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Resumo: Este estudo teve por objetivo avaliar o potencial de biocontrole in vitro de espécies
de Trichoderma sobre Meloidogyne enterolobii, por meio de testes de parasitismo e inibi¢ao da
eclosdo de formas juvenis deste nematoide. Foram utilizados nove isolados de Trichoderma,
pertencentes as espécies 7. longibrachiatum (T1), T. asperellum (T2), T. atroviride (TS5, T8 e
T9), T. brevicompactum (T11), T. breve (T12), T. asperelloides (T13) e T. asperellum (T15).
Os isolados de Trichoderma foram cultivados por sete dias em meio BDA e mantidos a 25°C
em BOD. Em seguida, conidios dos isolados foram adicionados a uma solugdo de Tween
(0,01%) e ajustada para concentracdo de 1,5x10* conidios/ml. Em placas de Petri contendo
papel filtro umedecido, foram adicionados discos de &agar-agua sobre lamina de vidro.
Posteriormente, foram adicionados 10uL da suspensdo dos isolados de Trichoderma sobre 40
ovos de M. enterolobii. O material foi incubado por sete dias em BOD a 25°C, em seguida,
realizou-se a contagem de 15 ovos e determinou-se o percentual de ovos parasitados e a eclosao
de formas juvenis. A partir dos dados obtidos constatou-se que os isolados T9 (7. atroviride),
T15 (T. asperellum) e T12 (T. breve) foram os mais eficientes, colonizando os ovos em 75, 100
e 100%, respectivamente. Os isolados T8 (7. atroviride) e T12 (T. breve) inibiram a eclosdo
dos juvenis em 75,55 e 100%, respectivamente. Os resultados indicam a espécie 7. breve (T12)
como potencial agente para o controle bioldgico, sendo o primeiro registro da utilizagao desta
espécie no controle de nematoides.

Termos para indexacao: Antagonismo, nematoide das galhas, Psidium guajava.

Abstratc: This study aimed to evaluate the in vitro biocontrol potential of Trichoderma species
on Meloidogyne enterolobii, by parasitism tests of and inhibition of forms juvenile the hatching
this nematode. Nine Trichoderma isolates were used, 7. longibrachiatum (T1), T. asperellum
(T2), T. atroviride (T5, T8 and T9), T. brevicompactum (T11), T. breve (T13) and T. asperellum
(T15). Trichoderma isolates were cultured for seven days in BDA medium and continued at 25
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° C in BOD. The conditions were then replaced with a Tween (0.01%) and adjusted to a
concentration of 1.5x10* conidia/ml. Petri dishes contain a paper filter, consisting of water disks
on the glass slide. Subsequently, 10 pl of the suspension of Trichoderma isolates on 40 eggs of
M. enterolobii were added. The material was incubated for seven days in BOD at 25 ° C in the
same period, a count of 15 eggs was produced and the percentage of parasitized eggs and a
hatching of were determined. From the data obtained, T9 (7. atroviride), T15 (T. asperellum)
and T12 (T. breve) were more efficient, colonizing eggs at 75. 100 and 100%, respectively. The
isolates T8 (7. atroviride) and T12 (T. breve) inhibited juvenile hatching at 75.55 and 100%,
respectively. The results indicate the species 7. breve (T12) as a potential agent for biological
control, being the first record of the use of this species in the control of nematodes.

Index terms: Antagonism, root-knott nematode, Psidium guajava.

INTRODUCAO

Os fitonematoides estdo entre as
principais pragas da agricultura, pois sdo
responsaveis por perdas na produtividade
em diversas plantagdes de importancia
econdmica, chegando a causar prejuizos de
35 bilhdes ao ano (NASCIMENTO, 2018).

O género Meloidogyne, também
conhecido como ‘“nematoide das galhas”,
apresenta mais de 100 espécies descritas
(HUNT; HANDOO, 2009). Constitui o
maior grupo de nematoides fitopatogénicos,
sendo espécies polifagas e de facil
dissemina¢do, podendo infectar mais de
3.000 espécies de plantas, afetando o
agronegocio em diversas regides do mundo
(TRUDGILL; BLOK, 2001).

Meloidogyne enterolobii Yang e
Eisenback ¢ considerada umas das mais
importantes espécies do género, devido sua
ampla distribuigdo geografica e numerosa
gama de hospedeiros (MOENS; PERRY;
STARR, 2009), além de ter a capacidade de
quebrar a resisténcia de genotipos de
plantas como tomateiros e pimenteiras
resistentes a M. javanica (TREUB)
Chitwood, M. incognita (KOFOID e
WHITE) Chitwood e M. arenaria (NEAL)
Chitwood (CARNEIRO et al., 2006). Entre
seus principais hospedeiros, estdo a
goiabeira (Psidium guajava L.), soja
[Glycine max (L.) MERR.] e batata-doce
[I[pomoea batatas (L.) LAM.] (PERRY;
MOENS; STARR, 2009).

Ha varias formas de controle para o
nematoide das galhas e o uso de agentes
biologicos tem se mostrado promissor.
Diversos organismos sao considerados
inimigos naturais dos nematoides e de
acordo com estudos, os fungos sao
considerados os de maior potencial (LI;
ZHANG, 2014). A forma de controle por
fungos pode ocorrer por diversos
mecanismos de agdo, entre cles o
endoparasitismo, predacdo, parasitismo de
ovos ¢ fémeas também chamado de
oportunistas e por meio de fungos que tem
a capacidade de produzir substancias com
propriedades nematicidas (FERRAZ et al.,
2010).

Entre os fungos nematdfagos, os
oportunistas merecem destaque, pois
estudos tem mostrado o quanto sdo
eficientes no controle biologico de
fitonematoides, = sendo  Paecilomyces
lilacinus (THOM) Samson e Pochonia
chlamydosporia (GODDARD) Zare e W.
Gams os mais utilizados (CHEN;
DICKSON, 2004).

Diversas espécies de Trichoderma
também tem se mostrado promissoras no
biocontrole de fitonematoides, sendo que a
principal forma de controle por este género
se dd pela da producdo de metabolitos
toxicos, embora diversos relatos na
literatura apontem que espécies de
Trichoderma também apresentam grande
potencial para o parasitismo de ovos e
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fémeas de M. exigua Goeldi e M. incognita
(FERREIRA et al., 2008; FREITAS et al.,
2012).

Dessa forma o objetivo deste
trabalho foi avaliar por meio de testes in
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vitro, o potencial de biocontrole de espécies
de Trichoderma para o parasitismo de ovos
e inibicao da eclosdo de formas juvenis de
segundo estadio de M. enterolobii.

MATERIAL E METODOS

Isolados de Trichoderma e de M. enterolobii

Foram utilizados nove isolados de
Trichoderma oriundos de diferentes solos
de sistemas agroflorestais, pertencentes as
espécies T. longibrachiatum (T1), T.
asperellum (T2), T. atroviride (TS5, T8 e
T9), T. brevicompactum (T11), T. breve
(T12), T. asperelloides (T13) e T.
asperellum (T15). Para confirmacao das
espécies foi estudada a regido génica do
DNA TEF-1a (CARBONE; KOHN, 1999;
SAMUELS et al., 2002), os produtos
amplificados  foram  purificados e
sequenciados na Plataforma de

Sequenciamento do Laboratorio Central do
Centro de Biociéncias da Universidade
Federal de Pernambuco e as sequéncias
obtidas foram comparadas com as
depositadas no GenBank.

Os indculos de M. enterolobii foram
obtidos a partir de raizes da goiabeira (P.
guajava), multiplicados em vasos plasticos
com capacidade para 3 Kg contendo
tomateiros (Solanum lycopersicum L.)
Cultivar Santa Cruz Kada e mantidos sob
condigdes de casa de vegetacdo por 90 dias.

Efeito dos isolados de Trichoderma no parasitismo de ovos e juvenis de M. enterolobii

Os in6culos dos isolados de
Trichoderma foram preparados em meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA),
mantidos em BOD a 25°C por sete dias. Em
seguida, conidios das colonias dos isolados
foram adicionados, separadamente, em
agua destilada esterilizada contendo Tween
80 (0,01%) e ajustada a concentragio de 10*
conidios/ml (HADDAD; LUCON, 2017).

Massas de ovos M. enterolobii
foram isoladas a partir das raizes de mudas
do tomateiro e os ovos extraidos conforme
a metodologia de Hussey e Baker (1973).
Em placas de Petri (90 mm) contendo papel
filtro umedecidos, foram adicionados sobre
lamina de vidro, discos de dgar-agua (2 cm)
e posteriormente foram depositados sobre
os discos 40 ovos de M. enterolobii
(CARNEIRO; GOMES, 1993). Em
seguida, foram adicionados,

separadamente, 10uL das suspensdes dos
1solados de Trichoderma, sobre os ovos do
nematoide. O material foi levado a BOD a
25°C por sete dias. Apos esse periodo, o
material foi corado com lactofenol de
Amann e observado em microscopio 6tico,
realizando-se a contagem aleatoria de 15
ovos por disco e determinando-se o
percentual de ovos parasitados e inibi¢ao da
eclosdo de juvenis de segundo estadio de M.
enterolobii (HADDAD; LUCON, 2017,
adaptado).

O delineamento experimental foi
inteiramente  casualizado com  trés
repeticdes por tratamento. Os dados foram
transformados por arcsen Vx/100 e
submetidos a ANOVA e as médias,
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05),
utilizando o software SASM — Agri
(CANTERI et al., 2001).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos nove isolados de Trichoderma
avaliados, trés pertencentes as espécies 7.
breve (T12), T. asperellum (T15) e T.
atroviride (T9) foram os mais eficientes no
parasitismo dos ovos de M. enterolobii,
colonizando 100, 100 e 75,55%,
respectivamente. O isolado TI13 de 7.
asperelloides foi o menos eficaz na
colonizacdo (0%) (Tabela 1).

Os resultados obtidos neste estudo,
foram semelhantes aos encontrados por
Hussain et al. (2017), que ao utilizarem 12
isolados flngicos pertencentes a seis
géneros, constataram que as espécies
Lecanicillium muscarium (Petch) Zare &
W. Gams e T. hamatum (Bonord.) Bainier
foram as mais eficientes, promovendo
colonizagao de ovos de M. incognita em 79
e 68%, respectivamente. Os autores
também destacaram a efici€éncia da espécie
T. harzianum que parasitou 62% dos ovos
avaliados. A colonizagdo por 7. harzianum
sobre ovos de M. javanica também foi
relatada (SHARON et al, 2007
SAHEBANI; HADAVI, 2008) e este
mecanismo pode ocorrer pela acdo de
enzimas, tals como a  quitinase
(SAHEBANI; HADAVI, 2008), ja que a

quitina ¢ um importante componente
estrutural dos ovos de nematoides (YANG
et al., 2014).

Seidl et al. (2005) identificaram 18
tipos de quitinases de Hypocrea jecorina
Berk. & Broome (anamorfo: 7richoderma
reesei E.G. Simmons). Em Trichoderma
harzianum, a presenca de quitinases
também foram constatadas, mas apenas
uma delas, denominada chit 33, apresentou
melhor desempenho em teste com
fitopatdogenos (LIMON et al., 1999).

De acordo com os dados obtidos, os
isolados T8 de T. atroviride e T12 de T.
breve causaram inibicdo significativa na
eclosdo de juvenis de M. enterolobii, com
75,55 e 100%, respectivamente. Nao foi
verificada diferenca estatistica nos demais
tratamentos (Tabela 1). A inibi¢do da
eclosdo de juvenis de M. javanica por
isolado de 7. harzianum foi relatada por
Sahebani e Hadavi (2008). Trichoderma
harzianum também foi eficiente na inibi¢do
do desenvolvimento de juvenis de M.
enterolobii (JINDAPUNNAPAT;,
CHINNASRI; KWANKUAE, 2013). A
figura 1 ilustra o parasitismo de isolados de
Trichoderma sobre M. enterolobii.

Tabela 1- Parasitismo ¢ inibi¢do da eclosdo de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne enterolobii
por isolados de Trichoderma, in vitro, apos sete dias de incubacdo em meio de cultura agar-agua.

Percentual de ovos

Percentual de ovos

Tratamento parasitados Tratamento eclodidos
T12 100a T12 0b
T15 100a T8 2,22b

T9 75,55a T5 6,66ab
Tl 62,29ab T9 11,11ab
T11 44 ,44ab T11 17,77ab
T8 37,78ab T1 31,11ab
T2 32,44ab T15 31,11ab
T5 31,11ab T13 35,55ab
T13 0b T2 56,29ab
Controle Ob Controle 77,77a

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Valores transformados para arcsen \x/100.
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Figura 1- Efeito de isolados de Trichoderma sobre ovos e formas juvenis de segundo estadio
de Meloidogyne enterolobii. Parasitismo de Trichoderma longibrachiatum (T1) sobre ovo de
M. enterolobii (A). Enrolamento das hifas de 7. atroviride (T9) sobre J2 de M. enterolobii (B).
Degradacao da parede celular do ovo de M. enterolobii por T. atroviride (T9) (C). Parasitismo
de T. brevicompactum (T11) sobre ovo de M. enterolobii (D). Colonizagdo de ovo de M.
enterolobii por T. asperellum (T15) (E). Escala de barras: A, C e D= 30um, B= 70um, E=

40pm.

Foto/crédito: A. C. T. Amaral; V. L. Lira

O controle de nematoides pode ser
realizado por meio de agentes quimicos
(DONG et al, 2017) ou biologicos
(BETTIOL et al., 2012). As espécies P.
lilacinus, P. chlamydosporia, Arthrobotrys
oligospora Fresen. e A. botryospora G.L.

Barron estdo entre as mais utilizadas na
formulagdo de produtos de controle
bioldgicos para o manejo de fitonematoides
(BETTIOL et al., 2012). Entretanto, ndo ha
relatos na literatura sobre a utilizagdo de
bioprodutos para o controle de M.
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enterolobii e os dados apresentados nesta
pesquisa, podem apresentar potencial como
base para formulagdes de uso comercial,
apo6s estudos complementares

Pesquisas envolvendo o uso de
espécies de Trichoderma no controle de M.
enterolobii ainda s3o escassas. A agdo
isolada de 7. harzianum no controle de M.
enterolobii ~ foi ~ demonstrada  por
Jindapunnapat, Chinnasri e Kwankuae
(2013). Porém, novos estudos sdo
necessarios para identificacdo de possiveis

Entre os isolados estudados e
avaliados neste trabalho, o isolado T12 que
pertencente a espécie 7. breve foi o mais
eficiente no parasitismo e inibigdo da
eclosdo de juvenis. Na literatura ndo ha
relatos anteriores sobre a utilizacdo desta
espécie no controle de fitonematoides. O
conhecimento do potencial antagdénico in
vitro ¢ de suma importancia para posteriores
ensaios em campo que podem constituir
uma medida de manejo eficiente contra o M.
enterolobii.

espécies deste género passiveis de uso
contra a meloidoginose.
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