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Mecanismos de controle de Pratylenchus brachyurus por Trichoderma spp. em
soja e potencial para uso com indutores de resisténcia

RESUMO

Considerado um dos fitonematoides de maior importancia para a cultura da soja, Pratylenchus
brachyurus é causador de lesbes radiculares e seu controle apresenta limitagdes,
especialmente por ser polifago dificultando a rotacdo de culturas e medidas isoladas nao
surtem o efeito desejado. Assim, sdo necessarias medidas alternativas para integrar no manejo
do nematoide na cultura da soja. Com isso, objetivou-se avaliar a eficiéncia do controle
bioldgico através do tratamento de sementes com isolados de Trichoderma spp., associado ou
ndo a indutores de resisténcia, no controle de P. brachyurus na cultura da soja. Para isso, no
primeiro experimento, realizou-se uma selecdo, a fim de verificar os melhores isolados do
fungo, em casa de vegetacdo, usando sementes de soja previamente tratadas com os isolados,
sendo este método de aplicacdo do fungo, padronizado para todos 0s experimentos in vivo.
Neste ensaio, 0s isolados GF332 e GF417 ndo apresentaram efeito satisfatorio e foram
descartados nos demais experimentos. O segundo experimento objetivou avaliar a associacdo
de isolados de Trichoderma spp. (GF422, GF425, GF427 e GF362) com indutores de
resisténcia (Acibenzolar-S-metil, Ecolife® e AgroMos®) aplicados via pulverizagéo foliar ap6s
15 e 22 dias da emergéncia. Ainda in vivo, estudou-se a eficiéncia do fungo em reduzir a
penetracdo do nematoide na soja e, in vitro, a mortalidade de P. brachyurus exposto a
filtrados fangicos. Por Gltimo, fez-se a andlise bioquimica da atividade das enzimas catalase,
PAL e proteinas totais. Os isolados GF422, GF425 e GF247 reduziram o numero de
nematoides g de raiz e aumentaram a massa seca da parte aérea, enquanto os isolados GF425
e GF427 aumentaram também a massa fresca da raiz. O indutor Ecolife® apresentou controle
eficiente do nematoide quando associado com os isolados GF362, GF427 e GF422, e o
AgroMos® promoveu melhor controle em associacdo com GF362 e GF427. A penetragdo do
nematoide foi reduzida por todos os isolados de Trichoderma spp. e 0s mesmos foram
eficientes em causar mortalidade de P. brachyurus in vitro. A catalase foi a enzima de maior
atividade em plantas tratadas com Trichoderma spp. em avalia¢des realizadas ap6s 48 horas
de emergéncia da planta. Assim, pode-se concluir que isolados do fungo Trichoderma
apresentam potencial para o controle de P. brachyurus, possivelmente por acdo direta sobre o
nematoide.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Inducéo de Resisténcia. Nematoide das lesdes.



Mechanisms of control of Pratylenchus brachyurus by Trichoderma spp. in

soybean and potential for use with resistance inducers

ABSTRACT
Pratylenchus brachyurus is considered one of the most important plant-parasitic nematode in
soybean crop. It is the causer of root lesion and there are limited resources for its control,
especially because isolated actions do not work properly. Therefore, it is necessary alternative
actions in order to control the nematode in soybean crop. Moreover, it was aimed to evaluate
the efficiency of biological control through seed treatment with isolated forms of
Trichoderma spp, associated or not to resistance inducers, as a control of P. brachyurus in
soybean crop. During the first experiment, a selection was performed, in order to verify the
best fungus’ isolated forms at greenhouse, using soybean previously treated with isolated
forms. In this method, the fungus application was standardized to all in vivo experiments. The
isolated forms GF332 and GF417 did not produced significant effects and were rejected. The
second experiment aimed to evaluate the association of isolated forms of Trichoderma spp
(GF422, GF425, GF427 and GF362) with resistance inducers (Acibenzolar-S-metil, Ecolife®
and AgroMos®), used as leaf spray 15-22 days after the seed emergence. It was also studied
the fungus efficacy to reduce the nematode penetration at the soybean in vivo, and the
mortality of P. brachyurus exposed to fungus infiltration in vitro. Ultimately, the biochemical
activity of the catalase enzymes, PAL and total proteins were analyzed. The isolated forms
GF422. GF425 and GF247 reduced the number of root nematode g and increased the dry
mass of aerial parts, whereas the GF425 and GF427 forms also increased root’s fresh weight.
The inducer Ecolife® performed efficiently when associated to the GF362, GF427 and GF422
forms and the AgroMos® promoted better control when associated to GF362 and GF427. The
nematode penetration was reduced by all Trichoderma spp isolated forms and the same were
efficient to cause P. brachyurus death in vitro. The catalase was the enzyme with the highest
activity in plants treated with Trichoderma spp. in evaluations performed after 48 hours of
seed emergence. Therefore, it was possible to conclude that isolated forms of Trichoderma
fungus have potential controlling P. brachyurus probably due to direct action over the
nematode.

Key-words: Biological Control. Resistance Inducers. Lesion Nematode.
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INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) foi introduzida no Brasil em 1882 e
levada, em 1914, para o do Rio Grande do Sul, com a finalidade de producéo de forragem
(FERRAZ, 2002). O pais destaca-se como um dos grandes produtores mundiais do gréo, e na
safra 2015/2016 a cultura ocupou uma &rea de 33,17 milhGes de hectares, o que totalizou uma
producdo de 95,63 milhdes de toneladas. A produtividade média da soja brasileira foi de
2.882 kg por hectare (EMBRAPA, 2016).

A ocorréncia de pragas e doencas é considerada como um dos diversos fatores
limitantes para a obtencdo de acréscimos na produtividade nacional de soja, que poderia ser
superior a 3.200 kg ha™, caso fossem manejadas corretamente (ALMEIDA, 2001).

Neste contexto, a presenca de nematoides fitoparasitas durante o cultivo pode levar a
perdas significativas se ndo manejado corretamente. Os fitonematoides sd@o organismos
vermiformes, geralmente microscépicos, parasitas obrigatérios que possuem forma tubular
alongada adequada para sua movimentacao, geralmente por ondulacdo serpentiforme (NOE,
2010). Alguns fitonematoides possuem caracteristicas morfoldgicas distintas, podendo possuir
formas maiores e arredondadas, 0 que os torna incapazes de locomocao na fase adulta, como
Meloidogyne spp., Globodera spp., Heterodera spp., e outros (FERRAZ; MONTEIRO,
2011).

No Brasil, a cultura da soja é prejudicada pela acdo nociva de fitonematoides,
incluindo o nematoide das galhas, pertencentes ao género Meloidogyne spp., sendo que 0s
mais importantes sdo M. incognita e M. javanica (DIAS, 2010), cujas raizes atacadas
apresentam sintoma caracteristico de formacdo de galhas. Importante para a cultura da soja, 0
nematoide de cisto, Heterodera glycines estd presente em grande parte do pais, causando
danos a cultura, sendo seu principal sintoma a reducdo do porte e clorose das plantas,
conhecido como nanismo amarelo da soja. Considerado uns dos problemas em varias culturas,
0 nematoide reniforme, Rotylenchulus reniformis, vem apresentando aumento continuo nas
lavouras, sendo sua principal caracteristica a desuniformidade nas areas onde esta presente e,
além disto, tem causado danos e perdas de produgdo (FERRAZ et al., 2011). O nematoide das
lesbes radiculares, Pratylenchus brachyurus, encontra-se disseminado em varios estados e
tem ampla gama de hospedeiros, com destaque para a suscetibilidade da soja. Tal espécie

encontra-se presente em varias regides agricolas de cultivo da soja, principalmente no centro-



oeste do Brasil, em areas em sistema de plantio direto (RIBEIRO, 2008). Devido as condicbes
favoraveis de solo, P. brachyurus chega a causar perdas de até 30% na cultura da soja
(GOULART, 2009).

P. brachyurus tem acdo direta sobre o sistema radicular das plantas, causando
reducdo no tamanho e nimero de raizes, ocasionadas pela acdo de locomogdo do nematoides
no interior da raiz, levam ao nanismo, enfezamento, clorose na parte aérea e baixa
produtividade, sendo que a principal caracteristica visivel sdo as lesdes necrdticas que surgem
relacionadas a acdo indireta de microrganismos oportunistas (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Devido a dificuldade de controle dos nematoides, faz-se necessario 0 uso do manejo
integrado, o qual consiste na unido de varias estratégias combinadas, como medidas de
exclusdo, utilizacdo de plantas antagonistas, controle quimico, adubacdo verde, cultivares
resistentes, rotacdo de culturas, pousio e controle bioldgico (BARKER; KOENNING, 1998).

Dentro do manejo integrado, o controle bioldgico apresenta uma série de vantagens,
pois, comparado ao quimico, reduz a contaminacdo e o desequilibrio no meio ambiente, com
menor deposicdo de residuos no solo (SOARES, 2006). Diversos microrganismos sao
encontrados no ambiente com a capacidade de atuar como agente de biocontrole, dentre os
quais se destacam as espécies de Trichoderma, Paecilomyces, Bacillus, Pseudomonas,
Agrobacterium, Streptomyces, entre outros (MELO; AZEVEDO, 1998).

O fungo antagonista Trichoderma spp. vem sendo pesquisado no controle de fungos
fitopatogénicos e fitonematoides (ETHUR et al., 2001; SHARON et al., 2007; DIAS, 2011).
Por tratar-se de um micoparasita necrotréfico, apresenta grande eficacia no controle de
inimeros fungos fitopatogénicos, como Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani,
Fusarium spp., Pythium aphanidermatum, entre outros (ETHUR et al., 2001; MAFIA et al.,
2003; ETHUR 2006; PATRICIO et al., 2007). O uso de Trichoderma spp. para o controle de
nematoides das galhas foi comprovado em diferentes trabalhos (NASERINASAB et al., 2011,
MASCARIN et al., 2012; JINDAPUNNAPAT et al., 2013; AL-HAZMI; TARIQ JAVEED,
2016), contudo estudos para o controle de P. brachyurus sdo escassos.

Desta forma, o trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de isolados do fungo
Trichoderma spp., associado ou ndo a indutores de resisténcia, no manejo de P. brachyurus na

cultura da soja.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Cultura da Soja no Brasil

Originaria das regibes central e norte da China, a soja foi introduzida no Brasil em
1882, no estado da Bahia, e levada por imigrantes japoneses para Sdo Paulo e Rio Grande do
Sul em 1914, com o objetivo de ser usada na producdo de forragem (FERRAZ, 2006). A
partir dai 0 seu uso se expandiu e o pais tem sido o segundo maior produtor e processador
mundial de soja em grdos do mundo e o segundo exportador mundial de soja, de farelo e de
6leo, o que garante ao pais um papel de extremo potencial para a producdo dessa commaoditie
(BATISTA, 2011).

O cultivo de soja se da em sistemas de producdo em larga escala e compreende uma
vasta area de producdo no Brasil. De acordo com a CONAB (2016), no levantamento de safra
2015/16, foram plantadas 33,17 milhdes de hectares de soja, sendo que esse valor representa
49% de area cultivavel de grdos no pais, a producdo estimada para safra 2016/17 é de 102,4
milhdes de toneladas. Tais valores apontam a soja como cultura de extrema importancia para
a economia nacional, sendo elemento essencial na fabricacdo de racGes animais e com uso
crescente na alimentacdo humana. Porém, muitos fatores, abidticos e bidticos, podem limitar a
producdo de tal cultura, entre eles as pragas e doencas sdo causadoras de grandes perdas.

O potencial da producdo de soja mundial tem sido ameacado pelo ataque de
diferentes organismos patogénicos e os fitonematoides estdo entre os principais percalgos ao
acréscimo da produtividade agricola no mundo. Conforme Franchini et al. (2014), estima-se
perda média de produtividade de soja em até 21% na presenca do nematoide das lesdes

radiculares no Mato Grosso.

Nematoides na soja

Nematoides s@o organismos que constituem um grupo abundante de animais
multicelulares presentes em todo o mundo e que desempenham diversas fungdes. Os que
parasitam plantas sdo chamados fitonematoides e, sdo ndo segmentados e, em geral,
cilindricos e alongados, sendo que seu comprimento varia de 0,3 a 3,0 mm e o diametro de 15
a 50 um (FERRAZ et al., 2012), com capacidade de utilizar os vegetais de diversas formas
para completar o ciclo de vida.

A importancia econémica dos nematoides nas culturas agricolas, varia com a
condicdo do ambiente, manejo cultural e a populagéo inicial no solo. Brand et al. (2010)

estimaram que as perdas de rendimento global podem compreender em até 20% em algumas
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culturas e em termos monetarios, as perdas mundiais certamente ultrapassam US $ 100
bilhdes anualmente.

S&o inlmeras as espécies de nematoides relatadas associadas a cultura da soja, sendo
as mais importantes no Brasil os nematoides das galhas, Meloidogyne javanica (Treub)
Chitwood e M. incognita (Kofoid e White) Chitwood, o nematoide de cisto da soja,
Heterodera glycines Ichinohe, o nematoide das lesdes radiculares, Pratylenchus brachyurus
(Godfrey) Filipjev e S. Stekhoven, e o nematoide reniforme, Rotylenchulus reniformis Linford
& Oliveira (DIAS et al., 2010).

O género Meloidogyne (Goeldi) compreende um grupo de parasitas obrigatdrios
sedentarios, causadores de galhas no sistema radicular dos vegetais, e entre 0s mais
importantes estdo M. incognita, M. javanica M. arenaria (Neal) Chitwood e M. hapla
Chitwood (FERRAZ; MONTEIRO, 2011), sendo os dois primeiros 0s mais importantes para
a cultura da soja (DIAS et al., 2010).

O ciclo de vida desse grupo inicia com a eclosdo dos juvenis no solo, que migram em
busca de raizes hospedeiras, penetrando nas radicolas. Eles se alojam préximo ao cilindro
vascular e iniciam seu parasitismo, transformando as células nutridoras por hipertrofia ao
redor do seu corpo e delas se nutrem por todo o ciclo, com isso 0s nematoides adquirem
forma globosa, podendo ser vistos a olho nu (FERRAZ; BROWN, 2002). Devido ao
parasitismo, ocasionam reducdo de crescimento da planta, as quais ficam com tamanho
desigual a campo, murcha, desfolha e diminuicdo da producdo. O crescimento populacional é
alto, podendo levar a perdas consideraveis em curto periodo de tempo (ALMEIDA et al.,
2005).

Os nematoides do género Heterodera Schmidt sdo conhecidos por serem formadores
de cistos nas raizes vegetais. No Brasil, a espécie que tem infectado e causado perdas
significativas na cultura da soja é H. glycines (FERRAZ; MONTEIRO, 2011). O ciclo de vida
é bastante semelhante aos nematoides das galhas, contudo, quando adultas, as fémeas forcam
0 rompimento do cortex da raiz e exple a parte posterior do corpo para que haja a cépula.
Outra caracteristica € que quando adultas, seus corpos tomam aspecto de couro, formando o
cisto, muito importante para a protecdo e disseminacao, além da sobrevivéncia por periodos
prolongados no solo (NOE, 2010). Os sintomas comuns da ocorréncia desse grupo de

nematoides incluem reboleiras de plantas mal desenvolvidas e cloréticas, denominado



“nanismo amarelo”, aparentando deficiéncia nutricional de potassio e manganés (ALMEIDA
et al., 2005).

Causadores de lesdes no sistema radicular, o género Pratylenchus Filipjev é o
segundo grupo de maior importancia agricola no Brasil dentre os nematoides. As principais
espécies causadoras de prejuizos a agricultura nacional sdo P. brachyurus, P. coffeae
(Zimmermann) Filipjev e S. Stekhoven e P. zeae Graham (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).
Diferente de outros grupos de nematoides, o Pratylenchus spp., ap6s ecloséo, pode infectar
em todos os seus estadios de desenvolvimento e sdo classificados como endoparasitas
migratérios, podendo movimentar-se em diferentes raizes, ou abandona-las a qualquer
momento. Devido a esta movimentacdo, causam lesGes radiculares, caracteristicas desse
grupo de fitonematoides (NOE, 2010). Essas lesdes sdo consequéncia da desorganizagéo e
destruicdo celular, alem de injecdo de toxinas em cada celula que utiliza como dreno para
alimentacdo, e o resultado desse processo é a reducdo do sistema radicular e lesdes necrdticas
(ALMEIDA et al., 2005; HENING et al.,, 2012). Pratylenchus brachyurus encontra-se
disseminado por todo o mundo, atingindo grandes areas de milho, soja, feijdo, algodao, café,
cana-de-agUcar, além de ser importante no cultivo de hortalicas, frutiferas e plantas
ornamentais (HENING et al., 2012; PINHEIRO, 2013).

Anteriormente, esses nematoides ja se encontravam instalados e distribuidos pelas
regides agricolas do Brasil, porém nos ultimos anos alguns fatores relacionados com a
intensificacdo de cultivos, o cultivo continuo de monoculturas, sucessdo com plantas
suscetiveis ao nematoide e fatores associados ao sistema de plantio direto, como a
compactacdo do solo e umidade adequada para multiplicacdo dos nematoides, contribuiram
para 0 aumento populacional e da distribuicdo nas areas de cultivo de soja (INOMOTO,
2008).

Em algumas regi6es do Brasil, a produtividade de cultivares suscetiveis tem sido, em
média, 400 kg ha™ menor que a das variedades resistentes (MACHADO, 2014), podendo
causar perdas de 21% da produtividade no cerrado brasileiro (ANTONIO et al., 2012).

Nematoides, como outros organismos habitantes do solo, sdo de dificil controle e
praticas isoladas em geral ndo dao efeito satisfatdrio na reducdo da populacdo. Assim, faz-se
necessario a ado¢do do manejo integrado, combinando medidas de exclusdo, utilizacdo de
plantas antagonistas, controle quimico, adubagdo verde, cultivares resistentes, rotacdo de
culturas, pousio e controle bioldgico (INOMOTO, 2008).
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Estratégias para 0 manejo de Pratylenchus brachyurus

O controle genético, com a implantacdo de variedades resistentes, € 0 método mais
desejavel, por ser o pratico e barato. Além disto, esta modalidade de controle pode ser
aplicada em éareas de grande escala e causar baixo impacto ambiental, comparado aos
agrotoxicos (CAMARGO, 2011). Porém, segundo Goulart (2009), para as espécies de
Pratylenchus spp., € um manejo dificil de ser empregado, por serem polifagos e de habito
alimentar migrador e ndo fixarem células nutridoras.

A rotacdo de culturas destaca-se como uma das estratégias mais interessantes para o
controle de nematoides. Segundo Fonseca (2012), esta pratica demonstrou ser boa opcao
quando se utilizou hibridos de milho que possibilitaram a reducdo de populacdo de P.
brachyurus. Ja em experimento realizado por Dias-Arieira et al. (2009), a hospedabilidade de
milho a P. brachyurus foi elevada, comparada com a utilizagdo de outras espécies para
rotagdo de culturas, como Brachiaria brizantha, B. decumbens, Panicum maximum e
Andropogon gayanus, que se mostraram ser viaveis para substituir o milho. Mesmo assim, 0s
autores observaram que o fator de reproducdo do nematoide nestas culturas foi superior a um.
Em avaliagdo de varios genotipos de braquiaria e estilosantes, Santos et al. (2011) observaram
que Stylosanthes apitata e Stylosanthes macrocephala foram resistentes a P. brachyurus e,
portanto, recomendados como sucessdo com a cultura da soja. Avaliando fatores de
reproducdo de P. brachyurus em diversas espécies vegetais, Ribeiro et al. (2007) encontraram
resultados significativos que demonstraram eficiéncia no controle de nematoides com
algumas variedades de girassol, guandu ando e guandu fava larga e algumas variedades de
milheto, e resultados ainda mais significativos com Crotalaria breviflora, C. juncea, C.
mucronata, C. ochroleuca e C. spectabilis.

Baixos fatores de reproducdo tambeém foram encontrados em duas variedades de
milheto, ‘ADR 300’ ¢ ‘ADR 7010°, as quais foram consideradas ndo hospedeiras de P.
brachyurus e opcdo para sucessdo com a soja (LOPES, 2011). O arroz cv. lapar 9 e a C.
juncea também foram apontadas como méas hospedeiras do nematoide e possiveis op¢des para
compor sistemas de rotacdo de cultura com a soja (SANTANA-GOMES et al., 2014).

Para 0 manejo de nematoides na cultura da soja, existem algumas formulacGes
quimicas nematicidas disponiveis no mercado, indicadas principalmente para o tratamento de

sementes, que tém demonstrado eficacia na redugdo de populagbes de fitonematoides
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(CABRERA et al., 2009). A abamectina foi citada em vérios trabalhos como sendo capaz de
controlar nematoides, sendo muitas vezes superior a outros tratamentos realizados
(BORTOLINI et al., 2013).

Almeida (2014), em testes de tratamento de sementes em casa de vegetacdo e in
vitro, constatou que a utilizacdo de abamectina, tiametoxam, fludioxonil, metalaxil-M e
tiabendazole, foram eficientes em promover o desenvolvimento das plantas de soja inoculadas
com M. javanica, sendo que a abamectina apresentou bom controle do nematoide e maior
mortalidade, eclosdo e imobilizacdo de juvenis, uma vez que aproximadamente 99,9% dos
juvenis permaneceram imodveis. Segundo Corte et al. (2014), quando utilizaram o tratamento
com abamectina+tiametoxam+fludioxonil+metalaxil-M+tiabendazol, houve controle de P.
brachyurus de 75,4%, quando aplicado em tratamento de sementes, 84,2%, em tratamento de
sementes e aplicacdo no sulco, e 78,9% apenas no sulco. Avaliando a eficiéncia do uso de
nematicidas para reduzir o inoculo das populacBes de P. brachyurus, utilizando abamectina,
thiamethoxam e fludioxonil, observou-se que o tratamento de semente proporcionou protecdo
das raizes, permitindo seu desenvolvimento e formando uma barreira contra 0s nematoides,
evitando o inicio de um novo ciclo (LOPES, 2011).

Mais recentemente, os indutores de resisténcia comecaram a ser pesquisados para o
controle de nematoides, bem como outras doengas, na cultura da soja. O processo consiste em
ativar mecanismos de resisténcia que se encontram latentes na planta e, em geral, é
desencadeado por agentes externos, bidticos (microrganismos ativados) ou abiéticos (metais
pesados ou produtos quimicos sintéticos, como acibenzolar-S-metil) (CAVALCANTI et al.,
2005). A protecdo sisttmica em plantas pode ser classificada como resisténcia sistémica
adquirida (RSA) ou resisténcia sisttmica induzida (RSI), cujas rotas bioquimicas ativadas séo
distintas, mas o resultado fenotipico semelhante (PASCHOLATI; LEITE, 1995).

A RSA ocorre naturalmente, podendo ser uma protecdo local ou sistémica e sua
duragdo pode ser de poucos dias, algumas semanas ou durante todo o ciclo da planta
(PASCHOLATI; LEITE, 1995). A indugdo pode ocorrer pela ativacdo de genes que
codificam uma série de proteinas relacionadas a patogénese e enzimas envolvidas na sintese
de lignina e fitoalexinas, como peroxidases e polifenoloxidases (RESENDE et al., 2000). Ela
é ativada apos a infeccéo localizada por fitopatogenos (MORAES, 1998) ou pela aplicacdo de

produtos quimicos indutores, como o acibenzolar-S-metil.



Na RSI, apesar de ser fenotipicamente igual a RSA, tem como agente ativador dos
mecanismos de resisténcia 0s organismos que se associam beneficamente ao sistema
radicular, incluindo fungos e bactérias, como Trichoderma spp. e Bacillus spp., e a molécula
sinalizadora é mediada pelo acido jasmonico e o etileno, sem envolver a expressdo de
proteinas relacionadas a patogénese (VAN LOON et al., 1998).

A atividade dos indutores de resisténcia contra nematoides é resultado da paralizacdo
do desenvolvimento de células nutridoras ou até mesmo uma reacdo de hipersensibilidade, na
qual pode ser observada a necrose no sitio de alimentacdo alguns dias ap6s a infeccdo
(BAKKER et al.,, 2006). A resposta inclui a morte programada de células, producdo de
metabolitos secundarios antimicrobianos (fitoalexinas), producdo de proteinas relacionadas
com a patogénese (PR-proteinas), como as quitinases, -1,3-glucanases, proteinas RIPS,
defensinas e lignificagdo da parede celular (VAN LOON, 1997). Se comparado com
nematicidas comuns, os indutores apresentam uma série de vantagens, tais como: baixa
toxicidade, melhor biodegradacdo, efetividade contra diversos patdgenos, além de maultiplos
modos de acdo que reduzem a probabilidade de o parasita desenvolver resisténcia esses
mecanismos (BARBOSA et al., 2010).

O acibenzolar-S-metil ou ASM (benzothiadiazole, nome comercial: Bion 500 WG),
um analogo do acido salicilico, tem sido o produto indutor mais utilizado comercialmente no
controle de patdgenos de parte aérea e € considerado um dos mais potentes ativadores
sintéticos da resisténcia sistémica induzida (KESSMANN et al., 1994; GORLACH et al.,
1996). Tal produto foi eficiente em promover a diminuicdo do fator de reproducdo de P.
brachyurus na cultura da soja (FREIRE, 2015). Homiak et al. (2017) constataram, através da
aplicacdo de indutores em soja, que houve reducdo do nimero de P. brachyurus por grama de
raiz quando o ASM foi aplicado isoladamente ou combinado com tratamento de sementes.
Cardoso et al. (2016), semelhantemente, demonstrou a eficiéncia de ASM (0,50 g i.a.™" L)
para redugdo de P. brachyurus na cultura do milho, a qual j& havia sido anteriormente citada
por Puerari et al. (2015). Lopes (2015) demonstrou que a utilizacdo de ASM promoveu
reducdo a populacdo deste nematoide em até 60% quando aplicado isoladamente e em 75% se
associado ao tratamento de sementes de soja com nematicida quimico. Além das culturas
anuais, 0 ASM tem sido pesquisado para o controle de nematoides das lesdes na cultura da
cana-de-agUcar, com resultados promissores no controle de populagfes isoladas ou mistas
(GUIMARAES, 2007; LOBO et al., 2010; WITTER et al., 2013).
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Outro composto estudado como indutor de resisténcia que pode causar o acimulo de
metabdlitos secundéarios nas plantas e melhorar a capacidade de suportar ataque de
nematoides é o Ecolife®. Trata-se de um composto comercial, produzido industrialmente,
derivado da fermentacdo e algumas plantas citricas, que apresenta mecanismos de inducgéo
pelo aumento na producdo de fitoalexinas (SOBRINHO et al., 2005). Tal produto foi eficiente
no controle de P. brachyurus em milho, proporcionando reducdo no nimero de ovos por
grama de raiz, independente da época de aplicacdo em plantas suscetiveis (PUERARI et al.,
2015).

No que tange ao controle biologico, sdo iniUmeros 0s organismos considerados
inimigos naturais de nematoides parasitas de plantas, como nematoides predadores,
tardigrados, virus, artrdpodes, acaros, fungos e bactérias (MELO; AZEVEDO, 1998). O
controle bioldgico tem como objetivo reduzir as atividades patogénicas e, consequentemente,
diminuir a incidéncia de doencas de plantas e pode ser conferido por um ou mais organismos
antagonistas (MARIANO et al., 2005). Tal método ocorre rotineiramente na natureza
(AGRIQOS, 2005), apresentando uma série de vantagens em comparagdo com 0 uso constante
de produtos quimicos, pois ndo contamina ou desequilibra o ecossistema, ndo deixa residuos e
ainda é uma opcao viavel e de facil aplicacdo (SOARES, 2006).

Os primeiros registros relativos ao controle bioldgico de nematoides no Brasil, foram
feitos por Alcéntara e Azevedo (1981), que isolaram alguns fungos a partir de nematoides
infectados. A partir dai as pesquisas para o controle biolégico de nematoides foram constantes
e envolveram diferentes antagonistas.

Existem varios organismos presentes na microbiota do solo que apresentam
caracteristicas naturais para combater a acdo de agentes parasitas de plantas. A bactéria
Pasteuria spp., por exemplo, tem papel fundamental na reducéo de populacdo de nematoides,
como demonstrado em diferentes patossistemas (SHARMA et al., 2003; VIVALDI, 2003;
PIMENTA; CARNEIRO, 2005; GONZAGA; SANTOS, 2009). A presenca de enddsporos de
P. thornei aderidos a cuticula do nematoide, bem como a presenca de bactéria no interior do
corpo de P. brachyurus foi detectada por Gonzaga e Santos (2009).

Outros organismos importantes presentes em solo que tem a funcdo de inibir tais
acOes sdo os fungos Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson e Pochonia chlamydosporium
(Goddard) Zare e Gams, que tem acdo direta na degradacéo de ovos, cistos e fémeas, e sdo

considerados bons agentes de controle devido a capacidade saprofitica de sobrevivéncia no
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solo sem a presenca do nematoide (SOARES, 2006). Devido a caracteristica parasitaria
voltada ao controle de nematoides sedentarios, grande parte das pesquisas com esses fungos,
visa 0 manejo de nematoides das galhas, cistos e reniforme (CADIOLI et al., 2007; CADIOLI
et al,, 2009; NUNES et al.,, 2010; CASTILLO et al., 2013; MUKHTAR et al., 2013;
ALMEIDA et al., 2016).

Os fungos do género Trichoderma spp. também sdo encontrados naturalmente nos
solos brasileiros e possuem elevado potencial para o controle bioldgico de nematoides, com
resultados promissores para o controle de diferentes espécies (SHARON et al., 2007;
FREITAS et al., 2012; BORGES et al., 2013; GIEHL et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

Trichoderma como agente de controle biologico

Dentro do controle biolégico, o fungo Trichoderma spp. se destaca por apresentar
alta variabilidade genética, atuando de diversas formas nos patdgenos, podendo ser
aproveitados para produzir ampla variedade de produtos comerciais de importancia ecolégica.
O género pode ser caracterizado como grupo de fungos de vida livre, micoparasitas
necrotroficos e corresponde a fase anamorfica do género Hypocrea sp., que pertence ao filo
Ascomycota (AGRIOS, 2005). S&o classificados, segundo Kruger e Bacchi (1995), na sub-
divisdo Deutomycotina, que sdo caracterizados pela producéo de conidios formados a partir
de células conididgenas ou por fragmentagdo do talo micelial. O ciclo sexual de algumas
linhagens nédo é conhecido, porém sua fase teleomorfica é tipicamente vista quando ele esta
colonizando madeira (HARMAN et al., 2004). Sdo fungos isolados em diferentes tipos de
solos, que em meio de cultura formam col6nias rapidamente. O micélio é composto por hifas
hialinas de parede lisa e bem ramificadas, geralmente de vérios tons de verde, devido a
pigmentacdo e quantidade dos conidios, sendo que o tipo de meio de cultivo e o pH também
podem influenciar na coloragdo (MELO, 1991).

A partir do experimento precursor de Weindling e Fawcett, realizado em 1936,
utilizando estirpes de Trichoderma no controle de Rhizoctonia solani Kuhn em citros, a agéo
do Trichoderma spp. como agente de controle bioldégico vem sendo estudada e 0 sucesso
deste género é devido a agressividade no combate aos fungos fitopatogénicos do solo
(RIBEIRO, 2010). Tem demonstrado em vaérios trabalhos grande eficacia no controle de
alguns grupos de fungos fitopatogénicos, como Sclerotinia sclerotiorum, R. solani, Fusarium
spp., Pythium aphanidermatum, entre outros (ETHUR et al., 2001; PORRAS et al., 2007; AL-
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SHAMMARI et al., 2013). Dias (2011), em testes de varios isolados de Trichoderma spp.,
observou que alguns foram eficientes na produgdo de compostos ndo-volateis que
promoveram inibi¢do do crescimento micelial de R. solani e Sclerotium rolfsii.

Além da eficiéncia para o controle de fungos fitopatogénicos, os fungos do género
Trichoderma demonstram-se promissores na diminuicdo da populagdo de nematoides, por
serem fungos saprofitas (LOPEZ-LLORCA et al., 2008; BORGES et al., 2013). Em selecéo
de Trichoderma como agente de biocontrole de nematoides, Freitas et al. (2012) encontraram
varios isolados que tiveram acdo enzimatica e promoveram mortalidade de juvenis de
nematoide das galhas apés a ecloséo.

Segundo Zhang et al. (2015), T. longibrachiatum foi capaz de reduzir a infecgdo por
M. incognita em plantas de pepino e ainda observaram acréscimo nos pardmetros vegetativos
avaliados, com reducédo de 88% de fémeas nas raizes e até 94% de reducdo de juvenis no solo.
Sahebani e Hadavi (2008) demonstraram que T. harzianum, em diferentes concentracfes de
esporos, diminuiu a infeccdo de M. javanica em tomate e parasitou massas de ovos, reduzindo
0 tempo de incubacdo dos mesmos. No controle de Heterodera avenae, T. longibrachiatum
promoveu reducdo do nematoide no solo em 82% e na raiz em 84% e, além do decréscimo de
81% no numero de cistos, observaram o aumento da altura de plantas, aumento de raiz e parte
aérea (ZHANG et al., 2014). Al-Hazmi e TarigJaveed (2015) observaram que em todas as
densidades de in6culo de T. harzianum e T. viride reduziram a reproducdo e danos causados
por M. javanica em tomateiro; além disto, os pardmetros vegetativos aumentaram com 0

incremento nas densidades do fungo.

Modo de agdo do fungo Trichoderma sobre nematoides

Os fungos do género Trichoderma podem realizar o biocontrole de nematoides na
rizosfera atuando de diferentes formas, incluindo antibiose, parasitismo, competicao, indugéo
de resisténcia e promocdo do crescimento. Tais organismos agem como biocontroladores
devido a acdo especifica de cada mecanismo ou pela associacao entre eles (MELO, 1998).

Os modos de agdo dos fungos Trichoderma sobre os nematoides ainda ndo estdo
totalmente elucidado. No entanto, o parasitismo tem apresentado importante papel na
eficiéncia destes fungos e ha trabalhos que mostram que a alta capacidade de infeccdo destes
fungos ocorre pela atividade quitinolitica, que cliva as ligacbes glicosidicas da parede dos

ovos, destruindo-os, sendo que 0s genes CHI18-5 e CHI18-12 sdo essenciais para que isto
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ocorra (SZABO, 2012). A atividade quitinolitica também foi evidenciada no controle de
nematoides do cisto, cuja estrutura de sobrevivéncia (cisto) também é composta por quitina e,
neste caso, apos 18 dias, 90% dos ovos e nematoides presentes no cisto encontravam-se
parasitados pelo fungo (ZHANG et al., 2014).

Além da acdo parasitaria sobre os ovos e cistos, T. harsianum também foi eficiente
em parasitar juvenis de M. javanica, sendo a proteinase PRB1 indicada como responsavel pela
infeccdo e colonizagdo do nematoide pelo fungo (SHARON et al., 2001). Trichoderma
longibrachiatum, por sua vez, foi capaz de infectar e parasitar M. incognita, quando aplicado
via suspensao de conidios sobre os nematoides, com reducdes de 88% dos nematoides vivos
apos 14 dias, sendo a acdo conferida a uma enzima denominada serina protease, que apresenta
alta capacidade nematicida, devido a distarbios fisiologicos ocasionados nos juvenis
(ZHANG et al., 2015). Estudando a eficiéncia de cinco espécies de Trichoderma spp. contra
0s nematoides Helicotylenchus sp. e Scutellonema sp., Chanu et al. (2015) observaram que os
fungos produziram conidios, esporos e micélio que se aderiram a superficie do nematoide,
germinaram e penetraram na cuticula, estenderam suas hifas no interior do nematoide e se
multiplicaram e ocorreu a imobilizacdo o hospedeiro, pela agdo de enzimas. Quando aplicados
no solo, trabalhos recentes mostraram que Trichoderma spp. tem apresentado potencial em
reduzir a reproducdo do nematoide em diferentes patossistemas (NASERINASAB et al.,
2011; MASCARIN et al., 2012; JINDAPUNNAPAT et al., 2013; AL-HAZMI; TARIQ
JAVEED, 2016). Tariq Javeed e Al-Hazmi (2015) demonstraram que T. harzianum, além de
reduzir o nimero de galhas por raiz e o fator de reproducdo de M. javanica, promoveu
aumento na massa fresca de parte aérea de plantas tratadas.

Uma caracteristica importante de algumas espécies de Trichoderma é a capacidade
de promover o crescimento de plantas como resultado da sintese de substancias estimuladoras
de crescimento e aumento na disponibilidade e no estimulo da absor¢do de nutrientes do solo
(BAKER, 1987). Assim, o fungo pode ser encontrado causando efeitos no crescimento de
diferentes espécies vegetais (PRATES et al.,, 2006; DIAS, 2011; PEREIRA, 2012). A
promocao do desenvolvimento e crescimento de plantas submetidas ao Trichoderma, ocorre
pela interferéncia do fungo com os vegetais através da sua capacidade de colonizar raizes
(HARMAN et al., 2004), e esse mecanismo pode estar relacionado com a producdo de
horménios, maior eficiéncia no uso de nutrientes e aumento na disponibilidade e absorcdo de
nutrientes pela planta (LUCON, 2009).
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Além disto, de acordo com Harman et al. (2004), a interacdo do fungo com a planta
pode ocasionar em uma série de eventos na fisiologia vegetal, em que a finalidade é promover
a resisténcia atraves de producdo de metabdlitos e proteinas com varias fungdes na planta, que
acabam modificando o genoma vegetal. Sahebani e Hadavi (2008) comprovaram que
tomateiro tratado com T. harzianum apresentou aumento em diversas proteinas de resisténcia,
incluindo peroxidase, polifenol oxidase e fenilalanina amonia-liase aumentando a resisténcia
da planta ao ataque de M. javanica, principalmente no que diz respeito a penetragdo. Soma-se
a isto o fato de que quando aplicado no filoplano, houve reducdo significativa da reproducéo
de M. incognita em feijoeiro, corroborando a hipotese de inducdo de resisténcia em plantas a

nematoides desencadeada por Trichoderma spp.
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CAPITULO 1

Potencial do fungo Trichoderma spp., associado ou ndo a indutores de
resisténcia, para o manejo de Pratylenchus brachyurus em soja
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Potencial do fungo Trichoderma spp., associado ou ndo a indutores de

resisténcia, para o manejo de Pratylenchus brachyurus em soja

RESUMO

Trichoderma spp. € um fungo com potencial para o controle de nematoides, mas ainda pouco
pesquisado para 0 manejo do nematoide das lesdes radiculares, Pratylenchus brachyurus.
Assim, objetivou avaliar e selecionar a capacidade de isolados de Trichoderma spp. em
controlar P. brachyurus em soja. O trabalho consistiu em diferentes experimentos cujo
objetivo foi selecionar isolados, avaliar a possibilidade do uso dos isolados selecionados com
indutores de resisténcia (acibenzolar-S-metil, Ecolife® e AgroMos®), avaliar se tais isolados
reduzem a penetracdo nas plantas ou causa mortalidade, in vitro, do nematoide, e avaliar se 0s
mesmos induzem resisténcia na cultura da soja. No experimento de selecdo foram obtidos trés
isolados com bons resultados, GF422, GF425 e GF427, além destes, o isolado GF362 foi
avaliado nos experimentos posteriores. Os quatro isolados selecionados foram eficientes em
reduzir a penetracdo de P. brachyurus nas raizes de soja e promoveram mortalidade no
nematoide in vitro. Quando utilizados em associacdo com indutores de resisténcia, 0s
melhores resultados foram conferidos pelas combinacdes GF362+ASM, GF362+Ecolife®,
GF362+AgroMos®, GF427+Ecolife®, GF427+AgroMos® e GF422+Ecolife®. Houve aumento
na atividade de proteina total e catalase, especialmente nas avaliagbes de 72 horas. Em geral,
os isolados diferiram entre si na producdo destas proteinas e aqueles que apresentaram
melhores resultados, ndo diferiram da testemunha inoculada.

Palavras-chave: Controle Bioldgico. Fungos nemat6fagos. Glycine max. Inducdo de
resisténcia. Nematoide das lesGes radiculares.
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Potential of the fungus Trichoderma spp., associated or not a resistance inducers

to Pratylenchus brachyurus management in soybean
ABSTRACT

Trichoderma spp. is a fungus with potential for nematode control, but still poorly researched
for the management of root lesion nematode, Pratylenchus brachyurus. Thus, this research
aimed to select and evaluate the capacity of Trichoderma spp. controlling P. brachyurus on
soybean. The purposes were: to select isolated forms, to evaluate the possibility of using the
selected form with resistance inducers (acibenzolar-S-methyl, Ecolife® and AgroMos®), to
evaluate whether these isolated forms reduce penetration or cause mortality, in vitro, of the
nematode, and evaluate whether they induce resistance in the soybean. In the selection
experiment, three isolates with good results were obtained, GF422, GF425 and GF427, with
the GF362 isolated being evaluated in the subsequent experiments. All the four isolates
selected were efficient in reducing the penetration of P. brachyurus in the soybean root and
promoted destruction of the nematode in vitro. When used in combination with resistance
inducers, the best results were achieved by the combinations GF362+ASM, GF362+Ecolife®,
GF362+AgroMos®, GF427+Ecolife®, GF427+AgroMos® and GF422+Ecolife®. There was an
increase in total protein and catalase activity, especially in the 72-hour evaluations. In general,
isolates differed in the production of these proteins and those with the best results did not
differ from the inoculated control.

Key words: Biological control. Nematophagous fungi. Glycine max. Resistance induction.
Root lesion nematodes.
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INTRODUCAO

A cultura da soja é uma das mais importantes para a economia do Brasil, devido ao
alto valor socioecondmico, e apresenta capacidade de multiplicar a produgdo, tanto em area
cultivada quanto em produtividade. Até 2020, a producdo brasileira podera assumir lideranca
mundial de grdos, podendo ultrapassar 100 milhGes de toneladas (VENCATO, 2010).
Consequentemente, a ampliacdo da cultura acarreta em aumento de problemas fitossanitarios,
sendo 0s nematoides um desses problemas.

Os nematoides parasitas de plantas, presentes em praticamente todas areas
cultivadas, sdo organismos que alteram e danificam o sistema radicular das plantas
hospedeiras, dificultando a absor¢do e translocacdo de agua e nutrientes e, portanto,
ocasionando reducdo do desenvolvimento das raizes e do crescimento da planta.

Na cultura da soja, quatro nematoides merecem destaque, sendo eles Meloidogyne
spp., Heterodera glycines, Rotylenchulus reniformis e Pratylenchus brachyurus (DIAS et al.,
2010). Os nematoides do género Meloidogyne sdo endoparasitas sedentarios, conhecidos
principalmente por formar galhas nas raizes das plantas, que agem bloqueando parcialmente o
sistema de absor¢do, causando sintomas em reboleiras, com plantas de porte reduzido e
coloracdo amarelada, geralmente as folhas das plantas atacadas apresentam mancha clorética
(DIAS et al., 2010). Heterodera glycines é um semiendoparasita sedentario, caracterizado por
formar cistos, constituidos de massas de ovos, muito resistentes a variacdes edafoclimaticas e
facilmente levados a longas distancias, principalmente pelo uso de maquinarios agricolas e
caminhdes que carregam solo contaminado (NOE, 2010). Causam sintomas caracterizados
como plantas de porte reduzido e parte aérea clordtica, denominado “nanismo amarelo”,
podendo também apresentar sintoma de deficiéncia nutricional de potassio e manganés. O
nematoide reniforme, Rotylenchulus reniformis, tem sido comumente encontrado nas areas
em que se cultivou, ou se cultiva, algodoeiro, por ter esta planta como principal hospedeiro.
Trata-se de um semiendoparasita sedentério, cuja principal caracteristica do parasitismo é a
desuniformidade nas areas em que esta presente, com frequente perdas de producdo (DIAS et
al., 2010). Vale ressaltar que esses trés nematoides sedentarios se caracterizam por formarem
sitios de alimentacdo especificos, funcionalmente iguais, mas fisiologicamente diferentes, nos
quais permanecem se alimentando durante todo o ciclo de vida.

Pratylenchus brachyurus € endoparasita migrador que, ao movimentar-se

internamente nas raizes, promove o surgimento de areas necrosadas e escuras, devido aos
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danos as células do parénquima cortical, ocasionados pela movimentacao e pela injecdo de
toxinas (GOULART, 2008). O cultivo consecutivo da soja no verdo e soja ou milho na
segunda safra € um dos principais fatores que elevaram a multiplicacdo deste nematoide e, em
apenas uma no de cultivo sequencial de soja € suficiente para aumentar a populacdo de P.
brachyurus e reduzir a produtividade da soja na safra principal (RAMOS JUNIOR et al.,
2015).

O manejo de fitonematoides na cultura da soja € realizado por controle quimico com
nematicidas em tratamento de sementes, rotacdo de culturas, para reducdo de inoculo inicial
do solo, uso de cultivares resistentes, quando disponiveis, e outros métodos que visam
diminuir a intensidade dos parasitas nas lavouras (INOMOTO, 2009). Contudo, nenhum
método utilizado isoladamente confere resultados satisfatérios, especialmente sob altas
populacbes de nematoides. Assim, outros métodos de controle, como cultural, bioldgico e
fisico devem ser adotados, visando construir para uma agricultura sustentavel.

O controle bioldgico de nematoides de fungos nemat6fagos apresenta-se como uma
opcdo para compor o sistema de manejo integrado. Tais fungos caracterizam-se pela
capacidade de capturar, matar e digerir os fitonematoides e correspondem a trés grupos:
endoparasitas, predadores e parasitas de ovos (PADILHA; SAUMELL, 2000).

Ha evidéncias de que isolados do fungo Trichoderma spp. podem agir de diferentes
formas no manejo de nematoides e inimeros trabalhos tém apontado o potencial do uso destes
fungos para o controle eficiente de nematoses na agricultura. Na cultura da soja, em campo
experimental, foi constatado que Trichoderma harzianum reduziu a populagcdo de M.
incognita em relacdo a testemunha e melhorou a producdo da soja (1IZUOGU; ABIRI, 2015).
A mesma espécie de fungo foi eficiente em reduzir os nematoides P. brachyurus, M.
incognita e M. javanica na cultura do feijdo, quando aplicado via tratamento de sementes
(GONCALVES JUNIOR et al., 2013). Em mudas de café, o fungo erradicou 100% de
Meloidogyne spp. e Pratylenchus spp. e melhorou o desenvolvimento das plantas tratadas
(PRATO et al, 2016). Trichoderma virens também mostrou potencial para uso como
nematicida bioldgico por reduzir em 56,3% o numero de galhas de M. javanica e aumentar em
56,1% a massa de raiz em tomate em casa de vegetacdo (MORADI et al., 2015).

Outra pratica de manejo que vem sendo pesquisada para o controle de nematoides € o
uso de indutores de resisténcia, cujo modo de acdo consiste em ativar mecanismos de

resisténcia que se encontram latentes na planta, os quais sdo desencadeados por agentes
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bidticos ou abidticos (CAVALCANTI et al., 2005). A protecdo sistémica em plantas pode ser
classificada como resisténcia sistémica adquirida (RSA), ativada pela aplicacdo de produtos
quimicos, ou resisténcia sistémica induzida (RSI), geralmente ativada por microrganismos
benéficos, cujas rotas bioquimicas ativadas sdo distintas, mas o resultado fenotipico
semelhante (PASCHOLATI; LEITE, 1995). Nos ultimos anos, inimeros trabalhos mostraram
0 potencial do uso desta estratégia, para o controle de nematoides (BARBOSA et al., 2010;
LOBO et al., 2010; WITTER et al., 2013; PUERARI et al., 2015; BRITO et al., 2016).

Com base no exposto, o trabalho teve como objetivos gerais a) selecionar isolados de
Trichoderma spp.; b) estudar a interacdo de Trichoderma com indutores de resisténcia na
planta; c) observar, in vitro, a mortalidade de P. brachyurus, expostos a filtrados de
Trichoderma spp.; d) avaliar a penetracdo do nematoide na raiz de soja tratada com o fungo e;
e) avaliar a produgdo de enzimas de resisténcia em soja tratada com isolados de Trichoderma

spp. e inoculada com o nematoide.

MATERIAL E METODOS

a) Selecdo de isolados de Trichoderma spp. com potencial para o controle de P.
brachyurus na soja
O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Faculdade Integrado de
Campo Mour&o, no periodo de julho de 2015 a margo de 2016, em delineamento inteiramente
casualizado, com seis tratamentos (isolados GF332, GF417, GF422, GF425 e GF427 de
Trichoderma spp. e testemunha ndo tratada) e dez repeticbes. Os isolados, previamente
multiplicados em arroz autoclavado e posteriormente triturado, foram aplicados via
tratamento de sementes, na dose de 1 g do composto kg™ de sementes, sendo que cada grama
de produto continha 1 x 10'° esporos do fungo, sendo as sementes devidamente tratadas
fornecidas pelo Grupo Farroupilha, de Patos de Minas, MG. Para a sele¢cdo dos melhores
isolados de Trichoderma sementes de soja cv. NA 5909 sem tratamento foram depositadas em
unidades experimentais contendo 800 mL de solo: areia (1: 1), previamente autoclavado a
120°C por duas e, ap0Os sete dias apds a semeadura, cada planta foi inoculada com 450
espécimes de P. brachyurus obtidos de uma populagdo pura, mantida em soja em casa de
vegetacdo. A extracdo dos nematoides das raizes foi realizada a partir da metodologia

proposta por Collen ¢ D’Herde (1972). Decorridos trinta dias da inoculagdo, a parte aérea da
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planta foi descartada, o solo levemente revolvido e cada unidade experimental recebeu uma
semente de soja cv. NA 5909 previamente tratada com cinco diferentes isolados de
Trichoderma spp. Cada tratamento constou de dez repeticOes e sementes sem tratamento com
fungo foram utilizadas como testemunha.

Apos sessenta dias da semeadura toda a planta foi coletada para avaliacdo. As raizes
foram cuidadosamente lavadas, colocadas sobre papel toalha para retirar o excesso de agua e
pesada. Em seguida, foi submetida a extragdo de acordo com o método ja citado. As amostras
foram avaliadas sob microscopio de luz, em camara de Peters, determinando-se o nimero
total de nematoides, o qual foi dividido pela massa de raiz, obtendo-se o numero de
nematoides g de raiz. Além da massa de raiz, determinou-se a massa seca da parte aérea, a
qual foi obtida apds secagem da parte aérea em estufa de circulacdo forgada de ar a 65 °C por
72 horas.

b) Associacdo entre Trichoderma spp. e indutores de resisténcia para o controle de P.
brachyurus
O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Universidade Estadual de
Maringa- campus Umuarama, no periodo de julho a novembro de 2016, em esquema fatorial
5 x 3, sendo cinco tratamentos de sementes (quatro isolados e uma testemunha sem
tratamento) e trés produtos com potencial para uso como indutores de resisténcia, com seis
repeticdes para cada tratamento. A unidade experimental e o substrato utilizado foram
semelhantes ao descrito no experimento anterior. Neste experimento, sementes de soja cv. NA
5909 inoculadas, separadamente, com as estirpes de Trichoderma spp. (GF422-T.
asperelloides, GF425-Trichoderma spp., GF427-T. koningiopsis e GF362-T. harzianum,
sendo os trés primeiros selecionados na primeira avaliacdo e o ultimo por alguns resultados
observados em uma pesquisa paralela, ainda ndo divulgada), foram inoculadas com 400
espécimes de P. brachyurus no momento da semeadura. Os indutores de resisténcia foram
aplicados via pulverizacdo foliar, 15 e 22 dias apds a emergéncia das plantulas. Os produtos
consistiram em Ecolife® na dose de 1,7 mL L™, AgroMos® na dose de 1,7 mL L' e
acibenzolar-S-metil (ASM, Bion 500°, Syngenta) na dose de 5 mL L™
Decorridos 50 dias da inoculacéo, as plantas foram coletadas e avaliadas conforme
parametros descritos no experimento anterior. Contudo, neste experimento, determinou-se

também a massa fresca da parte aérea.
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c) Penetracdo de P. brachyurus em soja tratada com Trichoderma spp.

Para avaliar a penetracdo de nematoides, sementes de soja tratadas com os isolados
GF422, GF425, GF 427 e GF362 e testemunha (sem tratamento) foram semeadas em tubetes
contendo 170 mL do substrato (solo: areia) citado anteriormente, e inoculadas com 500
juvenis no orificio de semeadura. As avaliagdes foram realizadas aos 5, 10, 15 e 20 dias ap0s
inoculacdo (DAI). Em cada época de avaliacdo foram avaliadas cinco repetices de cada
tratamento.

Para cada periodo de avaliacdo, as plantas foram cuidadosamente coletadas,
separando-se parte aerea e raiz. As raizes foram cuidadosamente lavadas e submetidas a
metodologia de coloragdo de nematoides com fucsina acida proposta por Byrd et al. (1983).
Em seguida, foram depositadas em placas de Petri com 25 cm de diametro, separando,
cuidadosamente as raizes para que ndo houvesse sobreposicdes entre suas partes. As amostras
foram avaliadas sob microscopio de luz, com aumento de 100 vezes, contando-se todos 0s

espécimes no interior do sistema radicular.

d) Filtrados fangicos de Trichoderma spp. na mortalidade de P. brachyurus
Neste experimento avaliou-se o efeito direto dos isolados GF422, GF425, GF427 e
GF362 de Trichoderma sobre a mortalidade de P. brachyurus. Para isso, cada isolado do
fungo foi desenvolvido em placa de Petri com 5 cm de didmetro, contendo meio de cultura
BDA e mantido em BOD por sete dias, em temperatura de 25 °C, com fotoperiodo de 12
horas. Posteriormente, foi preparada a suspensdo fungica em camara de assepsia, usando
materiais esterilizados em autoclave. Assim, em cada placa foram adicionados 8 mL de agua
destilada e, com o auxilio de uma borracha macia e com movimentos superficiais e suaves,
realizado o desprendimento das hifas e esporos do meio de cultura. As placas foram deixadas
em repouso por cinco minutos e, entdo, a suspenséao foi filtrada em funil com trés camadas

sobrepostas de gaze, a fim de obter possiveis substancias produzidas pelos fungos.
Em tubos de eppendorf, foram adicionados 1 mL do filtrado fingico e 0,2 mL de
suspensdo com 200 nematoides. Estes foram incubados em BOD a 27 °C, no escuro. As
avaliacOes foram realizadas 24 e 48 horas ap0s a incubacdo, contando-se 0s nematoides vivos

e mortos na suspensdo. Para facilitar a identificacdo dos nematoides vivos, adicionou-se a
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cada tubo, NaOH 1IN a 10% do volume da solugcdo, no momento exato da avaliagdo da

amostra.

e) Producdo de enzimas de resisténcia em soja tratada com isolados de Trichoderma
spp.

Visando avaliar a indugdo de mecanismos bioguimicos de defesa na soja tratada com
os isolados GF422, GF425, GF427 e GF362 de Trichoderma spp., foram realizadas analises
biogquimicas de Proteinas totais, catalase e fenilalanina aménia liase (PAL). Para o
experimento, sementes de soja cv. NA 5909 tratadas com o0s respectivos isolados foram
cultivadas em tubetes, contendo 170 mL de uma mistura de solo: areia 1: 1. Como
testemunhas foram utilizadas sementes ndo tratadas com Trichoderma, com e sem nematoide.
No dia de semeadura as plantas foram inoculadas com 2 mL de uma suspensdo com 400
espécimes de P. brachyurus. Decorridos 24, 48 e 72 horas da emergéncia foram coletadas
seis amostras da parte aérea e da raiz de cada tratamento.

Tais amostras foram acondicionadas em envelope de papel aluminio e congeladas a -
16 °C. Para andlise, cada amostra foi pesada, macerada em N, liquido e homogeneizadas em
almofariz com 4 mL de tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), 0,1 mM EDTA e 1%
(p/p) de Poli-vinil-pirrolidona, e centrifugado durante 30 minutos a 15.000 rpm na
temperatura de 4°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante acondicionado em
microtubos e mantidos em congelador a -20°C, considerado como extrato enzimatico
utilizado para a determinacdo do contetdo proteico e da atividade de PAL e catalase.

Para quantificacdo de proteinas, empregou-se o método de Bradford (1976),
utilizando uma curva padrdo de albumina sérica bovina. O extrato enzimatico foi diluido ¥4
em tampdo de extracdo, sendo que a cada 10 puL da amostra foram acrescentados 40 pL de
tampédo e 2,5 mL do reagente de Bradford sob agitacdo. Ap6s cinco minutos foi feita a leitura
da absorbancia a 595 nm em espectrofotémetro.

A atividade da PAL foi determinada de acordo com Mori, Sakurai e Sakuta (2001),
para a qual foi pipetado 100 pL do extrato enzimatico para tubos de ensaio, acrescentado 400
pL de solucdo tampédo TRIS-EDTA (0,5M, pH 8,0), e 500 pL de solucdo de fenilalanina. A
mistura foi incubada em banho-maria a 40°C, por 1 hora. A prova em “branco” foi preparada
usando-se agua destilada no lugar da fenilalanina para cada tratamento. As analises foram

realizadas em duplicata. Apos a incubacédo, os tubos foram transferidos imediatamente para
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banho de gelo, com o objetivo de encerrar a reacéo, acrescentado 60 pL de tampdo HCl em
cada tubo. As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 290 nm e os resultados foram
expressos em termos de UA por mg de proteina.

A atividade da enzima catalase foi verificada pelo método de Goth (1991)
modificado por Tamankova et al. (2006), para o qual uma aliquota de 100 pL do extrato de
cada planta foi incubada em 500 pL de mistura de substrato preparado com 60 mM de
peroxido de hidrogénio em tampdo catalase, a 37 °C durante 4 min. Apos este periodo,
adicionou-se 500 pL de molibdato de aménio e levado a banho de gelo. Um branco para cada
amostra foi preparado com a adi¢cdo de molibdato de amonio a mistura de reacéo, omitindo o

periodo de incubacdo. As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 595 nm.

f) Analise estatistica dos dados
Em cada experimento, os dados obtidos foram testados quanto a normalidade (teste
de Shapiro Wilk) de variancia e, de acordo com a necessidade, foi realizada transformacéo
pela V(x+0,5). Para os experimentos de selecdo de isolados e producdo de enzimas de
resisténcia, as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. Nos demais
experimentos, as medias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Todas as

analises foram realizadas usando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2008).

RESULTADOS

a) Selecdo de isolados de Trichoderma spp. com potencial para o controle de P.

brachyurus na soja

Os resultados da selecdo mostraram que houve reducdo do nimero de nematoides
total e nematoides por grama de raiz, quando utilizados os tratamentos com isolados GF425,
GF427 e GF422, se comparado com a testemunha e com os demais isolados, GF332 e GF417
(Tabela 1). Os tratamentos com os isolados GF422, GF425 e GF427 promoveram aumento

na massa seca da parte aérea, enquanto GF425 e GF427 na massa fresca de raiz (Tabela 1).
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Tabela 1. Nimero de nematoides total, nematoide por grama de raiz, massa seca de parte
aérea seca e massa de fresca de raiz de soja inoculada com Pratylenchus brachyurus e tratada
com estirpes de Trichoderma spp.

Tratamento Nematoide Nematoides g™ Massa Seca Massa fresca
Total* raiz* Parte Aérea de Raiz

Testemunha 300 Db 132 Db 3,63Db 2,29Db
GF332 374 Db 147 Db 3,22Db 2,37h
GF417 282 Db 106 b 3,62b 2,63b
GF422 157 a 56 a 451a 2,69b
GF425 148 a 52a 4,23 a 297a
GF427 141 a 41a 43la 344 a
CV(%) 21,56 20,38 23,72 23,08

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
*Para 0s dados nematoldgicos, os dados originais foram transformados por V(x+0,5). CV= coeficiente de

variacao.

b) Associacdo entre Trichoderma spp. e indutores de resisténcia para o controle de P.
brachyurus
Houve interagdo significativa entre os fatores isolados de Trichoderma spp. x
indutores de resisténcia, para o nimero de nematoides g™ de raiz, e observou-se que todos 0s
tratamentos com indutor promoveram controle do nematoide nas plantas que ndo receberam
aplicacdo de isolados de Trichoderma spp., bem como todos os isolados controlaram o
nematoide nas plantas que nao receberam tratamento com indutor (Tabela 2). Para o isolado
GF422, o melhor controle foi obtido com a aplicacéo de Ecolife®, sequido do ASM, enquanto
a associacdo com AgroMos® aumentou a populagdo do nematoide. Para o isolado GF425
nenhuma associagdo com indutor reduziu o numero de nematoides se comparado a
testemunha. Por outro lado, quando se usou GF427 houve reducdo significativa para as
combinagdes com Ecolife® e AgroMos®, enquanto para GF362, todas as associacfes com
indutores foram eficientes em controlar o0 nematoide se comparada a testemunha que néo
recebeu indutor de resisténcia (Tabela 2). Na analise dos isolados dentro dos indutores,
observou-se que 0s mesmos ndo diferiram da testemunha na presenca de ASM e Ecolife®,
mas os isolados GF425, GF427 e GF362 tiveram sua eficiéncia aumentada pela aplicacdo de
AgroMos® (Tabela 2).
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Tabela 2. Ntimero de nematoides g™* de raiz de soja submetida a diferentes tratamentos com

isolados de Trichoderma spp. e indutores de resisténcia.

Tratamentos Sem indutor ASM Ecolife® AgroMos®
Testemunha 2077 Aa 708 ABc 645 Ac 1433 Ab
GF422 907 Bb 675 ABDbc 329 Ac 1486 Aa
GF425 893 Bab 1270 Aa 515 Ab 498 Bb
GF427 1073 Ba 763 ABab 446 Ab 284 Bb
GF362 911 Ba 473 Bb 450 Ab 291 Bb
CVv 29,32

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e minGscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Médias originais transformadas por V(x+0,5) para analise estatistica. CV=
coeficiente de variacéo.

Os isolados de Trichoderma spp. ndo promoveram alteracbes nos parametros
vegetativos avaliados, bem como a interacdo entre os isolados de Trichoderma e a aplicacéo
de indutores. Por outro lado, a aplicagdo de indutor influenciou a massa fresca da parte aérea e
da raiz (Tabela 3).

Tabela 3. Massa fresca e seca de parte aérea (PA) e massa fresca de raiz de soja submetida a

diferentes tratamentos com isolados de Trichoderma spp. e indutores de resisténcia.

Tratamentos Massa fresca PA (g) Massa seca PA (g) Massa de raiz (9)
Isolados de Trichoderma spp.

Testemunha 1,56™ 0,38™ 0,78™
GF422 1,49 0,35 0,83
GF425 1,44 0,37 0,76
GF427 1,78 0,42 1,01
GF362 1,67 0,39 1,01

DMS 0,72 0,13 0,42
Indutores de Resisténcia

Testemunha 1,15a 0,33" 0,61a
ASM 1,60 ab 0,40 0,89 ab

AgroMos® 1,76 ab 0,40 1,02 b
Ecolife® 1,83 b 0,43 0,99b

DMS 0,60 0,12 0,35
CV (%) 19,40 12,38 23,52
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ns= ndo significativo. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%

de probabilidade. CV=coeficiente de variag&o.

Observou-se que o Ecolife® aumentou ambos os pardmetros se comparado a
testemunha, enquanto AgroMos® também promoveu aumento na massa fresca de raiz. Os
isolados, em relacdo aos indutores, ndo diferiram da testemunha na presenca de ASM e
Ecolife®, mas os isolados GF425, GF427 e GF362 tiveram sua eficiéncia aumentada pela

aplicacdo de AgroMos® (Tabela 3).

c) Filtrados fungicos de Trichoderma spp. na mortalidade de P. brachyurus
Os resultados de mortalidade de P. brachyurus, demonstram que houve aumento
significativo na porcentagem de nematoides mortos quando expostos aos extratos fungicos se
comparados com a testemunha, em ambas as épocas de avaliacdo. Os isolados ndo diferiram
entre si quanto a mortalidade de P. brachyurus (Tabela 4). Vale ressaltar que ndo foi

observado crescimento de hifas do fungo nas amostras avaliadas.

Tabela 4. Mortalidade de Pratylenchus brachyurus expostos a filtrados fungicos obtidos de

isolados de Trichoderma spp., 24 e 48 horas ap6s incubacao.

Tratamento Mortalidade 24h Mortalidade 48h
Testemunha 81,17 a 88,41a
GF362 94,49 b 98,59 b
GF422 93,62 b 96,65 b
GF425 93,61b 98,07 b
GF427 96,48 b 99,38 b
CV (%) 3,24 1,71

ns= ndo significativo. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%

de probabilidade. CV=coeficiente de variag&o.

d) Penetracdo de P. brachyurus em soja tratada com Trichoderma spp.

Aos 5 DAI (dias ap0s inoculacdo) os isolados GF422, GF425 e GF427 reduziram a
penetracdo do nematoide no sistema radicular da soja, enquanto aos 10 DAI, menor
penetracdo foi observada para os isolados GF362 e GF425. Na avaliacdo realizada aos 15 DAI
foram observados reducédo na penetracao para todos os isolados, ndo diferindo da testemunha,
exceto para o isolado GF362. Por outro lado, aos 20 DAI, os isolados GF362 e GF427
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demonstraram reducdo na penetracdo. Quando se avaliou o total de nematoides, todos o0s
isolados diminuiram a penetracdo de P. brachyurus na raiz de soja se comparadas com a
testemunha néo tratada (Tabela 5).

Tabela 5. Penetracdo de Pratylenchus brachyurus em raizes de soja tratadas com diferentes
isolados de Trichoderma spp., sob tratamento de sementes e inoculadas com 400 nematoides,

aos 5, 10, 15 e 20 dias apds a inoculagéo (DAI).

Tratamento 5 DAI 10 DAI 15 DAI 20 DAI Total
Testemunha 9a 29a 40b 85a 163 a
GF362 5ab 13b 63 a 21c 100 b
GF422 2b 26 ab 38b 51 be 117b
GF425 2b 15b 30b 74 ab 121b
GF427 1b 3la 44 b 27 ¢ 103 b
CV (%) 42,67 39,45 28,33 25,67 19,65

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Meédias originais transformadas por \(x+0,5) para analise estatistica. CV = coeficiente de variacéo.

e) Producdo de enzimas de resisténcia em soja tratada com isolados de Trichoderma
spp.

Observou-se que 24 e 48 horas apds a emergéncia, nenhum isolado promoveu
aumento de proteinas totais na parte aérea quanto comparados com ambas as testemunhas. Na
analise de 72 horas, apesar dos isolados GF425, GF427 e GF362 promoverem aumento de
proteinas totais se comparados a testemunha absoluta (sem nematoide e sem Trichoderma),
ndo diferiram da testemunha com nematoide (Figura 1A).
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Figura 1. Absorbancia (mg g*) de proteina total da parte aérea (A) e raiz (B) de soja, apds 24, 48 e 72 horas de
emergéncia, submetida a diferentes tratamentos com isolados de Trichoderma spp. Test. = testemunha absoluta

(sem Trichoderma e sem nematoide) e Test.+nema= testemunha inoculada com nematoide.

Para raizes, os isolados também nédo diferiram das testemunhas apds 24 horas de
emergéncia. Com 48 horas, maior absorbancia foi observada para a testemunha com
nematoide, seguida dos isolados GF425 e GF427. Os demais isolados ndo diferiram ou
apresentaram valores inferiores a testemunha absoluta. Apds 72 horas, o isolado GF362
apresentou valor superior a testemunha com nematoide, contudo nédo diferiu da testemunha
absoluta (Figura 1B). Em geral, o isolado GF422 apresentou menor producdo de proteina
total, tanto na parte aérea, quanto na raiz.

Os tratamentos néo diferiram entre si para a atividade da PAL, independente da parte

da planta avaliada ou da época de avaliacdo (Figuras 2A, 2B).
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Figura 2. Atividade da fenilalanina aménia liase (PAL em pmol de &cido trans-ciménico por mg de proteina por
minuto) na parte aérea (A) e raiz (B) de soja, apds 24, 48 e 72 horas de emergéncia, submetida a diferentes
tratamentos com isolados de Trichoderma spp. Test. = testemunha absoluta (sem Trichoderma e sem nematoide)

e Test.+nema= testemunha inoculada com nematoide.

Para a enzima catalase, na avaliacdo de 24 horas em parte aérea, menor atividade foi
verificada para a testemunha com nematoide e para o isolado GF427. Os isolados GF422,
GF425 e GF362 apresentaram valores superiores a testemunha com nematoide, mas inferior a
testemunha absoluta, a qual mostrou maior atividade neste periodo de avaliacdo (Figura 3A).
As 48 horas, ndo houve diferenca entre os tratamentos, enquanto as 72 horas observou-se que
os isolados GF362, GF425 e GF427, bem como a testemunha com nematoide, apresentaram

valores superiores ao isolado GF422 e a testemunha absoluta (Figura 3A).

36



~

w

-

o I n S E
ok, N UIw U AU O

a
a
c a a
B 9
a a a a a a b I
e —— m
72h

24h 48h

pumol mint mg? protreina (parte aérea)

Test. Test. + nem. mGF 422 '« GF425 wGF427 mGF362

B
70 a
~N
£ 60 2
g
£ 50 b b
5
5 40 -
£ 30 c d d
Exn  ° c © a a . o
=, el
24n 48h 72h

Test. = Test+nem. WGF 422 ' GF425 wmGF427 mGF362

Figura 3. Atividade catalase (umol de per6xido de hidrogénio por mg de proteina por minuto) na parte aérea (A)
e raiz (B) de soja, apds 24, 48 e 72 horas de emergéncia, submetida a diferentes tratamentos com isolados de
Trichoderma spp. Test. = testemunha absoluta (sem Trichoderma e sem nematoide) e Test.+nema= testemunha

inoculada com nematoide.

A anélise das raizes nas amostras com 24 horas demonstrou que a maior atividade
para catalase foi conferida pelo isolado GF422, seguido da testemunha com nematoide, sendo
que os demais tratamentos apresentaram atividade inferior e ndo diferiram entre si (Tabela
3B). Na avaliagdo de 48 horas, o isolado GF362 foi estatisticamente igual a testemunha
absoluta, os quais apresentaram atividade superior aos demais tratamentos. No entanto, a
analise realizada apds 72 horas de emergéncia, confirmou o aumento da atividade da catalase

promovida pelo isolado GF422, o qual foi superior a todos o0s outros tratamentos.
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DISCUSSAO

No presente estudo, foi possivel constatar a eficiéncia diferenciada dos isolados de
Trichoderma para o controle de P. brachyurus. Assim, na selecdo de isolados, dois deles
foram descartados do trabalho, por ndo promover o controle do nematoide nas condigdes em
que o experimento foi realizado. Por outro lado, reducdo do nimero de nematoide total e por
grama de raiz foi obtida para o tratamento de sementes de soja com os isolados GF422,
GF425 e GF427. A atividade variavel de isolados de Trichoderma tem sido demostrada em
outros trabalhos (SHARON et al.,, 2007; BAHARULLAH KHATTAK et al, 2008;
AFFOKPON et al., 2011), indicando a importancia de selecdo prévia de estirpes com
potencial para o controle biologico. A eficiéncia dos isolados do fungo em controlar
nematoides corroboram Bortolini et al. (2013), que observaram que o tratamento de sementes
de soja com isolados de T. viride promoveu o controle de P. brachyurus. Além deste, ha
varios trabalhos com isolados de Trichoderma spp., que mostraram o potencial do fungo para
0 controle de nematoides em varias culturas (SANTIN, 2008; MUKHTAR et al., 2013;
GIEHL et al., 2015).

No controle biologico de nematoides € importante conhecer o modo de acdo do
antagonista utilizado, a fim de facilitar o0 manejo usando-o isoladamente ou em associagao
com outras técnicas de controle. Os fungos do género Trichoderma apresentam diferentes
mecanismos capazes de controlar nematoide, incluindo a produgdo de enzimas, como
quitinases, glucanases, lipases e protease, relacionadas ao parasitismo direto de ovos e juvenis
de nematoides (HARMAN et al., 2000; SPIEGEL et al., 2005; SHARON et al., 2001); podem
alterar os exsudatos radiculares, inibindo a eclosdo de juvenis por falta de estimulos advindos
de tais exsudatos (HARMAN et al., 2000); produzem antibiéticos volateis ou ndo volateis,
com acdo direta sobre o nematoide e, por ultimo, podem induzir resisténcia em plantas
(HARMAN et al., 2000; SHARON et al., 2001).

No presente estudo, foi constatada a reducéo na penetracdo do sistema radicular pelo
nematoide em soja tratada com os diferentes isolados, resultado que pode ter sido conferido
por todas as estratégias de acdo citadas, atuando conjuntamente ou isoladas. Ja foi constatado
que a producdo de toxinas e modificacdes dos exsudados radiculares, podem reduzir a eclosdo
de juvenis, alterar a atracdo e o reconhecimento do hospedeiro pelo juvenil de segundo estadio
(OOSTENDORP; SIKORA, 1990). Alem disso, trabalhos anteriores demostraram que 0
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fungo Trichoderma tem a capacidade de colonizar as raizes, incluindo os sitios de penetracao
do nematoide, reduzindo o sucesso do fitoparasita em infectar o sistema radicular (SHARON
et al., 2007).

Os isolados também foram eficientes em promover a mortalidade dos nematoides, o
que pode ser conferido a producdo de compostos quimicos nematicidas, uma vez que ndo
havia presenca de hifas parasitando diretamente os nematoides no momento da avaliagéo. De
fato, a antibiose e o hiperparasitismo direto, com producdo de substancias toxicas, compostas
principalmente de proteases e quitinases, sdo 0s principais métodos de acdo deste fungo
contra nematoides (SZABO et al., 2012). A mortalidade de nematoides expostos a filtrados de
Trichoderma spp. foi anteriormente observada para M. incognita, M. javanica e Radopholus
similis, com efeito nematicida causando até 100% de mortalidade (HERNANDEZ, 2003;
SHARON et al., 2007; FREITAS et al., 2012). Apesar de no presente estudo nao ter sido
constatada presenca de hifas parasitando o nematoide, isolados de Trichoderma possuem esta
capacidade, e o fendmeno ocorre pela ramificacdo e enrolamento das hifas ao corpo do
nematoide (SHARON et al., 2007).

Foi interessante observar que, no trabalho utilizando indutores de resisténcia, todos
isolados foram eficientes em controlar o nematoide quando ndo estavam associados aos
indutores, mas aplicados em associagdo, as respostas foram variaveis e, nem sempre, como
controle efetivo. Assim, apenas o isolado GF362 apresentou melhor controle do nematoide
quando aplicado com todos os indutores. O isolado GF427 foi mais eficiente na presenca de
Ecolife® e AgroMos®, enquanto GF422 apenas na associacdo com Ecolife®. O Ecolife® é um
produto composto por biomassa citrica, que pode promover a producdo fitoalexinas
(MOTOYAMA et al., 2003), cuja eficiéncia para o controle de nematoides foi comprovada
em outras pesquisas (GUIMARAES et al., 2007; BARBOSA et al., 2010; PUERARI et al.,
2013), inclusive para 0 manejo de P. brachyurus (PUERARI et al., 2015). AgroMos®, por sua
vez, ndo tem sido pesquisado para o controle de nematoides, no entanto, tem mostrado bons
resultados no controle de alguns fungos, via inducéo de resisténcia (COSTA et al., 2010).
Apesar de todos os indutores reduzirem a reproducdo do nematoide quando aplicados
independentes do fungo, algumas associacdes entre ambos foram desfavoraveis ao controle,
inclusive, aparentemente, predispondo a planta ao ataque do nematoide, resultando em maior
reproducdo. E sabido que o processo de inducido de resisténcia tem um gasto energético

elevado para a planta (DIETRICH et al., 2005). Assim, uma hipGtese para explicar tal
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resultado é que, em algumas associacdes, 0 estresse inicial apresentado pela inducdo pelo
fungo somada a inducéo pelo produto quimico, tenha sido elevado, tornando-a mais suscetivel
a infeccdo inicial pelo nematoide.

Além do controle do nematoide, alguns isolados promoveram aumento da massa seca
da parte aérea e massa de raiz no experimento de selecdo, especialmente 0 GF427 e GF425.
De fato, o0 uso de Trichoderma spp. tem mostrado eficiente em aumentar altura, massa de
parte aérea e desenvolvimento de raiz de diferentes culturas, na presenca de nematoides
(FREITAS et al., 2012; GIEHL et al., 2015; VARGAS et al., 2015; BAGGIO et al., 2016).
Tal resultado pode ser conferido ao controle direto do nematoide, reduzindo o estresse da
planta pelo parasitismo. Por outro lado, o fungo pode favorecer a tolerancia da planta ao
estresse ambiental, aumentando o volume do sistema radicular, melhorando a absorcéo de
agua e nutrientes, e atuando como bioestimulante (HARMAN, 2000). Além disto, a producédo
de hormodnios ou fatores de crescimento estimulados pelo fungo (FERREIRA; FERRAZ,
2008), podem promover aumento dos parametros vegetativos, visto que o melhor desempenho
vegetativo tem sido contatado em outros patossistemas envolvendo diferentes hospedeiros e
nematoides, pelo controle biolégico usando Trichoderma (FREITAS et al., 2012; GIEHL et
al., 2015; VARGAS et al., 2015; BAGGIO et al., 2016).

Foram observados efeitos dos tratamentos aplicados para proteina total e catalase. A
resposta para proteina total veio apds 72 horas da emergéncia e os isolados, que promoveram
maior producéo, nao diferiram da testemunha com nematoide. Sabe-se que plantas respondem
a invasao de fitonematoides com a ativagdo de mecanismos de defesa, podendo estimular a
producdo de fitoalexinas, ocasionar o acumulo de compostos fenolicos e ativar a enzima
fenilalanina amonia-liase (AGRIOS et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005). Assim, 0
aumento na sintese de proteinas pode estar relacionado a patogénese por infeccGes, alem de
estresse por agentes quimicos ou ambientais (MACAGNAN et al., 2008).

No presente estudo, ndo foi observada alteracdo na atividade da PAL, enzima que
atua na producdo de compostos como lignina e fitoalexinas, sendo esta Gltima uma das
principais causas de resisténcia em plantas (ALMEIDA et al., 2012). Alguns estudos
mostraram que a coloniza¢do das raizes por Trichoderma pode causar o aumento nos niveis
de enzimas relacionadas a defesa de plantas, incluindo a PAL, além de peroxidases,
quitinases, f3-1,3-glucanases e hidroperoxido (HOWELL et al., 2000; BAYSAL et al., 2003;

YEDIDIA et al., 2003). O tempo necessario para ativacdo dos mecanismos de defesa € muito
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importante e, apesar da soja apresentar emergéncia relativamente rapida, a avaliacdo em até
72 horas pode ndo ter sido suficiente para o fungo colonizar o sistema radicular e,
consequentemente, ativar tais mecanismos.

Nesse experimento, a atividade da catalase em amostras tratadas com alguns isolados
de Trichoderma spp., com a acdo do nematoide, exibiu aumentos significativos apds 72 horas,
sugerindo que a reacdo da planta foi de estimular a producédo de tal enzima em contato com o
fungo. O aumento na atividade da catalase por organismos benéficos foi também observada
em associag¢oes envolvendo micorrizas (RUIZ, 1998), no entanto, a enzima também é ativada
sob estresse abidtico (CAMPOS et al., 2004) e a protecdo de plantas pela producao de tal
composto foi anteriormente observada para o parasitismo por M. incognita (SOUZA et al.,
2015).

Os resultados obtidos para inducéo de resisténcia ainda sdo pouco conclusivos, mas
em trabalhos com Trichoderma x nematoides € interessante prolongar o periodo de coleta e
avaliacOGes das amostras, a fim de possibilitar tempo habil para o fungo colonizar o sistema

radicular e ativar os possiveis sistemas de defesa nas plantas.

CONCLUSOES

Na avaliacdo de selecdo, os isolados GF422, GF425 e GF427 de Trichoderma
apresentaram os melhores resultados. Além destes, o isolado GF362, incluido na pesquisa,
foram eficientes em reduzir a penetracéo e promover a mortalidade de P. brachyurus.

Quando utilizados em associagdo com indutores de resisténcia, os melhores
resultados foram conferidos pelas combinacdes GF362+ASM, GF362+Ecolife®,
GF362+AgroMos®, GF427+Ecolife®, GF427+AgroMos® e GF422+Ecolife®.

Quanto a inducdo de resisténcia, houve aumento na atividade de proteina total de
catalase, especialmente nas avaliacdes de 72 horas. Contudo, praticamente os isolados nao

diferiram da testemunha inoculada.
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