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RESUMO

DEIFELD, Felipe L. C. Selecdo de isolados de Pochonia chlamydosporia para o
controle de Meloidogyne javanica. 49 f. TCC (Curso de Agronomia), Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco, 2016.

O objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar e selecionar isolados de Pochonia
chlamydosporia, visando o controle de Meloidogyne javanica. Para obter os isolados,
amostras de solos naturalmente infestados com Meloidogyne spp. e da rizosfera de
plantas de tomate foram plagueadas em meio de cultura semi-seletivo, conforme a
técnica de diluicBes seriadas. As placas foram armazenadas a 24 °C, por 21 dias, no
escuro. Apds, as colbnias fungicas foram repicadas para placas de Petri contendo
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e incubadas a 24 °C, por 15 dias, no
escuro. Foram obtidos 12 isolados, identificados como P. chlamydosporia. Estes
foram armazenados em silica-gel para estudos posteriores. A variedade dos
isolados foi determinada através da visualizacdo do arranjo das estruturas
reprodutivas do fungo e, para determinar a coloracdo e didmetro de colonia, 0s
isolados foram repicados para meio de cultura BDA. Todos os isolados pertenciam a
variedade chlamydosporia, com diametros de col6nia variando entre 6,97 e 7,78 cm
e coloracdo amarela ou bege. Para quantificar a producédo de clamidésporos dos
isolados obtidos, 3 discos de micélio fungico de 8 mm de didmetro foram
depositados em sacos plasticos contendo 150 g de arroz e 70 mL de agua,
previamente autoclavados por 30 minutos a 120 °C e 1 atm. Os sacos foram
fechados e armazenados a 24 °C, por 21 dias, no escuro. Os isolados que
produziram maior nimero de clamiddsporos foram PC-8 e PC-2. Outro experimento
foi montado para avaliar a eficiéncia dos isolados no controle de Meloidogyne
javanica, em casa de vegetacao. Para isso, uma mistura de solo:areia, na propor¢cao
de 2:1 (v:v), foi esterilizada em autoclave por 1 hora a 120 °C e 1 atm. Este substrato
foi acondicionado em sacos plasticos escuros e infestado com 8.000 ovos de M.
javanica Kg*' de solo. Grdos de arroz colonizados pelos isolados de P.
chlamydosporia foram adicionados separadamente nos sacos contendo o substrato,
0 que constituiu os tratamentos. O tratamento testemunha consistiu apenas de
substrato infestado com nematoide. A umidade dos tratamentos foi ajustada até a
capacidade de campo, e os substratos foram homogeneizados e armazenados em
camara de crescimento a 24 °C, no escuro, por 15 dias. Apés, o substrato foi
novamente homogeneizado e depositado em vasos de 700 mL de capacidade,
sendo distribuidos 500 g em cada vaso. Uma muda de tomate de 21 dias de idade
foi transplantada em cada vaso. ApGs 45 dias procederam-se as avaliacdes quanto a
massa de raizes frescas, massa e altura de parte aérea fresca, numero de galhas e
ovos sistema radicular®. Os isolados PC-2, PC-4, PC-5, PC-6 e PC-13 reduziram o
ndamero de galhas em 65%, 61%, 57%, 64% e 48%, em relagdo ao tratamento
testemunha. J4, os isolados PC-2, PC-4 e PC-5 reduziram o numero de ovos em
77%, 75% e 80%, em relacéo a testemunha. Todos os isolados foram capazes de se
estabelecer no solo. Conclui-se que PC-2 tem potencial para ser estudado em um
programa de controle biolégico, pois possui boas caracteristicas para a producao
massal e controle do nematoide.

Palavras-chave: Controle biol6gico. Fungo nematéfago. Nematoide das galhas.



ABSTRACT

DEIFELD, Felipe L. C. Selection of isolates of Pochonia chlamydosporia to control of
Meloidogyne javanica. 49 f. TCC (Course of Agronomy) - Federal University of
Technology - Parana. Pato Branco, 2016.

The aim of this paper was to isolate, characterize and select isolates of Pochonia
chlamydosporia, aiming the control of Meloidogyne javanica. In order to obtain
isolates, soil samples, naturally infested by Meloidogyne spp. were plated in a semi-
selective culture medium, according to the serial dilutions technique. The plates were
incubated at 24 °C, for 21 days in darkness. Then, the fungal colonies were repicated
to Petri dishes containing culture medium potato-dextrose-agar (PDA) and incubated
at 24 °C, for 15 days, in darkness. As a result, were obtained 12 isolates, identified
as P. chlamydosporia. They were stored in silica-gel for later studies. The species of
isolates were determined through visualization of the reproductive structures of the
fungus and the isolates were repicated to PDA medium for the determination of their
color and diameter. All the isolates were specie chlamydosporia, with colony
diameter ranging between 6.97 e 7.78 cm and yellow coloration or beige. To quantify
the chlamydospores production, 3 fungal mycelium discs of 8 mm diameter were
deposited in plastic bag, which contained 150 g of rice and 70 mL of water,
previously autoclaved for 30 minutes at 120 °C and 1 atm. The plastic bags were
sealed and incubated at 24 °C, for 21 days in darkness. The isolates that produced
the higher amount of chlamydospores were PC-8 e PC-2. Another experiment was
done under greenhouse conditions, to evaluate the efficiency of the isolates in
controlling of Meloidogyne javanica. For this, a mixture of soil:sand, in the ratio 2:1
(v:v), was sterilized in autoclave for 1 hour at 120 °C and 1 atm. That substrate was
transferred to plastic bags and infested with 8,000 eggs of M. javanica Kg* of sail.
Rice grains colonized by P. chlamydosporia isolates, were separately added in to
bags containing the substrate, which were the treatments. The control treatment was
just the substrate infested with nematodes. The humidity of the treamentes was
adjusted by the field capacity, and the substrates were homogenized and incubated
in growing chambers at 24 °C for 15 days in darkness. Then, the substrate was
homogenized one more time and 500 g of it was deposited in vases, which capacity
was 700 mL. A tomato seedling, at age of 21 days, was transplanted in each vase.
After 41 days, the evaluation of fresh root mass, height and mass of fresh aerial part,
number of galls and eggs in the root system was done. The isolates PC-2, PC-4, PC-
5, PC-6 and PC-13 reduced the number of galls in 65%, 61%, 57%, 64% e 48%,
when compared to the control treatment. Already the isolates PC-2, PC-4 e PC-5
reduced the number of eggs in 77%, 75% e 80%, in relation to control. All isolates
multiplied in the soil. As conclusion, PC-2 has potential to be studied in a biological
control program, once it has good characteristics for mass production and nematode
control.

Keywords: Biological control. Nematophagous fungi. Root-knot nematode.
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1 INTRODUGAO

O nematoide das galhas, Meloidogyne spp. Goeldi (1887), € um
fitoparasita comum em diversas culturas, que pode causar perdas na produtividade
limitando o potencial de rendimento de inUmeras plantas cultivadas (MOURA, 1996).

As raizes quando infectadas por este fitoparasita engrossam no ponto
de penetracdo, dando origem as galhas, que sdo mais grossas que as partes nao
infectadas da raiz. Nos tubérculos ou outros 6rgdos subterraneos, o sintoma
caracteristico sdo protuberancias na superficie (FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ,
2009).

O controle do nematoide das galhas € dificil, devido a sua polifagia e
por possuirem ampla distribuicdo geografica (FERRAZ; MONTEIRO, 2011). Porém,
algumas medidas devem ser adotadas para minimizar as perdas causadas por este
patogeno nas culturas (FERRAZ; MONTEIRO, 2011; FERRAZ et al., 2012)

Dentre as medidas de controle de nematoides, o controle biologico
mostra-se uma alternativa atraente, visto que, pode reduzir a aplicacdo de
agrotoxicos, contribuindo para uma producdo mais sustentavel de alimentos
(MORANDI; BETIOL, 2009), além de ser uma alternativa viavel ao manejo de
fitonematoides (FERRAZ; SANTOS, 1995; FERRAZ et al., 2012; FERRAZ; BROWN,
2016).

Dentre os agentes de controle biolégico de fitonematoides, as bactérias
e os fungos sédo os mais estudados e com maior potencial de uso na agricultura
(NAZARENO, 2009). Entre os fungos, Pochonia chlamydosporia Zare e Gams (sin.
Verticillium chlamydosporium Goddard) tem se destacado devido ao seu grande
potencial de controle de inUmeras espécies de Meloidogyne, além de produzir
clamidésporos, que sao estruturas de resisténcia (DE LEIJ; KERRY, 1991; KHAN;
KHAN; MOHIDE, 2005; FERREIRA et al., 2008) e promover o crescimento de
plantas de varias culturas (MONFORT et al., 2005; DALLEMOLE-GIARETTA, 2008;
MARCIA-VICENTE et al., 2009; VIGGIANO; FREITAS; FERREIRA, 2012).

Devido a essas caracteristicas positivas deste agente de controle
bioldgico, vem se buscando selecionar isolados com potencial para serem utilizados

em programas de controle bioldgico, a fim de se desenvolver produtos comerciais,
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gue venham a ser usados na agricultura como uma alternativa ao manejo de

nematoides.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Selecionar isolados de Pochonia chlamydosporia com potencial para o

controle de Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood.

2.2 ESPECIFICOS

Isolar diferentes isolados de P. chlamydosporia de solos naturalmente
infestados com M. javanica.

Identificar os isolados de P. chlamydosporia.

Caracterizar os isolados de P. chlamydosporia quanto a sua morfologia
e crescimento micelial.

Avaliar a producdo de clamidésporos dos isolados de P.
chlamydosporia.

Selecionar isolados de P. chlamydosporia com maior potencial para o

controle de M. javanica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 NEMATOIDES

Nematoides séo seres vermiformes e alongados, sendo a maioria de
vida livre, os quais alimentam-se-se de bactérias, fungos e protozoéarios. Os
nematoides parasitas de plantas, ou fitonematoides, representam 15% das espécies
dentro do filo nematoda (FERRAZ; BROWN, 2016), e atacam as mais variadas
culturas de importancia econémica para a agricultura (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Os fitonematoides possuem corpo nao segmentado, de tamanho
microscopico, com comprimento variando na faixa de 0,3 a 3,0 mm e diametro de 15
a 50 micrémetros, e habitam os mais variados ambientes (FREITAS; OLIVEIRA;
FERRAZ, 2009). Estes parasitas possuem um estilete bucal, com o qual retiram
substancias nutritivas das plantas, além de injetarem substancias toxicas nos tecidos
vegetais (EMBRAPA, 2016).

O ciclo de vida desses fitoparasitas pode durar de 3 a 8 semanas,
dependendo da espécie do nematoide e das condi¢cdes ambientais, sendo composto
por quatro estadios juvenis mais o adulto, dentre os quais ocorrem as ecdises
(FERRAZ; MONTEIRO, 2011; FAVERY et al., 2015).

No género Meloidogyne Goeldi, o ciclo se inicia quando o J; sofre uma
ecdise, ainda dentro do ovo, e torna-se J,. Apés a eclosédo, o J, busca uma raiz para
penetrar e se alimentar. Este fitoparasita ao penetrar a raiz da planta torna-se
endosedentario (FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2009). Dentro da raiz, o nematoide
sofre mais duas ecdises, até se tornar J,. Com a ultima ecdise, este parasita torna-
se adulto, sendo que o macho abandona a raiz e ndo se alimenta mais, ja a fémea,
continua a engrossar até formato quase esférico de cor esbranquigada, culminando
com a postura de ovos (FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2009). Fémeas do género
Meloidogyne, ovopositam aproximadamente 500 ovos cada, sendo que estes ficam
protegidos por uma massa gelatinosa e podem permanecer no solo para dar origem
aos juvenis do nematoide (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).
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Plantas atacadas por nematoides em geral tendem a apresentar

sintomas na parte aérea, como reducdo no desenvolvimento, clorose, murcha nas
horas mais quentes do dia e até mesmo a morte da planta (FERRAZ et al., 2012). O
género Meloidogyne apresenta a caracteristica de engrossamento das raizes no
ponto de penetracdo, formando as galhas, além de protuberancias em oOrgaos
subterraneos quando atacados pelo fitoparasita (FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ,
2009). Além disso, esse género destaca-se ainda por apresentar ampla distribuicdo

geografica e possuir um alto grau de polifagismo (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

3.2 CONTROLE DO NEMATOIDE

O manejo de nematoides é dificil de ser executado e sua erradicacao €
praticamente impossivel. Uma vez presente na area, restam apenas medidas que
reduzem a populacdo para tornar viavel o cultivo de culturas suscetiveis ao
nematoide (FERRAZ et al., 2012).

Deste modo, a prevencdao, evitando a disseminacao, ainda € o principio
mais importante e a melhor tatica de controle a ser seguida (FERRAZ et al., 2012).
Para isto, deve-se evitar o transito de maquinas e pessoas em areas infestadas e,
posteriormente, em areas isentas; maquinas e implementos devem ser lavados,
assim como calcados apos transitar em areas infestadas; deve-se utilizar sementes
livres de particulas de solo ou restos vegetais quando se faz o plantio em areas
isentas (FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2009). Além disso, 0 uso de mudas e
sementes certificadas podem auxiliar na prevencao.

O manejo do nematoide baseia-se principalmente na aplicacdo de
produtos quimicos, rotacdo de culturas e, mais recentemente, 0 emprego de
cultivares resistentes tem despertado grande interesse (BARKER; KOENNING,
1998; WILCKEN; GARCIA; SILVA, 2005). Porém, estes métodos apresentam
limitacbes (FERRAZ et al., 2012).

O controle quimico, por exemplo, além de oneroso, geralmente tem

eficiéncia apenas tempordria, somam-se a isso, a alta persisténcia no solo,
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contaminacdo de lencéis freaticos e efeitos prejudiciais aos seres humanos e a

fauna (FERRAZ et al., 2012).

A rotacdo de culturas é dificil de ser praticada em virtude de alguns
géneros do nematoide possuirem ampla gama de hospedeiro, como € o caso do
género Meloidogyne spp. (FERRAZ et al., 2012). A disponibilidade de plantas e
cultivares resistentes a nematoides para adocdo na rotagdo de culturas ainda é
relativamente baixa para a grande maioria das culturas, e o desenvolvimento de
novas fontes de resisténcia necessitam de muita pesquisa e demoram tempo
(FERRAZ et al., 2012), além do que, a expressdo génica possui certa sensibilidade a
altas temperaturas, que sdo condi¢des que favorecem o patégeno (SILVA, 2001).

Uma alternativa que vem despertando grande interesse no manejo de
nematoides é o controle bioldgico, que pode ser definido como a reducdo da
densidade de in6culo ou das atividades da doenca, por um ou mais microrganismos
(MICHEREFF, 2001).

O controle biolégico possui algumas vantagens em relacado ao quimico,
dentre as principais destacam-se: a ndo contaminacdo do meio ambiente, que por
sua vez evita o desequilibrio ecolégico; além de ser um método de facil aplicacéo
(SOARES, 2006).

Na natureza, o controle biolégico de nematoides é feito pela microbiota
presente no solo, através dos mecanismos de competicdo, predacdo, parasitismo
e/ou producao de compostos toxicos (FERRAZ et al., 2012). Para potencializar esse
controle, o ambiente pode ser manipulado e outros antagonistas podem ser
introduzidos, tanto no solo quanto nos 6rgaos de propagacédo das plantas cultivadas
(BETTIOL; GHINI, 1995).

Varios microrganismos sao considerados inimigos naturais dos
nematoide e podem exercer controle sobre estes. Pasteuria penetrans (Thorne)
Sayre & Starr € um representante promissor desta classe de agentes de biocontrole,
porém seu cultivo in vitro € extremamente complexo (CAMPOS; SOUZA; SOUZA,
1998), o que inviabiliza sua producao massal.

Os fungos nematéfagos também sédo agentes de biocontrole muito
estudados (CHEN; DICKSON, 2004), atacam o nematoide em varios estadios de
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desenvolvimento e estdo divididos em varios grupos: endoparasitas; predadores e

parasitas de ovos e fémeas (FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2009).

Um fungo muito promissor no controle biolégico de nematoides € o
agente de controle biolégico Pochonia chlamydosporia Zare e Gams (sin. Verticillium
chlamydosporium Goddard), pertencente ao grupo de fungos parasitas de ovos e
fémeas de nematoides (FERRAZ et al., 2012). Sua eficiéncia sobre algumas
espécies de nematoides vem sendo comprovada em varios estudos (DE LEIJ;
KERRY, 1991; KHAN; KHAN; MOHIDE, 2005; LOPES et al., 2007; FERREIRA et al.,
2008).

Lopes et al. (2007) ao estudarem a eficiéncia de controle de P.
chlamydosporia sobre M. javanica em casa de vegetacao, observaram que o fungo
reduziu em até 85% o numero de ovos de M. javanica em plantas de tomateiro,
guando o antagonista permaneceu em contato com o0 nematoide por 7 dias antes do
transplantio das mudas. Dias-Arieira et al. (2011) ao aplicarem graos de arroz
colonizados por P. chlamydosporia em areas comerciais de alface, naturalmente
infestadas por Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, observaram
reducdes de até 80% na populacdo do nematoide no solo, além de reduzir o niumero
de ovos sistema radicular™.

Viggiano, Freitas e Lopes (2014) também ao estudarem a eficiéncia de
P. chlamydosporia no controle de M. javanica na cultura do pepineiro, verificaram
gue a aplicacdo do fungo na dose de 18 g L™ de d&gua em mudas de pepineiro, antes
do transplantio para solo infestado com M. javanica, controlou em mais de 40% este
fitoparasita.

Devido a grande eficiéncia deste agente de controle biolégico, no ano
de 2016 foi registrado no Brasil o bionematicida Rizotec®, produzido a base do
isolado de P. chlamydosporia Pc-10 (GOTTEMS, 2016), visando o controle de M.
javanica, em todas as culturas comerciais (AGROFIT, 2016).

Os clamiddsporos séo o principal meio de aplicacdo do fungo no solo,
0s quais podem ser produzidos em varios tipos de substratos (KERRY; BOURNE,
2002). Porém, a producdo de clamidosporos, bem como a efetividade de controle
deste agente de controle biolégico, pode variar entre diferentes isolados de P.
chlamydosporia (KERRY; BOURNE, 2002; DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2012).
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Devido a isto, estudos devem ser conduzidos para avaliar e selecionar isolados

promissores dentro de um programa de controle biolégico (MICHEREFF, 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratorio de Microbiologia e
Fitopatologia e na casa de vegetacdo da Universidade Tecnoldgica Federal do

Parana — Campus Pato Branco.

4.1 COLETA DE SOLO E ISOLAMENTO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Para isolamento do fungo P. chlamydosporia primeiramente foram
coletadas amostras de solo cultivado com beterraba, na cidade de Pato Branco-PR,
e infestado naturalmente com o nematoide Meloidogyne spp. ApOs a coleta, as
amostras de solo foram acondicionadas em sacos plasticos, etiquetadas e
armazenadas em geladeira, a 4 °C, até a utilizacdo. Além disso, foi utilizado solo
rizosférico de uma planta de tomate infectada com o nematoide das galhas, trazida
para o laboratorio de Fitopatologia para diagnose, de local néo identificado.

Para o isolamento do fungo, 1 g de solo de cada amostra de solo
coletada foi colocado separadamente em frascos erlenmeyer de 200 mL de
capacidade, contendo 9 mL de agua esterilizada, agitado por 1 minuto e realizadas
diluicdes em série até 10 Em seguida, uma aliquota de 0,5 mL da diluicdo 107 de
cada amostra de solo foi colocada separadamente em placas de Petri contendo
meio semi-seletivo (GASPARD; JAFFEE; FERRIS, 1990) e espalhada com alca de
Drigalsky. Apds, as placas foram armazenadas em sala de crescimento a 24 °C, no
escuro, até o surgimento das primeiras col6nias fungicas (21 dias).

Apés este periodo, as colbnias fangicas foram repicadas
separadamente para placas de Petri contendo meio de cultivo batata-dextrose-agar
(BDA) e incubadas a 24 °C, no escuro. Apos 15 dias as col6nias foram identificadas,
armazenadas em silica-gel (GONCALVES; ALFENAS; MAFIA, 2007) e mantidas em

geladeira para estudos posteriores.
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4.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS FUNGICOS

Para a montagem deste experimento, primeiramente foram repicados
os isolados de P. chlamydosporia, para placas de Petri contendo meio de cultura
BDA e armazenados em camara de crescimento a 24 °C, no escuro. Apos 9 dias,
discos de micélio de 8 mm de diametro dos respectivos isolados fungicos foram
retirados das bordas das colbnias, transferidos para placas de Petri contendo meio
de cultivo BDA e armazenados em camara de crescimento a 24 °C, no escuro.
Decorridos 21 dias foram avaliadas a coloracdo das colbnias dos respectivos
isolados do fungo (no reverso da placa) e também o diametro das colbnias (duas
medidas diametralmente opostas). O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado, sendo 5 repeti¢cdes por tratamento.

Para determinar a variedade dos isolados foi utilizada a técnica de
microcultura. Para isso, placas de Petri, contendo dois papéis-filtro, uma lamina,
uma laminula e dois palitos de madeira, foram autoclavadas a 120° C e 1 atm por 20
minutos. Posteriormente, o papel-filtro foi umedecido com agua esterilizada e os
palitos foram arranjados em forma de “V”, para servir de suporte para a lamina,
sobre a qual foi depositado um pedaco de meio de cultura (BDA) de 1 cm?
parcialmente colonizado com P. chlamydosporia, o qual foi coberto com a laminula.
As placas foram seladas com papel filme e armazenadas no escuro a 25° C, durante
21 dias. Apés, a laminula foi retirada e depositada sobre uma lamina contendo uma

gota de lactofenol, para observacao de conidios e clamidosporos, em microscopio.

4.3 PRODUCAO DE CLAMIDOSPOROS

Para a montagem deste experimento, 150 g de arroz parbolizado e 70
mL de agua destilada foram colocados em sacos plasticos autoclavaveis (30 x 17
cm) fechados com um elastico e autoclavados por 30 minutos a 120 °C e 1 atm.
Apos, em camara de fluxo laminar, foram colocados separadamente 3 discos de
micélio (de 8 mm de diametro) dos isolados fangicos de P. chlamydosporia
previamente crescidos em meio BDA, a 24 °C, no escuro, por 9 dias. Apos, 0S sacos

foram fechados com um elastico e armazenados em sala de crescimento a 24 °C, no
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escuro, por 21 dias. ApOs este periodo, os sacos contendo o substrato grdos de

arroz colonizado pelo fungo foram armazenados em geladeira, até finalizar a
quantificacdo de clamidésporos. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado com 5 repeticdes por isolado.

Para a avaliacdo do numero de clamidésporos, trés amostras de 1 g de
arroz colonizado pelo fungo foram retiradas separadamente de cada saco,
colocadas em Bécker de 100 mL de capacidade e adicionados 10 mL de agua. Em
seguida, cada amostra foi agitada em agitador magnético na velocidade 6, por trés
minutos. Apos este periodo, com auxilio de uma micropipeta, foram retirados 40 pL
da suspensdo e depositados em uma camara de Neubauer, para realizar a
contagem dos clamidésporos em microscopio 6ptico no aumento de 400x. Para cada

amostra retirada dos sacos, foram realizadas 6 contagens na camara de Neubauer.

4.4 AVALIACAO DE Pochonia chlamydosporia NO CONTROLE DE Meloidogyne
javanica, EM CASA DE VEGETACAO

Para avaliar a eficiéncia do controle de P. chlamydosporia sobre M.
javanica, foi montado um experimento em casa de vegetacdo. Para isso,
primeiramente foi repicado o fungo para a producdo de clamidésporos conforme
descrito no item 4.3.

Apos, foi preparado o substrato utilizado no experimento de casa de
vegetacado, o qual foi constituido de uma mistura de solo e areia, na propor¢édo de
2:1 (v:v), esterilizada em autoclave durante 1 hora a 120 °C e 1 atm. Posteriormente,
4 Kg do substrato foram acondicionados separadamente em um saco plastico
escuro. O substrato foi infestado com 40 g de arroz colonizado por P.
chlamydosporia, e uma suspensédo de 8.000 ovos de M. javanica Kg* de substrato.
Os ovos do nematoide foram extraidos de raizes de tomateiro através da
metodologia proposta por Hussey; Barker, modificada por Boneti; Ferraz (1981),
previamente cultivados em casa de vegetacdo, em vasos plasticos com capacidade
de 1L, contendo uma mistura de solo e areia na proporgéo 2:1 v:v, infestado com M.

javanica.
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Cada isolado do fungo constituiu um tratamento, além do tratamento

testemunha (apenas substrato e nematoide). O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, totalizando 13 tratamentos com 8 repeticdes cada. Todos
os tratamentos foram homogeneizados e a umidade calibrada até a capacidade de
campo. Os sacos permaneceram no escuro, a 25 °C.

Decorridos 15 dias, o substrato foi novamente homogeneizado e
acondicionado em vasos de plastico de 700 mL de capacidade (500 g / vaso). Em
seguida foi transplantada uma muda de tomateiro de 21 dias de idade / vaso,
previamente cultivadas em bandejas contendo substrato comercial Tecnomax®.

Este experimento permaneceu em casa de vegetacdo por 45 dias,
sendo regado diariamente, conforme a necessidade da cultura, quando entdo foram
avaliados: altura de plantas, massa de parte aérea e de raizes frescas, numero de
galhas e de ovos por sistema radicular dos tomateiros.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, no
programa estatistico ASSISTAT versao 7.7, 2014 (SILVA, 2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram obtidos 12 isolados, identificados como P. chlamydosporia, das
amostras de solo coletadas na éarea cultivada com beterraba, na cidade de Pato
Branco-PR, infestada com Meloidogyne spp. e da amostra de solo rizosférico de
plantas de tomate com sintomas do nematoide das galhas (Tabela 1).

Tabela 1 - Origem das amostras de solo coletadas para isolamento de Pochonia chlamydosporia.
UTFPR, Pato Branco - PR, 2016.

Isolado Origem

PC-1 Solo rizosférico de plantas de tomate
PC-2 Solo rizosférico de plantas de tomate
PC-3 Solo rizosférico de plantas de tomate
PC-4 Solo rizosférico de plantas de tomate
PC-5 Solo rizosférico de plantas de tomate
PC-6 Solo rizosférico de plantas de tomate
PC-7 Solo rizosférico de plantas de tomate
PC-8 Solo rizosférico de plantas de tomate
PC-9 Solo cultivado com beterraba

PC-10 Solo cultivado com beterraba

PC-12 Solo rizosférico de plantas de tomate
PC-13 Solo rizosférico de plantas de tomate

A coloracdo das colbnias dos islados de P. chlamydosporia no reverso
da placa de Petri variou entre amarelo e bege, 21 dias apés o cultivo em meio de
cultura BDA (Tabela 2 e Figura 1). Os diametros das colbnias dos respectivos
isolados variaram entre 6,97 e 7,78 cm (Tabela 2). Estes resultados corroboram com
os de Dallemole-Giaretta (2008), onde 29 isolados de P. chlamydosporia foram
avaliados quanto as suas caracteristicas morfoldgicas, como coloracdo e diametro
de colbnia, sendo constatadas diferencas nestas caracteristicas entre os isolados
fungicos de mesma espécie.

Todos os isolados foram identificados como Pochonia chlamydosporia
var. chlamydosporia, devido a producdo de clamidosporos e conidios arranjados em
cabeca (Figura 2 e Tabela 1).
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Tabela 2 - Diametro de colbnia e coloracdo de isolados de Pochonia chlamydosporia var.
chlamydosporia, obtidos de solos cultivados com olericolas e naturalmente infestados
com Meloidogyne spp., cultivados em meio de cultura BDA por 21 dias, a 24 °C, no
escuro. UTFPR, Pato Branco - PR, 2016.

Isolado Diametro de col6nia Coloracao da colbnia
(cm) (reverso da placa)
PC-1 7,31 Bege
PC-2 7,44 Amarelo
PC-3 7,35 Amarelo
PC-4 7,63 Amarelo
PC-5 6,97 Amarelo
PC-6 7,78 Amarelo
PC-7 7,32 Bege
PC-8 7,58 Bege
PC-9 7,53 Bege
PC-10 7,27 Bege
PC-12 7,60 Amarelo
PC-13 7,76 Amarelo

As variedades de P. chlamidosporia mais frequentemente encontradas
nos solos sdo P. chlamydosporia var. chlamydosporia e P. chlamydosporia var.
catenulata (KERRY, 2001; DALLEMOLE-GIARETTA, 2008; NAVARRO; MARTINEZ;
DAMIAN, 2009). Porém, no presente estudo, a baixa diversidade de variedades do
fungo pode ser explicada devido a uma possivel especificidade do fungo quanto ao
género Meloidogyne, assim como relatado por Dallemole-Giaretta (2008) para as
espécies de Pochonia. Ou ainda, isso pode estar associado ao clima, tipo de solo,
presenca de matéria organica no solo ou cultura instalada na regido onde foram
coletadas as amostras, propiciando um ambiente mais favoravel ao desenvolvimento
da variedade chlamydosporia. Porém, novos estudos devem ser realizados para

confirmar tal hipétese.



Figura 1 - Culturas de Pochonia chlamydosporia, cultivadas em meio de cultura BDA durante 21
dias, a 24 °C, no escuro. A — Fundo da placa (Isolado 1); B — Fundo da placa (Isolado 4);
C - Fundo da placa (Isolado 7); D — Fundo da placa (Isolado 13).

Figura 2 - Fotomicrografias Opticas de isolados de Pochonia chlamydosporia. A — Conidios em
cabeca (Isolado 1); B — Clamiddsporos (Isolado 4).
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Em relacdo a producdo massal de P. chlamydosporia em substrato de

graos de arroz, todos os isolados produziram clamidoésporos (Tabela 3).

Tabela 3 - Producéo de clamiddsporos de diferentes isolados de Pochonia chlamydosporia ap6s 21
dias de cultivo em gréos de arroz a 24 °C e no escuro. UTFPR, Pato Branco - PR, 2016.

Isolado Clamidésporos g* de arroz
PC-1 2,0x10%c
PC-2 3,0x 10° ab
PC-3 2,2x10°c
PC-4 1,4 x 10° bc
PC-5 3,1x10°c
PC-6 4,6 x10°c
PC-7 5,0x 10%c
PC-8 4,9x10°%°a
PC-9 5,0x 10%c
PC-10 1,3 x 10°% bc
PC-12 1,8x 10°c
PC-13 1,4x10°c

;Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
e erro.

Os isolados que produziram maior niamero de clamidosporos foram o
PC-8 e PC-2. Por outro lado, PC-2 néo diferiu estatisticamente de PC-4 e PC-10.
Tais resultados comprovam a importancia da selecdo de um agente de controle
biolégico dentro de um programa de controle biolégico, visto que, diferentes isolados
de uma mesma espécie fungica tém diferentes competéncias quanto a producéo de
clamidésporos (KERRY; BOURNE, 2002).

Variacbes na producdo de estruturas propagativas entre diferentes
isolados de uma mesma espécie flngica tem sido observadas em diversos trabalhos
(WANG; RIGGS; CRIPPEN, 2005; LOPES et al., 2007; BARCI et al., 2009; SILVA et
al., 2012). Wang; Riggs; Crippen (2005) ao avaliarem a producéo de clamidésporos
de 12 isolados de P. chlamydosporia, cultivados em grdos de arroz, também
observaram diferenca na producdo de clamidésporos entre os isolados de P.
chlamydosporia testados. O isolado 26 produziu 5,84 log: clamidésporos g’ de
arroz, enquanto que o isolado 34 produziu apenas 4,83 log:, clamidésporos g’ de

arroz.
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No presente estudo, a maior producao de clamiddsporos foi observada

no isolado PC-8, com 4,9 x 10° clamiddsporos g* de arroz, enquanto que o isolado
PC-1 mostrou-se menos eficiente na producédo de clamidésporos, com apenas 2,0 x
10* clamidésporos g* de arroz. Estas diferencas na producdo de clamidésporos
entre os isolados de P. chlamydosporia, evidenciam a importancia da avaliacao
deste parametro para a selecdo deste agente de controle biologico, visto que, 0
clamiddésporo é a principal forma de aplicacdo do fungo ao solo, no controle de
nematoides (KERRY; BOURNE, 2002), sendo que 5.000 clamidésporos g* de solo é
a quantidade ideal para um controle satisfatério do patégeno (DALLEMOLE-
GIARETTA, 2008).

No presente estudo nao foi avaliado a velocidade de crescimento do
micélio, apenas foi mensurado o diametro de colonia ao fim de 21 dias de cultivo do
fungo em meio de cultura BDA. Porém, de acordo com os resultados obtidos, ndo se
pode fazer uma relagéo diretamente proporcional entre o didmetro das coldnias e a
producdo de clamiddsporos, pois, os isolados com maior diametro de col6nia (PC-6
e PC-13), ndo apresentaram as maiores producdes de clamidosporos.

Essas diferencas na producéo de clamiddsporos de diferentes isolados
de P. chlamydosporia podem ser resultantes de diversos fatores. Mo; Xu; Zhang
(2005) sugerem que a fonte de carbono presente no substrato € crucial para a
producdo de clamidosporos de isolados de P. chlamidosporia. Ao avaliarem
diferentes substratos na producdo de clamidésporos de P. chlamydosporia,
Dallemole-Giaretta et al. (2011) constataram que graos de arroz,
independentemente da umidade e esterilizacdo utilizada, foi o tratamento que
propiciou a maior producdo de clamidésporos em comparacao a outros substratos
testados. Porém, no presente estudo, alguns isolados apresentaram baixas
producgdes de clamiddsporos em graos de arroz.

Medina-Canales et al. (2013) também constataram diferencas na
producédo de clamiddsporos dos isolados de P. chlamydosporia Pcp2, Pc10, Pcp2l e
Pcp31, quando cultivados em grdos de arroz. No entanto, os dois ultimos néo
diferiram estatisticamente entre si. Porém, quando cultivados em substrato composto
por uma mistura de milho e areia, Pcp2, Pcp21 e Pcp31 diferiram entre si quanto a

producdo de clamiddsporos. Entretanto, neste substrato, Pc1l0 ndo apresentou
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producdo de clamiddsporos. A producdo de Pcp2l em grados de arroz diferiu

estatisticamente da producdo em mistura de milho e areia. Tais resultados
evidenciam a dependéncia da producao de clamidosporos de diferentes isolados de
acordo com o substrato em que sao cultivados

Outra variavel que pode influenciar a producédo de clamiddsporos é a
temperatura, onde a faixa térmica utilizada neste experimento pode ter beneficiado
os isolados PC-2 e PC-8, garantindo maiores producdes. Como exemplo, no estudo
conduzido por Vivas; Vivas,; Silveira (2015) constatou-se que o ponto 6timo de
esporulacdo dos isolados de Hansfordia pulvinata H-608 e H-611 ocorre aos 19 °C;
enquanto que para H-600, H-605, H-612 e H-613 a 20 °C; H-614 a 21 °C e para H-
615 a 22 °C, indicando assim, que cada isolado responde de forma diferente as
variacOes de temperatura.

Quando avaliou-se a eficiéncia desses isolados de P. chlamydosporia
no controle do nematoide das galhas, verificaram-se que os isolados PC-2, PC-4,
PC-5, PC-6 e PC-13 (Figura 3), reduziram 65%, 61%, 57%, 64% e 48%
respectivamente, o nimero de galhas sistema radicular® de tomateiro, em relacéo
ao tratamento testemunha. Para o nimero de ovos, os isolados PC-2, PC-4 e PC-5
foram os mais eficientes, com reducdes de 77%, 75% e 80% no namero de ovos
sistema radicular?, em relagdo ao tratamento testemunha (Figura 4). Da mesma
forma como observou-se neste trabalho, diversos autores também constataram
diferentes desempenhos de isolados de P. chlamydosporia quanto a eficiéncia no
controle de nematoides (DE LEIJ; KERRY, 1991; WANG,; RIGGS; CRIPPEN, 2005;
DALLEMOLE-GIARETTA, 2008).

Wang; Riggs; Crippen (2005), ao testarem 12 isolados de P.
chlamydosporia quanto a eficiéncia no controle de Rotylenchulus reniformis Linford &
Oliveira (1940) em plantas de algodéao (Gossypium hirsutum L.), observaram que,
em um primeiro experimento, o isolado 26 foi o mais eficiente, reduzindo em até
77% o numero de ovos do nematoide nas raizes das plantas, enquanto o isolado 37
reduziu em 64% o numero de nematoides no solo comparado com o tratamento
testemunha. Porém, em um segundo experimento, os mesmos isolados testados
anteriormente, comportaram-se diferente, sendo que o isolado mais eficiente na

reducdo do nimero de ovos do nematoide nas raizes foi o 37, com reducéo de 56%,
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enquanto que para o nuamero de nematoides no solo, o isolado 26 mostrou-se

superior aos demais, com uma reducdo de 73%. Em um estudo conduzido por
Dallemole-Giaretta (2008), foi observado que os isolados 2, 3 e 10 de P.
chlamydosporia foram eficientes na reducdo do nimero de ovos de M. Javanica em
plantas de tomateiro, em casa de vegetacdo, com reducdes de 54 a 60%. O isolado
10 apresentou ainda a maior redu¢é@o no nimero de galhas, com 21,3%.

Neste estudo verificou-se que a reducdo no numero de ovos do
nematoide seguiu a mesma tendéncia da reducdo do numero de galhas para os
diferentes isolados testados, possivelmente, devido a redu¢do na populacao inicial
do patdgeno, quando o fungo ficou em contato com o nematoide durante 15 dias
antes do transplantio das mudas. Tais resultados estdo de acordo com os obtidos
por Coutinho (2008), cujo autor ressalta que, apés a aplicacéo de P. chlamydosporia
em solo infestado por nematoide, deve-se aguardar um periodo maior que uma
semana antes do plantio, para que o fungo exerca um controle satisfatério do
patégeno, o que também foi observado neste estudo.
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Figura 3 — Numero de galhas em raizes de tomateiros apds 45 dias do transplantio de mudas em
substrato infestado com 4.000 ovos de M. javanica e diferentes isolados de P.
chlamydosporia. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade de erro. Dados transformados em raiz de X.
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Figura 4 - NUmero de ovos de M. javanica em raizes de tomateiros apds 45 dias do transplantio de
mudas em substrato infestado com 4.000 ovos de M. javanica e diferentes isolados de P.
chlamydosporia. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade de erro. Dados transformados em raiz de X.

Para colonizar ovos de nematoides parasitas de plantas, P.
chlamydosporia utiliza alguns mecanismos, como apressorio e enzimas
extracelulares, principalmente proteases e quitinases, que auxiliam na degradacao
das camadas dos ovos (TIKHONOQV et al., 2002; ESCUDERO et al., 2016). Neste
estudo, alguns isolados apresentaram baixo controle do nematoide, quando
comparados ao tratamento testemunha (Figuras 3 e 4). Essa baixa eficiéncia dos
isolados, pode estar relacionada a reduzida producdo de enzimas envolvidas no
processo de parasitismo do fungo sobre o nematoide, o que dificulta a colonizagéo
dos ovos.

Dallemole-Giaretta (2008) também observou no seu estudo que alguns
dos isolados de P. chlamidosporia testados nao foram eficientes no controle do
nematoide. Assim como, Pérez-Rodrigues et al. (2007) observaram que dos cinco
isolados de P. chlamydosporia testados, apenas MPc3 controlou o parasitismo do
nematoide Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) nas raizes de tomateiros quando
foram aplicados 15.000 clamidéporos g* de solo, os demais isolados testados nédo

diferiram do tratamento testemunha, sendo que o isolado MPcl ainda aumentou o
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namero de juvenis de terceiro e quarto estagios nas raizes dos tomateiros, em

relacéo ao tratamento testemunha.

Outros fatores também podem influenciar o desempenho de agentes
biologicos no controle de nematoides, a exemplo da presenca de altos teores de
matéria organica, assim como a adicdo de materiais organicos no solo, podem
favorecer o desenvolvimento e estabelecimento de antagonistas (MOGHADDAM,;
PANJEHKEH, 2016). Visto que, P. chlamydosporia, pode atuar como saprofita,
utilizando-se da matéria organica para seu crescimento (KERRY, 2001). Os isolados
gue apresentaram baixa eficiéncia no controle do nematoide podem nao ter se
estabelecido de forma eficiente no substrato, uma vez que foi utilizado apenas uma
mistura de solo e areia na montagem dos experimentos em casa de vegetacdo, sem
adicdo de matéria organica. Além disso, estes isolados podem ser mais
dependentes da presenca de plantas infectadas com o nematoide para sua
multiplicacéo no solo, visto que, a multiplicacéo de P. chlamydosporia no solo € mais
abundante quando na presenca de raizes infectadas por nematoides, geralmente na
guinta semana de cultivo, quando as massas de ovos ficam expostas (BOURNE;
KERRY; DE LEIJ, 1996).

Além disso, observou-se neste estudo que os isolados com melhores
desempenhos no controle do nematoide, PC-2, PC-4 e PC-5 ainda promoveram
incrementos de 49,1; 42,6 e 72,1%, respectivamente, na massa de raiz fresca dos
tomateiros. Porém, para massa de parte aérea fresca, apenas PC-2 diferiu do

tratamento testemunha, com um incremento de 38,4% (Tabela 4).
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Tabela 4 - Massa de raiz e parte aérea frescas e altura de parte aérea de plantas de tomate,
cultivadas em substrato infestado com 4.000 ovos de M. Javanica e diferentes isolados

de P. chlamydosporia. UTFPR, Pato Branco - PR, 2016.

Isolados Massa de raiz (g) Ma:\?éarleie(g;\ rte Alggig?cﬁ)r te
(Tsisr:leg"?u“nhgi) 6.1 de 9,9 cd 49,6™
PC-1 6,7 cde 11,4 bed 42,9
PC-2 9,1ab 13,7 ab 52,8
PC-3 6,6 de 12,0 abcd 48,5
PC-4 8,7 abc 12,6 abc 54,4
PC-5 10,5 a 12,8 abc 48,8
PC-6 7,1 bcde 14,6 a 42,6
PC-7 7,3 bed 13,1 ab 42,3
PC-8 7,6 bed 11,1 bed 49,2
PC-9 6,1 de 11,8 abcd 50,5
PC-10 52e 95d 39,5
PC-12 5,6 de 9,2d 42,9
PC-13 8,8 ab 13,7 ab 45,1

Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro. ™ ndo significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Esses incrementos na massa de parte aérea ou de raiz fresca podem
ser explicados devido ao menor numero de infec¢des pelo nematoide nas raizes da
planta, que por consequéncia reduziu a retirada de fotoassimilados da mesma. Além
disso, P. chlamydosporia possui a capacidade de se associar com raizes e promover
o crescimento de plantas (MONFORT et al., 2005; WANG; RIGGS; CRIPPEN, 2005;
DALLEMOLE-GIARETTA, 2008). Algumas enzimas liberadas pelo fungo podem
degradar a matéria organica, disponibilizando nutrientes as plantas (FERRAZ et al.,
2012). Dessa maneira, pode-se observar, que mesmo nédo sendo tao eficientes no
controle do nematoide, os isolados PC-6, PC-7 e PC-13 contribuiram para o
incremento de 47,5, 32,3 e 38,4%, respectivamente, da massa da parte aérea fresca
dos tomateiros (Tabela 4). O isolado PC-13 ainda reduziu em 58% o0 numero de
ovos do nematoide e proporcionou aumento na massa das raizes frescas de
tomateiro, provavelmente devido a menor retirada de fotoassimilados da planta pelos

nematoides.
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O isolado PC-2 apresentou alta producao de clamiddsporos, e também

altos indices de controle de nematoides em casa de vegetacdo, quando comparado
aos demais isolados (Tabela 3, Figuras 3 e 4). Da mesma forma, Lopes et al. (2007)
também constataram que os isolados de P. chlamydosporia mais eficientes na
producdo de clamiddsporos foram os que geraram maior reducdo no numero de
ovos de M. javanica em tomateiros. Resultados semelhantes foram encontrados por
Lohmann et al. (2007), observando que os isolados de Trichoderma spp. que
proporcionaram maior controle de Sclerotium rolfsii Sacc. foram também os que
produziram maior nimero de esporos em condi¢cdes controladas.

Entretanto, o isolado PC-8 foi eficiente apenas na producao de
clamidosporos in vitro, ndao sendo eficaz no controle do patégeno. Enquanto o
isolado PC-5 apresentou baixa producao de clamidosporos, mas reduziu 0 namero
de galhas e de ovos do nematoide. O que pode ser explicado devido a capacidade
de P. chlamydosporia em controlar nematoides, mesmo na auséncia de
clamidosporos (DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2014).

Tais resultados comprovam que os testes realizados em laboratorio
auxiliam no conhecimento das caracteristicas dos isolados, assim como seu
potencial para produ¢do massal, porém, este ndo deve ser 0 Unico parametro para
definir quais isolados devem ser testados a campo, visto que, nem sempre 0S
isolados que apresentam maior producdo de clamidosporos in vitro sdo 0s que
melhor controlam o patégeno em condi¢cdes de campo e vice-versa (MICHEREFF,
2001; WANG,; RIGGS; CRIPPEN, 2005).

Um bom agente de controle biolégico deve possuir, entre outras
caracteristicas, a capacidade de sobreviver em condicdes ambientais adversas
(MICHEREFF, 2001). Neste estudo, todos os isolados foram capazes de se
estabelecer no substrato, nas condicbes experimentais em casa de vegetacéo
(Tabela 5). Os isolados PC-2 e PC-8 foram os que apresentaram o maior nimero de
unidades formadoras de colonia apds a retirada do experimento em casa de
vegetacdo. Estes dois isolados foram também os que produziram maior nimero de
clamidésporos em grdos de arroz. Isso possivelmente ocorreu pois o fungo foi
adicionado ao substrato em 10 g de arroz kg™ de substrato em todos os tratamentos,

nao levando em consideracdo o total de clamiddsporos. Logo, 0 numero de
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clamidésporos adicionados ao substrato nos tratamentos PC-2 e PC-8 foi maior que

nos outros tratamentos, possibilitando que estes isolados se estabelecessem de
maneira mais eficiente no substrato em comparacao aos demais.
Tabela 5 - Unidades formadoras de colénia de P. chlamydosporia em substrato infestado com M.

javanica, 45 dias apds o transplantio de mudas de tomate, em casa de vegetacao.
Médias de 6 repeticbes. UTFPR, Pato Branco - PR, 2016.

Tratamento UFC g de substrato™
Testemunha -
PC-1 9,0 x 10°
PC-2 6,6 x 10*
PC-3 3,2 x 10*
PC-4 1,8 x 10*
PC-5 1,4 x 10*
PC-6 1,7 x 10*
PC-7 9,0 x 10°
PC-8 7,5 x 10*
PC-9 2,8 x 10*
PC-10 1,5 x 10*
PC-12 3,9 x 10*
PC-13 7,0 x 10°

A producédo de clamidésporos € uma caracteristica interessante deste
fungo, pois permite que se estabeleca e sobreviva por longo periodo no solo, mesmo
na auséncia do nematoide hospedeiro (FERRAZ et al., 2012). Neste estudo, foi
constatada a sobrevivéncia do fungo no substrato apds a retirada do experimento,
demonstrando mais uma caracteristica positiva de P. chlamydosporia no controle de
nematoides.

Entretanto, a selecdo de isolados com potencial para serem avaliados
em um programa de controle biolégico, dentre os fatores analisados neste estudo,
deve levar em consideracao, principalmente, a eficiéncia no controle de nematoides.
Este € o fator que vai determinar a eficacia de um produto comercial fabricado a
partir da selecdo de isolados. Porém, a viabilidade da fabricagcdo de um produto
comercial depende também da habilidade do isolado em ser produzido de forma

massal. Portanto, devido aos fatores mencionados, e, buscando selecionar um
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isolado com todas as caracteristicas desejaveis, observa-se que o isolado PC-2

possui potencial para ser avaliado em um programa de controle biolégico, visto que,
controla tanto o niumero de galhas quanto o nUmero de ovos do nematoide, promove
0 incremento na massa de raiz e parte aérea de tomateiros e possui boa producao
de clamiddsporos, sendo apto a producao massal.

Contudo, ha necessidade de estudos futuros relacionados a eficiéncia
de controle deste isolado em condicbes de campo e também no controle do

nematoide em segundo ciclo de cultivo.
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6 CONCLUSOES

Os isolados mais eficientes na producédo de clamidésporos foram PC-2
e PC-8.

Os isolados mais eficientes no controle do nematoide foram PC-2, PC-
4 e PC-5.

O isolado PC-2 mostrou-se promissor para estudos em um programa
de controle biol6gico por apresentar controle sobre o nematoide, facilidade em se
reproduzir massalmente, além de favorecer o desenvolvimento de plantas de

tomate.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A selecdo de isolados de P. chlamydosporia é importante para a
manutencdo de recursos genéticos de microrganismos em programas de controle
biologico e desenvolvimento de produtos mais eficientes no controle de nematoides,
aumentando assim, as possibilidades dos agricultores no manejo deste patégeno.
Deste modo, contribuindo para a reducdo no uso de nematicidas e preservacao do
meio ambiente e da &gua, garantindo uma producéo de alimentos mais sustentavel e
consequentemente trazendo beneficios a sociedade, principalmente no que se
refere a saude.

O controle biolégico de nematoides com P. chlamydosporia é uma
alternativa interessante ao produtor, visto que, apds a aplicacdo deste agente de
biocontrole, 0 mesmo pode sobreviver no solo, possibilitando o controle do patégeno
para os proximos cultivos.

Novos estudos devem ser realizados para confirmar a efetividade deste
agente no controle de nematoides, em condigcbes de campo, além de comparéa-lo

com produtos comerciais de controle bioldégico de nematoides ja existentes.
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