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RESUMO GERAL

A cana-de-acUcar tem especial significado econémico para o Brasil, que lidera a lista dos 80
paises produtores. Dentre os patdgenos que reduzem sua produtividade destacam-se 0S
fitonematoides do género Meloidogyne. A presente pesquisa teve por objetivo buscar e
selecionar possiveis antagonista para o controle de M. incognita entre treze isolados
bacterianos residentes da rizosfera previamente selecionados como agentes de controle
biolégico na cultura da soja, feijoeiro e tomateiro, contra as respectivos patogenos,
Phakopsora pachyrhizi, Xantomonas campestris pv. Phaseoli, Pseudomonas syringae pv.
tomato, e ainda a busca e selecéo entre vinte e trés isolados de Trichoderma spp. contra M.
incognita, em plantas de cana de acUcar variedade RB863129. Os isolados fungicos e
bacterianos foram cedidos das colecBes de culturas da Universidade Federal Rural de
Pernambuco e Universidade Federal de Vicosa, respectivamente. Para 0s experimentos, dois
dias antes da infestacdo do solo com a suspensdo bacteriana e suspensdo de esporos de
Trichoderma spp., plantulas de cana-de-agclcar com 30 dias tiveram o solo infestado com
5.000 e 10.000 ovos de M. incognita respectivamente. Nos dois estudos, as plantas foram
arranjadas em delineamento experimental inteiramente casualizado e mantidas em casa de
vegetacdo a 24-36 °C. Decorridos 90 dias da infestacdo do solo com o nematoide, foram
determinadas as biomassa fresca da parte aérea e da raiz, comprimento da parte aérea e da
raiz, nimero e diametro de noés, indice de galhas e o fator de reproducéo do fitonematdide. Em
testes in vitro, avaliou-se o efeito nematicida e nematostatico dos isolados de Trichoderma
spp. sobre M. incdgnita, determinando-se a mortalidade e eclosdo de juvenis provenientes de
ovos depositados em filtrados dos isolados, e o parasitismo de ovos pelo fungo. Os isolados
de rizobacterianos 38B, 39B, 44B, 49B e 53B mostraram alto potencial para controle de M.
incognita reduzindo significativamente o fator de reproducédo e indice de galha do nematdide
em cana-de-acucar. Os isolados 101B e 172B foram significativos em relagdo a testemunha e
positivos para colonizacgéo de raizes in vitro, caracterizando-os como bactérias promotoras de
crescimento (PGPR). Para Trichoderma spp., os isolados 3M, 8M, 17M e 225T e os isolados
1M, 3M, 10M, 17M, 311T e 322 mostraram alto potencial para controle de M. incognita
reduzindo significativamente o indice de galhas e o fator de reproducdo do nematdide,
respectivamente, em cana-de-acgucar. In vitro, todos os filtrados dos isolados de Trichoderma
spp. mostraram-se eficientes em promover mortalidade dos juvenis. Em avaliagdes em ovos

de nematdides, dos vinte e dois isolados dezesseis foram significativos em relacdo a
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testemunha para parasitismo de ovos com destaque aos isolados 8M, 11M, 13M, 15M, e 17M
COMO 0S mais promissores.

Palavras-chave: Bacillus, controle bioldgico, Pseudomonas, Saccharum.
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GENERAL ABSTRACT

Sugarcane is a crop of special economic importance to Brazil which leads the rank
among the 80 country producers. Highly decreasing sugarcane production, the nematodes of
the genus Meloydogyne are pointed out as one of the most important pathogen. The present
research had as objective screening potential rizobacterias, previously isolated from screening
soybean, bean and tomato against to their respective pathogen Phakopsora pachyrhizi,
Xantomonas campestris pv. phaseoli and Pseudomonas syringae pv. tomato, as well
Trichoderma spp. as antagonists to M. incognita in sugarcane variety RB863129. For
rizobacteria studies, isolates were obtained from Universidade Federal de Vigosa and added to
soil two days prior 30-day sugarcane seedlings had the soil infested with 5,000 eggs of M.
incognita. Trichoderma spp. isolates were obtained from Universidade Federal Rural de
Pernambuco and added to soil two days prior 30-day sugarcane seedlings had the soil infested
with 10,000 eggs of the nematode. In both studies, plants were arranged in a complete
randomized design and kept under greenhouse at 24-36 °C. Ninety days after infestation with
the nematode, it was evaluated extent and fresh biomass of shoot and roots, number and
diameter of stalk node, gall index and nematode reproduction.

The bacterial strains 38B, 39B, 44B, 49B and 53B presented high potential for M.
incognita control decreasing significantly the nematode reproduction factor and gall index in
sugarcane. The strains 101B and 172B. were significant in relation to control and positive for
root colonization in vitro, being characterized as plant growth-promoting bacteria (PGPR).
For Trichoderma spp. the strains 3M, 8M, 17M and 225T and the strains 1M, 3M, 10M, 17M,
311T and 322 showed a high potential to control M. incognita significantly reducing the gall
index and nematode reproduction factor, respectively, in sugarcane. In vitro, all the filtrates of
Trichoderma spp. were effective in promoting juvenile mortality. In assessments of nematode
eggs, sixteen among twenty-two strains were significant in relation to controls for parasitism
of eggs with emphasis on strains 8M, 11M, 13M, 15M and 17M as the most promising.

Key-word: Bacillus, biological control, Pseudomona, Saccharum.
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POTENCIAIS AGENTES DE BIOCONTROLE PARA Meloidogyne incognita EM
CANA-DE-ACUCAR

INTRODUCAO GERAL

Cultura da cana de agucar
¢ Classificacao botanica e caracteristicas morfoldgicas

A cana-de-acucar (hibridos Sacharum spp. L.) pertence a classe Liliopsida,
subclasse Commelinidae, ordem Cyperales (Graminales), familia Poaceae, genero
Sacharum spp., tribo Andropogoneae e sub-tribo Saccharinineae (LUCCHESI, 2001).
As principais caracteristicas dessa familia sdo a forma da inflorescéncia (espiga), o
crescimento do caule em colmos, as folhas com laminas de silica em suas bordas e
bainha aberta. E como a maioria das Poéceas ¢ uma planta C4, assim chamada por
formar compostos organicos com quatro carbonos, apresenta maior taxa fotossintética e
de eficiencia na ultilizacéo e resgate do CO, (gas carbonico) da atmosfera. A planta se
desenvolve em forma de touceira, as raizes sao faciculadas ou em cabeleira (SEGATO,
2006).

Trata-se de uma planta cultivada numa extensa area territorial, compreendida entre
os paralelos 35° de latitude Norte e Sul do Equador e apresenta melhor comportamento
nas regides quentes. O clima ideal é aquele que inclui duas estacGes distintas, uma
quente e Umida, para proporcionar a germinacdo, perfilhamento e desenvolvimento
vegetativo, seguido de outra fria e seca, para promover a maturacdo e conseqlente
acumulo de sacarose nos colmos (GUIMARAES, 2007). Segundo Lucchesi, (2001);
Matsuoka; Garcia e Arizono (1999) a espécie S. officinarum L. é descrita como um
complexo polipldide, sendo o centro de diversidade Nova Guiné, e o centro de origem
desconhecido. Entretanto, é possivel que a planta seja nativa do Pacifico, talvez de
Papua, Nova Guiné, onde era conhecida ha 12 mil anos (GOMES, 2006).

e Aspectos histdricos e econdmicos

Em Nova Guiné o homem teve o primeiro contato com a cana-de-agucar. No

entanto, dados historicos relevantes se deu a partir do século VIII, quando as conquistas
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arabes no ocidente disseminaram o cultivo da cana-de—acUcar nas margens do mar
mediterraneos e propagaram a cultura da cana-de-aglcar no norte da Africa e sul da
Europa na época das invasdes (SEGATO, 2006). A chegada ao Brasil se deu
oficialmente por Martim Affonso de Souza que, em 1532, trouxe a primeira muda de
cana ao Brasil e iniciou seu cultivo na Capitania de Sdo Vicente, onde ele proprio
construiu o primeiro engenho de aglcar (JUNQUEIRA, 2006). No entanto, foi no
Nordeste, principalmente nas Capitanias de Pernambuco e da Bahia, que 0s engenhos de
acucar se multiplicaram. Assim, ap6s 50 anos, o Brasil passou a monopolizar a
producdo mundial de acucar e hoje lidera a lista dos 80 paises produtores, respondendo
por 25% da producdo mundial (SEGATO, 2006).

Dados da FAO (2011) mostram que a producdo mundial da safra de 2007 foi de
1.590.701.773 toneladas, ocupando o Brasil o primeiro lugar com producdo de
420.120.992 toneladas, seguido da india, China e Tailandia. Com significativo aumento
na safra brasileira de 2010, ocupando atualmente uma area de aproximadamente 9.08
milhdes de hectares, producgdo de 719.156.742 toneladas, com rendimento médio de 79
t/ha (IBGE, 2011). Dentre os maiores produtores nacionais de cana-de-agucar destaca-se
0 estado de Séo Paulo com aproximadamente 60% da producdo, cerca de 427.945.873
toneladas, seguido pelo estado de Minas Gerais (60.603.247), Parana (48.360.397),
Alagoas (25.707.782), Pernambuco (19.708.936), Mato Grosso (16.097.696) e Goias
(16.097.696). A regido Nordeste participa com 16% da producdo nacional, o que
representa uma diferenca significativa quando comparada a producdo na regido Sudeste
do pais (IBGE, 2011). Como resultado, no ano de 2010, a producdo da cana-de-agucar
movimentou 56 bilhdes de reais, o que representou 2% do PIB brasileiro, gerando 4,5
milhGes de empregos direto e indireto, em uma producdo nacional de 33 milhdes de
toneladas de acUcar e 29 bilhGes de litros de alcool (JORNAL DA CANA, 2010).

Fitonematoides
¢ Fitonematoides na cultura da cana-de-agucar

Parasitos obrigatérios, os fitonematdides obtém nutrientes para o desenvolvimento e
reproducéo a partir do citoplasma de células vivas. As interacfes entre esses parasitos e
as plantas hospedeiras sdo complexas e dindmicas e podem envolver, dependendo da

espécie, estimulo a eclosdo, atracdo até o hospedeiro, penetragdo, migragdo dentro dos
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tecidos, reconhecimento do tecido adequado para alimentacdo e a elaboracdo de
modificacbes das células hospedeiras. As mudancas celulares destrutivas vdo da
remoc¢do do contetdo celular para alimentacdo, até a completa destruicdo das células.
Alguns fitonematdides induzem modificacbes formando sitios de alimentacdo bem
elaborados para prover a remocéo de nutrientes (HUSSEY; WILLIAMSON, 1998).

Mundialmente, 310 espécies de 48 géneros j& foram registradas associadas a cultura
da cana-de-agUcar, sendo os ectoparasitos os mais freqiientes (CADET; SPAULL,
2005). Alguns géneros sdo mais frequientes a exemplo de Pratylenchus Fillipjev (cerca
de 20 espécies assinaladas), Meloidogyne Goéeldi (07 espécies), Helicotylenchus Steiner
(35 espécies), Xiphinema Cobb (52 espécies), Hoplolaimus VVon Dabay (11 espécies),
Paratrichodorus Siddigi e Trichodorus Cobb (09 espécies) (CADET; SPAULL, 2005;
CRUZ; SILVA; RIBEIRO, 1986; MOURA et al., 1999. NOVARETTI et al., 1985).
Porém, os mais importantes para a cultura sdo os endoparasitos sedentarios pertencentes
aos géneros Meloidogyne, representados pelas espécies M. incognita (Kofoid & White)
Chitwood e M. javanica (Treub) Chitwood, e o endoparasito migrador Pratylenchus
zeae (Graham), devido a severidade das doencas que causam e expressiva disseminacdo
em todas as regides acucareiras do mundo. Nas condicOes brasileiras essas trés espécies
de fitonematdides sdo reconhecidamente importantes para a cana-de-agucar, em funcéo
dos danos que causam a cultura (DINARDO-MIRANDA, 2005).

Dinardo-Miranda (2005) menciona que embora P. zeae seja a espécie mais comum,
M. incognita é a que geralmente causa danos mais severos ao canavial. Outros géneros
de nematbides patogénicos a cana-de-aglcar sao: Tylenchorhynchus Cobb,
Hemicycliophora De Man, Xiphinema, Longidorus (Micoletzky) Torne e Swanger,
Rotylenchulus Linford e Oliveira e Criconemella De Grisse e Loof, encontrados no
Nordeste, principalmente em &reas com produtividades agricolas abaixo de 50 t/ha
(APT; KOIKE, 1962; CRUZ; SILVA; RIBEIRO, 1986; MOURA, 2000; MOURA;
ALMEIDA, 1981; MOURA et al., 1999; ROSA; MOURA; PEDROSA., 2003). Na
regido Nordeste, Moura et al. (1999) efetuaram levantamento da ocorréncia de espécies
dos géneros Meloidogyne e Pratylenchus em campos de cana-de-agUcar nos estados do
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco e Alagoas, através da analise de 1.097
amostras coletadas em areas consideradas de baixa produtividade agricola. Os
resultados mostraram que esses nematoides ocorrem em todos os estados, em muitos
casos com populagdes consideradas altas, com predominancia de P. zeae e Meloidogyne

spp., com raros assinalamentos do P. brachyurus (Godfrey) Filipjev e Stekhoven.
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A severidade dos fitonematdides em cana-de-aclcar vem aumentando ha muitos
anos, na regido Nordeste por serem confundido com deficiéncia nutricional, pelo cultivo
continuo, como monocultura, cuja renovagdo dos campos em muitos casos ocorrem sem
pousio entre remoc¢do de soqueiras velhas e replantio, pela utilizacdo continua de
variedades suscetiveis; e pela expansao da area de cultivo em solos arenosos nas regioes
de tabuleiros costeiros, junto com a ocorréncia de periodos com secas prolongadas
(MOURA, 2000). Dessa forma, o monitoramento em &reas que apresentem 0 mau
desenvolvimento da cultura é fundamental, pois a existéncia de altas populacdes de
fitonematoides geralmente ocasiona perdas significativas na produtividade (CHAVES;
PEDROSA; MOURA, 2002). Quando em altas densidades populacionais, 0s
fitonematoides causam severos danos ao sistema radicular que torna-se mal
desenvolvido e pouco eficiente, reduzindo a produtividade agricola (MOURA; REGIS;
MOURA, 1990; CADET; SPAULL, 2005).

e Controle

Muitas técnicas sdo recomendadas para 0 manejo de fitonematdides em cana-de-
acucar, no entanto, na pratica, a eficiéncia dessas técnicas, quando empregadas
isoladamente, muitas vezes € questionavel, embora tenham sido testadas por alguns
pesquisadores (CHAVES; PEDROSA; MELO, 2004; CHAVES; PEDROSA; MOURA,
2002; NOVARETTI et al., 1989). Entre as medidas de controle que podem ser adotadas
em cana-de-acUcar, para reduzir as populacdes de nematdides, o uso de variedades
resistentes ou tolerantes é sem duvidas, o mais pratico e econdmico (LORDELLO,
1981). Essa medida ndo interfere em outras préaticas culturais e ndo apresenta problemas
com residuos no ambiente. Entretanto, os fatores que conferem a cana-de-aclcar alta
produtividade e riqueza, parecem ser antagdnicas aquelas que propiciam rusticidade,
como resisténcia a fitonematoides de importancia econémica (M. incognita, M. javanica
e P. zeae). Associado a tais fatos, ao detectar resisténcia em determinadas variedades de
cana-de-agucar, essa resisténcia restringe-se a uma das espécies de fitonematoide. Como
em campo é frequente a ocorréncia de duas ou mais espécies conjuntamente, o0 emprego
de uma variedade resistente a somente uma espécie de nematoides torna-se inviavel.
Além do mais, no momento ndo existem variedades comerciais resistentes as principais
especies de fitonematoides que parasitam a cultura (DINARDO-MIRANDA, 2005).
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A existéncia no mercado de poucos, porém eficientes produtos nematicidas,
possiveis de emprego em canaviais infestados, tem proporcionado aos agricultores a
possibilidade de uma escolha correta, pela aquisi¢cdo de um produto reconhecidamente
eficaz, de uso préatico, econdmico e seguro. Produtos esses que, quando aplicados
corretamente, podem proporcionar ganhos da ordem de 20 a 30%, suficientes para
compensar os gastos com aplicagdo (MOURA et al., 1998). Em estudos com diversas
variedades nos quais se aplicaram nematicidas no momento do plantio, no fundo do
sulco, em campos infestados por uma ou mais espécies desses parasitos, foram
observados incrementos significativos de produtividade agricola na cana planta que
atingiram cifras de até 41 t/ha (BARROS; MOURA; PEDROSA, 2000; DINARDO-
MIRANDA et al., 1995; GARCIA; SILVA; DINARDO-MIRANDA, 1997; MOURA,
1995).

Estes incrementos, aparentemente variaveis em funcdo da espécie do nematdide
presente na area, do nivel populacional do patdégeno, das condi¢des de chuva no
momento do plantio e da variedade cultivada, quando significativos, justificam
economicamente a pratica para producéo de cana planta, com aumentos da ordem de 15
a 30%. No Nordeste, entretanto, o sucesso dos nematicidas s6 tem sido verificado
quando as condi¢bes ambientais sdo favoraveis ao uso do produto (BARROS; MOURA;
PEDROSA, 2000). Moura e Macedo (1997) concluiram que embora o uso do produto
tivesse promovido ganhos reais por ocasido da colheita da cana planta, era evidente a
necessidade de métodos de protecdo para as socarias, devido a rapida recuperacdo das
populacbes de fitonematdides apds o tratamento quimico. Resultados semelhantes
foram obtidos por Barros; Moura e Pedrosa (2000) e Ferreira Lima (1997). Chaves;
Pedrosa e Moura (2002) ressaltando a necessidade do emprego de sistema integrado de

medidas para o controle eficiente.

Alem de proporcionar maior capacidade da planta em resistir ao parasitismo, a
adicdo de matéria organica ao solo resulta em reducdo na populacdo do fitonematoide,
por criar condicbes favoraveis a multiplicacdo da microbiota antagonista,
principalmente fungos, e por liberar, durante sua decomposi¢do, fitoquimicos
secundarios, ou outros compostos, substancias organicas como acidos graxos volateis,
que podem ter acdo nematicida. (CHAVARIA-CARVAJAL; RITZINGER;
MCSORLEY, 1998; RODRIGUEZ-KABANA, 1998). Essa pratica é uma das
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alternativas mais estudadas (AKHTAR; MALIK, 2000; NICO JIMENEZ-DIAZ;
CASTILLO, 2004). Como exemplo, diversos produtos ou residuos da &rvore indiana
nim (Azadirachta indica A. Juss) tém apresentado potencial para o controle de varias
espécies de nematdides, quando aplicados incorporados ao solo. (AKHTAR;
MAHMOOD; 1996; RITZINGER; MCSORLEY, 1998; JAVED et al., 2007).
Entretanto, a quantidade de material organico no solo para que se obtenha controle
satisfatorio de nematdides é muito varidvel. Além disso, em certos casos, a quantidade
exigida para a reducdo € inviavel para a aplicacdo no campo. Em 2003, Dinardo-
Miranda et al. conduziram dois experimentos em areas infetadas por fitonematoides,
associando a aplicacdo de tortas de filtro (20 a 30 t/ha) com nematicidas nas variedades
RB7245 e SP87-365. Os autores ndo verificaram significante reducdo na populacdo de
nematoides mas observaram incrementos em produtividade de 16,8 t/ha, atribuidos aos

efeitos nutricionais da torta.

Outra pratica alvo de estudos é a rotacdo de culturas com espécies vegetais ndo
hospedeiras, visando principalmente os beneficios da adubacdo verde, que inclui entre
outros, a incorporagdo de nutrientes ao solo. Entre as leguminosas promissoras para a
pratica destacam-se: A mucuna-preta (Stilozobium aterrimum Piper e Tracy), a
crotaléria (Crotalaria juncea L.) e o feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis D.C.) por
serem plantas rasticas e de eficiente desenvolvimento vegetativo, adaptadas as
condicdes de baixa fertilidade e elevadas temperaturas (PEREIRA; BURLE; RESCK,
1992). Crotalaria. juncea € a espécie mais utilizada, por ser a de maior producdo de
massa vegetativa, o que reflete diretamente na produtividade do canavial (CACERES;
ALCARDE, 1995). Em estudos conduzidos no Nordeste, Moura (1991) verificou que o
cultivo por dois anos de C. juncea propiciou reducdo nas populacdes de M. incognita.
Posteriormente, Rosa, Moura e Pedrosa (2003) verificaram que o cultivo de C. juncea
por um ano reduziu drasticamente as populacdes de Meloidogyne spp., mas aumentou a
de P. zeae. Com tais trabalhos revela-se que a rotagdo de culturas pode trazer beneficios
as areas infestadas por fitonematoides, especialmente pela adi¢do de nutrientes ao solo,
porém sem efeito direto.

Pratica também utilizada é o revolvimento do solo, expondo os fitonematoides a
superficie. Dutra e Campos (1998) observaram reducdo significativa da populagédo de
M. incognita quando submeteram a &rea ao revolvimento do solo, irrigacdo e pousio

durante 14 dias. O revolvimento do solo eliminou 54% da populagdo de M. javanica
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remanescente no solo apds 72 h. Diversas outras praticas a exemplo de controle
bioldgico, solarizacdo, inundacédo, cultivos intercalares e cobertura do solo podem ser
adotadas, uma vez que sdo eficientes em reduzir a populacdo de fitonematoides e
mantém a biodiversidade nos diferentes agroecossistemas (FREITAS, 2003). No
entanto, dentre as possiveis alternativas, o controle biolégico é um método alternativo
que vem obtendo os maiores avangos e sendo mais estudado (BETTIOL, 1999;
NORDLUND, 1996; ROMEIRO, 1995).

e Controle bioldgico

O controle bioldgico insere-se como opg¢do ecoldgica aos métodos tradicionais de
controle. Exemplos em campo sdo escassos, apesar dos estudos com varios
microrganismos durante anos. No entanto, um novo campo de pesquisa em controle
bioldgico esta emergindo no Brasil. Trata-se do uso de bactérias colonizadoras de raizes
de plantas, denominadas rizobactérias (ROMEIRO, 1999). Nos Estados Unidos esse
método apresenta bons resultados ha 20 anos e na China desde os anos 60 (CHEN et al.,
1996). As rizobactérias benéficas as plantas por promoverem seu crescimento e/ou
atuarem no controle bioldgico de fitopatdgenos sdo chamadas de bactérias promotoras
de crescimento de plantas ou PGPR (KLOEPPER; SCHROTH, 1981).

Diversos microrganismos tém revelado potencial antagonico a diferentes
fitopatdgenos, principalmente, fungos habitantes do solo, e entre estes tém-se destacado
isolados selvagens, melhorados de Trichoderma spp., devido a producdo de enzimas
liticas, extracelulares degradadoras, tais como quitinase, -1,4- glucanases e proteases.
A capacidade de degradar quitina do Trichoderma spp. permite a sua atuagdo no
controle e fitonematoide visto que este polimero € o principal constituinte do ovo. A
eficiéncia desse fungo tem sido relatada em trabalhos de laboratério, casa de vegetacdo
e campo, demonstra melhor atuacdo contra patdgenos de solo. Por tratar-se de um
habitante de solo, suas caracteristicas de antagonista sdo melhores expressas neste
ambiente (MELO, 1996)

e Rizobactérias no controle de fitonematoides

A rizosfera, palavra de origem grega criada a partir dos termos "rhizo" e "sphera”,
expressa 0 volume de solo influenciado pela raiz, até a distancia de 1 a 5 mm.

Inicialmente denominada por HILTNER (1904), a rizosfera favorece intensamente a
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atividade microbiana pela liberagdo de compostos organicos, ricos em acucares,
aminoacidos, acidos orgéanicos e outros, presentes nos exsudatos, secre¢@es, mucilagens
e mucigel. Os organismos ali presente tém a rizosfera e o rizoplano das plantas como
sitios preferénciais para a multiplicacdo e a sobrevivéncia (ROMEIRO, 1995).

A maioria das rizobactérias pertence aos géneros Pseudomonas e Bacillus, os quais
apresentam a capacidade de colonizar raizes de plantas e estimular seu crescimento.
Outros géneros de rizobactérias sdo Azobacter, Azospirillum, Pseudomonas,
Acetobacter e Burkholderia (BROWN, 1974; ELMERICH, 1984; GLICK, 1995;
KLOEPPER et al., 1986). Para que certos microrganismos possam se estabelecer em um
ambiente competitivo como a rizosfera, além da destreza de multiplicacdo e diversidade
metabdlica, a capacidade de produzir substancias antagénicas pode favorecer certos
grupos de rizobactérias durante o processo de colonizacdo radicular (ROMEIRO;
GARCIA, 2003). Por exemplo, Pseudomonas e Bacillus podem apresentar tempo de
geragdo 15 e 2,5 vezes, respectivamente, maiores na rizosfera do que em solo néo
rizosférico devido a disponibilidade de substratos. (CARDOSO; FREITAS, 1992;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

As rizobactérias controlam os fitonematoides por produzirem compostos toxicos,
por alterarem os exsudatos radiculares, ou por induzirem resisténcia em planta (CHEN;
DICKSON, 2004; FREITAS et al., 2005). Podem atuar diretamente sobre os
fitonematoides por meio de toxinas e antibiéticos que inibem a eclosdo e a mobilidade
dos juvenis de segundo estadio (J2) e reduzir a invasdo dos fitonematdides nas raizes
das plantas. De forma indireta, as rizobacterias desencadeiam reacdes na planta que
impedem a formacdo de células gigantes ou acarretam modificagdes dos exsudatos
radiculares, fazendo com que nao sejam reconhecidos pelos fitonematoides e deixem de
estimular a eclosdo, 0 movimento e a penetracdo nas raizes (FREITAS et al., 2005;
OOSTENDORP; SIKORA, 1990).

S&@o diversos os exemplos: Rizobium radiobacter isolado G12, isolada da
rizosfera de plantas de batateira (Solanum tuberosum L.) por Hasky-Guinter; Hofmann e
Sikora (1998) é utilizada para o controle do nematdide do cisto da batateira (Solanum
tuberosum), Globodera pallida. Seu potencial antagonistico foi associado & indugéo de
resisténcia. Em outro estudo, apresentou atividade antagonistica contra M. incognita,
em diferentes plantas hospedeiras (MAHDY; ALLMANN e SIKORA, 2001). Outras
citagdes demonstraram que as Pseudomonas ndo fluorescentes e Bacillus spp. também

sdo frequentemente associadas ao controle de fitonematdides. Segundo Habe (1997)
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uma rizobactéria do grupo das Pseudomonas fluorescentes, trés Pseudomonas néo
fluorescentes e uma Bacillus spp. reduziram em até 53% o nimero de galhas de M.
incognita. Rizobactérias do género Bacillus também estdo frequentemente associadas ao
controle de ftonematoides, mas outros géneros também mostram-se promissores, a
exemplo o género Pseudomonas. Sikora (1988) observou reducgdes de infeccdo de M.
arenaria Chitwood, M. incognita e Rotylenchulus reniformis Linford e Oliveira em
torno de 60 a 65% com o tratamento de sementes de varias culturas com um isolados de
B. subtilis Coh.

Rizobactérias degradam os exsudatos radiculares que atuam como fator de
eclosdo para muitas espécies de fitonematoides, compostos absorvido pelos ovos seriam
responsaveis por inativar o nematdide ou causar deformac6es que o impecam de sair do
ovo (FREITAS 2003; OOSTENDORP; SIKORA 1990). Westcott e Kluepfel (1993)
testaram nove isolados de Pseudomonas sp., um isolado de Escherichia coli Theodor
Escherich e um isolado de Rhizobium fredi Fred quanto a capacidade de inibir a eclosdo
de juvenis do fitonematdide. Um isolado de P. aeurofaciens Kluyver inibiu a eclosao
em 95% quando presente na concentracdo de 2,4 x 10° unidades formadoras de
colénias/mL. Os autores atribuiram o efeito sobre a eclosdo como o responsavel pelo
declinio da populacéo do fotonematdide em experimento de casa de vegetacao.

Alguns géneros de fitonematdides possuem gama de hospedeiros restrita,
portanto o reconhecimento do hospedeiro correto é fator primordial para sua
sobrevivéncia. Porem compostos produzidos pela rizobactérias sdo absorvidas pelas
raizes, alterando sua composicao quimica e faz com que o fitonematoide ndo reconheca
seu hospedeiro (FREITAS, 2003). Caso o nematoide reconheca os exsudatos radiculares
e se direcione para as raizes, alguns produtos bacterianos podem apresentar
caracteristicas nematostaticas e reduzir a mobilidade do nematoide a ponto de impedir
que ele atinja a raiz. Becker et al. (1988) encontrou cerca de 50 rizobactérias que
causaram inibicdo parcial ou total do movimento de M. incognita em testes in vitro.
Destas bactérias, 20% reduziram significantemente o nimero de galhas em plantas de
pepino (Cucumis sativus), demonstrando a importancia deste modo de acéo.

Segundo Neves et al. (2000), 10 isolados com constatado efeito de indugéo de
resisténcia a Pseudomonas syringae pv. Tomato Van Hall foram testados contra M.
javanica e M. incognita em tomateiro com reducdes de até 77,4 % no numero de ovos e
66,4% no numero de galhas em relagdo ao controle ndo tratado. Mas os isolados que

apresentaram maior controle de M. javanica ndo foram os mais eficientes para M.
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incognita e vice versa, isso indica especificidade para as espécies do fitonematoide
(NEVES et al., 2000). A resisténcia sistémica induzida por rizobactérias € um fenémeno
comprovado para VArios microrganismos patogénicos, tais como fungos, bactérias e
fitonematoides, onde ocorre a sintese pela planta de algum metabdlito deletério ao
patdgeno e ndo a acdo direta de toxinas PGPR sobre este (GLICK, 1995; VAN PEER;
NIEMANN; SCHIPPERS,1991; WEI; KLOEPPER; TUZUN, 1991).

e Trichoderma spp. como agentes de biocontrole de fitonematoides

O género Trichoderma pertence ao género Hypocrea, pertencente a classe dos
fungos Mitosporicos, subclasse Hifomicetos, ordem Moniliales, familia Moniliaceae
(SAMUEL, 1996). Sua acdo como agente de biocontrole ocorre devido a mecanismos
de antibiose, hiperparasitismo e competicio (MELO, 1998). J& Howell (1997)
acrescenta a inducdo de resisténcia do hospedeiro. Além do favorecimento da planta na
tolerancia a estresse ambiental, solubilizacdo e sequestro de nutrientes inorganicos e

inativacdo de enzimas dos patdégenos (HARMAN, 2000).

As espécies de Trichoderma tém sido estudadas por produzirem uma série de
enzimas extracelulares, por degradarem paredes de células flngica e por serem ativas na
producdo de metabdlitos extracelulares com atividade antimicrobiana (MELO, 1991)
que, segundo Harman et al. (2004), chegam a mais de 100. Os metabolitos produzidos
podem ser volateis e ndo-volateis. Dos antibioticos produzidos por Trichoderma, Bastos
(1996) cita gliotoxina, viridina, trichodermina, suzucacilina, alameticina e dermadina,
que tém a capacidade de inibir o desenvolvimento de outros fungos. De acordo com
Roberts e Lumsden (1990), a relacdo hospedeiro-parasita € caracterizada por um
periodo relativamente longo de contato, que pode ser fisico ou metabdlico com digestdo
por enzimas hidroliticas (quitinases, proteases, glucanases e lipases) (BETTIOL, 1991;
MELO 1998).

Segundo Harman et al. (2004), ha de 20 a 30 genes envolvidos no processo de
micoparasitismo devido a quantidade de proteinas e outros metabdlitos que estdo
envolvidos nessa interacdo. A competicdo entre microrganismos ocorre principalmente
por nutrientes, espago e oxigénio (BETTIOL, 1991) e, mesmo sendo um mecanismo
importante, € extremamente dificil de ser comprovado experimentalmente, o que ndo
ocorre com a antibiose e o micoparasitismo (HARMAN, 2000). Segundo Harman et al.

(2004), Trichoderma spp. compete pelos exsudatos liberados pelas sementes no



23

processo de germinacao que inibem a ecloséo de ovos por falta de estimulo. De acordo
com Howell (2003), a competicdo € uma das principais caracteristicas de isolados de
Trichoderma usados como agentes de biocontrole, pois somente assim terdo capacidade
de se desenvolver na rizosfera. Atualmente tem ocorrido muito progresso na elucidagéo
dos caminhos que envolvem a inducdo de resisténcia, sendo que, em muitos casos, 0
acido salicilico e o &cido jasmonico, juntamente com o etileno ou éxido nitroso,
induzem a cascata de eventos que provocam a producdo de uma grande variedade de
metabolitos e proteinas com diversas funcbes na planta e modifica o proteoma vegetal
(HARMAN et. al., 2004).

Existem poucas informacdes sobre os mecanismos utilizados pelas espécies de
Trichoderma no controle de fitonematoides, sendo que SHARON et al. (2001) citam
dois: Parasitismo direto de ovos e larvas através do aumento da atividade de quitinases e
proteases, sendo esta um indicativo da capacidade de infectar ovos (SHARON et al.
2001; Suarez et al. 2004) e inducdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Enzimas
extracelulares como quitinase e protease com atividade anti-fungica participam da

relacdo de interacdo de Meloidogyne spp. e Trichoderma sp. (SHARON, et al. 2001).

A atividade proteolitica de isolados de T. harzianum pode ser importante no
controle bioldgico de nematdides, em testes de antagonismo in vitro com T. viride Pers
e T. koningii Oudem, onde estes isolados atuaram através dos mecanismos da antibiose,
competicdo por substrato e hiperparasitismo (MARTINS-CORDER; MELO, 1998).
Estudos com filtrados de Trichoderma linorum controlaram de 25-80% de M. javanica
(MELO, 1998). A acéo de Trichoderma spp., como agente de biocontrole ocorre alem
do favorecimento da planta a tolerancia a estresse ambiental, solubilizacdo e sequestro
de nutrientes inorganicos, e inativacdo de enzimas dos patogenos (HARMAN, 2000).
Associado ao fato de serem capazes de Produzirem uma série de enzimas extracelulares,
tais como quitinase, lipases, proteases e glucanases, capazes de degradar cuticula e
parasitar fitonematoides (SHARON et al., 2001; SUAREZ et al, 2004), importante
antagonismo contra fitonematoides. Segundo Rocha (2007), ap6s eclosdo, 0 J2 possue
30% do seu peso corporal em lipidios como fonte de reservas energéticas, a qual é
utilizada no processo de migracdo e parasitismo nas plantas. Assim as enzimas lipases
sdo importante no controle de fitonematdides por degradarem as reservas do mesmos e

por atuar nos lipidios da membrana Metabolitos como a lactona 6- pentil-a-piona séo
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volateis, caracteristico em algumas espécies de Trichoderma (T. viride), capaz de

reduzir a motilidade e ecloséo, e aumentar a mortalidade de J2 de M. inognita.

Trichoderma apresenta algumas caracteristicas que sdo essenciais para um
agente de biocontrole, tais como: ser indcuo ao ser humano, ndo apresentar impacto
negativo ao meio ambiente e apresentar estruturas de reproducdo de facil propagacéo
Bettiol et al. (2009). Apresenta meia vida de prateleira, quando formulado,
razoavelmente longa e com boa viabilidade (MELO, 1996). O uso de Trichoderma tem
sido efetivo contra patdgenos radiculares como fitonematdide de raiz Meloidogine
javanica (SHARON et al., 2001). Segundo Bettiol et al. (2009), 13 empresas produzem
e comercializam produto formulado a base de isolados de Trichoderma, as quais estéo
localizadas, principalmente no Centro-Sul do Brasil. Nesse sentido, o objetivo da
presente pesquisa foi selecionar entre os isolados de Trichoderma spp. e rizobactérias
possiveis antagonistas para o controle bioldgico de M. incdgnita na cultura da cana-de-

acucar.
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ABSTRACT

Freitas, M. A., E. M. R. Pedrosa, R. L. R. Mariano and R. V. L. Maranhéo. 2011.
Prospection of rizobacterias for biocontrol of Meloidogyne incognita in sugarcane.
Nematropica
The present research had as objective screening potential rizobacteria antagonists to
Meloidogyne incognita and evaluating their potentiality as resistance inducer and plant
growth promoter for sugarcane variety RB863129. Bacterial isolates, were added to soil
two days prior 30-day sugarcane seedlings had the soil infested with 5000 eggs of M.
incognita. Plants were arranged in a complete randomized design and kept under
greenhouse at 24-36 °C. Ninety days after soil infestation with nematode, it was
evaluated extent and fresh biomass of shoot and roots, number and diameter of stalk
node, gall index and nematode reproduction. The bacterial strains 38B, 39B, 44B, 49B

and 53B presented high potential for M. incognita control decreasing significantly the
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nematode reproduction factor and gall index in sugarcane. The strains 101B and 172B
were positive for root colonization in the in vitro tests.
Key-word: Bacillus, Pseudomonas, root-knot nematode, Saccharum.
RESUMO
Freitas, M. A., E. M. R. Pedrosa, R. L. R. Mariano, S. R. V. Maranh&o. 2011.
Prospeccao de rizobacterias para o biocontrole de Meloidogyne incognita em cana-de-
acucar. Nematropica.
A presente pesquisa teve por objetivo selecionar, entre isolados de rizobacterias,
possiveis antagonistas para 0 manejo de Meloidogyne incognita em cana-de-agucar
variedade RB863129 em condi¢Oes de casa de vegetacdo. Dois dias antes da infestacdo
do solo com a suspensao bacteriana ODs7o= 0,7, plantulas de cana-de-agticar com 30
dias tiveram o solo infestado com 5000 ovos de M. incognita. As plantas foram
arranjadas em delineamento experimental inteiramente casualizado e mantidas em casa
de vegetacdo a 24-36 °C. Decorridos 90 dias da infestacdo do solo com o nematoide,
foram determinadas as biomassa fresca da parte aérea, biomassa fresca da raiz,
comprimento da parte aérea, comprimento da raiz, nimero e didmetro de nds, indice de
galhas e reproducdo do nematéide. Os isolados de rizobacterianos 38B, 39B, 44B, 49B
e 53B mostraram alto potencial para controle de M. incognita reduzindo
significativamente o fator de reproducéo e indice de galha do nematéide em cana-de-
acucar. Os isolados 101B e 172B em relag&o a testemunha mostraram-se positivos para
colonizacao de raizes em testes in vitro.
Palavras chave: Bacillus, nematoide das galhas, Pseudomonas, Saccharum.
INTRODUCAO
Devido a severidade da doenca e expressiva reducdo da produtividade da cana-

de-acucar (Saccharum L.) com perdas que chegam a 93% das areas de plantio e
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prejuizos de 30 a 50% da lavoura (Campo e Negocios, 2011), os endoparasitos
sedentérios pertencentes ao género Meloidogyne Goeldi constituem um dos mais
importantes patdégenos da cana-de-aglcar, com destaque para M. incognita, amplamente
disseminada no Nordeste do Brasil (Freitas, 2003).

Na busca pelo controle do fitonematoide, a aplicacdo de nematicidas tem sido
um método atrativo para os produtores pelo fato de alcancar resultados satisfatorios em
um periodo relativamente curto (Halbrent e James, 2003). Quando aplicado
corretamente, 0os nematicidas proporcionam ganhos equivalentes a 30% na
produtividade da cana planta, sendo suficientes para compensar o custo da aquisicao e
aplicacdo do produto (Barros et al., 2000; Dinardo-Miranda et al., 2000; Moura et al.,
1998). No Nordeste, entretanto, o sucesso dos nematicidas so6 tem sido verificado
quando as condi¢fes ambientais sdo favoraveis ao uso do produto. Além do mais, o
tratamento quimico ndo destréi por completo as populagbes do nematéide, apenas
protege as plantas temporariamente contra a populacgdo inicial, por um periodo maximo
de trés meses. Passado o periodo residual do produto, as populagcfes voltam a altas
densidades em poucos meses, devido a existéncia de grande quantidade de raizes sadias
(Barros et al., 2000; Chaves et al., 2002; Chaves et al., 2004; Doihara, 2005).

A utilizagdo de medidas ndo poluentes e mais duradoras tem sido cada vez mais
preconizada entre os pesquisadores. Dentre as possiveis alternativas, o controle
biol6gico é o método mais promissor e 0 mais estudado (Bettiol, 1999; Romeiro, 2005).
Exemplos de biocontrole de fitonematoides em campo séo poucos, apesar dos estudos
com varios microrganismos por anos (Freitas, 2003). Um novo campo de pesquisa que
vem emergindo, com resultados satisfatorios em biocontrole de fitonematoide é o uso de
bacterias residente de rizosfera (rizobactérias), com possibilidade de serem benéficas as

plantas como promotora de crescimento, no biocontrole de fitopatdgenos e/ou como
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indutora de resisténcia (Romeiro, 2005). Em sua maioria, as bactérias que apresentam
capacidade de colonizar raizes e estimular o crescimento de plantas pertencem aos
géneros Pseudomonas e Bacillus. No entanto, outros géneros também podem ser
encontrados sendo alvo de estudos, como Azobacter, Azospirillum, Acetobacter e
Burkholderia (Brown, 1974; Elmerich, 1984; Glick, 1995; Kloepper et al., 1986).

Dentre os mecanismos de a¢do, as rizobactérias controlam os fitonematoides por
produzirem compostos toxicos, por alterar os exsudatos radiculares, ou por indugéo de
resisténcia nas plantas (Chen e Dickson, 2004; Freitas et al., 2005). Atuam diretamente
sobre os fitonematoides por meio de toxinas e antibiéticos, inibem a eclosdo de ovos e a
mobilidade dos juvenis de segundo estadio (J,), e reduzem a invasdo dos nematdides
nas raizes das plantas. Indiretamente podem promover reagdes na planta o que impede a
formacéo de células gigantes ou acarreta modificacdes dos exsudatos radiculares,
resultando na auséncia do reconhecimento pelo nematéide, reducéo do estimulo a
eclosdo de ovos e da capacidade de penetracdo nas raizes (Kerry, 2000; Oostendorp e
Sikora, 1990; Ramamoorthy et al., 2001). Dessa forma, o uso de rizobacterias pode ser
de grande importéancia para o controle de fitonematoides, uma vez que ndo causam
impacto ambiental e oferecem maior seguranca para aplicadores e consumidores. O
objetivo deste trabalho foi selecionar, entre os isolados de rizobactérias, possiveis
antagonistas para controle biolégico de M. incognita na cultura da cana-de-agucar.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em casa de vegetacdo do Laboratério de
Fitonematologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A variedade de cana-
de-acucar utilizada foi RB863129, desenvolvida pelo Programa de Melhoramento
Genético da Cana-de-acucar, RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento

do Setor Sucroalcooleiro). As mudas foram obtidas do cultivo por micropropagacéo da
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biofabrica Governador Miguel Arraes do CETENE (Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste), Recife-PE. As populacdes de M. incognita foram obtidas de areas
produtoras de cana-de-agucar no litoral norte do estado de Pernambuco, e mantidas em
vasos cultivados com plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) cultivar Santa
Cruz durante todo o periodo do experimento.

Para obtencdo do inoculo nematoldgico da especie Meloidogyne incognita foram
feitas extragOes de ovos das plantas de tomateiro (S. lycopersicum L.), utilizando-se a
metodologia descrita por Hussey e Barker (1973), ajuste da concentracdo em camara de
Peters sob microscépio dptico. Plantas de pimentdo (Capsicum annum L.) cultivar
impacto foram inoculadas com 5000 ovos e mantidas por aproximadamente 70 dias.
Confirmacéo da espécie foi efetuada pela técnica de eletroforese de isoenzimas de
acordo com Carneiro et al. (1993).

As rizobacterias, pertencentes a colecdo da Universidade Federal de Vigosa,
foram previamente selecionados como agentes de controle bioldgico na cultura da soja
(Gycine max L. ), feijoeiro ( Phaseolus vulgaris L.) e do tomateiro (S. lycopersicum L.),
contra seus respectivos patdgenos alvo, Phakopsora pachyrhizi, Xantomonas campestris
pv. phaseoli, Pseudomonas syringae pv. Tomato. A sele¢do das rizobactérias como
agentes de biocontrole de M. incognita fundamentou-se no potencial antagénico de cada
isolado. Cada um dos possiveis antagonistas foi cultivado em meio de cultura 523
(Kado e Heskett, 1970) e na fase exponencial de crescimento, células bacterianas foram
colhidas em solucéo salina (NaCl 0,85%) com concentragdo da suspensdo ajustada em
espectrofotdbmetro a 570 nm para absorbancia 0,7. Para o estudo do potencial
antagonista dos isolados, plantulas de cana de agucar com 30 dias de idade, cultivadas

em vasos com capacidade para 5 L contendo solo esterilizado, foram inoculadas com
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5000 ovos de M. incognita, depositados em quatro perfuracdes de 2 cm de profundidade
ao redor do colo da planta.

Dois dias antes da infestagéo do solo com o fitonematoide, em cada vaso foram
depositados 100 mL da suspenséo bacteriana com concentracdo ajustada para ODsyg =
0,7, no solo em 4 perfuragdes ao redor do colo da planta. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo a uma temperatura média minima de 25°C, média maxima de 36°C. O
delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado e os tratamentos
representados por 13 isolados de rizobcterias 1B, 2B, 5B, 6B, 15B, 38B, 39B, 44B,
49B, 53B, 101B, 172B e testemunha, com cinco repeti¢cdes. Apos 90 dias da infestagdo
do solo, foi determinado 0 comprimento e a biomassa fresca da parte aérea e da raiz, o
numero de nos por planta, o didmetro do primeiro no, o indice de galhas e o fator de
reproducédo de M. incognita (relacdo entre a populacéo final e a populacdo inicial do
nematdides) de acordo com Hussey e Barker (1973). Para estimativa do indice de galhas
foi utilizado a escala de notas do “International Meloidogyne Project” (Taylor e Sasser,
1978). Foi aferido o numero de galhas entre 0,5 e 1,0 cm e entre 1,0 e 2,0 cm.

Seguindo a mesma metodologia, 0s quatro isolados com resultados mais
promissores quanto aos parametros avaliados foram submetidos a novos testes para
confirmacéo dos resultados obtidos. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), utilizando-se o programa estatistico SAS (Statistical Analysis System, 2002)
versdo 9.1), Os dados obtidos foram transformados para V(X+0,5) e as médias
comparadas pelo teste de Fisher (Proteated) LSD ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 13 isolados bacterianos avaliados quanto ao peso da parte aérea das plantas

nenhum diferiu estatisticamente da testemunha (Tabela 1). Para o comprimento da parte

aérea, dois isolados se destacaram: 101B e 172B, diferindo significativamente da
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testemunha. O acréscimo observado nos isolados 101B e 172B coincide com as
respostas positivas para o teste de colonizagéo radicular in vitro das mudas de cana-de-
acucar que, segundo Romeiro (2005), caracteriza a rizobacteria como PGPR;
conhecidas por proporcionarem crescimento e/ou o biocontrole a diversos
fitopatdgenos, entre os quais os nematdides (Kloepper e Schroth, 1981). Segundo
Freitas (2003), os principais mecanismos ativados pelas PGPR consistem na
disponibilidade de substancias de nutrientes a planta, producéo de substancias
promotoras de crescimento, biocontrole de fitopatdgenos e inducédo de resisténcia. Este
ultimo caracterizado por induzir a planta a produzir metabélitos deletérios a patdgenos e
ndo a acdo da toxina da PGPR sobre o patdgeno (Freitas 2003; Glick, 1995; Van Peer et
al., 1991; Wei et al., 1991)

Com relacédo a biomassa do sistema radicular das plantas, o isolado 55B diferiu
estatisticamente da testemunha, em peso e o isolado 38B em comprimento do sistema
radicular (Tabela 1). Possivelmente, com a colonizagao do sistema radicular pelo
fitonematoide, as raizes desenvolveram-se mais, tornando-se mais pesadas. Em muitos
casos, para compensar a area colonizada pelo fitopatogeno, ocorre formacao de raizes
laterais na tentativa de favorecer a absorcao de 4gua e nutrientes (Carneiro, 2003).

Apesar de ndo estar claro o numero ideal de n6s em plantas de cana-de-agucar
com 120 dias, considerou-se como as mais saudaveis, as plantas com maior
comprimento de parte aérea e maior didmetro de nos, tomando-se como base o numero
apresentado por plantas sadias ndo inoculadas. Numero esse obtidos para os tratamentos
com os isolados: 2B, 5B, 39B, 49B, 55B, 101B, 172B, porem sem diferir
significativamente da testemunha (Tabela 1). Em relacéo ao didmetro do primeiro no,
apenas o isolado 6B diferiu da testemunha, apresentando menor didmetro dentre os

isolados.
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A despeito do indice de galhas da maioria dos isolados ser relativamente
elevado, 38.46% dos isolados apresentaram indices significativamente menor do que a
testemunha com destaque para o isolado 49B com indices de galhas menor do que 3
(Tabela 1). Dentre os cinco isolados que apresentaram indice de galhas
significativamente menor que a testemunha, quatro sdo rizobacterias isoladas da
rizosfera da cultura da soja (G. max L. ). Resultados semelhantes foram obtidos por
Freitas e Carneiro (2003), que trabalharam no biocontrole do fitonematoide do cisto da
soja (Heterodera sp.) e fitonematdide das galhas (Meloidogyne sp.) com rizobactérias
da soja, obtendo resultados favoraveis quanto ao potencial de biocontrole de tais
fitopatogenos em uma ampla gama de hospedeiros do fitonematoide. Esse potencial
pode estar relacionado ao fato de que os bacilos apresentam elevado tempo de
sobrevivéncia no solo, resisténcia ao calor e a dessecacao (Freire, 2007)

Com relagdo ao numero de galhas entre 0,5 a 1,0 cm todos os isolados foram
significativamente menor do que a testemunha com destaque para 2BM, 6B, 15B, 39B e
44B, que apresentaram reducgdes da ordem de 90.62, 89.84, 96.87, 98.43, 95.31 em
relagdo a testemunha. Para o nimero de galhas entre 1,0 e 2,0 cm, trés isolados
apresentaram diferenca significativa em relagdo a testemunha: 2BM, 6B, e 15B, com
reducdes da ordem de 85.7, 80.9 e 100%, respectivamente.

Quanto ao fator de reproducdo, dos 13 tratamentos, 12 foram significativamente
menores do que a testemunha, os isolados: 1BM, 2BM, 6B, 15B, 38B, 39B, 44B, 49B,
53B, 55B, 101B e 172B, com destaque para o isolado 172B com reducéo de 96.26 %. A
reducdo do fator de reproducéo € o principal parametro para avaliar a resisténcia da
planta hospedeira ao nematdide e pode estar associado a varios mecanismos, ainda
pouco esclarecidos, afetando desde o estimulo a ecloséo, a atracdo e o reconhecimento

do hospedeiro pelo juvenil a diferenciacdo sexual e fecundidade da fémea adulta.
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Estudos conduzidos por Freitas 2003; Oostendorp e Sikora, 1990 indicam que as
rizobactérias seriam responsavel por degradarem os exsudatos radiculares, que
funcionam como fator de eclosdo para muitas espécies de nematoides. Substancias
produzidas pelas rizobactérias sdo absorvidas pelas raizes e podem alterar sua
composi¢do quimica, fazendo com que os fitonematdides ndo reconhecam seu
hospedeiro (Zuckerman, 1983), e/ou ainda as bactérias, e/ou seus compostos
metabdlilicos, absorvidos pelas raizes podem induzir reacdo de hipersensibilidade nas
células de alimentacdo o que impede a formacao de células gigantes (Romeiro, 2005).
Pesquisas revelaram que a inducdo de resisténcia por tais bactérias € comprovada contra
varios grupos de organismos patogénicos como bactérias, fungos e fitonematoides,
ocorrendo sintese de metabolitos que agiriam sobre o fitopatogeno (Glick, 1995; Van
Peer et al., 1991; Wei et al., 1991).

Os resultados obtidos para Indice de galhas e Fator de reproducéo permitiram
concluir que isolados 39 e 49B e 6B, 15B, 44B, 49B, 53B, 101B e 172B possuem alto
potencial para biocontrole de M. incognita no manejo integrado da cana-de-agucar por
apresentarem, respectivamente, Indice de galhas inferior a 3,0 e medias seguidas pela
letra f e g no teste LSD. A identificacdo desses isolados, através de testes bioquimicos,
permitiram identificar os géneros: Pseudomonas sp. e Bacillus sp. Para caracterizacéo a
nivel de espécie foi realizada a analise da regido intergenica 16S/23S, pela analise de
restricdo do DNA ribossomal amplificado, que constitui uma excelente ferramenta para
a identificacdo ao nivel de espécies (Rodriguez-Valera e Garcia-Martinez, 2000). Para
efeito de comparacdo as sequéncias obtidas foram alinhadas e depositadas no GenBank-
EMBL. (Dados ndo mencionados)
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Tabela 1. Efeito de isolados bacterianos residentes de rizosfera no biocontrole de Meloidogyne incognita e efeito sobre a produtividade da
variedade de cana-de-agiicar RB863129. 90 dias ap6s inoculacao do fitonematoide

Parte aérea Raiz Colmos N° Galhas Reproducéo
Tratamento Peso () Comprimento Peso (Q) Compriment Numero Diametro IG! 0,5-1,0 1,0-2,0 FR?
(cm) o0 (cm) (cm) (cm) (cm)

Testem. 46.262 bc®  179.40 bc 30.95 bcd 33.200 bc 7.400 ab 3.560ab 5.00a 25.60 a 4.20 ab 75.27 a
1BM 51.526 abc  195.20 abc 20.28d 29.600 c 6.400 abc 3.080bc 5.00a 5.000 bcde  2.80 abcd 30.78 bcd
2BM 42.966 c 192.00 abc 30.13 cd 43.000 ab 6.800 abc 3.740 a 4.80 ab 2.400 bcde  0.60 cd 30.42 bed
5B 58.694 abc  199.00 abc 51.51 ab 36.000 bc 6.600 abc 3.760 a 5.00 a 9.200 b 5.80 a 53.96 ab
6B 56.842 abc  171.00 ¢ 20.34d 39.800 abc 4.400d 2520 c 4.40 ab 2.600 bcde 0.80cd 11.69 efg
15B 60.522 abc  188.40 abc 27.03d 43.800 ab 5.200 cd 3420ab  4.20abc  0.800 de 0.00d 15.41 fg
38B 45.262 ¢ 191.80 abc 30.19cd 52.600 a 5.800 bcd 3.240ab  3.40cde 11.00b 1.60 bcd 24.97cdef
39B 56.576 abc  203.00 ab 35.34abcd  33.600 bc 7.200 ab 3.560ab  3.00 ef 0.400 e 1.60 bcd 38.71 bc
44B 64.830 ab 187.00 abc 34.07 abcd  38.000 bc 6.400 abc 3.760 a 4.00 bcd  1.200 cde 1.20 abcd 11.23fg
49B 66.118 ab 209.80 ab 47.47 abc 46.400 ab 8.000 a 3.760 a 240 f 3.000 bcde  2.00 abcd 13.42 defg
53B 59.606 abc  185.60 abc 35.44 abcd  40.600 abc 5.800 bcd 3.560ab  3.20def  11.20bc 5.40 abc 15.25 defg
55B 60.708 abc  197.20 abc 57.30 a 46.600 ab 6.600 abc 3.720 a 4.40 ab 8.200 bcd 3.80 abc 28.31 bcde
101B 67.898 ab 21440 a 36.09 abcd  33.200 bc 7.400 ab 3.620ab 5.00a 9.000 bc 2.80 abcd 16.11 defg
172B 65.078 ab 216.00 a 28.93 cd 38.000 bc 6.600 abc 3.200ab  5.00a 8.000 bcde  1.20 bcd 2.810¢
C.V.(%) 14.93303 12.30669 22.62123 12.7993 11.36150 13.69016 16.59362 55.26916 56.11562 36.70817

Tindice calculados de acordo com Taylor e Sasser (1978), IG= indice de galhas.
2 Fator de reproducéo de acordo com Hussey e Barcker (1973).

*Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade. Dados transformados para V(X+0,5).
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ABSTRACT

Freitas, M. A., E. M. R Pedrosa, D. Laranjeiraand L. M. P. Guimardes. 2011.
Screening Trichoderma spp. as potential agent for biocontrol of Meloidogyne incognita
in sugarcane. Nematropica

The present research had as objective screening, within Trichoderma sp. isolates
from Universidade Federal Rural de Pernambuco, potential antagonists to Meloidogyne
incognita and evaluating their potentiality as resistance inducer and growth promoter for
sugarcane variety RB863129. Trichoderma spp. spore suspension was added to soil two
days prior 30-day sugarcane seedlings had the soil infested with 10,000 eggs of M.
incognita. Plants were arranged in a complete randomized design and kept under
greenhouse at 24-36 °C. Ninety days after nematode infestation, it was evaluated extent
and fresh biomass of shoot and roots, number and diameter of stalk node, gall index and

nematode reproduction. The nematicide and nematostatic effect of Trichoderma sp. on
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M. incognita was evaluated through tests in vitro for hatching and mortality of juveniles
from eggs deposited in Trichoderma spp. filtrates, and the fungus parasitism to the egg.
For Trichoderma spp. the strains 3M, 8M, 17M and 225T and the strains 1M, 3M,
10M, 17M, 311T and 322 showed a high potential to control M. incognita significantly
reducing the gall index and nematode reproduction factor, respectively, in sugarcane. In
vitro, all the filtrates of Trichoderma spp. were effective in promoting juvenile
mortality. In assessments of nematode eggs, sixteen among twenty-two strains were
significant in relation to controls for parasitism of eggs with emphasis on strains 8M,
11M, 13M, 15M and 17M as the most promising. The strains 4M, 14M, A18 and 4077T
showed potential in enzymatic action and mortality of juveniles after hatching.
Key-word: Egg parasitism, root-knot nematode, Saccharum.
RESUMO

Freitas, M. A., E. M. R. Pedrosa, D. Laranjeira e L. M. P. Guimarées. 2011. Selecdo de
Trichoderma spp. como potenciais agentes de biocontrole para Meloidogyne incognita
em cana-de-acUcar. Nematropica

A presente pesquisa teve por objetivo selecionar possiveis antagonista para o
controle de Meloidogyne incognita entre isolados de Trichoderma spp. pertencentes a
colecdo de fungos da Universidade Federal Rural de Pernambuco e avaliar o potencial
de cada isolado na inducgdo de resisténcia e promocao de crescimento em cana-de-agucar
variedade RB863129. Dois dias antes da infestacdo do solo com a suspenséao de esporos
de Trichoderma spp., plantulas de cana-de-agucar com 30 dias tiveram o solo infestado
com 10000 ovos de M. incognita. As plantas foram arranjadas em delineamento
experimental inteiramente casualizado e mantidas em casa de vegetacao a 24-36 °C.
Decorridos 90 dias da infestacdo do solo com o nematdide, foram determinados

comprimento e biomassa fresca da parte aérea e da raiz, namero e didmetro de nds,
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indice de galhas e reproducdo do nematoide. O efeito nematicida e nematostatico de
Trichoderma spp. sobre M. incognita foi avaliado através de testes in vitro de
mortalidade e eclosdo de juvenis em ovos depositados em filtrados dos isolados, e
parasitismo do fungo a ovos do nematdide. Para os isolados de Trichoderma spp., 0s
isolados 3M, 8M, 17M e 225T e os isolados 1M, 3M, 10M, 17M, 311T e 322
mostraram alto potencial para controle de M. incognita diminuindo significativamente o
indice de galhas e o fator de reproducdo do nematdide, respectivamente, em cana-de-
acucar. In vitro, todos os filtrados dos isolados de Trichoderma spp. mostraram-se
eficientes em promover mortalidade dos juvenis. Em avaliacdes em ovos de hematoides,
dos vinte e dois isolados dezesseis foram significativos em relacdo a testemunha para
parasitismo de ovos com destaque para aos isolados 8M, 11M, 13M, 15M, e 17M como
0s mais promissores. Os isolados 4M, 14M, A18 e 4077T destacaram-se quanto a acéo
enzimatica, e mortalidade de juvenis apds eclosao.
Palavras chave: Nematdide das galhas, parasitismo de ovos, Saccharum.
INTRODUCAO

A cana-de-acgUcar tem especial significado econémico para o Brasil, que lidera a
lista dos 80 paises produtores. Contudo, frequentemente a cultura sofre com o ataque de
pragas e doencas, reduzindo substancialmente a produtividade agricola. Dentre as
doencas, as causadas por nematoides do género Meloidogyne, especialmente M.
incognita, destaca-se pela ampla distribuigéo e severidade dos sintomas (Bettiol e
Morandi, 2009). A busca por medidas alternativas tem levado os pesquisadores a
vislumbrar novos caminhos para um manejo integrado mais eficiente e duradouro. O
controle biologico destaca-se como um método promissor e 0 mais estudado (Bettiol,

1999; Nordlund, 1996; Romeiro, 1995). Exemplos de biocontrole de fitonematoides em
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campo sdo poucos, apesar dos estudos com varios microrganismos (Freitas, 2003;
Sikora, 1992).

Diversos microrganismos, principalmente fungos habitantes do solo, tém
revelado potencial antagdnico a diferentes fitopatdgenos do solo, com destaque ao
género Trichoderma. A acdo como antagonista ocorre devido a mecanismos de
antibiose, parasitismo e competicdo (Melo, 1998). Howell (1997) acrescenta a inducéo
de resisténcia do hospedeiro, além do favorecimento da planta a toleréncia ao estresse
ambiental, solubilizacdo e sequiestro de nutrientes inorganicos e inativacao de enzimas
dos patogenos. Trichoderma tem sido estudado por produzir uma série de enzimas
extracelulares (Menezes e Souza, 1995); degradar parede celular e por ser ativo na
producdo de metabdlitos extracelulares com atividade antimicrobiana (Melo, 1991) que,
segundo Harman et al. (2004), chegam a mais de 100.

Existem poucas informacg6es sobre os mecanismos utilizados pelas espécies de
Trichoderma no controle de nematoides. Sahebani e Hadavi (2008) citam dois:
parasitismo direto de ovos e juvenis através do aumento da atividade de quitinases e
proteases, sendo esta um indicativo da capacidade de infectar ovos (Sharon et al. 2001,
Suarez et al., 2004) e inducdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Enzimas
extracelulares tais como quitinase e protease com atividade anti-fungica participam da
relacdo de interacdo de Meloidogyne spp. e Trichoderma sp. (Sharon, et al. 2001).

Trichoderma apresenta algumas caracteristicas que sdo essenciais para um
agente de biocontrole: é indcuo ao ser humano e ao meio ambiente, possue estruturas de
reproducéo de facil propagacédo (Spiegel e Chet, 1998), principalmente em substratos
naturais, e apresenta meia vida de prateleira quando formulado e com boa viabilidade
(Melo, 1996). Segundo Bettiol e Morandi (2009), 13 empresas produzem e comercializam

produto formulado a base de isolados de Trichoderma, as quais estdo localizadas,
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principalmente, no Centro-Sul do Brasil. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi
selecionar entre os isolados de Trichoderma spp. possiveis antagonistas para o controle

biolégico de M. incognita em cana-de-agucar.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal Rural de Pernambuco,
laboratdrio e casa de vegetacdo. A variedade de cana-de-acgucar estudada foi RB863129,
desenvolvida pelo Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-acUcar, RIDESA
(Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro). As mudas
foram obtidas do cultivo por micropropagacédo da biofabrica Governador Miguel Arraes
do CETENE (Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste), Recife-PE. As
populacgdes do inoculo, de M. incognita, foram obtidas de areas produtoras de cana-de-
acucar no litoral norte do estado de Pernambuco, e mantidas em vasos cultivados com
plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) cultivar Santa Cruz durante todo o
periodo do experimento. A confirmacdo especifica foi realizada por eletroforese de
isoenzimas (Carneiro et al., 1993) de fémeas adultas e a determinacdo da raca por
hospedeiros diferenciadores (Hartman e Sasser, 1985).

Para obtencdo do inoculo nematoldgico foram feitas extracdes de ovos das
plantas de tomateiro, utilizando-se a metodologia descrita por Hussey e Barker (1973) e
ajuste da concentracdo em camara de Peters sob microscopio éptico. Para indculo de
Trichoderma spp. foram utilizados sacos plasticos de polipropileno transparentes com
capacidade de 2L, contendo 100g de gréos de arroz parbolizados, umedecidos com 40
mL de agua destilada previamente esterelizada em autoclave por 30 minutos a 120 °C.
O substrato foi inoculado com 10 ml de uma suspensao de 10" esporos/ml de
Trichoderma spp., e incubado em cAmara de crescimento com temperatura de 25 °C por

sete dias.
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Para o estudo da capacidade de cada isolado como provavel antagonista, plantas
de cana-de-agucar com idade de 30 dias, cultivadas em vasos com capacidade para 5 L,
contendo solo esterilizado, foram inoculadas com 10000 ovos de M. incognita por
planta, depositados em quatro perfuracdes de 2 cm de profundidade ao redor do colo da
planta. A aplicacdo do fungo ocorreu dois dias antes da inoculagdo do nematdide,
depositando-se em cada vaso 5 g do substrato colonizado pelo fungo, triturado e
homogeneizado. Para o controle foi utilizado 0,5 g de arroz ndo inoculado com 10000
ovos/J, por planta. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo a uma temperatura
média minima de 25°C, média maxima de 36°C. O delineamento experimental foi do
tipo inteiramente casualizado, com 23 tratamentos que consistiram de 22 isolados de
Trichoderma spp. e testemunha, com cinco repeticdes. Ap6s 90 dias da inoculacdo do
nematoide, foi determinado o comprimento e a biomassa fresca da parte aérea e da raiz,
numero e diametro de nos, o indice de galhas e o fator de reproducéo do fitonematdide
(FR). Para estimativa do indice de galhas foi utilizado a escala de notas do
“International Meloidogyne Project” (Taylor e Sasser, 1978). Paralelamente as galhas
com0,5a1,0e1,0a2,0cm de comprimento foram enumeradas.

Para avaliacdo in vitro do efeito nematicida e nematostatico de Trichoderma
spp. sobre M. incdgnita, foi preparado um filtrado de cada isolado, cultivando o fungo
em placa de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar. Apos sete dias de
incubacéo a 28 °C, trés discos de 5 mm de didmetro das culturas foram colocados em
Erlenmeyer de 250 ml, contendo 100 ml de meio liquido CzapekDox, mantidos em
incubadora a 25 °C sob agitacéo, por 15 dias. Apos esse periodo, todo o conteudo dos
Erlenmeyers foi filtrado em membrana de acetato celulose 0,22 pl. Os filtrados fungicos

obtidos foram mantidos sob refrigeracdo por 48 horas, até o estabelecimento do ensaio.
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Para o teste de mortalidade de J,, seguiu-se a metodologia modificada e adaptada
descrita por Silva et al. (2002). A suspensdo de J, foi obtida a partir da caAmara de
eclosdo com papel Kleenes. Dessa suspensdo foram pescados 35 nematoides e
colocados juntamente com 80 ul dos filtrados e 20 pl da suspensdo do nematoide por
ependorf. Cada tratamento foi constituido por quatro repeticdes. Os antagonistas foram
crescidos nos meios CzapekDox e BDA, em placas a 25 °C, no escuro, e a avaliacdo da
mortalidade realizada ap0s 24 horas. Para o teste de eclosdo, a suspensdo de ovos foi
obtida conforme metodologia de Hussey e Baker (1973) colocando-se 40 ovos por
ependorf. A avaliacdo foi realizada no 14° dia tomando-se os primeiros 35 ovos e/ou
juvenis.

Para o teste de parasitismo de Trichoderma spp. em ovos de M. incognita, 0s
ovos foram extraidos manualmente a partir de massas de ovos e colocados em tubo de
ensaio com solucdo de hipoclorito de sédio 0,5%, agitados manualmente por um
minuto. Os ovos foram desinfestados com estreptomicina 1% e mercaptaetanol 0,1%,
durante quatro minutos, lavados em agua esterilizada e coletados com micropipetas. Em
lamina de vidro foram dispostos dois discos de Agar 1%, com diametro de 10 mm,
contendo 20 ovos no disco da direita e 20 no da esquerda, conforme metodologia
descrita por Carneiro e Gomes (1993). As avaliacGes foram realizadas apds 15 dias,
determinando o numero de ovos parasitados, escurecidos devido acdo enzimatica e
numero de juvenis vivos e mortos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o
programa estatistico SAS (Statistical Analysis System) versdo 9.1. Os dados referentes
ao fator de reproducdo foram transformados para log (x+1) e os demais para V(X+0,5),

comparadas pelo teste de Fisher (Proteated) LSD (Least standard desviation) ao nivel de
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5% de probabilidade. Os experimentos foram repetidos para confirmacao dos resultados
obtidos com 0s organismos promissores.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 22 isolados de Trichoderma avaliados, dois se destacaram com aumento
significativos de peso da biomassa da parte aérea das plantas, 12T e A18,
proporcionando ganhos na ordem de 51.49 e 70.79 % em relacdo a testemunha (Tabela
1). Para comprimento da parte aérea quatro isolados se destacaram com aumento
significativos em relacdo a testemunha: 1M, 11M, 225T, e A18. Esse aumento em
peso/comprimento da planta deve estar associado ao fato de Trichoderma spp. favorecer
a tolerancia da planta ao estresse ambiental, solubilizacdo e sequiestro de nutrientes
inorganicos, e inativacao de enzimas dos patdgenos que alteram o desenvolvimento
normal das plantas (Harman, 2000).

Em adicdo, Trichoderma spp. pode atuar diretamente sobre o fitonematoide por
mecanismos de antibiose, hiperparasitismo, competicdo e, em alguns casos, através de
promocdo de crescimento (Melo, 1996). A promocéo de crescimento de plantas por
Trichoderma spp. foi inicialmente relacionada ao controle de micro-organismos
prejudiciais presentes na rizosfera e/ou no solo. Mais recentemente, tem sido
relacionada a producdo de horménios ou fatores de crescimento; maior eficiéncia no uso
de alguns nutrientes; e aumento da disponibilidade e absorcdo de nutrientes pela planta
(Ferreira e Ferraz, 2008).

Com relagdo ao sistema radicular, apenas o isolado 311T apresentou diferencas
significativa no peso da biomassa fresca quando comparado a testemunha. Os isolados
2M, 8M e 12T promoveram aumento significativo no comprimento das raizes,
proporcionando acréscimos de 44.60, 70.48, 48.19%, respectivamente, em relagéo a

testemunha. Sabe-se que na presenca de baixas densidades do nematdide, as raizes
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desenvolve-se mais. Além do mais, ha formacéo de raizes laterais na tentativa de
melhorar a absorcao de agua e nutrientes (Carneiro, 2003). Em relacdo ao humero de
nos, os isolados ndo diferiram da testemunha, exceto 14M e 15M, que apresentaram
valores significativamente menor (Tabela 1). Ao contréario, os isolados 15M e A18
apresentaram diametro do no significativamente maior do que a testemunha.

O indice de galhas das plantas inoculadas com a maioria dos isolados dos fungos
foi alto (Tabela 1), embora 18.18% dos isolados tenham diferido significativamente da
testemunha. Quatro isolados se destacaram promovendo reducéo significativa no
numero de galhas: 3M, 8M e 17M, caracterizando reacao de resisténcia segundo Taylor
e Sasser (1978), por apresentarem valores para indice de galha inferiores a 3. Vinte um
dos 22 isolados apresentaram baixo numero de galhas entre 0,5 e 1,0 cm em relacdo a
testemunha, com destaque para 17M, 311T e 8M, muito embora o isolado 311T tenha
apresentado indice de galhas 4,2 devido ao elevado numero de galhas com 0,1 a 0,5 cm
de coprimento. Para o nimero de galhas entre 1,0 e 2,0 cm, quatro isolados: 2M, 8M,
12T e 17M apresentaram diferenca significativa em relacdo a testemunha. A reducéo do
numero de galhas ndo apresentou relacdo com o acréscimo no comprimento e peso da
biomassa da parte aérea ou raiz.

Seis isolados destacaram-se em diminuir significativamente a reproducéo de M.
incognita: 1M, 3M, 10M, 17M, 311T e 322. O isolado 8M, embora com reduzido
namero de galhas, ndo inibiu a reproducao do nematoide, ndo se mostrando eficiente
para 0 manejo do nematdide. Entre as possiveis causas para reducao esta a producéo de
metabolitos toxicos, caracteristica muito explorada no controle biologico de
fitopatogenos pelo género Trichoderma (Howell, 2003). O comportamento desse fungo
como antagonista € essencial para uso efetivo em biocontrole, pois pode atuar por

diversos varios mecanismos (Kuguk e Kivang, 2003). Trichoderma spp. tém a
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capacidade de competir por sitios de infec¢cdo e usar nutrientes disponiveis, podendo
impedir a germinacgéo de propagulos do patégeno ou infeccdo (Punja e Utkhrde, 2003).
As especies de Trichoderma sdo geralmente consideradas competidoras agressivas,
apresentando rapido crescimento e colonizacédo, excluindo muitos patégenos. A
eficiéncia da inibicdo do fitopatogeno pelo Trichoderma parece estar também
relacionada a altas taxas e acumulacdo de CO, realizadas pelo antagonista (Marchetti et
al., 1992).

Como Trichoderma spp. atua no ciclo de vida dos nematoides e quais 0s
mecanismos de acdo envolvidos ainda sdo pouco esclarecidos. Presume-se, no entanto,
gue envolva producdo de toxinas, modificacdes dos exsudados radiculares reduzindo a
eclosédo de ovos, atracao e reconhecimento do hospedeiro e a inducdo de resisténcia
sistémica (Oostendorp e Sikora, 1990). Segundo Harman et. al. (2004), Trichoderma sp.
compete pelos exsudatos liberados pelas sementes no processo de germinacgdo que
inibem a eclosédo de ovos por falta de estimulo. De acordo com Howell (2003), a
competicdo é uma das principais caracteristicas de isolados de Trichoderma usados
como agentes de biocontrole, pois somente assim terdo capacidade de se desenvolver na
rizosfera. Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com Sharon et. al.
(2001) que relataram que o uso de Trichoderma foi efetivo contra patdgenos
radiculares, a exemplo de Meloidogine sp. Campos (1994) relatou reducédo de 61% no
namero de ovos desse fitonematdide apds a aplicacdo do fungo, em casa de vegetacao.
Resultados similares foram observados quando outras espécies de Meloidogyne foram
estudadas (De Leij e Kerry, 1991; Lopes et al., 2007).

O teste de mortalidade de J, in vitro quando em contato com filtrado de
Trichoderma spp. mostrou que todos os isolados foram eficientes em promover

mortalidade dos juvenis, apos 24 horas, diferindo significativamente da testemunha
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(Tabela 2). Verificou-se alteracdo do pH dos filtrados, no entanto sem efeito direto na
mortalidade, por constatar que 11 tratamentos, 2M, 6M, 8M, 10M, 12T, 13M, 14M,
17M, 322, 4077 e A18, apresentavam pH= 8, ndo diferindo da testemunha. Resultados
semelhantes foram obtidos por Santin (2008) com J, de M. incognita, em que 100% dos
juvenis foram mortos. Devrajan e Seenivasan (2002) mencionam que filtrados deste
fungo possuem efeito toxico sobre adultos de Meloidogyne sp. Costa (2001) trabalhando
com diferentes isolados fungicos, também observou que todos os filtrados apresentaram
atividade tdxica contra M. incognita, obtendo 98% de J, imoveis, 98% de J, mortos e
apenas 3% de eclosdo de J,.

Dezesseis isolados mostraram eficiéncia significativa em parasitar ovos, de M.
incognita, com destaque para 8M, 11M, 13M, 15M e 17M (Tabela 3). Resultados
semelhantes foram encontrados por Ferreira e Ferraz (2008), que relatam que dos nove
isolados de Trichoderma spp. testados, todos foram capazes de parasitar ovos do
nematoide e diferiram significativamente do grupo testemunha. Eapen et al. (2005)
também relataram parasitismo por espécies de Trichoderma spp. a ovos de M.
incognita, que variam de 10 a 25%. Segundo Stirling (1991) os fungos sdo os agentes de
biocontrole mais estudados para nematoides, por apresentarem estratégias sofisticadas
para infeccdo ou capturar dos nematdides, atuando como predadores, endoparasitas,
oportunistas (parasita de ovos e fémeas) e produzindo metabdlitos toxicos.

Os resultados aqui obtidos demonstram que outro mecanismo de agéo do fungo
seria pela mortalidade do embrido, com escurecimento dos ovos devido a¢do enzimatica
(Tabela 3). Dezoito isolados apresentaram diferenca significativa em relagdo a
testemunha, com destaque aos isolados 14M e A18. Para os juvenis que eclodiram, sete
isolados se mostraram eficientes em promover mortalidade quando comparados a

testemunha, os isolados: 2M, 3M, 4M, 5M, 10M, 225T E 4077, com destaque para
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4077T e 4M. Fungos do género Trichoderma séo produtores de enzimas e metabolitos

toxicos (Papaviza, 1985). Muitas espécies de Trichoderma sédo conhecidas produtoras

de diversos metabdlitos secundarios, volateis e ndo volateis, com amplo espectro de
atividade antimicrobiana (Punja e Utkhede, 2003). Essas espécies podem secretar
diversos antibidticos como as pironas, isocianatos, tricotecenos, dentre outros

(Schirmbock et al, 1994).

Os resultados obtidos permitiram concluir que os isolados 1M, 3M, 10M, 17M,
311T e 322 mostraram alto potencial para controle de M. incognita diminuindo
significativamente a reproducdo do nematdide, em cana-de-agucar. In vitro, todos os
filtrados dos isolados de Trichoderma spp. mostraram-se eficientes em promover
mortalidade dos juvenis e os isolados em parasitar ovos do nematodide com destaque
para os isolados 8M, 11M, 13M, 15M, e 17M como 0s mais promissores. Para
caracterizacdo das espécies dos isolados foi realizada analise da regido intergenica
16S/23S (ITS) por restricdo do DNA ribossomal amplificado, que constitui uma
excelente ferramenta para a identificacdo ao nivel de espécies (Rodriguez-Valera e
Garcia-Martinez, 2000). Para efeito de comparacdo as sequencias obtidas foram
alinhadas e depositadas no GenBank-EMBL (Dados ndo mencionados).
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Tabela 1. Efeito de isolados de Trichoderma spp. no biocontrole de Meloidogyne incognita e efeito sobre o desenvolvimento da variedade de

cana-de-agucar RB863129, 90 dias apds inoculacdo do nematoide

Parte aérea Raiz Colmos N° Galhas Reproducéo

Tratamento Peso (g) Comprimento  Peso(g) Comprimento Numero  Diédmetro IG? 05-10 10-20 FR?
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)

Testemunha  46.26 cd?® 179.40 de 30.95bcd 33.20 de 7.40abc  3.56 cdef 5.00a 25.60 a 4.20 bed 75.27 abc
1M 62.93 abc 210.00 ab 29.13cd  33.40cde 5.80 cd 3.72 bede 4.00ab  2.00efg 1.80 bcdef  24.86 defg
2M 46.73 cd 176.00 e 34.45bcd 48.01ab 7.20 abcd  3.62 cde 460ab  4.00 cdef 0.60 ef 47.94 bedef
3M 49.33 bed 194.40 abcde  27.43cd  43.22 abcd 8.40 ab 298 f 240de 7.00bcd  4.00 bed 13.40 efg
4AM 63.03 abc 197.20 abcde  27.55cd  33.20de 6.60 abcd  3.58 cdef 480ab 5.40cde  2.80bcdef 51.67 bcdef
5M 56.29 bcd 200.00 abcd 29.70 bcd  39.20 bede 5.40 cd 3.78 abcd 5.00a 8.60bcd 14.8a 31.20 bcdefg
6M 46.44 cd 179.00 de 36.21bcd  38.60 bcde 5.60 cd 3.66 cde 5.00a 12.60 bcd  6.60 bc 19.96 cdefg
8M 42.63d 180.60 de 41.35abc 56.60 a 5.80 cd 3.78 abcd 2.80cd 0.40fg 0.20 f 189.82 a
oM 58.07 bcd 198.20 abcde  26.87cd  38.20 bcde 6.00 cd 3.72 bede 5.00a 10.20bc  5.20bcde  47.94 bedef
10M 57.90 abcd 198.12 abcde  39.52abc  39.20 bcde 5.60 cd 3.92 abcd 480ab 1.20efg  2.60 bcdef 25.09 defg
11M 49.48 bed 203.40 ahc 24.63cd  47.00 abcd 7.00abcd 3.14 ef 460ab 9.60bc 5.60 bc 38.46 bcdefg
12T 70.08 ab 200.40 abcd 30.56 bcd  49.20 abc 5.80 cd 3.86 abc 440ab 3.00defg 0.60f 44.39 hcdefg
13M 56.05 bcd 198.40 abcde  29.54cd  34.80 bcde 6.00 cd 3.48 cdef 5.00a 5.80cdef 6.00b 28.89 cdefg
14M 54.69 bcd 189.00 bcde 13.73 bcd  39.40 bcde 5.20d 3.66 cde 5.00 a 5.40 cde 3.00 bcdef  76.41 ab
15M 62.18 abc 200.20 abcd 22.14d 29.60 e 5.20d 438 a 5.00 a 4.20 cdef  1.60 bcdef 43.97 bcde
17M 49.54 cd 185.00 cde 40.23 abc  36.60 bcde 6.60 abcd  3.74 bcde 1.60e 0.00g 0.60f 8.71¢g
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223 49.33 bed 194.40 abcde  27.43cd  43.22 abcd 8.40 ab 298 f 400ab 15.00ab  4.00 bcd 41.40 bcdefg
225T 59.98 abcd 211.80 a 41.97 abc  41.60 abcd 6.40 abcd  3.20 def 3.80bc 3.80defg 2.00 bcdef 53.12 bed
311T 51.93 bed 201.40 abcd 59.91a 38.28 bede 6.00 cd 3.50 cdef 420ab  1.00 efg 1.60 bedef  12.99 fg

322 58.14 abcd 193.40 abcde  28.53cd  45.00 abcd 8.60 a 3.76 abcde 5.00 a 8.60bcd  1.80cdef  36.38 defg
4077T 53.86 bcd 193.60 abcde  27.53cd  33.80cde 6.20 bcd  3.70 cde 4.88ab 4.20cdef 3.20 bcdef 36.95 bcdefg
A18 79.01a 204.60 abc 48.59ab  36.00 bcde 6.20bcd  4.34ab 5.00a 4.40 cdef  1.00 def 39.01 bedefg
CR 57.16 abcd 190.40 abcde  23.08d 32.20 de 7.20 abcd  3.60 cdef 480ab 6.40cde  6.20 bcd 50.80 bcd
C.V.(%) 14.10215 13.83743 21.45964 13.83743 12.20738 13.57895 19.5978 45.83078 50.13990 22.2106

Tindice calculados de acordo com Taylor e Sasser (1978). IG = indice de Galhas.
2 Fator de reprodugéo de acordo com Hussey e Barcker (1973), medias seguidas pela letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste LSD ao nivel de 5%. Dados
transformados para log (x+1).

*Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste LSD ao nivel de 5%. Dados transformados para \ (x+0,5).
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1 Tabela 2. Efeito do filtrado de Trichoderma spp. quando em contato com ovos de

2 Meloidogyne incognita

Juvenis do segundo estadio pH

Tratamento Vivo Morto
Testemunha 33.00 a' 2.00¢e 8
M 0.00e 35.00a 7
2M 0.00e 35.00a 8
3M 0.00e 35.00a 6
4M 0.00e 35.00a 9
5M 0.00e 35.00 a 7
6M 4.20d 30.80 b 8
8M 0.00e 35.00 a 8
oM 0.00e 35.00 a 7
10M 0.00e 35.00 a 8
11M 0.00e 35.00a 7
12T 0.00e 35.00a 8
13M 0.00e 35.00a 8
14M 12.20c¢c 22.80c 8
15M 0.00e 35.00a 9
17M 0.00e 35.00a 8
223 0.00e 35.00a 7
225T 0.00e 35.00a 7
311T 0.00e 35.00a 9
322 0.00e 35.00 a 8
4077T 0.00e 35.00 a 8
Al8 0.00e 35.00 a 8
CR 24.20b 10.80d 5
C.V.(%) 23.07161 6.331180

3 ! Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste LSD ao nivel de 5%.
4 Dados transformados para \ (x+0,5).
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Tabela 3. Efeito de Trichoderma spp. quando em contato com ovos de Meloidogyne

incognita
Ovos Juvenis

Tratamento  Parasitado Néo Escurecido* Vivo Morto

parasitado
Testemunha  0.000 it 0.000 f 0.000 k 18.66 a 1.333 def
1M 13.66 ab 1.666 bcde  4.667 defgh 0.000 g 0.000 f
2M 5.333 def 1.000 cdef  6.000 cdef 0.000 ¢ 7.333 ab
3M 7.333 cde 0.333 ef 6.333 cdef 1.667 ef 4.333 bc
4M 1.667 hi 0.666 def 3.333 efghi 5.000 bcd 9.333 a
5M 3.000 fgh 0.000 f 6.666 bcde 5.667 bcd 4.667 bc
6M 14.33 ab 0.000 f 4.667 defgh 0.000 g 1.000 ef
8M 19.00 a 0.000 f 1.000 jk 0.000 g 0.000 f
9IM 8.667 cd 2.333 bc 7.667 bcd 1.333 efg 0.000 f
10M 0.3331i 6.000 a 3.333 fghij 6.667 bc 3.667 bcd
11M 17.00 a 0.000 f 2.333 ghij 0.000 g 0.667 ef
12T 7.000 cde 2.333 bcd 8.333 bcd 0.000 g 2.000 cde
13M 17.66 a 0.000 f 2.000 ijk 0.000 g 0.333 ef
14M 0.000i 0.000 f 20.00 a 0.000 g 0.000 f
15M 17.66 a 0.000 f 1.000 jk 0.000 g 1.333 def
17M 17.00 a 0.000 f 1.000 ijk 0.000 g 0.000 f
223 0.3331i 5.666 a 7.000 bcd 7.000 b 0.000 f
225T 0.000i 3.000b 7.667 bcd 3.667 cd 5.000 bc
311T 5.000 efg 0.000 f 10.66 bc 3.667 de 0.667 ef
322 9.333 bc 0.666 def 10.00 bc 0.000 g 0.000 f
4077T 2.667 gh 1.333 bcdef 6.333 cdef 0.000 g 9.667 a
Al8 0.000i 0.000 f 20.00 a 0.000 g 0.000 f
CR 6.667 cde 0.000 f 10.66 b 0.000 g 2.000 cde
C.V.(%) 17.38038 34.55092 19.80283 29.91780 33.23801

B~ w

1 Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste LSD ao nivel de 5%
de probabilidade de V (x+0,5)
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

v' Os isolados de rizobacterianos 38B, 39B, 44B, 49B e 53B mostraram alto
potencial para controle de M. incognita diminuindo significativamente o fator de

reproducdo e indice de galha do nematdide em cana-de-acUcar;

v’ Para promogdo de crescimento os isolados 101B e 172B foram significativos em
relacdo a testemunha e positivos para colonizacdo de raizes in vitro,

caracterizando-os com bactérias promotoras de crescimento (PGPR);

v Os isolados 3M, 8M, 17M e 225 T e os isolados 1M, 3M, 10M, 17M, 311T e
322 mostraram alto potencial para controle de M. incognita diminuindo
significativamente o indice de galhas e o fator de reproducdo do nematoide,

respectivamente, em cana-de-aguUcar;

v' Todos os filtrados de Trichoderma spp. foram eficientes em promover

mortalidade dos juvenis In vitro;

v' Em avaliagBes em ovos de nematdides, dos vinte e dois isolados, dezesseis
foram significativos em relacdo a testemunha para parasitismo de ovos com

destaque aos isolados 8M, 11M, 13M, 15M, e 17M como 0s mais promissores.



