Trichoderma sp. O isolado Pc-10 de Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia,

componente ativo do produto Rizotec, ainda em desenvolvimento, foi fornecido pela
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empresa Rizoflora Biotecnologia S.A. O produto é formulado em p6é com concentracao
média de 4 x 10clamidésporos por grama da formulagao.

Os isolados do fungo Trichoderma sp., sGo componentes ativos de produtos
formulados, obtidos de algumas empresas. O Ec8tritt®, cedido pela empresa
Ballagro, € um biofungicida composto pelo fungo Trichoderma harzianum, com
registro para uso no controle biolégico do Mofo Branco (Sclerotinia sclerotiorum). O
Quiality® ¢ um produto desenvolvido pelo laboratério Farroupilha, composto pelo fungo
T. asperellum, com registro para utilizacdo no controle de Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium spp. e Rhizoctonia solani. O terceiro produto a base de
Trichoderma sp. esta sendo desenvolvido pela cooperativa Coopacer (Cooperativa de
Agronegocios do Cerrado Brasileiro LTDA, Sdo Gotardo, MG), e sera dorovante
denominado Trichoderma isolado C-1. Além desses produtos comerciais, também foi
testado o Trichoderma isolado T-1, pertencente a colecdo do Laboratorio de Controle
Biol6gico de Fitonematoides, do Departamento de Fitopatologia da UFV. Esse isolado
foi previamente selecionado por apresentar rapido crescimento em meio de cultura, alta
producdo de conidios, e pelo parasitismo de ovos de Meloidogyne exigua (Ferreira et
al., 2008). O isolado mantido a 4°C em geladeira, preservado através da técnica de
conservacdo em pedacos de papel-filtro mantidos em tubos contendo silica-gel (Smith
& Onions, 1983) foi reativado apds ser colocado para crescer em meio de cultivo BDA.
O in6culo de Trichoderma isolado T-1 foi produzido em gréos de arroz beneficiado. Em
sacos de polipropileno de capacidade de 6L foram colocados 100 g de arroz e 80mL de
agua destilada. Os sacos foram autoclavados por 20 minutos a 120°C. Cada saco,
recebeu dois discos de micélio de 9mm de diametro de cultura fingica em BDA, apés
arroz atingir a temperatura ambiente. O fungo cresceu no substrato por 15 dias a 25°C.
Foi feita uma suspensdo aquosa de cada produto, e a concentracdo de conidios foi

calibrada com auxilio da camara de Neubauer.

2.4. Condugao dos experimentos

2.4.1. Ensaio 1: Compatibilidade entre Pochonia chlamydosporigPc-10 e
Trichoderma spp. em casa de vegetacdm controle de Meloidogyne javanica

Foram realizados dois experimentos, conduzidos em épocas diferentes do ano. O
primeiro foi conduzido no periodo de 17/04/2015 a 28/07/2015, com temperatura média

na casa de vegetacao de 27°C (temperatura média maxima: 37°C, média minima: 17°C).
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O segundo experimento foi conduzido no periodo de 04/11/2015 a 29/12/2015, com
temperatura média na casa de vegetacdo de 29,5°C (temperatura média maxima: 39°C,
média minima: 20°C).

Para o primeiro experimento, foram utilizados vasos de plastico de 4L de
capacidade, preenchidos com substrato constituido de uma mistura de terrico e areia, na
proporcdo 1:1 (v:v), previamente tratado com o biocida 3,5-dimethyl-1,3,5-
thiadiazinane-2-thione (DAZOMETE), na dose de 50 d/cdd para o segundo
experimento, vasos de 2L de capacidade foram utilizados. Em ambos os experimentos,
0 solo de cada vaso foi infestado com 3.000 ovos de M. javanica, adicionados em
quatro cavidades de 5 cm de profundidade equidistantes 5 cm na parte central do vaso.
Em cada vaso, foi colocada uma suspensdo aquosa contendo conidios dos isolados de
Trichoderma sp., na concentracdo de 200.000 conidibsdey solo ou 5.000
clamidésporos g de solo de P. chlamydosporia. Foi feita também a combinacéo entre
P. chlamydosporia com os isolados de Trichoderma sp. Apés 7 dias da infestacdo do
solo, mudas de tomate ‘Santa Clara’ com 21 dias de idade foram transplantadas.

Os tratamentos avaliados para ambos os experimentos foram:

1- Testemunha negativa (apenas planta);

2- Testemunha positiva (planta + nematoide);

3- Pochonia chlamydosporc10 + nematoide;

4- Trichoderma asperellum + nematoide;

5- Trichoderma harzianum + nematoide;

6- Trichoderma isolado C-1 + nematoide;

7- Trichoderma isolado T-1 + nematoide;

8- Pc10 + Trichoderma asperellum + nematoide;

9- Pc10 + Trichoderma harzianum + nematoide;

10- Pc10 + Trichoderma isolado C-1+ nematoide;

11- Pc10 + Trichoderma isolado T-1 + nematoide.

Defensivos de contato foram aplicados na parte aérea sempre que necessario
para o controle de insetos e fungos foliares. As plantas foram adubadas de acordo com a
disponibilidade de nutrientes no solo, estimada por meio da analise de solo em ambos os
experimentos (Tabelas 1 e 2) e a necessidade da cultura. O primeiro experimento foi
conduzido por 90 dias, ja o segundo permaneceu em casa de vegetacgdo por 60 dias.

Ao final de cada experimento foram avaliadas as seguintes variaveis: altura da

parte aérea das plantas (APA), massa da parte aérea fresca (MPAF), massa da parte
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aérea seca (MPAS), massa da raiz fresca (MRF), massa da raiz seca (MRS), numero de
galhas e numero de ovos de nematoide por grama de sistema radicular. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Cada tratamento foi repetido sete
vezes e a parcela experimental foi constituida por um vaso com uma planta de tomate.

A extracao dos ovos do primeiro experimento foi realizada através da técnica de
Hussey & Barker (1973), modificada por Boneti & Ferraz ()9&l extracdo dos ovos
no segundo experimento foi realizada através da metodologia de Hussey & Barker
(1973). Os ovos foram armazenados em tubos plasticos em geladeira a 7°C até o
momento da avaliagdo. Os ovos foram contados com o auxilio de camara de Peters e
microscépio estereoscopio.

Para avaliar se o fungo Pochonia chlamydosporia foi capaz de crescer nos vasos
em gue os isolados de Trichoderma sp. foram aplicados, foi feita uma amostra composta
do solo dos vasos de cada tratamento e 1g de solo de cada amostra foi coletado para
determinar a populacdo do fungo no solo, realizada através da quantificagdo das
unidades formadoras de colénia (UFC), apés o plaqueamento em meio semi-seletivo

(Gaspard et al., 1990), totalizando cinco repeticbes por tratamento.

2.4.2. Ensaio 2: Compatibilidade entre Pochonia chlamydosporigPc-10 e
Trichoderma isolado T-1.

Foram utilizados vasos de plastico de 2L de capacidade, que foram preenchidos
com substrato constituido de uma mistura de terrico e areia, na propor¢cao 1:1 (v:v),
previamente tratado com 3,5-dimethyl-1,3,5-thiadiazinane-2-thione (DAZOMETE), na
dose de 50 g/ctO solo de cada vaso foi infestado com 3.000 ovos de M. javanica, o
inoculo foi adicionado em quatro cavidades equidistantes 5 cm na parte central.do vaso
Em cada vaso, foi colocada uma suspensdo aquosa contendo conidios de Trichoderma
isolado T-1 na concentragdo de 200.000 conidfodegsolo ou 5.000 clamiddsporos g
de solo de P. chlamydosporia. Foi feito também a combinacdo entre P. chlamydosporia
e o isolado T-1. ApoOs dias da infestagdo do solo, mudas de tomate ‘Santa Clara’ com
21 dias de idade foram transplantadas.

Os tratamentos avaliados foram:

1- Testemunha positiva (planta + nematoide);

2- Pochonia chlamydosporRc10 + nematoide;

3- Trichoderma isolado T-1 + nematoide;

4- Pochonia chlamydosporRc10 + Trichoderma isoladoT-1 + nematoide;
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5- Testemunha negativa (apenas planta);
6- Pochonia chlamydosporRc10;

7- Trichoderma isolado T-1;

8- Pc10 + Trichoderma isolado T-1.

Tratos culturais foram aplicados sempre que necesséario. As plantas foram
adubadas de acordo com a disponibilidade de nutrientes no solo, estimada por meio da
analise de solo (Tabela 2) e a necessidade da cultura.

Apoés aproximadamente 60 dias foram avaliadas as seguintes variaveis: altura da
parte aérea das plantas (APA), massa da parte aérea fresca (MPAF), massa da raiz seca
(MRS), massa da raiz fresca (MRF), niumero de galhas e nUmero de ovos de nematoide
por grama do sistema radicular. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado. Cada tratamento foi repetido sete vezes e a parcela
experimental foi constituida por um vaso com uma planta de tomate.

Os dados foram submetidos & analise de variancia, e ao teste de médias de

Duncan, quando necessario, ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 1- Andlise quimica do solo: ensaio 1- experimento 1.

pH P K C& Mg? Al** H+Al SB (1) (M) \Y m MO  P-rem
HO mg/dn¥ ... cmob/dm®............ ... cmok/dm®........... ..%.... dag/Kg mg/L
6,7 290,21 480 7,2 1,2 0 049 9,63 9,63 10,1 95 0 1,97 271
Analise realizada no Laboratério de Andlise de Solo de Vigosa Ltda.
Tabela 2- Andlise quimica do solo: ensaio 1- experimento 2 e ensaio 2.
pH P K Cca& Mg?* Al®* H+Al SB (1) (T) \Y m MO P-rem
HO mg/dn¥ ... cmolb/dm?........... ... cmol/dn®........... ..%.... dag/Kg mg/L
564 120,1 626 4,66 0,60 0 2,4 7,11 7,11 951 748 O 3,50 30,4

Andlise realizada no Laboratério de Analise de Solo, Tecido Vegetal e Fertilizante.
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3- RESULTADOS

Ensaio 1: Compatibilidade entre Pochonia chlamydosporia e Trichoderma spp. em
casa de vegetacéo no controle de Meloidogyne javanica

No experimento 1, a aplicacdo conjunta ou separadamente de Pochonia
chlamydosporia e isolados de Trichoderma sp. néo alterou (p < 0,05) a altura da parte
aérea das plantas (APA), massa da parte aérea fresca (MPAF), massa da parte aérea sec
(MPAS), e massa da raiz fresca (MRF) quando comparadas as testemunhas (Tabela 3).
As varidveis APA, MPAF, MRF e MRS (massa da raiz seca) também nao diferiram

estatisticamente no experimento 2 (Tabela 4).

Tabela 3. Efeito da aplicacdo dos fungos Pochonia chlamydosporia (P@&10)
Trichoderma spp. no desenvolvimento de plantas de tomateiro infastambm
Meloidogyne javanica (Mj), 90 dias ap0s o transplantio das mudas.

Experimentol

Tratamento APA(cm) MPAF(g) MPAS(g) MRF(g)
Testemunha negativa (apenas planta 141,43° 240,265 33,00 75,53
Testemunha positiva (Mj) 144,67 187,55 24,08 142,32

Pc-10 + M;j 132,85 177,55 24,58 135,06
T. asperellum + M;j 139,23 224,69 30,12 139,85
T. harzianum + M; 148,23 202,11 28,36 115,72
Trichoderma isolado C-1 + Mj 140,67 195,16 26,64 108,05
Trichoderma isolado T-1 + M;j 137,00 207,39 27,64 116,15
Pc-10 + T. asperellum + Mj 121,43 207,37 27,93 167,89
Pc-10 + T. harzianum + M;j 139,71 215,00 29,30 127,23
Pc-10 + Trichoderma isolado C-1 + M 139,71 236,21 33,65 126,10
Pc-10 + Trichoderma isolado T-1 + N 131,14 194,86 26,37 123,40
CV (%) 13,70 20,45 24,46 39,69

Média de 7 repetic6e?; ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; APA=
altura da parte aérea; MPAF= massa da parte aérea; fidB&e&S5= massa da parte
aérea seca; MRF= massa da raiz fresca.

No experimento 1, todos os tratamentos foram capazes de reduzir o numero de
ovos ¢! de raiz em pelo menos 31%. Os tratamentos mais eficientes foram Pc-10 +
Trichoderma isolado T-1, Pc-10 + Trichoderma isolado C-1, T. harziaeum
Trichoderma isolado T-1, que diferiram (p < 0,05) quando comparados ao controle
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(planta + nematoide), e reduziram o nimero de oviodegraiz em 58, 48, 47 e 43%
respectivamente (Tabela 5). No experimento 2, as combiacEd + T. asperellum, e

Pc10 + T. harzianum, reduziram o numero de ovos em 62 e 55% respectivamente,
guando comparados ao tratamento controle (planta + nematoide) (Tabela 5). Apesar de
a aplicacdo de Pc-10 ter reduzido o numero de ovos em 37% no experimento 1 e em

42% no experimento 2 essa diferenca néo foi significativa (p < 0,05) (Tabela 5

Tabela 4. Efeito da aplicacdo dos fungos Pochonia chlamydosporia (P&10)
Trichoderma spp. no desenvolvimento de plantas de tomateiro infectadas com
Meloidogyne javanica (Mj), 60 dias ap0s o transplantio das mudas.

Experimento2

Tratamento APA(cm) MPAF(g) MRF(g) MRS(g)
Testemunha negativa (apenas planta)  84,57¢ 125,22 51,51 5,16%
Testemunha positiva (Mj) 94,85 121,48 38,96 2,83

Pc-10 + M;j 89,79 120,11 39,28 2,88
T. asperellum + Mj 79,28 120,37 45,01 3,56
T. harzianum + M;j 91,43 118,50 40,03 2,66
Trichoderma isolado C-1 + Mj 95,23 117,88 40,60 1,77
Trichoderma isolado T-1 + Mj 90,50 121,74 53,95 2,54
Pc-10 + T. asperellum + M;j 81,14 116,57 49,62 3,05
Pc-10 + T. harzianum + Mj 83,50 116,98 53,17 2,79
Pc-10 + Trichoderma isolado C-1 + M 92,29 128,52 38,43 3,03
Pc-10 + Trichoderma isolado T-1 + M; 84,93 118,78 36,00 2,07
CV (%) 15,37 11,36 32,63 41,68

Média de 7 repeticdeS; ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; APA=
altura da parte aérea; MIPA massa da parte aérea fresca; MRF= massa da raiz fresca;
MRS= massa da raiz seca.

Quanto a redugdo do nimero de galhiasig raiz, nenhum dos tratamentos do
experimento 1 diferiu do controle (p < 0,05), porém, no experimento 2, 0s tratamentos
Pc10 + T. harzianum e T. asperellum resultaram em maior reducdo no nimero de
galhas ¢ de raiz, sendo estas de 68 e 60% respectivamente, quando comparadas ao
tratamento controle. Trichoderma isolado C-1, Pc-10 + T. asperellum , Pc-10 +
Trichoderma isolado C-1, T. harzianemrichoderma isolado T-1 reduziram o nimero
de galhas ¢ de raiz em 58, 58, 48, 47 e 35% respectivamente, diferindo do controle
(Tabela 5.

Na avaliacdo do numero de unidades formadoras de colénia (UFC) de P.
chlamydosporia por grama de solo, verificou-se a presen¢a do fungo em todos os

tratamentos em que foi utilizado em conjunto com os isolados de Trichoderma sp.,

38



Tabela 5.Efeito da aplicacéo de Pochonia chlamydosporia (Pc-10) e isolados de Trichoderma spnéoi#e de galhas e ovos gle

raiz de M. javanica em tomateiro.

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 1

Experimento 2

Tratamento N° Ovos ¢ raiz N° Ovos ¢ raiz N° Galhas g raiz N° Galhas g raiz
S6 planta Oa Oa Oa Oa
Pc-10+Trichoderma isolado T-1 7285,71 b 9258,33 de 72,27 b 26,24 de
Pc-10+ Trichoderma isolado C-: 9078,57 b 8647,36 de 67,24 b 16,49 bc
T. harzianum 9160,71 b 11058,90 e 100,28 b 17,04 bc
Trichoderma isolado T-1 9939,29 b 8025,53 cde 97,53 b 20,86 cd
Pc-10 10960,71 bc 5600,36 bcd 79,74 b 29,85e
Pc-10 + T. harzianum 11135,71 bc 4280,21 bc 86,37 b 10,25 b
T. asperellum 11585,71 bc 7339,43 bcde 86,65b 12,79 b
Trichoderma isolado C-1 11971,43 bc 10845,61 e 83,52 b 13,47 b
Pc-10 + T. asperellum 12032,14 bc 3632,57 ab 77,44 b 13,47 b
Testemunha 17487,50 c 9577,99 de 96,37 b 32,14 e
CV(%) 54 47 41 33

Média de 7 repeticdes; médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de DundanprabBtfilidade’. ndo
significativo pelo teste F a 5% de probabilidadéalores obtidos pela divisdo do niimero de galhas e ovos pela masiga de

39



porém, em ambos 0s experimentos, ocorreu uma maior reducdo no numero de UFC de
P. chlamydosporia no solo por Trichoderma isolado C-1. Dos isolados de Trichoderma
estudados, Trichoderma isolado T-1 foi 0 que teve menor agao sobre o crescimento de
P. chlamydosporia (Tabela 6).

Tabela 6. NUumero de Unidades Formadoras de Colbénias (UFC) de Pochonia
chlamydosporia (Pc-10) no solo, em amostras contendo inéculo do fungo isoladamente
ou em conjunto com isolados de Trichoderma sp.

UFC g* de solo
Tratamento Experimento 1 Experimento 2
Pc-10 20000 a 25600 a
Pc-10 + Trichoderma isolado T-1 9500 b 12960 a
Pc-10 + T. asperellum 8666 b 4800 b
Pc-10 + T. harzianum 7000 b 4480 b
Pc-10+ Trichoderma isolado C-1 1333 ¢ 800d
CV(%) 26,41 43,4

Média de cinco repeticbes, médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste Duncan, a 5% de probabilidade.

Ensaio 2: Compatibilidade entre Pochonia chlamydospori®c-10 e Trichoderma
isolado T-1.

Os fungos Pochonia chlamydospoR&10 e Trichoderma isolado T-1 foram
testados na auséncia e presenca do nematoide. Nao afaitee (p < 0,05) dos
tratamentos para as varidveis APA e MPAF (Tabela 7).

Houve diferenca (p < 0,05) entre os tratamentos para a variavel massa da raiz
fresca (MRF). Os tratamentos Pc-10 + Trichoderma isolado T-1, Pc-10 e Trichoderma
isolado T-1, na auséncia do nematoide, induziram incrementos na MRF de 62, 60, 57%
respectivamente quando comparados ao controle positivo (planta + nematoide) (Tabela
7), entretanto, esses tratamentos néo diferiram do controle negativo (apenas planta). Os
resultados da MRS também foram significativos (p < 0,05). Os tratamentos Pc-10,
Trichoderma isolado T-1 e Pc-10 + Trichoderma isolado T-1, na auséncia do
nematoide, diferiram do controle positivo, porém, ndo houve diferenca comparando-se
ao controle negativo (apenas planta) (Tabela 7). Os tratamentos que receberam a
aplicacao de fungo e nematoide néo tiveram diferenga em relagéo ao controle positivo

(p < 0,05) (Tabela 7).
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Na avaliacdo do nimero de ovosdg raiz, somente o tratamento Pc-10 diferiu
do tratamento controle, reduzindo em 41% o nimero de ovds gpiz. Os tratamentos
Pc10 + Trichoderma isolado T-1 e Trichoderma isolado T-1 ndo foram capazes de
reduzir o nimero de ovos'gle raiz (Tabela 8). N&o houve diferenca para o nimero de
galhas ¢ de raiz (Tabela 8).

Tabela 7. Efeito da aplicagdo dos fungos Pochonia chlamydosporia (P&10)
Trichoderma isolado T-1 sobre as plantas de tomateiro na presenca e na auséncia do
nematoide Meloidogyne javanica (Mj), 60 dias apds o transplantio das mudas.

Tratamento APA(cm) MPAF(g) MRF(g) MRS(g)
Testemunha negativa (apenas plar 84,57° 125,225 51,51ab 5,16a
Pc-10 84,75 138,71 62,44a 6,88a
Trichoderma isolado T-1 78,13 121,74 61,14a 6,87 a
Pc-10 + Trichoderma isolado T-1 81,17 135,3 63,14a 6,26a
Pc-10 + M 89,78 120,11 39,28b 2,88b
Trichoderma isolado T-1 + M 90,50 121,74 59,9@mb 2540b
I\P/ch:-lo + Trichoderma isolado T-1 + 84.93 118,78 36.00b 2.08b
Testemunha positiva (Mj) 94,85 121,48 38,96b 2,83b
CV (%) 16,00 11,00 29,50 38,00

Média de sete repeticdes, médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre
si pelo teste Duncan a 5% de propabilid&8eao significativo apelo teste F a 5% de
probabilidade. APA= altura da parte aérea, MPAF= massa da parte aérea fresca, MRF=
massa da raiz fresca, MRS= massa da raiz seca.

Tabela 8. Efeito da aplicagcdo dos fungos Pochonia chlamydosporia (P@&10)
Trichoderma isolado T-1 sobre o nimero de galhas e ovde gaiz de M. javanica em
tomateiro.

Tratamento Ovos g'raiz  Galhas g' raiz
Pc-10 + M 5600,35 a 29,89
Trichoderma isolado T-1 + M 8025,33ab 20,86
Pc-10 + Trichoderma isolado T-1 + M;j 9258,33 b 22,49
Planta + Mj 9577,98 b 32,14
CV(%) 36 32

Média de sete repeticbes, médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre
si pelo teste Duncan a 5% de propabilid&8iedo significativo apelo teste F a 5% de
probabilidade.

41



4- DISCUSSAO

No experimento 1, do primeiro ensaio, a aplicagdo conjunta ou separadamente
de Pochonia chlamydosporia e isolados de Trichoderma sp. ndo alterou (p & 0,05)
altura da parte aérea das plantas (APA), massa da parte aérea fresca (MPAF), massa da
parte aérea seca (MPAS) e massa da raiz fresca (MRF) quando comparadas as
testemunhas (Tabela 3). Também ndo houve diferenca para as variaveis APA, MPAF,
MRF e MRS (massa da raiz seca) no experimento 2 (Tabela 4). As variaveis APA e
MPAF do ensaio 2, em que apenas Trichoderma isolado T-1 e P. chlamydosporia foram
utilizados, também néo diferiram do controle (p < 0,05) (Tabela 7). No ensaio 2, apenas
as variaveis MRF e MRS tiveram valores estatisticamente diferentes dos controles
(positivo e negativo) (Tabela 7). Esses resultados corroboram os encontrados por
Coutinho et al. (2009), que relataram que P. chlamydosporia nao influenciou
significativamente o desenvolvimento de plantas de tomate, e de Podesta et al. (2009),
que ndo observaram aumento na altura da parte aérea de plantas de tomateiro quando
foram aplicados 5.000 clamidésporo$s gm solo natural ou autoclavado. Porém, Dias-
Arieira et al. (2011) encontraram resultados diferentes, em que a aplicacdo de P.
chlamydosporia em campos de baixa fertilidade foi capaz de aumentar a massa da parte
aérea seca das plantas.

Hidalgo-Diaz et al. (2000)elataram a promocao de crescimento de plantas de
tomateiro induzida por diferentes isolados de P. chlamydosporia. Monfort et al. (2005)
observaram essa acdo do fungo em plantulas de trigo. Segundo Lopez-Llorca et al.
(2002), o fungo P. chlamydosporia possui a habilidade de colonizar endofiticamente as
células da epiderme e do cortex de raizes de plantas de cevada e tomate, formando um
emaranhado de hifas semelhantes aqueles de fungos micorrizicos. Dallemole-&iaretta
al. (2015) também documentaram a acado endofitica de P. chlamydosporia. Os autores
observaram que o fungo penetra as células epidérmicas das raizes de tomateiro.

Quanto ao fungo Trichoderma, algumas estirpes sdo consideradas por alguns
autores como sendo organismos oportunistas, simbiontes avirulentos de plantas, que
assim como P. chlamydosporia, também colonizam as raizes por mecanismos similares
aos dos fungos micorrizicos de plantas, estimulando o crescimento, respostas de defesa
e absorcdo e utilizacdo de nutrientes pelas plantas (Benitez Fernandez et al., 2004;
Harman et al., 2004). Yedidia et al. (1999) observaram a capacidade de Trichoderma
harzianum penetrar e colonizar a epiderme e cértex das raizes de plantas de pepino,

além disso, foi possivel observar o maior desenvolvimento das plantas tratadas com
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Trichoderma em relacdo as nado tratadas. Esses mesmos autores relataram que, em
cultivos hidroponicos de pepino, T. harzianum foi capaz de aumentar em 25 e 40% a
massa da raiz seca e parte aérea das plantas (Yedidia et al., 2001). Segundo Cai et al
(2015) T. harzianum pode estimular o crescimento das plantas através da producédo de
fitohormdnios e pelo fornecimento de fosforo (P), que promove o desenvolvimento do
sistema radicular e crescimento das plantas.

Trabalhos na literatura relatam que os fungos Pochonia chlamydosporia
(Hidalgo-Diaz et al., 2000; Monfort et al., 2005; Dallemole-Giaretta et al., 2015)
Trichoderma spp. (Baker & Cook, 197/@hang et al., 19864arman, 2000) atuam na
promocao de crescimento de plantas. Entretanto, neste estudo, tanto no primeiro quanto
no segundo ensaio, néo foi observada ag¢ao desses fungos na promoc¢ao de crescimento
das plantas de tomateiro. O uso combinado dos agentes de controle biologico é uma
estratégia promissora para promover crescimento das plantas. Apesar da maioria das
variaveis estudadas nao ter indicado diferenca em relacdo aos controles (negativo e
positivo), os tratamentos em que P. chlamydosporia foi aplicado juntamente com algum
isolado de Trichoderma sp. foram os que mostraram maiores incrementos em relacdo a
essas variaveis.

No ensaio 1, os resultados mais expressivos quanto a reducao do numero de ovos
e de galhas g de raiz foram obtidos através da combinacdo de P. chlamydosporia com
algum dos isolados do fungo Trichoderma. No primeiro experimento do ensaio 1, 0s
tratamentos que tiveram diferenca (p < 0,05) em relacdo ao controle foram Pc-10 +
Trichoderma isolado T-1, Pc-10 + Trichoderma isolado C-1, T. harzianem
Trichoderma isolado T-1, que reduziram o nimero de ovasegaiz em 58, 48, 47 e
43% respectivamente (Tabela 5). No experimento 2, a combinacdo de Pc-10 + T.
asperellum, seguida por Pc-10 + T. harzianforam as que obtiveram maior reducéo
no numero de ovosigde raiz. Entretanto, apesar de Pc-10 ter reduzido essa variavel em
ambos os experimentos em 37 e 42%, esses resultados nédo diferiram do tratamento
controle (Tabela 5). Em relacdo ao numero de galhas, no experimento 1, nenhum dos
tratamentos foi capaz de obter uma reducédo significativa (p < 0,05). J& o namero de
galhas ¢ de raiz das plantas do experimento 2, foi reduzido pelos tratamentos Pc-10 +
T. harzianume T. asperellum (Tabela 5).

Entretanto, no segundo ensaio realizado, emRqulamydosporia foi testado
isoladamente ou em conjunto com Trichoderma isolado T-1, os resultados foram

diferentes, sendo que apenas o tratamento Pc-10 foi capaz de reduzir o nimero de ovos
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g! de raiz quando comparado ao controle. Entretanto, ndo houve reducdo do nimero de
galhas ¢ de raiz por nenhum dos tratamentos (Tabela 8).

No primeiro ensaio, o tratamento Pc-10 + Trichoderma isolado T-1 estava entre
as combinacdes mais eficientes na reducdo do numero de ovos. O experimento
permaneceu em casa de vegetacdo no periodo do inverno, e este tratamento se destacot
no controle de M. javanica. JA 0 segundo experimento permaneceu em casa de
vegetacdo no periodo de verdo, e os tratamentos mais eficientes foram Pc-10 + T.
asperellum e Pc-10 + T. harzianum. O segundo ensaio foi montado neste mesmo
periodo, e apenas os isolados Pc- 10 e T-1 foram testados. O tratamento Pc-10 se
destacou no controle do nimero de ovdsdg raiz, e os tratamentos Pc-30
Trichoderma isolado T-1 e Trichoderma isolado T-1 n&o diferiram do controle. Estes
resultados sugerem que a combinacdo de Pc-10 + Trichoderma isolado T-1 pode ser
mais eficiente no controle de nematoides no periodo de inverno. Entretanto para fazer
uma afirmacdo mais conclusiva é necesséario que o ensaio 2 seja repetido em épocas
mais frias do ano.

O pH é uma variavel importante para o crescimento e desenvolvimento dos
organismos no solo. Além disso, é um fator que regula a atividade enzimatica. Cada
enzima possui um pH étimo para acao, sendo ativas apenas em determinadas faixas de
pH (Pefialva et al., 2008). O solo utilizado para o experimento 1 do ensaio 1, possui um
pH de 6,7, ja o solo do experimento 2 do ensaio 1 e do ensaio 2 tem um pH mais acido,
de 5,64. O pH é um dos principais fatores do solo que afetam a atividade de
Trichoderma. Segundo Harman et al. (1981) um pH acido favorece a atividade do fungo
Trichoderma no controle de fitopatdbgenos. Ja P. chlamydosporia cresce em pH
variando de 4 a 7, e seu desenvolvimento é comprometido em pH acima de 8.
Entretanto, segundo Ward et al. (2012), valores de pH mais alcalinos sdo mais
favoraveis a expressdo da enzima VCP1, envolvida no parasitismo de ovos de
nematoideMo et al. (2005) relataram que um valor de pH entre 3,5 e 4,5 é 6timo para a
esporulacdo de P. chlamydosporia. O pH acido também é ideal para o parasitismo de P.
chlamydosporiaa M. incognita. Entretanto, o fungo pode crescer e esporular dentro de
uma ampla faixa de pH. Para P. chlamydosporia ndo ha um consenso sobre faixas de
pH. No ensaio 1, o primeiro experimento, em que o pH do solo foi de 6,7, os
tratamentos Pc-10 + Trichoderma isolado T-1, Pc-10 + Trichoderma isolado C-1 foram
0S mais promissores. O experimento 2, foi realizado em um sqibl dderente, e os
tratamentos Pc-10 + T. asperellum e Pc-10 + T. harzianum se destacaram. Apesar do pH

do solo utilizado no ensaio 2 ter sido mais acid@hoderma néo teve agéo de controle
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sobre Meloidogyne javanica, sendo que o tratamento Pc-10, foi o mais eficiente na
reducao de ovos.

Outro fator que pode ter influenciado os resultados, foi o teor de matéria
organica dos solos utilizados. O solo do experimento 1 possui um teor de matéria
organica menor do que o solo utilizado no experimento 2 e no ensaio 2. No ensaio 1,
tanto P. chlamydosporia quanto Trichoderma exibiram uma boa ag&do sobre M.
javanica. Ja no ensaio 2, o tratamento Pc-10 foi o que se destacou no controle de ovos.
A presenca de material organico melhora as caracteristicas fisicas e quimicas do solo,
tornando-o um ambiente propicio para o melhor desenvolvimento das plantas (Stirling,
1991). Fungos nematéfagos possuem maior potencial de crescimento e de controle
quando aplicados ao solo juntos a uma fonte de matéria organica (Canayane &
Rajendran, 2001). Segundo Dallemole-Giaretta et. al. (2010) a combinacdo de
antagonistas com matéria organica tem efeito positivo sobre o controle de nematoides.
Resultados semelhantes foram observados por Podesté et. al. (2013).

O maior efeito da combinacdo dos antagonistas no primeiro ensaio pode ser
explicado pelo fato dos fungos possuirem diferentes modos de acédo. Pochonia
chlamydosporia parasita ativamente ovos e fémeas de nematoides para nutrir-se,
enquanto Trichoderma pode ter inativado os nematoides pela producdo de compostos
toxicos, podendo até coloniza-los posteriormente. P. chlamydosporia produz varias
enzimas, dentre elas a protease serina (VCP1), tipo subtilisina, que é capaz de remover a
camada vitelinica da casca dos ovos e expor a camada de quitina, que é entdo dissolvida
(Kerry & Bourne, 2002). Trichoderma spp. produz varias enzimas, dentre elas
quitinases, glucanases e proteases que podem digerir a cuticuladelddloidogyne
levando-o a morte (Sharon et al., 20Bluang et al., 2004). Entretanto, a acdo de
Trichoderma pode se estender aos ovos, pois alguns isolados desse género produzem
enzimas quitinoliticas, que podem degradar a camada de quitina de ovos imaturos,
expondo-o ao parasitismo e acdo de compostos toxicos (Chet et al., 1997).

Monteiro (2013) avaliou o fungo P. chlamydosporia juntamente com
Duddingtonia flagrans, aplicados isoladamente e em conjunto, no controle de M.
javanica, e encontrou reducdes de 37 e 40% no niumero de ovos nos tratamentos em que
apenas P. chlamydosporia foi utilizado, porém, a combinacéo entre os fungos resultou
na reducéo de até 70% de ovos de M. javanica. A aplicacdo combinada de Trichoderma
harzianume Paecilomyces lilacinus causou maior mortalidade .déeJMeloidogyne
incognita quando comparado aos tratamentos que receberam apenas um dos fungos

(Munawar et al.,, 2015). P. chlamydosporia, Pseudomonas fluorescens, T.eviride
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carbofuran resultou em maior crescimento das plantas de batata e menor populacéo do
nematoide do cisto do que a aplicagéo isolada de cada um (Muthulakshmi et al., 2012).
Paecilomyces lilacinus, P. chlamydosporia, T. harzianum e rizobacterias promotoras de
crescimento utilizadas em conjunto mostraram ser mais eficazes no controle de M.
incognita e na promoc¢do de crescimento das plantas do que sua aplicacdo isolada
(Siddiqui & Akhtar, 2009).

Solos supressivos ocorrem quando o fitonematoide e planta hospedeira
suscetivel estdo presentes em uma area em que favorece ocorréncia da doenca,
entretanto a doenca ndo ocorre, ou ocorre em baixa intensidade. A presenca de varios
antagonistas € um dos fatores que contribuem para a supressividade dos solos
(Lemanceua e Alabouvette, 1991; Stirling 1991). Os fungos Pochonia chlamydosporia
e Nematophthora gymnophila, foram responsaveis pela reducdo da populacdo de
Heterodera avenae em cultivo de aveia na Inglaterra entre os anos de 1955 e 1968
(Kerry, 1975).

A aplicacao dos fungos, em ambos o0s experimentos, foi realizada 7 dias antes do
transplantio das mudas de tomate. Existem trabalhos em que a aplicacdo de P.
chlamydosporia foi feita 15 dias antes do transplantio das mudas, portanto, o fungo
permaneceu mais tempo no solo em contato com os ovos de nematoide (Dallemole-
Giaretta et al., 20Q8Coutinho et al., 2009). Esse maior periodo de contato entre P.
chlamydosporia e ovos no solo proporciona melhor atuacdo do fungo, pois ele podera
colonizar o solo e encontrar maior nimero de ovos, impedindo que o juvenil de segundo
estadio (g) se forme, ou ecloda (Dallemole-Giaretta et al., 2008). Talvez se a aplicacdo
dos clamidésporos de P. chlamydosporia nesses experimentos tivesse sido realizada 15
dias antes de transplantar as mudas, a acdo do fungo sobre os ovos poderia ser maior,
reduzindo os ovos e galhade raiz.

Temperaturas proximas a 30°C favorecem a infec¢do da planta pelo nematoide.
A taxa de eclosé@o dos dumenta nessa faixa, sendo assim, 0s ovos ficam expostos por
um periodo de tempo menor aos antagonistas, e muitos ovos nao sao colonizados,
escapando da infeccao (Kerry & Bourne, 2002). Esses experimentos foram montados
em épocas em que as temperaturas médias foram 27 e 29,5°C. Temperaturas altas
favorecem o ciclo do nematoide e desfavorece o fungo Pochonia chlamydosporia
(Kerry & Bourne, 2002).

Uma caracteristica interessante que pode ser levada em consideracédo na escolha
do agente de controle bioldgico € a capacidade de promover o crescimento das plantas,

dessa forma, ele atuarad no controle da doengca mascarando os danos causados por ela
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Alguns microrganismos que colonizam a rizosfera das plantas possuem a habilidade de
formar uma barreira inicial contra varios patégenos como os nematoides (Weller, 1988).
Segundo Papavizas (1985), os fungos antagonistas na rizosfera possuem grande
potencial para suprimir patégenos.

A aplicacdo dos antagonistas isoladamente ou em conjunto nao foi eficiente em
promover o crescimento das plantas. No ensaio 1, os tratamentos em que P.
chlamydosporia foi aplicado juntamente com os isolados do fungo Trichoderma foram
0S que tiveram maior acdo sobre o numero de ovos e galhas de M. javanica. Os
resultados observados nos levam a crer que os produtos comerciais cujos componentes
ativos sdo isolados de Trichoderma, quando combinados com P. chlamydosporia,
apresentam potencial para controlar o nematoide das galhas. Entretanto, os resultados
do ensaio 2, indicam que o tratamento em Bad0 foi aplicado isoladamente foi o
mais eficiente no controle de nematoides. Quanto a interacdo dos fungos, avaliando o
numero de UFC 4§ de solo, a maioria dos isolados de Trichoderma sp. mostrou-se
compativel a P. chlamydosporia, sendo que, apenas Trichoderma isolado C-1 foi capaz
de reduzir seu crescimento em maior intensidade em ambos 0s experimentos, e
Trichoderma isolado T-1 foi o mais compativel dentre os isolados testados. Estes
resultados de numero de UFC, associados aos resultados dos testes de compatibilidade
“in vitro” do capitulo 1, indicam que o uso de P. chlamydosperiaichoderma

isolado T-1 é a combinagcdo mais compativel.
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5- CONCLUSOES

* Os fungos ndo promoveram o crescimento das plantas;
* Ensaio I

v' Pc10 + T. harzianune T. asperellum: maior reducdo do n° galhds g
raiz;

v" Pc10 + Trichoderma isolado T-1, Pc-10 + Trichoderma isolado C-1, T.
harzianum e Trichoderma isolado T-1: Maior reducdo de ovos no
experimento I;

v Pc10 +T. asperellum e Pc-10 + T. harzianum: Maior reducdo de ovos no
experimento Il;

v' Combinacédo mais compativel: Pc-10 + Trichoderma isolado T-1;

* Ensaio Il: Aplicacdo de Pc-10 e Trichoderma isolado T-1:
v' O uso isolado de Pc-10 foi mais eficiente no controle de ovos de M.

javanica.
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7- CONCLUSOES GERAIS

Pochonia chlamydosporia e isolados de Trichoderma sp. sdo compativeis.

A utilizacdo conjunta desses organismos tem potencial para controlar o
nematoide das galhas.

Resultados in vitro e em casa de vegetacdo indicam que os isolados Pc-10 e

Trichoderma isolado T-1 foi a combinacao mais compativel.
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