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RESUMO  

HADDAD, Patrícia Elias. Seleção de isolados de Trichoderma spp. para o controle 

biológico de Meloidogyne spp. em cana-de-açúcar e tomateiro. 2022. 136f. Tese (Doutorado 

em Sanidade, Segurança Alimentar e Ambiental no Agronegócio) - Instituto Biológico, 

Agência Paulista de Tecnologia dos Agronegócios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento 

do Estado de São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

 A cana-de-açúcar está entre as maiores commodities mundiais e é acometida por 

diversas doenças e pragas. Os nematoides de galhas são uns dos mais destrutivos para a cultura, 

e usualmente são combatidos com produtos químicos, por isso a busca por tecnologias mais 

limpas para o meio ambiente e a saúde humana está cada vez maior. O objetivo desse trabalho 

foi selecionar isolados de Trichoderma com capacidade de promover crescimento e controlar 

Meloidogyne incognita e M. javanica. em cana-de-açúcar e plantas de tomate. Os isolados 

avaliados foram submetidos a testes de confronto direto e indireto contra os nematoides para 

verificar capacidade de parasitismo, liberação de compostos tóxicos voláteis e não voláteis e 

produção de quitinases. Nos ensaios in vivo foi avaliada a promoção de crescimento das plantas 

e o controle dos nematoides. Os resultados mostram que nove dentre os 16 isolados de 

Trichoderma avaliados foram capazes de parasitar os ovos de M. incognita. Todos emitiram 

metabólitos voláteis que reduziram a taxa de eclosão de J2 e dentre eles cinco isolados causaram 

100% de mortalidade dos juvenis. Todas as cepas degradaram quitina em meio sólido e cinco 

apresentaram atividade quitinolítica em meio líquido. Nos ensaios in vivo todos os isolados 

colonizaram o sistema radicular da variedade de cana-de-açúcar IAC-SP-95-5000, mas somente 

dois (IB18/03 e IB 19/17) promoveram o crescimento das plantas com aumentos de até 32 e 

29%. Os isolados IB 07/01, IB 18/03, IB 19/17, IB 22/08 e IB 38/11 reduziram a população de 

M. incognita em cana-de-açúcar em até 89,6% (IB 22/08). Nos ensaios com M. javanica não 

houve controle dos nematoides diretamente nas plantas. Houve uma redução na viabilidade dos 

ovos e J2 provenientes das raízes da cana, que foi refletida em menor infectividade e reprodução 

no bioensaio inoculado em tomate. Os isolados de Trichoderma IB 07/01 e IB 43/14 

demonstraram capacidade de reduzir as futuras gerações de M. javanica em plantas de cana-de-

açúcar, provando ser uma excelente ferramenta para ser utilizada dentro do manejo integrado 

de nematoides de galha. 

 

Palavras-chave: Biocontrole. Nematoides de galha. Quitinases. Bioensaio. Compostos 

orgânicos voláteis.  



 

ABSTRACT 

HADDAD, Patrícia Elias. Selection of Trichoderma spp. for the biological control of 

Meloidogyne spp. in sugarcane and tomato. 2022. 136p. Thesis (Doctorate in Plant and 

Animal Health, Food and Environmental Safety in the Agribusiness) – Biological Institute, 

APTA, SAA, São Paulo, 2022. 

 

Sugarcane is among the world's largest commodities and is affected by several diseases 

and pests. Root-knot nematodes are one of the most destructive to the crop, and are usually 

fought with chemical products, which is why the search for cleaner technologies for the 

environment and human health is increasing. The objective of this work was to select 

Trichoderma isolates capable of promoting growth and controlling Meloidogyne incognita and 

M. javanica. in sugarcane and tomato plants. The considered isolates were submitted in tests of 

direct and indirect confrontation against nematodes to verify the capacity of parasitism, release 

of volatile and non-volatile compounds and production of chitinases. In the in vivo tests, the 

promotion of plant growth and the control of nematodes were evaluated. The results show that 

nine out of the 16 Trichoderma isolates were considered capable of parasitizing M. incognita 

eggs. All isolates emitted volatile metabolites that reduced the hatching rate of J2 and among 

them five isolates caused 100% mortality of juveniles. All strains degraded chitin in solid 

medium and five showed chitinolytic activity in liquid medium. In the in vivo assays, all isolates 

colonized the root system of the sugarcane variety IAC-SP-95-5000, but only two (IB18/03 and 

IB 19/17) promoted plant growth with increases of up to 32 and 29%. The isolates IB 07/01, IB 

18/03, IB 19/17, IB 22/08 and IB 38/11 reduced the population of M. incognita in sugarcane by 

up to 89.6% (IB 22/08). In the tests with M. javanica there was no control of the nematodes 

directly in the plants. There was a reduction in the viability of eggs and J2 from sugarcane roots, 

which was reflected in lower infectivity and reproduction in the bioassay inoculated in tomato. 

The Trichoderma IB 07/01 and IB 43/14 isolates produced the ability to reduce future 

generations of M. javanica in sugarcane plants, proving to be an excellent tool to be used within 

the integrated management of root-knot nematodes 

 

Keywords: Biocontrol. Root-knot nematodes. Chitinases. Bioassay. Volatile organic 

compounds. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil desempenha importante papel no setor sucroenergético como maior produtor 

mundial de cana-de-açúcar. A produção para a safra 2020/2021 foi de 654.527,81 milhões de 

toneladas, em uma área de 9.981,6 milhões de hectares. Por conta do promissor potencial para 

produzir etanol e outros subprodutos, a cana-de-açúcar é uma excelente alternativa para o setor 

de biocombustíveis, que segue numa linha de operação positiva e sustentável (CONAB, 2021). 

O setor sucroenergético movimenta cerca de R$ 40 bilhões por ano no Brasil, o que 

corresponde a 2% do PIB, sendo um dos setores que mais empregam no país, gerando em torno 

de 2,4 milhões de empregos diretos e indiretos agregando mais de 70.000 agricultores (UNICA, 

2020).  

Devido à grande procura por produtos da indústria da cana-de-açúcar ao longo do tempo, 

o total de área plantada aumentou e novos canaviais foram implementados em solos pobres e 

arenosos, favorecendo o aumento dos problemas fitossanitários, entre os quais destacam-se os 

causados por fitonematoides (MOURA, 2000). Dependendo das condições em que é realizado 

o cultivo da cana-de-açúcar, as perdas de produtividade causadas por esses parasitos podem 

chegar a 50% (DINARDO-MIRANDA; MIRANDA, 2008). 

Dentre os nematoides que atacam a cultura, as espécies de Meloidogyne tem destaque, 

sendo M. incognita (Kofoid & White) Chitwood e M. javanica (Treub) Chitwood as que mais 

causam prejuízos nos canaviais (THOMAZELLI et al., 2020) e estão presentes em praticamente 

todas as áreas produtoras (DIAS-ARIEIRA et al., 2010). O controle é feito basicamente com 

nematicidas químicos e por isso, alternativas mais sustentáveis vêm sendo pesquisadas no 

intuito de proporcionar um manejo integrado mais eficiente e duradouro. Dentre essas 

alternativas, o controle biológico é bastante estudado e tem mostrado ser um método promissor 

(FERRAZ; SANTOS, 1995; MWAHEB et al., 2017; NORDLUND, 1996).  

Espécies de Trichoderma são há muito tempo conhecidas por serem excelentes 

bioagentes de controle de diversas doenças de plantas. São fungos de vida livre encontrados no 

solo e na rizosfera, e que podem exercer efeitos benéficos no desenvolvimento e produtividade 

de plantas (HARMAN et al., 2004; MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019).   

Atuando no controle biológico de fitopatógenos, espécies de Trichoderma podem utilizar 

diversos mecanismos como, antibiose, parasitismo, competição e indução de resistência 

(HOWELL, 2007; MELO, 1998). Os isolados mais eficazes no controle biológico e na 

promoção de crescimento são aqueles que conseguem estabelecer interações duradouras com a 
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planta, como as rizosfera-competentes e endofíticas, pois os efeitos benéficos que causam 

persistem por todo ou grande parte do ciclo de vida da planta (HARMAN, 2000).  

Durante a interação fungo-planta muitas proteínas do vegetal têm a expressão alterada 

e/ou aumentada. Quitinases, β-glicosidases, peroxidases, entre outras proteínas são ativadas 

nesse processo (HARMAN; SHORESH, 2007), alterando o metabolismo da planta podendo 

levar a indução de resistência sistêmica e/ou localizada contra agentes patogênicos (SHORESH; 

YEDIDIA; CHET, 2005; YEDIDIA et al., 2000, 2003; YEDIDIA; BENHAMOU; CHET, 

1999).  

Com todo esse potencial para comunicação com a planta e os mecanismos de ação contra 

fitopatógenos, Trichoderma se torna uma ferramenta interessante para ser testada no controle 

de fitonematoides. Algumas das habilidades como produção de compostos tóxicos e 

parasitismo podem ser eficientes no combate aos parasitos. Ademais, dada a importância da 

cultura da cana-de-açúcar para o agronegócio nacional e os prejuízos que os nematoides causam 

neste cultivo, torna-se viável a busca por alternativas biológicas para esse problema, já que 

poucos são os estudos direcionados para esta interação quando os agentes biológicos são fungos 

do gênero Trichoderma. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Gerais 

Selecionar isolados de Trichoderma spp. que promovam o crescimento de cana-de-

açúcar e tomate e controlem M. incognita e M. javanica nas culturas. 

 

2.2 Específicos 

• Avaliar a capacidade dos isolados de Trichoderma no parasitismo de ovos de M. 

incognita in vitro; 

• Verificar os efeitos de filtrados fúngicos de Trichoderma sobre ovos de M. 

incognita e M. javanica in vitro; 

• Aferir os efeitos dos metabólitos voláteis de Trichoderma sobre a eclosão de 

juvenis de M. incognita in vitro; 

• Examinar in vitro o potencial quitinolítico dos isolados de Trichoderma; 

• Determinar a atividade enzimática de quitinase das cepas de Trichoderma; 

• Avaliar a capacidade de Trichoderma spp. em promover o crescimento de cana-

de-açúcar em casa de vegetação; 

• Averiguar a colonização radicular de cana-de-açúcar por isolados de 

Trichoderma; 

• Testar a capacidade de Trichoderma no biocontrole de M. incognita e M. 

javanica em cana-de-açúcar e tomate. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Cana-de-açúcar 

 

A cana-de-açúcar é uma gramínea alta, perene, tropical ou subtropical que armazena 

sacarose no caule e tem grande importância alimentar e bioenergética. É uma cultura que 

evoluiu sob condições de alta luz solar, altas temperaturas e grandes quantidades de água, 

estando hoje adaptada a uma zona climática de 35 ºC ao redor do mundo entre o norte e o sul 

do equador (MOORE; PATERSON; TEW, 2013).  

Propaga-se vegetativamente por meio do plantio de toletes com dois ou mais nós. Dentro 

de alguns dias após o plantio, raízes finas se desenvolvem a partir de primórdios ao redor dos 

nós sustentando o crescimento inicial e o desenvolvimento dos brotos primários. Outros brotos 

se desenvolvem por perfilhamento, e juntamente com os brotos primários desenvolvem raízes 

caulinares que, posteriormente, substituirão as raízes sedimentadas. As plantas de cana-de-

açúcar crescem em tufos com vários caules, tipo colmo, de comprimentos variados. À medida 

que os caules jovens crescem, eles competem por luz e espaço e uma grande parte deles morre. 

Aqueles que sobrevivem aumentam em diâmetro e comprimento. Após cerca de 12–24 meses, 

dependendo da umidade do solo e da temperatura, o conteúdo de sacarose nos caules se 

aproxima de seu pico e a safra pode ser colhida (BERRY, CADET; SPAULL, 2017). 

Há muito tempo é reconhecida como uma das culturas mais eficientes do mundo na 

conversão de energia solar em energia química podendo ser colhida como sacarose e biomassa. 

A taxonomia atual divide a cana-de-açúcar em seis espécies, duas das quais são silvestres e 

sempre reconhecidas (Saccharum spontaneum L. e Saccharum robustum Brandes e Jewiet ex 

Grassl) (MOORE; PATERSON; TEW, 2013), sendo a cana-de-açúcar cultivada um híbrido 

multiespecífico, recebendo a designação Saccharum spp. (TOPPA et al., 2010).  

A cana-de-açúcar foi trazida ao Brasil em 1532 e sempre teve forte importância 

econômica. O Brasil segue como o maior produtor da cultura, seguido por Índia e China, de 

acordo a União da Indústria da Cana-de-açúcar (UNICA, 2021). É também o maior produtor e 

exportador de açúcar, segundo United States Department of Agriculture (USDA); e maior 

produtor de etanol de cana-de-açúcar (CONAB, 2021). 

Segundo o Agrostat, o setor sucroenergético foi responsável por cerca de 8,48% das 

exportações do agronegócio nacional em 2020.  
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O setor produtivo gerou mais de 774 mil empregos formais em 2019 e juntamente com 

os empregos indiretos tem cerca de 2,4 milhões de pessoas trabalhando na cadeia da cana-de-

açúcar (UNICA, 2020). 

O Estado de São Paulo produz o equivalente a 20% do total produzido no país, 

demonstrando seu importante papel nesse mercado. Comparando-se às cifras oficiais fornecidas 

pela Organização para a Alimentação e Agricultura – FAO, em 2010, para a produção de cana-

de-açúcar, de um total de 42 países produtores, somente o Estado de São Paulo apresentou a 

terceira maior do mundo, atrás apenas da produção brasileira e da Índia (BIOSEV S. A., 2013). 

A agroindústria brasileira vem desenvolvendo uma tecnologia agrícola e industrial 

completa, que visa o aproveitamento máximo da cana-de-açúcar e seus derivados para a 

fabricação de produtos. A cultura representa um importante papel para o meio ambiente, já que 

o etanol é uma das melhores alternativas para reduzir a emissão de gases causadores do efeito 

estufa, pois a sua queima como combustível reduz em 70% a emissão de CO2 na atmosfera 

quando comparado à gasolina (Embrapa Agrobiologia) – (CONAB, 2014). 

A produção mundial de etanol tem crescido rapidamente. De acordo com dados 

disponibilizados pela Renewable Fuels Association, a produção mundial de etanol evoluiu de 

aproximadamente 13,1 bilhões de galões em 2007 para 29,1 bilhões de galões em 2019. O Brasil 

foi o segundo maior produtor de etanol do mundo em 2019 tendo produzido 8,6 bilhões de 

galões, ficando apenas atrás dos Estados Unidos da América, que produziu, no mesmo período, 

15,8 bilhões de galões (BIOSEV, 2021). 

  

 

3.2 Nematoides na cultura de cana-de-açúcar e métodos de manejo 

 

Os nematoides são os animais multicelulares mais abundantes da Terra e depois dos 

insetos formam o grupo que mais impactou a humanidade, tanto diretamente pelos parasitas 

humanos, quanto indiretamente pelos danos a agricultura (KIMPINSKI; STURZ, 2003). 

Os nematoides são essencialmente aquáticos e a maioria dos indivíduos é de vida livre. 

Uma parte pode parasitar plantas e, espécies distintas podem infectar tanto os órgãos 

subterrâneos quanto a parte área dos vegetais (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).  

Muitas espécies de nematoides são encontradas associadas a cana-de-açúcar, porém, no 

Brasil, as três economicamente mais importantes em função dos danos que causam à cultura 

são: M. incognita (Kofoid & White) Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood e Pratylenchus zeae 
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Graham (BELLÉ et al., 2017; DINARDO-MIRANDA, 2005; LORDELLO, 1981; MOURA; 

RÉGIS; MOURA, 1990; NOVARETTI; TÉRAN, 1983)  

Os danos causados por estes nematoides ocorrem nas raízes das plantas, comprometendo 

a capacidade de absorção de água e nutrientes necessários para o desenvolvimento saudável da 

planta. Estes patógenos injetam toxinas no sistema radicular, o que resulta em deformações, 

como as galhas provocadas por Meloidogyne, e extensas áreas necrosadas, quando os 

nematoides presentes são do gênero Pratylenchus (DINARDO-MIRANDA, 2011; KIMATI et 

al., 1997). A maior parte dos danos causados pelos nematoides são decorrentes de alterações 

diretas nas células das plantas, normalmente interferindo no ciclo celular normal ou pela 

retirada dos nutrientes do citoplasma celular (PALOMARES-RIUS et al., 2017). Em condições 

de campo os sintomas são observados em reboleiras, onde nota-se plantas menores e cloróticas 

no meio de outras de porte e coloração aparentemente normais (DINARDO-MIRANDA, 2011).  

Dinardo-Miranda (2008) menciona que os fatores que podem interferir na severidade dos 

danos causados por nematoides são a densidade populacional, a variedade cultivada e as 

condições ambientais. A autora afirma que para a cultura de cana-de-açúcar, M. javanica e P. 

zeae causam cerca de 20 a 30% de redução de produtividade no primeiro corte de variedades 

suscetíveis. Já M. incognita pode causar perdas em torno de 40%. Quando as variedades 

apresentam alta suscetibilidade e as populações alcançam níveis muito altos, as perdas podem 

chegar a até 50% da produtividade.  

Consequentemente, os prejuízos causados por estes patógenos podem reduzir a 

longevidade do canavial e inviabilizar a utilização dessas áreas para novos cultivos 

(DINARDO-MIRANDA, 2005; LORDELLO, 1981; MOURA; RÉGIS; MOURA, 1990; 

NOVARETTI; TÉRAN, 1983).  

O método de controle mais recomendado para áreas infestadas por nematoides, é a 

utilização de variedades resistentes. Mas a aplicação dessa importante ferramenta de controle é 

prejudicada devido à baixa quantidade de variedades comerciais com essa característica 

(MAZZUCHELLI; MAZZUCHELLI; DE ARAUJO, 2020; VASCONCELOS; DINARDO-

MIRANDA, 2011). Então, o manejo dos locais infestados é baseado na aplicação de 

nematicidas químicos no momento do plantio e/ou nas soqueiras, associado ou não ao uso de 

matéria orgânica (torta de filtro) (VASCONCELOS; DINARDO-MIRANDA, 2011). 

Os nematicidas proporcionam um controle eficiente, aumentando a produtividade 

agrícola (HALBRENT; LAMONDIA, 2003) mas, causam sérios problemas ao meio ambiente 

por conta da alta toxidade e pela inconstância dos resultados (BARROS; MOURA; PEDROSA, 

2003), pois alguns estudos constataram que a densidade populacional dos nematoides no 
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segundo ciclo da planta aumenta rapidamente após o uso do químico (MOURA; MACEDO, 

1997). 

No intuito de baixar as populações de nematoides, a um nível que não provoque danos 

econômicos, vários métodos de controle têm sido pesquisados nos últimos anos para integração 

das técnicas disponíveis, visando tornar o processo mais produtivo, racional, eficiente e 

econômico (ABD-ELGAWAD; ASKARY, 2018; NOVARETTI; TÉRAN, 1983).  

As técnicas que estão sendo estudadas para um manejo integrado das fitonematoses são: 

o uso de cultivares resistentes, controle biológico, incorporação de matéria orgânica, emprego 

de plantas antagônicas, rotação de culturas com plantas não hospedeiras, pousio de áreas com 

alta incidência de fitonematoides e a aplicação de nematicidas sistêmicos (BARROS; MOURA; 

PEDROSA, 2000; KERRY, 1987; LUAMBANO et al., 2015; MOURA, 2000). 

Dentre as técnicas citadas, o controle biológico tem se destacado como ferramenta ao 

manejo integrado desses organismos, visando à redução do número de populações desses 

patógenos (CARNEIRO, 1992; ESCUDERO et al., 2017; KERRY, 1987; MANKAU, 1980).  

Hoje são conhecidos mais de 200 antagonistas que podem ser utilizados no controle 

biológico de fitonematoides. O uso desses agentes no solo visando o biocontrole dos nematoides 

é uma estratégia menos agressiva ao meio ambiente, podendo diminuir a população dos 

parasitos no campo e favorecer o equilíbrio da microbiota do solo, tornando-o supressivo ao 

patógeno (OLIVEIRA et al., 2011). 

Dentre os antagonistas de fitonematoides, os fungos são muito utilizados, pois oferecem 

estratégias aprimoradas para infectar ou capturar os nematoides (FERRAZ; SANTOS, 1995), e 

juntamente com as bactérias têm demonstrado um excelente potencial de controle (STIRLING, 

1991). 

Os fungos antagonistas a nematoides são conhecidos como fungos nematófagos e 

apresentam diversos mecanismos de ação. Podem capturar nematoides usando uma variedade 

de métodos, como adesivos especializados ou dispositivos mecânicos de captura (fungos 

predadores), infectarem nematoides por fixação de conídios e invasão da cutícula (fungos 

endoparasitos), parasitar ovos ou fêmeas de nematoides com as hifas (fungos parasitas de ovos) 

ou excretar toxinas que imobilizam e matam os nematoides (produtores de metabólitos tóxicos). 

Normalmente são divididos em fungos predadores, endoparasitos, oportunistas (parasitos de 

ovos, cistos ou fêmeas) e produtores de metabólitos tóxicos (FERRAZ; SANTOS, 1995; 

LIANG et al., 2019). Alguns autores ainda acrescentam mais uma categoria a lista, a de fungos 

produtores de dispositivos especiais de ataque, que infectam com estruturas diferenciadas e 
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matam os nematoides mas não se alimentam deles (SOARES; SUFIATE; DE QUEIROZ, 

2018). 

Dentre os fungos predadores destacam-se os gêneros Arthrobotrys, Dactylaria, 

Dactylella e Monacrosporium. No grupo de endoparasitas, Paecilomyces lilacinus e 

Verticillium chlamydosporium são bastante estudados, e em condições de campo, P. lilacinus 

obteve sucesso nos ensaios realizados (CARNEIRO, 1992). 

Os microrganismos oportunistas, que impedem ou limitam a reprodução atacando fêmeas 

ou ovos, são mais propensos a serem agentes de controle biológico úteis no combate aos 

nematoides de galha. Como os juvenis de segundo estádio (J2) e os adultos parasitas ficam 

protegidos pela raiz, os bioagentes em potencial devem ser altamente especializados e capazes 

de entrar na raiz junto com os J2 ou atacar a fêmea depois que ela rompe o córtex radicular na 

maturidade (STIRLING; MANKAU, 1978). Muitos desses microrganismos colonizam e 

crescem facilmente na matriz gelatinosa que protege os ovos dos nematoides de galhas, e isso 

aumenta o potencial para serem utilizados como agentes de controle biológico de nematoides 

(CARNEIRO, 1992). 

 

 

3.3 Gênero Meloidogyne 

 

As espécies de Meloidogyne pertencem ao Filo Nematoda e estão inseridas na Classe 

Chromadorea, Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Superfamília Tylenchoidea e Família 

Meloidogynidae (DE LEY; BLAXTER, 2002; PERRY; MOENS, 2006). 

O gênero Meloidogyne Göldi (1892), abriga espécies que são conhecidas como 

nematoides de galhas, e está no topo da lista dos 10 gêneros de fitonematoides de maior 

importância científica e econômica. O grupo contempla mais de 100 espécies, sendo M. 

javanica (Treub) Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood, M. hapla Chitwood e M. incognita 

(Kofoid & White) Chitwood as mais devastadoras para a produção agrícola. As espécies de 

Meloidogyne estão distribuídas mundialmente, possuem uma vasta gama de hospedeiros e 

desenvolvem uma dinâmica de doenças complexa com espécies de fungos e bactérias que pode 

acentuar a incidência de doenças em plantas cultivadas (BERNARD; EGNIN; BONSI, 2017). 

Os nematoides de galhas são endoparasitas sedentários obrigatórios, que necessitam 

infectar uma planta hospedeira para completar seu ciclo de vida (IBRAHIM et al., 2019), que 

tem início quando a fêmea faz a postura dos ovos nos tecidos radiculares da planta ou solo. 
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Junto aos ovos, a fêmea secreta via glândulas retais, uma matriz gelatinosa que envolve e 

protege os ovos formando a massa de ovos (WEISCHER; BROWN, 2000). 

As massas de ovos contêm entre 400 e 500 ovos cada e são geralmente depositadas pela 

fêmea na superfície da raiz ou na parte interna no parênquima cortical. Poucas horas após a 

postura os juvenis de primeiro estádio (J1) já estão formados dentro dos ovos e sofrem uma 

ecdise onde se transformam em juvenis de segundo estádio (J2), que é a forma infectante de 

Meloidogyne. Quando estão maduros e as condições de temperatura e umidade são favoráveis, 

os J2 eclodem utilizando o estilete para romper a casca dos ovos e saem para o solo em busca 

de um hospedeiro suscetível para se alimentarem (ABAD et al., 2009). 

Os nematoides de galhas detectam gradientes químicos dos exsudatos radiculares 

liberados pela planta hospedeira, e então iniciam o processo de interação com a planta pela 

migração intercelular. O J2 entra, com o auxílio do estilete, na zona de elongamento da raiz e, 

no apoplasto secreta enzimas hidrolíticas da parede celular (endoglucanas, endoxilanases, 

pectateliases entre outras) que são provenientes de suas glândulas esofagianas, atinge o cilindro 

vascular entrando na área do meristema radicular. Dessa forma os danos mecânicos às células 

da planta são minimizados quando comparados a outros grupos de nematoides como os do cisto 

(PALOMARES-RIUS et al., 2017). 

Após estabelecido dentro da raiz, o J2 libera secreções das glândulas esofagianas, e um 

grupo de cinco a oito células no cilindro vascular sofre hipertrofia e se transforma em células 

de alimentação, chamadas de células gigantes ou nutridoras (LORDELLO, 1984; 

PALOMARES-RIUS et al., 2017). No periciclo ocorre a hiperplasia celular, processo que está 

envolvido com a formação das galhas, que se dá quando as células dos tecidos circundantes as 

células nutridoras sofrem hiperplasia e hipertrofia, resultando no engrossamento da raiz, 

principal sintoma da infecção por Meloidogyne spp. (MOENS; PERRY; STARR, 2009; 

PALOMARES-RIUS et al., 2017).  

Após essas mudanças na morfologia do sistema radicular da planta, o sítio de alimentação 

está formado e os J2 alojados não se movimentam mais, tornando-se sedentários. Enquanto se 

alimentam e se desenvolvem o formato do corpo se diferencia em um aspecto salsichoide e 

partir daí ocorrem mais três ecdises para o terceiro e quarto estádio juvenil (J3 e J4) e finalmente 

a forma adulta (MOENS; PERRY; STARR, 2009).  

Quando se transformam em adultos machos, a morfologia muda e estes se tornam 

nematoides longos e filiformes retidos na cutícula da última ecdise, então perfuram com o 

estilete a cutícula na qual estão contidos e deixam as raízes em direção ao solo. Na muda para 

fêmea o formato do corpo é semelhante ao estádio J4, porém, quando se torna madura, a fêmea 
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de Meloidogyne apresenta uma forma maior e periforme, permanecendo de forma endoparasita 

sedentária no interior das raízes até o final do seu ciclo de vida (KARSSEN; MOENS, 2006).  

O tempo do ciclo de vida dos nematoides de galha é altamente influenciado pelas 

condições ambientais como temperatura e umidade, e pela planta hospedeira, porém de forma 

geral pode levar de 20 a 30 dias a 26 °C para ser fechado (TAYLOR; SASSER, 1978). 

 

 

3.4 A cultura do tomateiro 

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma planta da família das solanáceas originária 

da região andina (Peru, Bolívia e Chile). Os espanhóis levaram a planta para a Europa onde era 

utilizada principalmente como planta ornamental por causa da estética agradável dos frutos 

amarelos intensos. No século XVII iniciou-se o consumo do tomate na Itália e Espanha, e ao 

longo dos anos o uso na alimentação foi se espalhando pelos países e hoje é plantado em quase 

todo o mundo (FILHO; DOMINGUES, 2014). 

Trata-se de uma planta anual, que pode alcançar mais de dois metros de altura. Na 

América do Sul, é possível fazer a colheita dos frutos das mesmas plantas durante vários anos 

consecutivos, sendo que a primeira colheita pode ser realizada aos 45-55 dias após a 

florescência, ou 90-120 dias depois da sementeira. O formato dos frutos pode divergir conforme 

a cultivar (variedade cultivada) e a cor deles pode variar entre amarelo e vermelho (NAIKA et 

al., 2006). 

A planta de tomateiro é o segundo vegetal mais produzido no mundo depois das batatas. 

Os tomates são ricos em vários micronutrientes como minerais, vitaminas e antioxidantes que 

são essenciais na alimentação humana. Eles contém altos níveis de licopeno, um antioxidante 

que reduz os riscos associados com muitas doenças neurológicas e cânceres (EL-SAPPAH et 

al., 2019). 

Embora a cultura do tomate seja plantada em praticamente todo o globo, o maior produtor 

mundial é a China com uma área de mais de um milhão de hectares e produção anual de 56 

milhões de toneladas (CONAB, 2019). O Brasil produz cerca de 4 milhões de toneladas de 

tomate por ano e os principais estados produtores são Goiás e São Paulo responsáveis por 28,9% 

e 25,6% da produção nacional (IBGE, 2019). 

O tomate é severamente acometido por diversas doenças causadas por nematoides 

fitoparasitos, sendo uma das culturas mais prejudicadas pelo ataque desses microrganismos. As 

perdas são recorrentes de redução na produção ou danos na qualidade dos frutos gerados, 
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podendo chegar a 100% de perda se a infestação for alta no início do plantio (OLIVEIRA; 

ROSA, 2014). 

Dentre todas as nematoses que ocorrem em tomate, a meloidoginose é considerada uma 

das principais e mais danosa a cultura podendo inviabilizar áreas produtivas quando os níveis 

de infestação estão altos. Em cultivo de sistema protegido (estufa), a produção de frutos de 

tomates pode sofrer perdas entre 14 a 44% quando afetados pelos nematoides de galha (ROSA; 

WESTERICH; WILCKEN, 2014). 

As espécies mais importantes para o tomateiro são M. javanica, M. incognita e M. 

enterolobii e estão amplamente distribuídas no Brasil e geram prejuízos significativos a cultura 

(OLIVEIRA; ROSA, 2014).  

Muitos cultivares de tomate apresentam alta suscetibilidade ao ataque dos nematoides de 

galhas (KIRWA et al., 2018; LEONETTI et al., 2017; PARVEEN; ALAM, 2001; ROSA; 

WESTERICH; WILCKEN, 2014), por essa razão muitos estudos são realizados no intuito de 

controlar os parasitos nesta cultura, além de ser muitas vezes utilizada como uma planta modelo 

para avaliação das medidas de controle empregadas em outras culturas (BELLÉ et al., 2017; 

DIAS-ARIEIRA et al., 2010; HADDAD, 2014; LUIZ; SOARES; MAIA, 2009; SILVA et al., 

2012, 2016; THOMAZELLI et al., 2020; VILJOEN et al., 2019). 

 

 

3.5 Trichoderma spp. : visão geral e o biocontrole de fitonematoides 

 

Espécies do gênero Trichoderma são fungos de vida livre que podem ser encontrados em 

praticamente qualquer lugar do mundo. Possuem alta capacidade de interação em ambientes 

radiculares, de solo e foliares, e são facilmente isolados de vários tipos de solos e materiais 

celulósicos em decomposição (HARMAN et al., 2004; HARMAN; LORITO; LYNCH, 2004; 

HOWELL, 2003). 

Estão entre os microrganismos mais estudados no mundo devido ao grande potencial 

industrial, tecnológico e ecológico, pois produzem diversas enzimas de interesse para as 

indústrias farmacêutica, têxtil e alimentícia (SOOD et al., 2020). Apresentam capacidades de 

antagonismo a vários patógenos de solo e de parte aérea (FONTENELLE et al., 2011; 

HADDAD et al., 2017; PEDRO et al., 2012; SILVA et al., 2011).  

Trichoderma é conhecido como um fungo oportunista que pode interagir com as plantas 

de forma simbiótica e incrementar o desenvolvimento vegetal auxiliando na nutrição vegetal 

por meio da solubilização e disponibilização de diversos micronutrientes do solo (BONONI et 
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al., 2020; GARCÍA-LÓPEZ; AVILÉS; DELGADO, 2015; MARTÍNEZ-MEDINA; VAN 

WEES; PIETERSE, 2017; YEDIDIA et al., 2001). A indução de resistência contra patógenos 

é um dos vários efeitos benéficos que Trichoderma pode proporcionar para as plantas 

hospedeiras (HARMAN, 2006). 

Trichoderma possui muitas características favoráveis para um bom agente de controle 

biológico e promotor de crescimento, e dentre os mecanismos de ação que esses fungos podem 

utilizar estão a antibiose, parasitismo, competição por espaço e nutrientes e a indução de 

resistência (HOWELL et al., 1997; MELO; AZEVEDO, 1998).  

Devido a todas essas características vantajosas, Trichoderma spp. é um agente muito 

conhecido e utilizado no controle de doenças (ELAD; KIRSHNER, 1993; PAPAVIZAS, 1985), 

mas poucas foram as pesquisas realizadas sobre a sua ação no manejo de nematoides (SHARON 

et al., 2001; SPIEGEL; CHET, 1998). Segundo algumas observações, o principal modo de 

controle foi a produção de compostos tóxicos e o parasitismo de ovos de fitonematoides 

(EAPEN; BEENA; RAMANA, 2005; POVEDA; ABRIL-URIAS; ESCOBAR, 2020; 

SHARON et al., 2001; SPIEGEL; CHET, 1998). 

Esses modos de ação são fruto da vasta produção de enzimas extracelulares e compostos 

tóxicos que fungos do gênero Trichoderma podem produzir e excretar. Essas enzimas são 

responsáveis por degradar a parede celular de outros organismos e muitos dos metabólitos 

liberados possuem atividade antimicrobiana (MELO, 1991; MENEZES; SOUZA, 1995). 

Segundo Harman et al. (2004) Trichoderma spp. podem produzir mais de 100 tipos de enzimas 

e metabólitos extracelulares de interesse comercial e ecológico. 

De acordo com as observações de Sahebani e Hadavi (2008), dois mecanismos foram 

utilizados pelas espécies de Trichoderma no controle de nematoides, o parasitismo direto de 

ovos e juvenis, pois detectaram o aumento da atividade de quitinases e proteases, e a indução 

dos mecanismos de defesa do hospedeiro. No estudo foi verificado que enzimas extracelulares, 

com atividade antifúngica, participam da relação de interação entre Meloidogyne spp. e 

Trichoderma spp. (SHARON et al., 2001; SUAREZ et al., 2004). 

Em estudos realizados em condições de campo, Affokpon et al. (2011) avaliaram o 

potencial de 17 isolados de Trichoderma spp. no controle de fitonematoides em plantas de 

tomate e cenoura. Os resultados obtidos demonstraram que houve inibição significativa da 

reprodução do nematoide, diminuição das lesões nas raízes e um aumento de 30% na produção 

de tomate, em comparação às plantas do tratamento controle. Observaram ainda, que 

Trichoderma asperellum (T-16) eliminou a densidade da segunda fase dos juvenis (J2) nas 

raízes em até 80% e que T. brevicompactum (T-3) reduziu a produção de ovos em 86%. Embora 
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não foram observados efeitos significativos no rendimento das plantas de cenoura, a densidade 

de J2 no solo foi reduzida em até 94% com a utilização de T. asperellum (T-12), nas parcelas 

tratadas, em comparação com a testemunha. 

Trichoderma foi avaliado no controle de M. incognita em experimentos realizados in vitro 

e em casa de vegetação. Nos ensaios in vitro, 64% dos ovos e juvenis do segundo estádio foram 

parasitados pelo antagonista. E no ensaio realizado em condições de casa de vegetação, plantas 

de pepino tratadas com T. harzianum, antes e depois da inoculação com o parasito, tiveram o 

número de nematoides reduzido em 50% e redução significativa do número de galhas, 

demonstrando potencial para ser utilizado como nematicida biológico (MASCARIN; 

FERREIRA; VIEIRA DE ARAÚJO, 2012). 

Alguns trabalhos têm demonstrado que muitos compostos orgânicos voláteis (COV) 

emitidos por microrganismos de solo e endofíticos apresentam capacidade nematicida 

(FIALHO et al., 2012; LUO et al., 2018; PIMENTA et al., 2017).  

Os COV são provenientes do metabolismo primário e secundário de vários 

microrganismos. Diferentemente de outros metabólitos como enzimas, antibióticos e toxinas, 

os voláteis são menores e possuem várias características que facilitam a evaporação e difusão 

no solo e rizosfera, como alta pressão de vapor, baixa massa molecular e baixo ponto de 

ebulição (SCHMIDT et al., 2015). 

Os voláteis têm várias funções, como comunicação entre indivíduos da mesma espécie e 

entre formas de vida de diferentes reinos tais quais insetos e plantas. Estão envolvidos na 

sinalização da comunicação célula a célula, como possível válvula de liberação de carbono, 

reações de defesa por diversos organismos ou no estabelecimento de simbiose, promovendo 

crescimento ou inibindo patógenos (CAMPOS; PINHO; FREIRE, 2010; WERNER; POLLE; 

BRINKMANN, 2016). 

Por serem moléculas muito pequenas, os COV podem facilmente se dispersar no 

ambiente. Quando em contato com a água, esses gases ficam retidos na molécula, e isso inibe 

a volatilização fazendo com que permaneçam por mais tempo no ambiente (TERRA et al., 

2017).  

Os COV podem ser uma ferramenta muito promissora no controle de fitonematoides, pois 

as poucas pesquisas realizadas avaliando esse potencial, demonstraram resultados positivos 

(FREIRE et al., 2012; RIGA; LACEY; GUERRA, 2008).  

Trabalhos in vitro com COV de Trichoderma demonstraram alta eficiência na 

mortalidade dos nematoides Panagrellus redivivus, Caenorhabditis elegans e Bursaphelenchus 

xylophilus (YANG et al., 2012).  
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A escassez de estudos com COV de Trichoderma no biocontrole de nematoides abre uma 

lacuna nesse campo, pois pesquisas dos COV emitidos por plantas e microrganismos têm sido 

cada vez mais estudados como candidatos a biofumigantes para o controle de vários patógenos 

do solo, incluindo nematoides fitoparasitos (BUI; DESAEGER, 2021), sendo que pesquisas 

dessa natureza ampliariam a forma como Trichoderma vem sendo utilizado na agricultura. 

 

 

3.6 Trichoderma spp. na promoção de crescimento de plantas 

 

Há anos a interação entre plantas e microrganismos tem sido estudada e, exceto pela 

associação entre plantas e fungos micorrízicos e bactérias fixadoras de nitrogênio, essa relação 

foi considerada prejudicial por muito tempo, pois acreditava-se que durante a interação os 

tecidos vegetais fossem lesionados podendo ocasionar até a morte da planta (LIPKA; 

PANSTRUGA, 2005).  

Nos últimos anos, muitos estudos têm comprovado que a presença de microrganismos no 

interior de tecidos vegetais favorece a planta elevando a eficácia biológica de forma 

considerável. Sendo assim, mesmo que muitos microrganismos possam apresentar potencial 

fitopatogênico, grande parte das interações permanecem assintomáticas, pois a planta possui 

um sistema de defesa altamente sofisticado (LIPKA; PANSTRUGA, 2005). 

Espécies de Trichoderma spp. são capazes de modificar o transcriptoma e proteoma das 

plantas provocando alterações no metabolismo que podem ser benéficas, podendo ocorrer a 

ativação de vias que levam à indução de resistência localizada e/ou sistêmica (SHORESH; 

YEDIDIA; CHET, 2005; YEDIDIA; BENHAMOU; CHET, 1999; YEDIDIA et al., 2000; 

2003) ou a promoção de crescimento das raízes e parte aérea (HARMAN; BJÖRKMAN, 1998). 

A promoção de crescimento proporcionada por Trichoderma spp. pode ser observada 

desde a germinação das sementes até o completo crescimento vegetal. Estes efeitos têm sido 

relacionados à produção de hormônios ou fatores de crescimento; maior eficiência no uso de 

alguns nutrientes e aumento da disponibilidade e absorção de nutrientes pela planta (BENÍTEZ 

et al., 2004). 

Outro fator relacionado a promoção de crescimento é o fato de algumas linhagens de 

Trichoderma spp. serem capazes de aumentar a superfície total do sistema radicular vegetal, 

possibilitando um maior acesso aos elementos minerais presentes no solo (ALTOMARE et al., 

1999).  
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Outras linhagens são capazes de solubilizar e disponibilizar para a planta o fosfato de 

rocha, ferro, cobre, manganês e zinco. Também podem melhorar os mecanismos ativos de 

absorção de cobre, fósforo, ferro, manganês, sódio, cobalto, cádmio, cromo, níquel, chumbo, 

vanádio, magnésio, boro, zinco e alumínio; bem como aumentar a eficiência da planta para 

utilizar alguns nutrientes importantes, como o nitrogênio (HARMAN et al., 2004).  

Isolados benéficos de Trichoderma spp. podem melhorar o desenvolvimento vegetal 

aumentando a resistência aos estresses abióticos (p.ex.: umidade, pH, temperatura). Pesquisas 

apontam que plantas tratadas com esses agentes podem ter seu desempenho favorecido quando 

cultivadas em condições de estresse (HARMAN, 2000).  

Os efeitos de Trichoderma podem variar dependendo da espécie vegetal e até da 

variedade utilizada. Em cacau e tomate, algumas linhagens de Trichoderma aumentaram a 

expressão de genes relacionados a taxa de expansão celular, que favoreceu o crescimento das 

plantas (ALFANO et al., 2007; BAILEY et al., 2006). Em outro estudo utilizando o tomate 

como planta alvo, 20 linhagens de Trichoderma promoveram o crescimento das plantas acima 

de 100% e um isolado avaliado alcançou aumentos de 900% em relação as plantas do grupo 

controle em ensaios conduzidos em casa de vegetação (FONTENELLE et al., 2011).  

Em um experimento feito em milho, foi comprovado que a promoção de crescimento foi 

controlada por um componente genético da própria planta, resultando em reações diferentes 

conforme a variedade avaliada (HARMAN; SHORESH, 2007). 

Em cana-de-açúcar, Serna-cock, Arias-garcia e Hernandez (2011) constataram aumento 

no diâmetro do caule, do sistema radicular e no comprimento das folhas das plantas, quando 

utilizaram Trichoderma lignorum no tratamento das plantas.  

Isolados de Trichoderma spp. promoveram aumento significativo da massa de matéria 

fresca e no comprimento da parte aérea de plantas de cana-de-açúcar inoculadas com M. 

incognita em ensaios realizados em condições de casa de vegetação, demonstrando eficiência 

na promoção de crescimento mesmo na presença dos fitoparasitos (FREITAS et al., 2012). Esse 

resultado é muito interessante, pois nem sempre os isolados de Trichoderma podem beneficiar 

a planta com promoção de crescimento e proteção contra doenças ao mesmo tempo, uma vez 

que os elicitores fúngicos que desencadeiam os processos de ambos os benefícios são diferentes, 

ou seja, um isolado que promove crescimento pode não induzir resistência na planta e vice-

versa (HARMAN et al., 2008). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material vegetal  

 

Em todos os ensaios in vivo foram utilizados toletes ou mudas pré brotadas (MPB) de 

cana-de-açúcar da variedade IAC-SP-95-5000. As mudas foram gentilmente fornecidas pelo 

Dr. Mauro Alexandre Xavier, do Centro de Cana-de-açúcar - IAC. Os ensaios de promoção de 

crescimento foram estabelecidos na casa de vegetação da Unidade Laboratorial de Referência 

em Biologia Molecular Aplicada (ULRBMA) do Instituto Biológico, São Paulo, SP, e na casa 

de vegetação da Unidade Laboratorial de Referência em Controle Biológico do Centro 

Avançado de Pesquisa e Desenvolvimento em Sanidade Agropecuária (Capsa), Campinas, SP. 

O plantio das mudas e toletes foi feito em substrato comercial Bioplant Prata, em vasos 

(Nutriplan) com capacidade de 5 litros. 

Os ensaios de controle biológico foram realizados na casa de vegetação do Laboratório 

de Nematologia do Capsa, Campinas-SP e as mudas de cana-de-açúcar foram cultivadas em 

vasos (Nutriplan) com capacidade de 4 litros contendo terra com textura média, misturada com 

areia na proporção 1:1, previamente autoclavada, ou substrato comercial Tropstrato Hortaliça 

2 - HT (Vida Verde - Mogi Mirim, São Paulo). As plantas de todos os experimentos foram 

mantidas em casa de vegetação e irrigadas por micro aspersão automática, duas vezes ao dia 

durante 5 minutos, com médias de temperaturas variando entre 18 e 32 °C. 

Embora a cana-de-açúcar tenha sido a cultura alvo no presente estudo, o tomate da 

variedade ‘‘Rutgers’’ foi incluído como cultura modelo (padrão de viabilidade do inóculo) 

devido à alta suscetibilidade aos nematoides de galhas utilizados neste estudo. 

 

 

4.2 Microrganismos utilizados nos ensaios  

 

4.2.1  Trichoderma spp.  

 

Foram utilizados 16 isolados de Trichoderma spp. (Tabela 1), pertencentes à coleção de 

culturas da ULRBMA do Instituto Biológico, Micoteca Mário Barreto Figueiredo, selecionados 

em trabalhos anteriores como bons antagonistas a Rhizoctonia solani (LUCON et al., 2009), 

Pythium aphanidermatum (dados não publicados) e Colletotrichum lagenarium em plântulas 

de pepino (SILVA et al., 2011), C. lindemuthianum em feijão (PEDRO et al., 2012) e S. 
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sclerotiorum (HADDAD et al., 2017) e Meloidogyne incognita em soja (HADDAD, 2014). Os 

isolados foram mantidos por repicagem sucessiva em meio de Batata Dextrose Ágar (BDA) e 

conservados pelos métodos de congelamento a -20 °C em glicerol 13% e em papel de filtro. 
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Tabela 1. Procedência dos isolados de Trichoderma 

 

(Fonte: Instituto Biológico) 

Isolados Procedência Latitude Longitude Espécie 

IB 01/13 Aguaí - SP, solo cultivado, tomate S 22° 10' 34,3" W 047° 01' 04,8" T. asperelloides 

IB 04/05 Itapira - SP, solo S 22° 19' 11,6" W 046° 48' 27,5" T. asperelloides 

IB 07/01 Piracicaba - SP, IPEF/ESALQ, solo S 22° 42' 21,9" W 047° 37' 48,0" T. atroviride 

IB 15/06 Pirassununga - SP, SP 330 - Anhanguera S 22° 01' 18,6" W 047° 26' 12,8" T. lentiforme 

IB 18/03 São José dos Campos - SP, solo S 23° 09' 07,8" W 045° 46' 57,2" T. koningiopsis 

IB 19/17 Taubaté - SP, BR 116 - Km 102 S 22° 59' 56,5" W 045° 29' 50,5" T. camerunense 

IB 22/08 Cunha - SP, SP 171 S 23° 05' 50,7" W 044° 57' 21,4" T. endophyticum 

IB 28/07 Bertioga - SP, SP 055 - Km 223 S 23° 49' 18,8" W 046° 07' 46,7" T. strigosum 

IB 28/15 Bertioga - SP, SP 055 - Km 223 S 23° 49' 18,8" W 046° 07' 46,7" T. endophyticum 

IB 30/07 Pedro Barros, SP, BR 116 S 24° 16' 26,8" W 047° 24' 54,7" T. lentiforme 

IB 37/01 Piratininga, SP,  SP 590 - Km 7 S 22° 21' 15,1" W 049° 10' 11,9" T. orientale 

IB 38/11 Marília, SP, SP 294 - Km 469 S 22° 09' 43,9" W 050° 03' 36,4" T. lentiforme 

IB 43/14 Andradina - SP, solo S 20° 55' 54,5" W 051° 18' 26,4" T. asperelloides 

IB 48/06 Olímpia - SP, solo S 20° 42' 18,1" W 048° 57' 11,9" T. asperelloides 

IB 49/15 Morro Agudo - SP, solo S 20° 43' 46,0" W 048° 01' 01,7" T. koningiopsis 

IB 51/09 Cravinhos, SP, SP 255 - Km 25 S 21° 24' 24,3" W 047° 51' 47,6" T. lentiforme 
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4.2.2  Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica 

 

Nos primeiros ensaios in vitro e in vivo, foi utilizada uma população de M. incognita, raça 

3, recuperada de raízes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) procedente da região de 

Barreiras-BA, cedida pelo Dr. Pedro Luiz Martins Soares, do Laboratório de Nematologia da 

FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal, SP. A espécie foi identificada com base nos caracteres 

morfológicos do padrão perineal, preparado conforme Taylor & Netscher (1974), na morfologia 

da região labial dos machos (EISENBACK et al., 1981) e no fenótipo isoenzimático para 

esterase, obtido pela técnica de Esbenshade & Triantaphyllou (1990) utilizando um sistema 

tradicional de eletroforese vertical mini protean II da Biorad. A raça 3 de M. incognita foi 

identificada conforme o North Carolina Differencial Host Test, segundo Hartman & Sasser 

(1985).  

As suspensões de M. incognita utilizadas nos ensaios foram obtidas a partir de raízes de 

tomateiros Santa Cruz Kada (Lycopersicon esculentum Mill) com galhas, utilizando a 

metodologia de Hussey & Barker (1973). 

Nos demais ensaios utilizou-se uma população de nematoides de galha da espécie M. 

javanica, extraída de raízes de cana-de-açúcar, procedente da cidade de Jaú – SP, cedida pelo 

Dr. Claudio Marcelo Gonçalves Oliveira, do laboratório de Nematologia do Capsa, Campinas, 

SP. A identificação da espécie foi realizada através da análise da configuração perineal de 

fêmeas adultas e confirmada através de técnicas eletroforéticas do perfil de esterases 

(OLIVEIRA, C. M. G. et al., 2011). 

As suspensões de M. javanica utilizadas nos ensaios foram obtidas a partir de raízes de 

tomates anões com galhas, utilizando a metodologia de Coolen & D´Herde (1972). 

 

 

4.3 Preparo do inóculo de Trichoderma spp. para os ensaios in vivo 

 

No preparo do inóculo dos isolados de Trichoderma spp., dois discos de 9 mm de 

diâmetro de meio de cultura BDA contendo estruturas propagativas das cepas foram 

transferidos assepticamente para sacos plásticos de polipropileno transparentes, capacidade de 

500 mL, contendo 100 g de arroz umedecidos em água, na proporção de 1:1 (50 g de arroz e 50 

mL de água) e previamente autoclavados a 121 °C e 1 atm de pressão, por meia hora. As culturas 
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foram incubadas em câmara incubadora tipo BOD a 25 ± 2 °C, fotoperíodo de 12 horas de luz 

e escuro, durante sete dias (PAPAVIZAS, 1982). 

Nos ensaios de promoção de crescimento utilizando MPB, o inóculo foi obtido a partir 

da extração dos conídios dos grãos de arroz colonizados pelos isolados de Trichoderma. Frascos 

Erlenmeyers contendo 90 mL de água destilada foram autoclavados por 30 minutos. Após o 

resfriamento, 10 g de grãos de arroz colonizados pelos fungos foram colocados separadamente 

nos frascos com água, que foram encaminhados para o agitador orbital e permaneceram sob 

agitação por 60 minutos a 120 rpm (rotações por minuto). Após esse intervalo, as suspensões 

de conídios obtidas foram filtradas com auxílio de gaze esterilizada, e calibradas para a 

concentração de 1,5 x 107 conídios por mL utilizando-se a câmara de Neubauer para contagem.  

 

 

4.4 Ensaios in vitro 

 

4.4.1 Parasitismo de ovos de M. incognita  

 

4.4.1.1 Ensaio de avaliação do parasitismo de ovos de M. incognita por 

Trichoderma spp. in vitro – Método da microgota 

 

Foram utilizados 16 isolados de Trichoderma spp. crescidos em meio BDA durante 7 

dias. Discos de BDA de 5 mm de diâmetro, contendo micélio e outras estruturas das linhagens 

de Trichoderma, foram removidos das bordas das culturas e transferidos para o centro de placas 

de Petri de 9 cm de diâmetro, contendo ágar-água a 2%. Em seguida, foram adicionados 100 

µL de suspensão com ovos e eventuais juvenis de segundo estádio (J2) de M. incognita, 

distribuídos em 5 microgotas de 20 µL, totalizando 100 ovos por repetição. As microgotas de 

suspensão de M. incognita foram depositadas em formato circular em torno do disco de BDA 

contendo o potencial antagonista (Figura 1). As placas foram incubadas em BOD a 25 °C por 

14 dias. Após esse período foram avaliados aleatoriamente 15 ovos por placa, com auxílio de 

microscópio óptico, e realizado o cálculo do percentual de ovos colonizados pelos isolados de 

Trichoderma spp. O ensaio foi realizado com três repetições, em delineamento experimental 

inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade. 
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Figura 1. Método da microgota para avaliação do parasitismo de ovos de nematoide de galha por isolados 

de Trichoderma spp. (Fonte: A autora) 

 

 

4.4.1.2 Ensaios de avaliação do parasitismo de ovos de M. incognita por 

Trichoderma spp. in vitro - Método da lâmina 

Suspensões de conídios dos isolados de Trichoderma foram preparadas conforme descrito 

no item 4.3 e calibradas para a concentração de 1,5 x104 conídios/ml. 

Ovos de M. incognita foram desinfestados com ampicilina a 1% e mercaptaetanol a 0,1%, 

durante quatro minutos; lavados em água esterilizada e coletados com micropipeta. Em lâmina 

de vidro, foram dispostos dois discos de ágar-água 2%, com diâmetro de 10 mm, contendo 20 

ovos no disco da direita e 20 no da esquerda, conforme metodologia (adaptada) descrita por 

Carneiro & Gomes (1993) (Figura 2). Em seguida, 10 µL de suspensões de conídios dos 

isolados de Trichoderma foram depositados sobre os discos de ágar-água contendo os ovos. As 

placas foram incubadas em BOD a 25 °C e as avaliações foram realizadas após 15 dias, 

determinando-se os números de ovos parasitados. O ensaio foi repetido 5 vezes com 3 

repetições para cada tratamento em delineamento experimental inteiramente casualizado. A 

análise estatística foi feita como mencionada no item anterior. 
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Figura 2. Método Carneiro e Gomes (1993) (adaptado) para avaliação de parasitismo de ovos de nematoide 

de galhas. (Fonte: A autora) 

 

 

4.4.2 Filtrados fúngicos 

 

4.4.2.1  Ensaio de avaliação in vitro da mortalidade de ovos de M. incognita 

por filtrados fúngicos de Trichoderma spp. 

 

Os isolados foram cultivados em placa de Petri contendo meio de cultura BDA, por sete 

dias à 25 °C. Após esse período, três discos de 5 mm foram retirados das bordas das culturas e 

colocados em tubos de ensaio de 50 mL, contendo 30 mL de meio Czpeck dox, e mantidos em 

incubadora a 25 °C, sob agitação (180 rpm) por 15 dias. Posteriormente, todo o conteúdo dos 

tubos foi filtrado em membrana de acetato celulose com 0,22 µm de abertura. Os filtrados 

fúngicos obtidos foram congelados, até o estabelecimento do ensaio. Parte da suspensão de 

ovos foi desinfetada em solução de antibiótico (ampicilina).  

O ensaio foi conduzido utilizando quatro tipos de tratamento controle: C1 – Ovos não 

desinfetados com antibiótico imersos em H2O; C2 – Ovos não desinfetados com antibiótico 

imersos em meio Czapek dox; C3 – Ovos desinfetados com antibiótico imersos em H2O; e C4 

– Ovos desinfetados com antibiótico imersos em meio Czapek dox. Em microtubos de 1,5 mL 

foram adicionados 100 µL de filtrados fúngicos e 20 µL de suspensão de ovos, contendo 

aproximadamente 50 ovos, exceto nos tratamentos controle, onde foram adicionados água ou 

meio de cultivo, conforme citado acima, mais a suspensão de ovos. Foram feitos três ensaios 
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independentes com três repetições cada. Os microtubos foram alocados em uma rack e 

incubados em BOD a 25 ±2 °C por 15 dias. A avaliação foi realizada pela contagem do número 

de juvenis eclodidos. 

 

4.4.2.2 Ensaio de avaliação in vitro da mortalidade de ovos de M. javanica 

por filtrados fúngicos de Trichoderma spp. 

 

Discos de BDA de 7 mm de diâmetro contendo os isolados de Trichoderma (16) foram 

transferidos para Erlenmeyers contendo 50 mL de meio líquido BD (Batata Dextrose) 

previamente autoclavado por 20 minutos a 1 atm de pressão. 

Os Erlenmeyers foram colocados em agitador orbital por 12 dias à 160 rpm, em 

temperatura ambiente. Após o período de agitação cada suspensão foi filtrada em gaze 

esterilizada e depois em membrana de acetato celulose de 0,22 µm de abertura. Os filtrados 

foram acondicionados em tubos Falcon esterilizados e guardados em geladeira por um dia. 

O ensaio foi conduzido utilizando dois tipos de tratamento controle: C1 – Ovos imersos 

em H2O e C2 – Ovos imersos em meio BD. Em placa de cultura celular de 24 poços (Falcon) 

foram colocados 50 µl de suspensão contendo ±100 ovos de M. javanica e 1 mL dos filtrados 

dos fungos separadamente, 6 repetições para cada tratamento. 

As placas foram incubadas em BOD a 25 °C por 14 dias. Após esse período foi avaliado 

o número de J2 eclodidos dos ovos. 

 

4.4.3 Metabólitos voláteis  

 

4.4.3.1 Ensaio de efeito de metabólitos voláteis de Trichoderma spp. sobre a 

eclosão de juvenis de segundo estádio de M. incognita  

 

Os isolados foram cultivados em placa de Petri contendo meio de cultura BDA, por sete 

dias à 25 °C. Após esse período, um disco de 5 mm de cada isolado foi retirado das bordas das 

culturas e colocados em placas de Petri de 7 cm de diâmetro, contendo meio de cultura BDA. 

Essas placas foram alocadas dentro de placas de Petri de 14 cm de diâmetro. Em volta da placa 

contendo o plug com o fungo foram depositados nove discos de ágar-água. Sobre esses discos 

foram colocados 150 µL de uma suspensão de ovos de M. incognita contendo aproximadamente 

500 ovos (Figura 3). As placas maiores foram vedadas com parafilm® e plástico filme, e 



43 
 

incubadas em BOD por 7 dias a 25 °C. A avaliação foi feita pela contagem de juvenis eclodidos 

após esse período. 

 

Figura 3. Aspecto do microecossistema criado para avaliação dos efeitos de metabólitos voláteis de 

Trichoderma spp. sobre a eclosão de J2 de Meloidogyne javanica. (Fonte: A autora) 

 

 

4.4.4 Atividade de quitinase 

 

4.4.4.1 Ensaio de avaliação do potencial quitinolítico in vitro dos isolados de 

Trichoderma em meio sólido - Método do carimbo 

 

Suspensões de conídios de 16 isolados de Trichoderma spp. foram feitas conforme citado 

no item 4.3 e transferidas para placas de acrílico de 96 poços (Placa de Elisa) estéreis. Com 

auxílio de uma ferramenta similar a um “carimbo” com pontas de metal, os conídios presentes 

nas suspensões foram transferidos para placas de Petri de 15 cm de diâmetro, contendo meio de 

cultivo Extrato de Levedura e Ágar, suplementado à 1% de quitina coloidal, com e sem Triton 

X-100. Foram realizadas 3 repetições para cada tratamento. As placas foram incubadas a 25 °C, 

durante 15 dias, e foi observado o potencial da linhagem à degradação de quitina. 
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4.4.4.2 Ensaio de avaliação do potencial quitinolítico in vitro dos isolados de 

Trichoderma em meio sólido colorimétrico 

 

 Foram utilizados 16 isolados de Trichoderma spp. crescidos em meio BDA, por sete 

dias. Foi utilizado o meio de cultivo de mínimo acrescido de quitina coloidal, constituído de 

um meio basal contendo (por litro): 0,3 g de MgSO4.7H2O; 3,0 g de (NH4) 2SO4; 2.0 g de 

KH2PO4; 1,0 g de ácido cítrico monohidratado; 15 g de agar; 200 µl de Tween 80; 4,5 g de 

quitina coloidal e 0,15 g púrpura de bromocresol. Em seguida, o pH foi ajustado para 4,7 e o 

meio foi autoclavado a 121°C (1 atm) durante 20 minutos (AGRAWAL E KOTASTHANE, 

2012). O meio em estado líquido foi vertido em placas de Petri de 9 cm de diâmetro. Após a 

solidificação, foram transferidos discos de BDA de 9 mm de diâmetro, contendo estruturas 

propagativas dos isolados de Trichoderma, para o centro das placas. Posteriormente, as placas 

foram incubadas em BOD, a 25 °C. A análise qualitativa foi realizada pela observação da 

formação ou não, de halos de cor violeta, nos períodos de 48, 72 e 168 h após a inoculação dos 

fungos.  

 

4.4.4.3 Ensaio de quantificação de atividade enzimática de quitinase dos 

isolados de Trichoderma spp. 

 

 Neste ensaio foram utilizados 16 isolados de Trichoderma, crescidos conforme citado 

no item 4.5.4.2. Após o crescimento os fungos foram colocados em meio líquido conforme 

metodologia descrita por Agrawal; Kotasthane (2012). O meio de cultura foi preparado e o pH 

foi ajustado para 4,7 e então distribuídos 80 mL em Erlenmeyers com capacidade de 125 mL. 

Os frascos contendo o meio de cultivo foram fechados com tampão de algodão e gaze e 

autoclavados a 121 °C por 20 minutos a 1 atm de pressão. Após o resfriamento do meio, 

inoculou-se em cada frasco um disco de 0,5 cm de diâmetro contendo estruturas propagativas 

dos isolados de Trichoderma individualmente. Os frascos foram acondicionados em agitador 

orbital e permaneceram sob agitação a 150 rpm por 6 dias.  

Após o intervalo de crescimento os extratos enzimáticos foram obtidos por filtragem em 

duplo tecido perflex autoclavado, membrana de 0,45 µm com auxílio de bomba de vácuo e 

membrana de 0,22 µm de diâmetro e congelados até o momento da quantificação. 

Para quantificar a atividade enzimática foi realizado o método descrito Agrawal & 

Kotasthane (2012) adaptado, no qual a atividade de quitinase é calculada por meio da medição 



45 
 

da liberação de N-acetil-D-glucosamina (NAGA) a partir da quitina coloidal. A curva padrão 

para NAGA foi feita usando uma curva de 0.062 mg até 4 mg (Figura 4).  

 

 

 

Figura 4. Placa de 96 poços contendo as diluições da curva padrão de N-acetilglicosidase utilizada para 

quantificação de quitinase produzida por isolados de Trichoderma spp. (Fonte: A autora) 

 

Uma mistura de reação contendo 50 µL de extrato enzimático e 50 µL de quitina coloidal 

(0,45 g L-1) e 50 µL de tampão de acetato de sódio (50 mM) pH 5 foi incubada em termociclador 

por 1 h a 50 °C. 

Após o tempo de incubação, a mistura foi centrifugada a 13000 rpm por 5 min. E uma 

alíquota de 100 µL do sobrenadante foi retirada e transferida para outra placa de 96 poços 

juntamente com 70 µL de solução de DNS (ácido dinitrosalicílico). A placa foi aquecida a 95 

°C por 10 minutos. Após o resfriamento à temperatura ambiente, foi realizada a leitura da 

absorbância em espectrofotômetro em comprimento de onda de 520 nm. Quatro réplicas para 

cada isolado foram usadas. A curva de calibração com NAGA foi usada como um padrão para 

determinar a redução da concentração de sacarídeo. A atividade quitinolítica foi estimada em 

termos da concentração (mg/ml) de NAGA liberado. 

 

4.4.4.4 Ensaio de quantificação de quitinase – quitina azure 

 

Neste ensaio além dos 16 isolados de Trichoderma spp. citados anteriormente, foram 

utilizados dois isolados provenientes da coleção da Embrapa Meio Ambiente, selecionados por 

serem produtores eficientes da enzima quitinase (CMMA1169 e CMMA1170).  
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Frascos individuais de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio sintético mínimo 

(MSM) (TWEDDELL et al., 1994) suplementado com quitina coloidal (10 g por L-1) foram 

inoculados com 1 mL de suspensão de cada isolado (um isolado por frasco) e incubado em 

agitador orbital (Modelo 4530 - Forma Scientific) a 200 rpm por 5 dias a 28 ± 2 °C. 

Após a incubação, as suspensões de cada frasco foram centrifugadas por 30 min a 2000 

g. O sobrenadante foi filtrado em membranas Milipore estéreis de 0,22 mm de abertura e 

coletados em tubos estéreis. Os filtrados obtidos foram congelados até o momento do 

estabelecimento do ensaio. 

A atividade da quitinase foi determinada seguindo o método descrito por Ramírez et al. 

(2004) pela quantificação espectrofotométrica do remazol violeta brilhante liberado da quitina 

azure (SIGMA), usada como substrato. A mistura de reação continha: 100 µL de extrato 

enzimático (filtrado fúngico), 100 µL de tampão fosfato de sódio (pH 7,0) e 0,5 mg de quitina 

azure (Figura 5), que foram incubados à 50 °C em termociclador por 3 horas. Os tubos foram 

centrifugados e a leitura de absorbância foi realizada no comprimento de onda de 560nm em 

espectrofotômetro. 

O resultado foi expresso em unidade enzimática, sendo uma unidade de quitinase 

(unidade enzimática) equivalente a 0,01 de aumento de absorbância, quando comparado ao 

controle.   

 

 

 

Figura 5. Placa de 96 poços contendo as reações de quitina azure para quantificação de produção de 

quitinase de isolados de Trichoderma spp. (Fonte: A autora) 
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4.5 Ensaios in vivo 

 

4.5.1 Promoção de crescimento 

 

4.5.1.1 Ensaios de promoção de crescimento de cana-de-açúcar 

 

Mudas pré brotadas com ± 90 dias de idade foram plantadas em vasos com capacidade 

para 5 L, contendo 3 L de substrato comercial Bioplant Prata. Foram inoculados 20 mL de 

suspensões de conídios dos isolados de Trichoderma spp. (1,5 x107) diretamente nas raízes das 

mudas, que foram imediatamente cobertas com substrato. As plantas foram mantidas em casa 

de vegetação por 60 dias e irrigadas por 5 minutos 2 vezes ao dia. O delineamento experimental 

foi totalmente casualizado, com quinze tratamentos, 8 repetições cada (Figura 6). Após 60 dias 

da aplicação dos isolados de Trichoderma spp., foram avaliadas as seguintes variáveis: 

1- Massa seca da parte aérea de cada uma das plantas; 

2- Altura das plantas: medida feita com auxílio de uma régua graduada, do colo da planta 

até a inserção da folha +1; 

3- Número de folhas no ramo principal; 

4- Número de perfilhos; 

5- Número de folhas nos perfilhos. 

Foram estabelecidos três experimentos. O primeiro no Capsa – Campinas/SP e os demais 

na casa de vegetação da ULRBMA em São Paulo/SP. 

 

Figura 6. Vasos com mudas de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000 inoculadas ou não com isolados 

de Trichoderma spp. no primeiro ensaio de promoção de crescimento em Campinas. (Fonte: A autora) 
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4.5.2 Colonização radicular 

 

4.5.2.1 Avaliação da colonização radicular  

 

Para avaliar a capacidade de sobrevivência e colonização de raízes de cana-de-açúcar dos 

isolados de Trichoderma spp., ao final dos ensaios de promoção de crescimento foram coletadas 

amostras das raízes das plantas. Em seguida, fragmentos das raízes foram aleatoriamente 

retirados, lavados em água corrente e plaqueados em meio BDA contendo antibióticos 

(ampicilina [400mg/L] e pentabiótico [500mg/L]) e Triton-X100 (25g/L). Foram realizadas três 

repetições para cada isolado de Trichoderma spp. e tratamento controle, onde cada placa foi 

considerada uma unidade experimental. Após três a quatro dias de incubação das placas em 

BOD a 25 ± 2 ºC, com fotoperíodo de 12 h, foi constatado visualmente a presença ou não de 

Trichoderma ao longo de cada fragmento radicular. 

 

 

4.5.2.2 Isolado IB 49/15 na colonização de raízes de cana-de-açúcar 

 

O ensaio foi realizado com o intuito de verificar com quantos dias o isolado de 

Trichoderma IB 49/15 pode colonizar as raízes de mudas pré-brotadas de cana-de-açúcar, 

variedade IAC-SP-95-5000. 

Mudas pré-brotadas foram mergulhadas em uma suspensão de conídios (2,0 x 107 

conídios por mL) em constante agitação durante 20 segundos (Figura 7) e imediatamente 

plantadas em vasos plásticos com capacidade para 2 L, contendo solo autoclavado. As plantas 

foram mantidas em casa de vegetação, com irrigação por microaspersão 2 vezes ao dia. As 

avaliações foram feitas com 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias após o plantio. Foram feitas três repetições 

para cada dia de avaliação. Após a coleta das plantas, o sistema radicular foi gentilmente lavado 

em água corrente, a fim de retirar todo o solo da superfície radicular. Após a lavagem, as raízes 

foram secas com papel absorvente e cortadas em fragmentos de aproximadamente 1,5 cm de 

comprimento e plaqueadas em meio BDA contendo triton X-100 (0,01%) e antibióticos 

(ampicilina [400mg] e pentabiótico [500mg/litro]). Um terço das raízes de cada repetição foi 

submetida a assepsia superficial (1 min em hipoclorito de sódio a 1% e enxágue em água 

destilada estéril (3x)), para verificar uma possível condição endofítica do isolado. As placas 
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contendo os fragmentos de raízes foram incubadas em BOD a 25 °C até o crescimento das 

colônias fúngicas. 

 

 

 

Figura 7. Muda pré brotada de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000, mergulhada em suspensão de 

conídios do isolado de Trichoderma koningopsis IB 49/15 para o ensaio de colonização radicular. (Fonte: 

A autora) 

 

 

 

4.5.3 Ensaios de controle biológico 

 

4.5.3.1 Ensaio de avaliação de Trichoderma spp. no controle de M. incognita 

em cana-de-açúcar, em casa de vegetação  

 

Neste ensaio foram utilizados cinco isolados de Trichoderma spp. (IB 07/01, IB 18/03, 

IB 19/17, IB 22/08 e IB 38/11) escolhidos por apresentarem bons resultados nos ensaios in vitro 

e promoção de crescimento. Mudas de cana-de-açúcar foram cultivadas em vasos com 

capacidade de 5 L, contendo solo autoclavado. O solo foi infestado com nematoides pela 

deposição de 10.000 ovos, em quatro perfurações de 2 cm de profundidade ao redor de onde foi 

feito o plantio da cana-de-açúcar. Em seguida os isolados de Trichoderma spp. foram 

inoculados pela aplicação de 20 mL das suspensões de conídios dos isolados na concentração 

de 1,5x107 conídios por mL próximo as raízes das mudas. As plantas foram mantidas em casa 

de vegetação a temperatura ambiente. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado, com sete tratamentos, incluindo dois tipos de controle com e sem a presença de 
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nematoide, oito repetições cada. Após 365 dias da inoculação do nematoide, foram avaliadas 

as massas das partes aéreas de cada uma das plantas e foi realizada a estimativa populacional 

de M. incognita presentes nas raízes da cana-de-açúcar. 

 

4.5.3.2 Ensaio de avaliação de Trichoderma spp. no controle de M. javanica 

em cana-de-açúcar, em casa de vegetação - I 

 

Neste ensaio foram utilizados seis isolados Trichoderma spp. (IB 07/01, IB 18/03, IB 

28/07, IB 43/14, IB 48/06 e IB 49/15), selecionados por terem apresentado um bom 

desempenho nos ensaios in vitro e de promoção de crescimento. Mudas de cana-de-açúcar 

foram cultivadas em vasos com capacidade de 4 L, contendo solo autoclavado. O solo foi 

infestado com nematoides pela deposição de 5.000 ovos, ao redor das raízes da planta. A 

aplicação dos isolados de Trichoderma spp. foi realizada por pipetagem de 10 mL das 

suspensões de conídios dos isolados na concentração de 1,5x107 conídios por mL próximo as 

raízes das mudas. As plantas foram mantidas em casa de vegetação a temperatura ambiente. O 

delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com sete tratamentos, incluindo dois 

tipos de controle com e sem a presença de nematoide, sete repetições cada. Após 60 dias da 

inoculação do nematoide, foram avaliadas as massas das partes aéreas e raízes de cada uma das 

plantas, contagem do número de folhas, número de perfilhos e foi realizada a estimativa 

populacional de M. javanica presentes nas raízes da cana-de-açúcar. 

 

4.5.3.3 Ensaio de avaliação de Trichoderma spp. no controle de M. javanica 

em cana-de-açúcar, em casa de vegetação - II 

 

Foram utilizados os mesmos isolados do ensaio anterior e o modo de plantio das MPBs 

foi realizado da mesma forma. Os isolados de Trichoderma foram inoculados quatro dias antes 

dos nematoides. As mudas foram mergulhadas nas suspensões de conídios (2,0 x 107 

conídios/mL) separadamente, durante dez segundos e imediatamente plantadas nos vasos 

contendo o solo autoclavado. O solo foi infestado com nematoides pela deposição de 3.000 

ovos, ao redor das raízes da planta de cana-de-açúcar. As plantas foram mantidas em casa de 

vegetação a temperatura ambiente. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, 

com nove tratamentos, incluindo dois tipos de controle com e sem a presença de nematoide e 

um controle químico (Carbofuram 350 SC). Para cada tratamento foram feitas sete repetições. 



51 
 

Após 180 dias da inoculação do nematoide, foram avaliadas as massas das partes aéreas e raízes 

de cada uma das plantas e foi realizada a estimativa populacional de M. javanica presentes nas 

raízes da cana-de-açúcar. 

 

4.5.3.4 Ensaio de avaliação de Trichoderma spp. no controle de M. javanica 

em cana-de-açúcar, em casa de vegetação - III 

 

A metodologia foi a mesma descrita para o segundo ensaio de controle biológico de M. 

javanica, exceto pelo tratamento químico que não foi utilizado no presente ensaio, e pelo 

substrato de plantio, que foi utilizado Bioplant Prata ao invés de solo com areia. 

 

4.5.3.5 Ensaio de avaliação de Trichoderma spp. no controle de M. javanica 

em tomateiro, em casa de vegetação 

 

Neste ensaio foram utilizados seis isolados Trichoderma spp. (IB 07/01, IB 18/03, IB 

28/07, IB 43/14, IB 48/06 e IB 49/15), selecionados por terem um bom desempenho nos ensaios 

in vitro e de promoção de crescimento. Mudas de tomate ‘Rutgers’, foram cultivadas em vasos 

com capacidade de 800 mL, contendo solo autoclavado. O solo foi inoculado próximo as raízes 

das plantas com 7 mL de suspensão de conídios de cada isolado de Trichoderma spp. na 

concentração de 2,0 x 107 conídios por mL. Após quatro dias, foi realizada a infestação do solo 

dos vasos com os nematoides, pela deposição de 2.000 ovos e J2, ao redor das raízes da planta 

de cana-de-açúcar. As plantas foram mantidas em casa de vegetação a temperatura ambiente.  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com nove tratamentos, 

incluindo três tipos de controle: com e sem a presença de nematoide e um controle químico 

(Carbofuran 350 SC), quatro repetições cada (Figura 8). Após 90 dias da inoculação do 

nematoide, foram avaliadas as massas das partes aéreas e raízes de cada uma das plantas, índice 

de massa de ovos, índice de galhas e realizada a estimativa populacional de M. javanica 

presentes nas raízes dos tomates. 
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Figura 8. Mudas de tomates ‘Rutgers’ inoculadas com Meloidogyne javanica tratadas ou não com isolados 

de Trichoderma spp. para o ensaio de controle biológico. (Fonte: A autora) 

 

 

 

4.5.3.6 Avaliação da viabilidade de inóculo de M. javanica proveniente de 

raízes de cana-de-açúcar tratadas ou não com Trichoderma spp. 

 

Para esta avaliação foram utilizadas mudas de tomate ‘Rutgers’, plantadas em vasos de 

800 mL contendo substrato comercial autoclavado. Foram feitas três repetições para cada 

tratamento. Foram inoculados 1200 nematoides (ovos + juvenis) de M. javanica que foram 

extraídos das raízes de cana-de-açúcar tratadas ou não com isolados de Trichoderma do terceiro 

ensaio de controle biológico. As plantas permaneceram em casa de vegetação por 67 dias em 

temperatura ambiente e foram irrigadas 2 vezes ao dia. Para avaliar o ensaio foi realizada a 

estimativa populacional de M. javanica presentes nas raízes dos tomates e aferição de massa de 

matéria seca da parte aérea e massa de matéria fresca de raízes. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Ensaios in vitro 

 

5.1.1 Parasitismo de ovos de Meloidogyne spp.  

 

5.1.1.1 1° Ensaio de avaliação do parasitismo de ovos de M. incognita por 

Trichoderma spp. in vitro – Método da microgota 

 

Neste ensaio foi utilizado o método da microgota, que consistiu em depositar os ovos do 

nematoide por pipetagem de microgotas da suspensão diretamente sobre o meio de cultura em 

torno do disco de micélio de cada fungo. Deve-se ressaltar que esse método se mostrou menos 

efetivo do que os outros, pois a após a absorção da água da suspensão pelo meio de cultivo, os 

ovos ficaram muito dispersos pela placa, aumentando o tempo gasto no processo de avaliação, 

pois foi necessário procurar os ovos para realizar a contagem. A porcentagem de parasitismo 

de ovos de M. incognita variou conforme as espécies e os isolados de Trichoderma. Neste 

experimento oito isolados (IB 07/01, IB 15/06, IB 18/03, IB 30/07, IB 37/01, IB 38/11, IB 43/14 

e IB 49/15) se destacaram diferindo estatisticamente do tratamento controle. O isolado IB 43/14 

(T. asperelloides) parasitou 39% dos ovos do nematoide, representando neste ensaio a maior 

porcentagem de parasitismo. Para os demais isolados a porcentagem de parasitismo variou entre 

13 e 27%, conforme dados exibidos na Figura 9. 

 Na Figura 10 podem ser observadas hifas do antagonista enovelando os ovos do 

parasito, característica típica do parasitismo promovido por fungos do gênero Trichoderma. 
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Figura 9. Porcentagem de ovos de Meloidogyne incognita parasitados por isolados de Trichoderma spp. no 

primeiro ensaio.  

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 

 

 

Figura 10. Ovos de Meloidogyne incognita parasitados pelo isolado de Trichoderma IB 43/14. (Fonte: A 

autora) 
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5.1.1.2 2° Ensaio de avaliação do parasitismo de ovos de M. incognita por 

Trichoderma spp. in vitro - Método da lâmina 

 

 Os resultados demonstram diferença significativa entre os tratamentos, sendo que dos 

16 isolados avaliados, 11 foram capazes de parasitar os ovos do nematoide. As porcentagens de 

parasitismo de ovos variaram entre 35% (IB 28/15 – T. endophyticum) e 94% (IB 18/03 – T. 

koningiopsis) conforme os dados apresentados na Figura 11. Os isolados que mais se 

destacaram com taxa de parasitismo acima de 50% foram: IB 18/03, IB 43/14, IB 48/06, IB 

51/09 e IB 49/15, com 94, 69, 63, 58 e 56% de parasitismo, respectivamente. 

 

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade 

 

 

5.1.1.3 3° Ensaio de avaliação do parasitismo de ovos de M. incognita por 

Trichoderma spp. in vitro – Método da lâmina 

 

Segundo a análise estatística, não houve diferença significativa entre os tratamentos 

(Figura 12). Em oposição aos ensaios realizados anteriormente, neste experimento, os isolados 

de Trichoderma demonstraram baixa eficiência em parasitar os ovos do nematoide. A maior 

porcentagem foi de 15% pelo isolado IB 37/01 (T. orientale), que também apresentou 

capacidade em parasitar os ovos de M. incognita nos dois ensaios prévios. 
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no segundo ensaio.  
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Figura 12. Porcentagem de ovos de Meloidogyne incognita parasitados por isolados de Trichoderma spp. 

no terceiro ensaio.  

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 

5.1.1.4 4° Ensaio de avaliação do parasitismo de ovos de M. incognita por 

Trichoderma spp. in vitro - Método da lâmina 

 

 A porcentagem de parasitismo de ovos variou entre os tratamentos com os diferentes 

isolados de Trichoderma. Na Figura 13, pode ser observado que o isolado que mais parasitou 

os ovos de M. incognita foi o IB 04/05 (T. asperelloides) com 40%. Dentre os 16 isolados 

avaliados, dez diferiram significativamente conforme a análise estatística, demonstrando 

alguma capacidade de infectar ovos do nematoide de galhas. A porcentagem de ovos 

parasitados variou entre 11 e 40%.  
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Figura 13. Porcentagem de ovos de Meloidogyne incognita parasitados por isolados de Trichoderma spp. 

no quarto ensaio.  

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 

5.1.1.5 5° Ensaio de avaliação do parasitismo de ovos de M. incognita por 

Trichoderma spp. in vitro - Método da lâmina 

 

 Os resultados demonstram diferença significativa entre os tratamentos, sendo que dos 

16 isolados avaliados, 13 foram capazes de parasitar os ovos do nematoide. As porcentagens de 

parasitismo de ovos variaram entre 16% (IB 04/05 – T. asperelloides) e 66% (IB 48/06 – T. 

asperelloides) conforme os dados apresentados na Figura 14. Os isolados que mais se 

destacaram foram: IB 28/07 (T. strigosum) e IB 48/06 com 55 e 66% de parasitismo, 

respectivamente. 

 Na Figura 15 pode ser observado um ovo de M. incognita enovelado pelas hifas do 

isolado de Trichoderma IB 18/03.  
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Figura 14. Porcentagem de ovos de Meloidogyne incognita parasitados por isolados de Trichoderma spp. 

no quinto ensaio.  

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 

 

Figura 15. Ovo de Meloidogyne incognita enovelado pelas hifas do isolado de Trichoderma IB 43/14. 

(Fonte: A autora) 
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5.1.1.6 6° Ensaio de avaliação do parasitismo de ovos de M. incognita por 

Trichoderma spp. in vitro – Método da lâmina 

 

 Neste ensaio 13 isolados de Trichoderma foram capazes de parasitar os ovos do 

nematoide M. incognita. A taxa de parasitismo variou entre 26 e 49%, conforme dados exibidos 

na Figura 16. Os isolados que obtiveram os maiores percentuais de parasitismo foram: IB 43/14 

(T. asperelloides), com 49%, seguido de IB 48/06 (T. asperelloides) com 45% e IB 51/09 (T. 

lentiforme) e IB 07/01 (T. atroviride), ambos com 44% de ovos parasitados durante o ensaio. 

 

 

Figura 16. Porcentagem de ovos de Meloidogyne incognita parasitados por isolados de Trichoderma spp. 

no sexto ensaio.  

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 A Tabela 2 apresenta um agrupamento dos resultados obtidos em todos os ensaios de 

parasitismo de ovos realizados, onde é possível e observar que nove, dos 16 isolados de 

Trichoderma avaliados, apresentaram taxa de parasitismo em pelo menos quatro dos seis 

ensaios realizados. As cepas IB 01/13, IB 43/14, IB 48/06 (T. asperelloides), IB 37/01 (T. 

orientale), IB 30/07 (T. lentiforme), IB 28/15 (T. endophyticum), IB 28/07 (T. strigosum), IB 

22/08 (T. endophyticum), IB 19/17 (T. camerunense) e IB 18/03 (T. koningiopsis), apresentaram 

resultados significativos em pelo menos 66% dos ensaios concretizados, portanto, associados a 

outros parâmetros de avaliação, podem ser elegíveis para testes in vivo em confronto com o 

nematoide. 
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Tabela 2 - Porcentagem de ovos de Meloidogyne incognita parasitados por isolados de Trichoderma pp. nos seis ensaios realizados. 

Ensaio1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 

Trat. %OP Estat. Trat. %OP Estat. Trat. %OP Estat. Trat. %OP Estat. Trat. %OP Estat. Trat. %OP Estat. 

43/14 39 a 18/03 94 a 37/01 15 a 04/05 40 a 48/06 66 a 43/14 49 a 

15/06 27 a 43/14 69 a 38/11 14 a 28/07 29 a 28/07 55 a 48/06 45 a 

30/07 26 a 48/06 63 a 30/07 6 a 15/06 26 a 01/13 33 b 07/01 44 a 

37/01 20 a 51/09 58 a 49/15 6 a 30/07 24 a 43/14 33 b 51/09 44 a 

18/03 16 a 49/15 56 a 43/14 5 a 19/17 20 a 30/07 25 c 01/13 41 a 

07/01 16 a 28/07 48 a 28/15 5 a 28/15 16 a 19/17 24 c 30/07 40 a 

49/15 13 a 22/08 46 a 51/09 4 a 01/13 16 a 37/01 24 c 37/01 38 a 

38/11 11 a 01/13 41 a 19/17 4 a 43/14 15 a 28/15 23 c 22/08 36 a 

22/08 10 b 37/01 41 a 28/07 2 a 18/03 13 a 07/01 21 c 28/15 33 a 

28/07 8 b 19/17 39 a 04/05 2 a 22/08 11 a 38/11 20 c 28/07 33 a 

51/09 7 b 28/15 35 a Controle 0 a 38/11 9 b 51/09 19 c 49/15 31 a 

04/05 7 b 07/01 22 b 48/06 0 a 07/01 6 b 22/08 19 c 18/03 27 a 

19/17 4 b 15/06 21 b 22/08 0 a 48/06 6 b 04/05 16 c 38/11 26 a 

Controle 0 b 38/11 20 b 18/03 0 a 49/15 4 b 15/06 11 d 04/05 23 b 

01/13 0 b 04/05 15 b 15/06 0 a 51/09 3 b 18/03 7 d 19/17 16 b 

28/15 0 b Controle 0 b 07/01 0 a 37/01 2 b 49/15 4 d 15/06 11 b 

   30/07 0 b 01/13 0 a Controle 0 b Controle 0 d Controle 0 b 

 

Trat. = Tratamentos 

%OP = Porcentagem de ovos parasitados 

Estat. = Resultado da análise estatística. Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen √x/100. Letras iguais não distinguem 

entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
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Sabe-se que cepas de Trichoderma são capazes de produzir diversas enzimas 

extracelulares, como glucanases, endoglucanases, proteases e quitinases, que estão associadas 

aos diversos mecanismos que podem ser utilizados no biocontrole de doenças de plantas 

(BENÍTEZ et al., 2004; VITERBO et al., 2002). 

Dentre todas as enzimas produzidas por isolados de Trichoderma, as quitinases 

desempenham um importante papel no parasitismo de ovos de nematoides (RAJINIKANTH et 

al., 2016; SHARON et al., 2007; ZHANG et al., 2017). A casca dos ovos das várias espécies 

de fitonematoides é composta basicamente pelas mesmas substâncias. Todos os ovos são 

formados por camadas de vitelina, quitina e lipídeos (BIRD; MCCLURE, 1976), sendo a quitina 

o componente estrutural mais abundante na casca dos ovos (LI, et al., 2015). A diferença entre 

os ovos de espécies distintas está na espessura dessas camadas (BIRD; MCCLURE, 1976). 

Portanto, para que algum organismo seja capaz de penetrar a casca do ovo do fitoparasito, é 

fundamental a produção de enzimas responsáveis por quebrar essas proteínas, como por 

exemplo a quitinase. 

Alguns estudos descrevem a importante participação das quitinases nos processos de 

parasitismo de ovos de nematoides. Szabó et al. (2012) demonstraram que na espécie T. 

harzianum os níveis de expressão dos genes chi18-5 (chit42) e chi18-12 (chit33), que codificam 

duas endoquitinases, aumentaram em poucas horas a partir do contato do fungo com os ovos 

dos nematoides. Assim, o fungo utiliza esse tipo de enzima para romper a casca do ovo do 

nematoide e completar o parasitismo (RAJINIKANTH et al., 2016). 

A porcentagem de parasitismo pode ser altamente variável dependo da cepa utilizada nos 

testes. Ferreira et al. (2008) observaram taxas de parasitismo de ovos de M. exigua entre 33 e 

53% quando utilizaram diferentes isolados de Trichoderma em teste in vitro. Nos estudos 

conduzidos por Eapen, Beena e Ramana (2005), a porcentagem de parasitismo de ovos de M. 

incognita por Trichoderma spp., variou entre 10 e 24%.  

Essa variação no potencial de parasitismo é muito natural, pois cada cepa tem uma 

capacidade de produção enzimática extracelular intrínseca, que é fruto do metabolismo fúngico 

e que está associada a interferência de fatores externos como pH, temperatura e substrato de 

crescimento (HERRERA ESTRELLA; CHET, 1998). Sendo assim, a secreção de enzimas 

extracelulares pode ser considerada um dos determinantes mais significativos da virulência 

fúngica contra os nematoides (CUMAGUN; MOOSAVI, 2015). 

Existem na natureza fungos que possuem ação antagônica contra nematoides em geral, e 

esses microrganismos são classificados de acordo com o modo de ação sobre os nematoides, 
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como fungos predadores ou fungos parasitas de ovos, por exemplo. Espécies de Trichoderma 

são usualmente colocados na categoria dos produtores de toxinas microbianas, e esta 

classificação descreve bem um dos mecanismos de ação desse fungo (TRANIER et al., 2014).  

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram claramente que alguns isolados 

deste microrganismo também são capazes de atuar como parasitas de ovos e juvenis de 

Meloidogyne, característica que não é habitualmente atribuída a este gênero fúngico, mas que 

já foi descrita em alguns trabalhos (FREITAS et al., 2012; UDAY, BHAGAWATI e NEOG, 

2019; ZHANG, GAN e XU, 2015), que associaram o controle de nematoides de galha por 

Trichoderma à adesão de conídios, parasitismo de massa de ovos, ovos e predação de juvenis 

(SHARON et al., 2007). 

 

 

5.1.2 Filtrados fúngicos  

 

5.1.2.1  1° Ensaio de avaliação in vitro da mortalidade de ovos de M. incognita 

por filtrados fúngicos de Trichoderma spp. 

 

Na Figura 17 pode-se observar a porcentagem de juvenis de segundo estádio (J2) 

eclodidos após contato com filtrados dos isolados de Trichoderma. Houve diferença estatística 

entre os tratamentos. A porcentagem de J2 eclodidos foi maior no tratamento C1, onde os ovos 

não foram esterilizados com antibióticos e foram colocados nos tubos com água estéril. 

Analisando os resultados obtidos nota-se que nos tratamentos nos quais os ovos foram 

submetidos à assepsia com antibióticos, houve redução na quantidade de juvenis eclodidos 

quando comparados com os tratamentos onde os antibióticos não foram empregados. Os 

tratamentos com os isolados de Trichoderma IB 07/10, IB 15/06, IB 22/08, IB 28/07 e IB 28/15 

apresentaram maior porcentagem de eclosão de J2, sendo estatisticamente iguais aos dois 

controles com ausência de antibióticos.  
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Figura 17. Porcentagem de juvenis de segundo estádio eclodidos no primeiro ensaio de efeitos de filtrados 

fúngicos de isolados de Trichoderma spp. sobre a mortalidade de ovos de Meloidogyne incognita.  

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. C1: Ovos 

não desinfetados com antibiótico e imersos em água; C2: Ovos não desinfetados com antibiótico e imersos 

em meio Czapek dox; C3: Ovos desinfetados com antibiótico e imersos em água; C4: Ovos desinfetados 

com antibiótico e imersos em meio Czapek dox. 

 

 

5.1.2.2 2° Ensaio de avaliação in vitro da mortalidade de ovos de M. incognita 

por filtrados fúngicos de Trichoderma spp.  

 

Neste ensaio não houve diferença significativa entre os tratamentos. A porcentagem de 

eclosão de juvenis variou entre 17 e 4% (Figura 18). A taxa de viabilidade dos ovos foi baixa, 

visto que no tratamento C1, no qual os ovos não foram desinfestados e estavam imersos em 

água autoclavada, a porcentagem de eclosão foi de 12%.  
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Figura 18. Porcentagem de juvenis de segundo estádio eclodidos no segundo ensaio de efeitos de filtrados 

fúngicos de isolados de Trichoderma spp. sobre a mortalidade de ovos de Meloidogyne incognita.  

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. C1: Ovos 

não desinfetados com antibiótico e imersos em água; C2: Ovos não desinfetados com antibiótico e imersos 

em meio Czapek dox; C3: Ovos desinfetados com antibiótico e imersos em água; C4: Ovos desinfetados 

com antibiótico e imersos em meio Czapek dox. 

 

 

 

5.1.2.3 3° Ensaio de avaliação in vitro da mortalidade de ovos de M. incognita 

por filtrados fúngicos de Trichoderma spp.  

 

Em quase todos os tratamentos desse experimento o número de juvenis eclodidos foi 

menor do que no tratamento C4, que é o controle com condições mais semelhantes aos 

tratamentos contendo os filtrados, ou seja, os ovos foram banhados em antibióticos e colocados 

em contato com o meio de cultura Czapek dox. Porém, a análise estatística indica que não houve 

diferença significativa entre os tratamentos (Figura 19), assim como ocorrido no segundo 

ensaio. 
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Figura 19. Porcentagem de juvenis de segundo estádio eclodidos no terceiro ensaio de efeitos de filtrados 

fúngicos de isolados de Trichoderma spp. sobre a mortalidade de ovos de Meloidogyne incognita.  

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. C1: Ovos 

não desinfetados com antibiótico e imersos em água; C2: Ovos não desinfetados com antibiótico e imersos 

em meio Czapek dox; C3: Ovos desinfetados com antibiótico e imersos em água; C4: Ovos desinfetados 

com antibiótico e imersos em meio Czapek dox. 

 

 

 

5.1.2.4 Ensaio de avaliação in vitro da mortalidade de ovos de M. javanica por 

filtrados fúngicos de Trichoderma spp. 

 

Na Figura 20 consta o percentual de J2 de M. javanica eclodidos dos ovos no ensaio com 

os filtrados fúngicos. Houve diferença significativa entre os tratamentos, embora nenhum 

isolado tenha reduzido a eclosão dos nematoides quando comparados ao “controle meio”, que 

é o tratamento que apresenta condições mais próximas aos tratamentos nos quais os ovos 

tiveram contato com os metabólitos produzidos pelos fungos. A porcentagem de eclosão de J2 

variou entre 17 e 2%. 
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Figura 20. Porcentagem de juvenis de segundo estádio eclodidos no ensaio de efeitos de filtrados fúngicos 

de isolados de Trichoderma spp. sobre a mortalidade de ovos de Meloidogyne javanica. 

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

Na análise dos resultados, nota-se que a porcentagem de juvenis eclodidos foi baixa, 

mesmo nos controles onde foi utilizado somente água. Isto pode indicar que os ovos dos 

nematoides não estavam viáveis. Mas como a porcentagem de eclosão foi baixa em todos os 

tratamentos, pode-se sugerir que diferentemente do esperado, os isolados de Trichoderma não 

produziram nenhum metabólito secundário com ação tóxica sobre os ovos.  

Os metabólitos secundários são compostos naturais que os fungos produzem para auxiliar 

na sobrevivência e funções básicas, como competição, simbiose, transporte de metais, 

diferenciação etc. Fungos do gênero Trichoderma são conhecidos por produzirem diversos 

metabólitos secundários com ação antibiótica. Essa produção depende da cepa e inclui 

substâncias antifúngicas voláteis e não voláteis (VINALE et al., 2008).  

O meio de cultivo no qual o microrganismo cresce pode afetar a produção dos metabólitos 

secundários (KHAN et al., 2020), que normalmente ocorre durante a fase estacionária, pois os 

produtos desse metabolismo não são essenciais para o crescimento microbiano (STANBURY; 

WHITAKER; HALL, 1995). Então, no presente estudo, o tempo de incubação para que os 

isolados produzissem os metabólitos, pode ter sido insuficiente. Esta hipótese pode ser 

plausível, pois diversos estudos demonstram que isolados de Trichoderma possuem capacidade 

de produzir compostos tóxicos em meio líquido (SANKARANARAYANAN; HUSSAINI, 

1997; SUAREZ et al., 2004).  
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No trabalho conduzido por Khan et al., (2020), foram testados cinco meios de cultivos 

diferentes para produção de metabólitos secundários de isolados de Trichoderma, no intuito de 

avaliar o potencial antibacteriano e nematicida contra as bactérias Ralstonia solanacearum, 

Xanthomonas compestris e o nematoide M. incognita. Os autores verificaram que dos dez 

isolados de Trichoderma avaliados, somente os metabólitos secundários de uma cepa de T. 

virens apresentaram forte atividade nematicida, causando a alta taxa de mortalidade de J2 e 

inibição de eclosão. Esses resultados foram relacionados com o meio de cultivo no qual o 

isolado cresceu. 

O uso de antibióticos é um fator que pode ter causado interferência nos ensaios. Mesmo 

que não tenha havido diferença estatística em alguns ensaios, nota-se que nos tratamentos onde 

foi utilizado o antibiótico, a porcentagem de eclosão foi sempre menor do que nos controles 

sem a presença da substância. Em um estudo realizado por Nitao, Meyer e Chitwood (1999), o 

uso de antibióticos como penicilina, estreptomicina e neomicina em ensaios com filtrados 

fúngicos de Fusarium equiseti, e o meio líquido BD causou significativa diminuição da eclosão 

de juvenis de Heterodera glycines. Diferentemente da presente pesquisa, estes autores notaram 

que a eclosão dos juvenis foi prejudicada quando os antibióticos foram acrescentados somente 

ao tratamento com água e não nos tratamentos com meio BD, embora tenham notado que a 

eclosão dos juvenis diminuía quando a concentração de meio BD aumentava. 

No último ensaio no qual foram utilizados filtrados de Trichoderma produzidos em meio 

BD, observa-se que o isolado IB 51/09 favoreceu a eclosão dos juvenis de M. javanica. Este 

resultado pode estar relacionado a produção de enzimas responsáveis por degradar o 

rompimento da casca dos ovos de M. javanica. 

 

 

5.1.3 Metabólitos voláteis 

 

5.1.3.1 Efeito de metabólitos voláteis de Trichoderma spp. sobre a eclosão de 

juvenis de segundo estádio de M. incognita  

 

Já foi demonstrado que espécies de Trichoderma produzem compostos orgânicos voláteis 

que inibem o crescimento de outros fungos (DENNIS; WEBSTER, 1971; SINUCO LEÓN et 

al., 2017). Este experimento foi realizado a fim de verificar se a produção desses compostos 

afetaria o desenvolvimento dos juvenis dos nematoides dentro dos ovos e impediria a sua 
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eclosão. Dessa forma, foi desenvolvida uma metodologia semelhante a que é utilizada em 

ensaios com outros fungos com adaptações para ser utilizada com suspensões de ovos do 

fitonematoide.  

Os resultados mostram que em dez tratamentos o número de juvenis de M. incognita 

eclodidos após o tempo de exposição foi significativamente reduzido em comparação ao 

tratamento controle (Figura 21). Como os fungos não entraram em contato direto com os ovos, 

presume-se que esse efeito seja devido aos compostos orgânicos voláteis (COV) produzidos 

pelos isolados de Trichoderma durante o crescimento no meio de cultura.  

Os isolados de Trichoderma que mais reduziram a eclosão dos juvenis foram IB 32/03, 

IB 28/07, IB 18/03 e IB 43/14. 

 

 

Figura 21. Média do número de juvenis de segundo estádio de Meloidogyne incognita eclodidos após 7 dias 

em contato com os metabólitos voláteis de Trichoderma spp. em teste in vitro. 

Os dados originais foram apresentados. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 

5% de probabilidade. 

 

  

Durante a avaliação do ensaio foi observada uma variação na sobrevivência dos J2 

eclodidos, então foi feita a contagem do número de J2 vivos presentes nos tratamentos. Os 

resultados apresentados na Figura 22 mostram a mortalidade de J2 decorrente dos COVs 

produzidos pelos isolados de Trichoderma. Em nove tratamentos a taxa de mortalidade dos J2 

foi significativamente maior do que o controle, chegando até 100% para os isolados IB 07/01, 

IB 19/17 e IB 28/07. Em três tratamentos a taxa de mortalidade foi menor do que o no controle.  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100 93a

70b 72b

57c

41d
47c 47c

34d

65b

78b

43d
50c

70b

57c

33d

Número de J2 de M. incognita eclodidos



69 
 

 

 

Figura 22. Porcentagem de juvenis de segundo estádio de Meloidogyne incognita mortos após contato com 

os metabólitos voláteis de Trichoderma spp. em teste in vitro. 

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em arc sen 

√x/100. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 

A técnica utilizada neste estudo para avaliar os efeitos dos COVs sobre os ovos de M. 

incognita mostrou-se muito prática e apropriada, já que o intuito não era isolar e identificar as 

moléculas. O fato de poder retirar os discos de ágar contendo a suspensão de ovos e levar 

diretamente para o microscópio facilitou o processo de avaliação do ensaio. Enquanto o uso de 

ágar-água como substrato para deposição dos ovos supriu a necessidade de hidratação para 

sobrevivência dos J2 durante o período do ensaio. 

Os resultados demonstram alta eficiência dos COVs produzidos pelos isolados de 

Trichoderma na mortalidade de J2 e na redução da eclosão. 

Há relatos de mais de 479 COVs liberados por fungos do gênero Trichoderma 

(SIDDIQUEE, 2014) e estas moléculas estão envolvidas em diversas funções importantes como 

atividades antifúngicas (LÓPEZ et al., 2019; WONGLOM; ITO; SUNPAPAO, 2020), indução 

de resistência em plantas (KOTTB et al., 2015) e promoção de crescimento de plantas (HUNG; 

LEE; BENNETT, 2013; LEE et al., 2019). 

Pimenta et al., (2017) testaram COVs de diferentes fungos associados a madeira contra 

M. incognita e os resultados foram de 38% de mortalidade de J2 após 24h de exposição, e até 

100% de imobilidade dos juvenis no mesmo período. Foi observado que o número de ovos 

produzidos por J2 expostos aos COVs de Epicoccum nigrum e Schizophyllum commune foi 
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significativamente menor do que na testemunha, sugerindo que os voláteis podem ter afetado a 

infectividade e reprodução do nematoide. Os autores analisaram os compostos produzidos pelos 

fungos e verificaram que álcoois, ésteres, terpenos e cetonas estavam entre os COVs liberados 

pelos microrganismos. 

Em trabalho realizado por Freire et al., (2012), os COVs de diferentes fungos extraídos 

de rizosfera de cafeeiro foram testados contra M. incognita in vitro. Os autores verificaram que 

os COVs produzidos por isolados de Fusarium oxysporum causaram alta imobilidade e 

mortalidade de J2, enquanto o isolado Trichoderma não afetou as larvas, diferentemente dos 

resultados obtidos na presente pesquisa. Além disso, os autores observaram redução da 

capacidade infectiva de J2 de M. exigua quando expostos aos COVs de Fusarium e inoculados 

em tomateiro.  

Uma pesquisa realizada com um COV purificado (ácido acético) extraído de 

Purpureocillium lilacinum (=Paecilomyces lilacinus) e Trichoderma longibrachiatum foi 

testado para controle de diversos fitonematoides e parasitos de animais. Os resultados 

demonstraram alta eficiência na inibição dos movimentos dos J2 e morte após 72h de contato 

somente dos nematoides fitoparasitos de raízes. Os autores também observaram que a atividade 

nematicida da molécula só era eficiente quando o pH do meio estava abaixo de 5, sugerindo 

que para o ácido acético ter função nematostática e nematicida são necessárias algumas 

condições específicas independente de ser proveniente de microrganismos ou o produto 

comercial (DJAIN et al., 1991).   

Dentre todos os COVs produzidos por Trichoderma spp. estão os compostos 6-n-pentil-

6H-piran-2-ona (6PP) (HIDANGMAYUM; DWIVEDI; PADMANABH DWIVEDI, 2018), 

1β-vinylcyclopentano-1α,3α-diol 4-(2-hydroxyethyl) fenol, que demonstraram ter capacidades 

nematicidas e nematostáticas contra os nematoides Panagrellus redivivus, Caenorhabditis 

elegans, e Bursaphelenchus xylophilus com até 72.82, 53.0 e 41.53% de mortalidade, 

respectivamente, após 72 h de contato com os voláteis (YANG et al., 2012). 

A lista de pesquisas realizadas sobre os efeitos dos COVs liberados por Trichoderma ssp. 

é extensa (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2018; GUO et al., 2019; LI; ISLAM; KANG, 2019; 

LOPES et al., 2012; MALMIERCA et al., 2014; MARTÍNEZ-MEDINA et al., 2017; NIETO-

JACOBO et al., 2017; OJAGHIAN, 2011; SINUCO LEÓN et al., 2017; SUNPAPAO; 

CHAIRIN; ITO, 2018), no entanto, poucos foram os trabalhos dedicados a avaliação das 

atividades nematicidas e nematostáticas dessas moléculas.  
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As pesquisas com os voláteis produzidos por Trichoderma e os efeitos que podem causar 

aos nematoides é de extrema importância, pois podem apresentar potencial para o 

desenvolvimento de modelos estruturais de novas moléculas para futuros fumigantes e 

nematicidas comerciais com menor toxicidade ao ser humano (TERRA et al., 2018; YANG et 

al., 2012). 

 

 

5.1.4 Atividade de quitinase 

 

5.1.4.1 1° Ensaio de avaliação do potencial quitinolítico in vitro dos isolados 

de Trichoderma em meio sólido – Método do carimbo 

 

Nesse ensaio foi empregada uma metodologia que é comumente utilizada em ensaios com 

bactérias. Como se trata de um método muito prático foi realizada a tentativa de adaptá-lo para 

aplicação com fungos do gênero Trichoderma. No entanto, o método não foi adequado para 

avaliar a capacidade dos isolados de Trichoderma em degradar quitina. O rápido crescimento 

das colônias de Trichoderma e a transparência do meio de cultura impediram qualquer 

visualização de possíveis halos de degradação do substrato (Figura 23). Como o meio é 

translúcido e os isolados cresceram muito rápido, mesmo nas placas que continham redutor de 

colônia, não foi possível visualizar os halos de degradação, que se formam de maneira bem 

suave sobre o meio de cultivo. 

  

 

Figura 23. Aspecto das placas contendo meio de cultura acrescido de quitina coloidal com (A) e sem (B) 

adição de Triton X-100, inoculadas com Trichoderma spp. após 48 h. (Fonte: A autora) 

A B 
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5.1.4.2 2° Ensaio de avaliação do potencial quitinolítico in vitro dos isolados 

de Trichoderma em meio sólido colorimétrico 

 

Os resultados desse ensaio podem ser observados na Figura 24, onde nota-se que todos 

os isolados de Trichoderma com exceção de um (IB 37/01), começaram a degradar a quitina 

presente no meio de cultura 48 h após a inoculação.  

Após 168 h quase todas as placas estavam totalmente de cor violeta, indicando conforme 

o método empregado, que os isolados estavam produzindo a enzima quitinase, necessária para 

parasitar ovos e juvenis de nematoides (Figura 25). 

 

Figura 24. Isolados de Trichoderma spp. inoculados em meio basal acrescido de quitina coloidal 

apresentando halos de degradação (violeta) após 48 h de incubação em B.O.D.  

A (IB 01/13), B (IB 04/05), C (IB 07/01), D (IB 15/06), E (IB 18/03), F (IB 19/17), G (IB 22/08), H (IB 

28/07), I (IB 28/15), J (IB 30/07), K (IB 37/01), L (IB 38/11), M (IB 43/14), N (IB 48/06), O (IB 49/15) e 

P (IB 51/09). (Fonte: A autora) 

 

 

Nos ensaios anteriores os isolados de Trichoderma apresentaram potencial de parasitismo 

de ovos e juvenis de Meloidogyne spp. Sabe-se que a enzima quitinase tem importante papel 

nessa função (SZABÓ et al., 2012) e, portanto, foi verificado se os microrganismos avaliados 
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apresentariam potencial para produção dessa enzima. O método adotado tem como base a 

inoculação dos fungos em meio basal acrescido de quitina coloidal como fonte de carbono e o 

indicador de pH púrpura de bromocresol. Durante a reação química de hidrólise da quitina, pela 

ação das quitinases, a molécula de N-acetilglicosamina é liberada. Esse açúcar contém 

grupamentos carbonila e imina em sua cadeia. O corante púrpura de bromocresol é aniônico e 

reage com as hidroxilas desses grupamentos. Com a quebra da quitina o pH do meio se eleva e 

ocorre a mudança de coloração, que passa de amarelo (pH < =5) para violeta (pH >5,2 até 6,8) 

(AGRAWAL; KOTASTHANE, 2012). 

 

 

A (IB 01/13), B (IB 04/05), C (IB 07/01), D (IB 15/06), E (IB 18/03), F (IB 19/17), G (IB 22/08), H (IB 28/07), 

I (IB 28/15), J (IB 30/07), K (IB 37/01), L (IB 38/11), M (IB 43/14), N (IB 48/06), O (IB 49/15) e P (IB 51/09). 

(Fonte: A autora) 

 

 

 

No trabalho realizado por Khatri, Tiwari e Bariya (2017) foi utilizado um método similar 

para seleção de linhagens de Trichoderma com potencial quitinolítico. E assim como no 

Figura 25. Isolados de Trichoderma spp. inoculados em meio basal acrescido de quitina coloidal apresentando 

halos de degradação (violeta) após 168 h de incubação em B.O.D. 
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presente estudo, a utilização de meio sólido com indicador de pH se mostrou adequado para 

separar e classificar as cepas produtoras de quitinase. 

As quitinases estão entre as enzimas degradadoras de parede celular juntamente com as 

glucanases e proteases e tem importante função na ação de biocontrole dos isolados de 

Trichoderma, principalmente em relação ao micoparasitismo (Expression regulation of the 

endochitinase chit36 from Trichoderma asperellum (T. harzianum T-203)VITERBO et al., 

2002). Portanto, como os isolados avaliados demonstraram capacidade de produzir quitinase 

em meio sólido, a etapa seguinte consistiu em quantificar a liberação dessas enzimas em meio 

líquido contendo quitina coloidal.  

 

 

5.1.4.3 Ensaio de quantificação de atividade enzimática de quitinase dos 

isolados de Trichoderma spp. 

 

A atividade quitinolítica total foi mensurada pela liberação de açúcares redutores a partir 

da quitina coloidal e foi expressa em termos da concentração de NAGA (mg/ml) liberado em 

meio suplementado com quitina coloidal comercial. A concentração de NAGA liberada variou 

de 0,536 (IB 01/13) a 1,132 (IB 28/07) mg/ml conforme dados apresentados na Tabela 3. Os 

isolados IB 22/08 e IB 28/07 diferiram estatisticamente em relação ao controle equivalente 

(com meio de cultivo), com aumento significativo da atividade enzimática de quitinase, com 

percentuais de 11,5 e 8,4, respectivamente (Figura 26). A curva  padrão de NAGA usada como 

referência para os valores de concentração apresentou R2 = 0,9988. 

No trabalho realizado por Agrawal e Kostasthane (2012) observaram-se números mais 

altos de produção de quitinase e separaram as cepas em categorias de baixa, média e alta 

produção de quitinase. Os valores adotados foram de 30-60mg/ml de NAGA para baixa 

produção, 61-80 mg/ml para média e >81 mg/ml para alta produção. 

De acordo com os critérios adotados pelos autores acima, os isolados avaliados no 

presente estudo não apresentariam o mínimo de concentração de NAGA liberado para serem 

classificados como de baixa produção. Contudo, vale ressaltar que fatores como tipo de 

substrato utilizado, tempo de incubação e as próprias cepas podem influenciar na produção de 

quitinase (RIBEIRO, 2000). Por exemplo, em estudo conduzido utilizando quitinas de 

diferentes origens, observou-se maior produção de quitinases quando o substrato era derivado 

de parede celular de Rhizoctonia (AGRAWAL & KOSTASTHANE, 2012).  
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Em pesquisa onde foi utilizada quitina comercial derivada de casca de camarão (Sigma) 

e cistos de nematoide (Heterodera avenae) como substrato no meio de cultivo, houve maior 

produção de quitinase no meio com quitina comercial (ZHANG et al., 2014). 

Os resultados do presente estudo demonstraram uma baixa produção de quitinases, e isso 

pode ter ocorrido por diversos fatores, como o tempo de incubação no meio líquido, a 

capacidade enzimática das cepas ou até o congelamento dos extratos por longo período antes 

da quantificação. Logo, optou-se por fazer um novo experimento, utilizando um método 

diferente para quantificar a produção enzimática. 

 

 

Tabela 3. Atividade quitinolítica de filtrados de cultura de isolados de Trichoderma crescidos em meio líquido 

suplemetado com quitina coloidal. 

Tratamentos 
Concentração de NAGA 

(mg/ml) 

Controle Meio 0,762 ± 0,004 b 

Controle Água 0,306 ± 0,013 d 

01/13 0,536 ± 0,023 c 

04/05 0,743 ± 0,011 b 

07/01 0,777 ± 0,011 b 

15/06 0,838 ± 0,010 b 

18/03 0,889 ± 0,011 b 

19/17 0,876 ± 0,012 b 

22/08 1,059 ± 0,012 a 

28/07 1,132 ± 0,012 a 

28/15 0,588 ± 0,040 c 

30/07 0,631 ± 0,038 c 

37/01 0,669 ± 0,039 c 

38/11 0,701 ± 0,031 c 

43/14 0,763 ± 0,047 b 

48/06 0,795 ± 0,050 b 

49/15 0,798 ± 0,033 b 

51/09 0,796 ± 0,017 b 

CV% 21 

Os dados originais foram apresentados. Letras iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 

5% de probabilidade. 
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Figura 26. Porcentagem de aumento da concentração de NAGA (N-acetil-D-glucosamina) liberado por 

isolados de Trichoderma em meio contendo quitina coloidal. 

 

 

5.1.4.4 Ensaio de quantificação de quitinase – quitina azure 

 

Neste ensaio foi utilizado quitina azure para quantificação de quitinases liberadas pelos 

isolados de Trichoderma. A quitina azure foi escolhida como substrato por se tratar de um 

método tão sensível e eficiente quanto o método DNS, utilizado anteriormente, com a vantagem 

de ser mais rápido (RAMÍREZ et al., 2004). 

As cepas IB 28/15, IB 37/01, IB 38/11, IB 43/14, IB 48/06, IB 49/15 e IB 51/09 foram 

capazes de produzir mais unidades enzimáticas de quitinase quando comparados ao controle e 

aos controles positivos CMMA1169 e CMMA1170, selecionados para o estudo por serem bons 

produtores de quitinase (Tabela 4). 

Os resultados mostram que os isolados IB 48/06 e IB 43/14 que diferiram 

significativamente do controle quanto a produção de quitinases foram os que mais parasitaram 

ovos de nematoides em escala percentual nos ensaios realizados in vitro. Isso pode demonstrar 

uma relação entre a capacidade de parasitismo e a produção da enzima. 

Cabe ressaltar que, a correlação sinérgica entre antagonismo e a produção de enzimas 

degradadoras de parede celular, nem sempre é existente. Estudos conduzidos por Lopes et al. 

(2012), demonstraram que isolados de Trichoderma asperellum exibiram alta produção de 

enzimas degradadoras de parede celular e baixa capacidade de antagonismo, embora esses 

dados não se aplicaram a produção de quitinase. 
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Tabela 4. Atividade de quitinase de isolados de Trichoderma spp. mensurada utilizando o substrato colorimétrico 

quitina azure. 

Tratamentos Unidade de quitinase* Estatística 

Controle 1 b 

IB01/13 0 c 

IB04/05 0 c 

IB07/01 0 c 

IB15/06 0 c 

IB18/03 0 b 

IB19/17 0 b 

IB22/08 0 c 

IB28/07 0 b 

IB28/15 3 a 

IB30/07 0 b 

IB37/01 3 a 

IB38/11 3 a 

IB43/14 3 a 

IB48/06 4 a 

IB49/15 3 a 

IB51/09 3 a 

CMMA1169 0 b 

CMMA1170 0 b 

CV% 0,6  

*Uma unidade de quitinase se refere ao aumento de 0,01 na absorbância da amostra comparada ao controle. 

Os dados originais foram apresentados. Para análise estatística os dados foram transformados em √x+0,5. Letras 

iguais não distinguem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

A produção de quitinases é uma importante característica para um fungo nematófago, 

pois a quitina constitui a maior parte da casca do ovo (JATALA, 1986), e essas enzimas tem 

função primordial no parasitismo dos ovos (SCHOUTEN, 2016). 

Estudos realizados por Spiegel, Sharon e Chet (2005) demonstraram expressão de 

enzimas quitinolíticas sendo também induzidas na presença de ovos de nematoides, sugerindo 

o envolvimento da substância na penetração da casca dos ovos.  

Portanto, o mais importante atributo que faz de Trichoderma um eficiente antagonista de 

microrganismos que contém quitina é a habilidade de produzir enzimas quitinolíticas. Em 

relação aos nematoides, o processo de parasitismo direto de ovos que é facilitado pelo aumento 

das atividades de quitinases e proteases, pode ser responsável pela redução da infestação de 

nematoides em plantas (SZABÓ et al., 2012). 
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5.2 Ensaios in vivo 

 

5.2.1 Promoção de crescimento 

 

5.2.1.1 1° Ensaio de promoção de crescimento de cana-de-açúcar utilizando 

MPB (mudas pré brotadas) 

 

O ensaio foi conduzido em Campinas/SP, entre junho e agosto de 2015. Após 60 dias de 

cultivo em casa de vegetação, as plantas foram retiradas para obtenção de dados da promoção 

de crescimento. Na Figura 27 pode ser observado o visual das plantas tratadas com os isolados 

IB 04/05, IB 18/03 e IB 19/17 ao final do experimento, comparadas a planta do tratamento 

controle, não tratada. 

Foram avaliados seis parâmetros para a promoção de crescimento das plantas de cana-de-

açúcar (Tabela 5). No parâmetro massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA) dos 14 

isolados de Trichoderma spp. avaliados, seis diferiram estatisticamente do controle. Os isolados 

que se destacaram foram IB 04/05, IB 18/03, IB 19/17, IB 37/01, IB 38/11 e IB 49/15 com 

aumentos de 15, 19, 25, 12, 18, 6 e 22%, respectivamente (Figura 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Aspecto do desenvolvimento das plantas de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000, após 

60 dias em casa de vegetação, tratadas ou não com isolados de Trichoderma spp., no ensaio de promoção 

de crescimento I. (Fonte: A autora) 

 

 

Controle IB 15/06 IB 18/03 IB 19/17  IB 04/05 
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Em relação a massa seca de raízes, não houve diferença entre os tratamentos. Para a 

variável número de folhas a diferença entre os tratamentos também não foi significativa.  

 

 

Tabela 5. Efeito de 14 isolados de Trichoderma spp. na altura da planta em cm (AP), número de folhas (NF), 

número de perfilhos (NP), número de folhas nos perfilhos (NFP), massa de matéria seca da parte aérea em gramas 

(MMSPA) e massa de matéria seca das raízes em gramas (MMSR) da variedade IAC-SP-95-5000 de cana-de-

açúcar, 60 dias após inoculação dos microrganismos do ensaio de promoção de crescimento I. 

Tratamentos AP NF NP NFP MMSPA MMSR* 

 
Controle 21,56 b 7,25 a 3,00 b 11,13 b 7,53 b 5,70 

 

04/05 21,56 b 7,75 a 5,38 a 18,13 a 8,67 a 7,01 
 

07/01 22,00 b 7,25 a 3,88 a 12,75 b 7,47 b 6,25 
 

15/06 20,25 b 6,88 a 4,13 a 15,00 b 7,43 b 5,80 
 

18/03 23,31 a 7,50 a 4,88 a 18,13 a 8,93 a 6,29 
 

19/17 24,00 a 7,88 a 4,25 a 17,63 a 9,45 a 6,49 
 

22/08 21,31 b 7,13 a 2,63 b 11,25 b 7,44 b 6,53 
 

28/07 23,13 a 7,13 a 4,13 a 13,38 b 7,44 b 5,45 
 

28/15 23,44 a 7,50 a 2,75 b 10,75 b 7,36 b 5,67 
 

30/07 23,06 a 8,00 a 3,75 a 12,63 b 7,60 b 5,17 
 

37/01 19,81 b 7,38 a 3,50 b 14,13 b 8,43 a 6,60 
 

38/11 19,81 b 6,25 a 4,88 a 19,00 a 8,86 a 6,98 
 

43/14 21,65 b 7,50 a 2,38 b 7,88 b 6,43 b 5,69 
 

48/06 21,04 b 7,38 a 4,00 a 17,38 a 8,00 b 6,55 
 

49/15 20,75 b 7,50 a 4,50 a 20,50 a 9,20 a 7,04 
 

CV%=  5,9 5,2 18,8 41,13 17,7 18,4 
 

 

Os dados são médias de oito repetições, e o valores originais foram apresentados. Dados relativos a NP, NF 

e NP foram transformados para √(x+0,5). 

Médias seguidas da mesma letra minúscula dentro da coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

* De acordo com o teste F as médias não podem ser consideradas diferentes. 

 

No quesito altura da planta, os isolados que promoveram crescimento foram IB 18/03, IB 

19/17, IB 28/07, IB 28/15 e IB 30/07. Na quantidade de perfilhos somente quatro isolados não 

apresentaram diferenças comparados ao controle. No parâmetro número de folhas nos perfilhos, 

seis isolados diferiram significativamente (IB 04/05, IB 18/03, IB 19/17, IB 38/11, IB 48/06 e 

IB 49/15), conforme dados apresentados na Tabela 5. Dentre todos os isolados avaliados, IB 

18/03 e IB 19/17 se destacaram com aumentos significativos em quatro dos seis parâmetros, 
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sugerindo que estes microrganismos podem ser bons promotores de crescimento para a 

variedade de cana-de-açúcar utilizada. 

  

 

 

 

 

 

5.2.1.2 2° Ensaio de promoção de crescimento de cana-de-açúcar utilizando 

MPB (mudas pré brotadas) 

 

O segundo ensaio de promoção de crescimento foi conduzido em São Paulo, entre 

novembro de 2015 e janeiro de 2016. Diferente do primeiro experimento, neste, o parâmetro 

massa de matéria seca de raízes foi eliminado da avaliação do ensaio. Pode-se observar que sete 

isolados (IB 01/13, IB 18/03, IB 19/17, IB 22/08, IB 30/07, IB 43/14 e IB 48/06) aumentaram 

a massa de matéria seca da parte aérea das plantas, diferindo estatisticamente em relação ao 

controle, onde as plantas não receberam inoculo de microrganismos (Tabela 6).  
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Figura 28. Porcentagem de aumento da massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA) e massa de matéria 

seca de raízes (MMSR) de plantas de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000, 60 dias após tratamento 

com isolados de Trichoderma spp. no ensaio de promoção de crescimento I. 
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Tabela 6. Efeito de 16 isolados de Trichoderma spp. na altura da planta (AP), número de folhas (NF), número de 

perfilhos (NP), número de folhas nos perfilhos (NFP) e massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA) na 

variedade IAC-SP-95-5000 de cana-de-açúcar, 60 dias após inoculação dos microrganismos do ensaio de 

promoção de crescimento II. 

Tratamentos 1AP 1NF** 1NP** 1NFP** 1MMSPA 

 

Controle 23,50 a 6,25 0,00 0,00 2,90 b 
 

01/13 23,06 a 6,25 0,00 0,00 3,44 a 
 

04/05 22,69 a 6,25 0,13 0,50 3,26 b 
 

07/01 20,81 b 5,50 0,00 0,00 3,21 b 
 

15/06 20,06 b 5,50 0,13 0,00 2,94 b 
 

18/03 23,75 a 6,38 0,00 0,00 3,83 a 
 

19/17 23,13 a 6,38 0,00 0,00 3,73 a 
 

22/08 25,50 a 6,88 0,00 0,00 4,31 a 
 

28/07 20,25 b 5,88 0,00 0,00 2,12 c 
 

28/15 21,31 b 5,88 0,13 0,63 3,19 b 
 

30/07 21,88 b 6,25 0,13 0,63 3,52 a 
 

37/01 20,94 b 6,00 0,00 0,00 2,68 c 
 

38/11 23,44 a 6,50 0,00 0,75 3,32 b 
 

43/14 25,00 a 7,00 0,13 1,13 4,28 a 
 

48/06 23,06 a 5,88 0,25 0,00 3,44 a 
 

49/15 20,31 b 6,63 0,00 0,00 3,15 b 
 

51/09 23,00 a 6,25 0,00 0,00 3,09 b 
 

CV%=  5,8 6,6 15,7 44,6 9,7 
 

 

Os dados são médias de oito repetições, e o valores originais foram apresentados. 1Dados relativos a NP, 

NF, NP e MMSPA foram transformados para √(x+0,5). 

Médias seguidas da mesma letra minúscula dentro da coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

** De acordo com o teste F as médias não podem ser consideradas diferentes. 

 

Em relação à altura, os melhores isolados não apresentaram diferença quando comparados 

ao controle, enquanto no parâmetro número de folhas, não houve diferença estatística. As 

variáveis número de perfilhos e número de folhas nos perfilhos foram contabilizadas, mas a 

maioria das plantas não apresentou perfilhamento como mostra a tabela 6, e por este motivo a 

análise estatística não encontrou diferenças entre os tratamentos. Sugere-se que isso possa ter 

ocorrido devido à falta de luminosidade na casa de vegetação quando o ensaio estava em 

andamento, pois sabe-se que a luz é um dos principais fatores que induzem o perfilhamento da 

cana-de-açúcar (MARAFON, 2012; MARIN; JONES, 2014). 
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 A Figura 29 mostra os percentuais de crescimento de parte aérea de cada tratamento em 

relação ao controle. Os valores variaram entre 19 e 49% de aumento, sendo o isolado IB 22/08 

o que apresentou maior porcentagem de aumento das plantas neste ensaio (Figura 30). 

 Os isolados IB 18/03 e IB 19/17, apresentaram resultados positivos nos ensaios 

anteriores, sugerindo eficácia em promover crescimento nesta variedade de cana-de-açúcar. 

 

 

Figura 29. Porcentagem de crescimento da parte aérea de plantas de cana-de-açúcar inoculadas com 

isolados de Trichoderma spp. em relação as plantas do grupo controle do ensaio de promoção de 

crescimento II. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Aspecto do desenvolvimento de plantas de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000 do ensaio 

de promoção de crescimento II, 60 dias após a inoculação do isolado de Trichoderma IB22/08 comparado 

ao tratamento controle, sem adição de microrganismos. (Fonte: A autora) 
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5.2.1.3 3° Ensaio de promoção de crescimento de cana-de-açúcar utilizando 

MPB (mudas pré brotadas) 

 

Este ensaio foi conduzido em São Paulo, entre novembro de 2016 e janeiro de 2017, e 

como nos demais ensaios de promoção de crescimento, as plantas foram retiradas após 60 dias 

para avaliação do experimento.  

Os parâmetros número de folhas, número de perfilhos e número de folhas nos perfilhos 

não apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos. Assim como no segundo ensaio 

de promoção de crescimento as plantas não perfilharam, possivelmente pela deficiência de 

incidência solar dentro da casa de vegetação (Figura 31).  

 

 

 

 

 

Na Tabela 7 encontram-se os resultados de todas as variáveis avaliadas no ensaio e 

podemos observar que em relação a massa de matéria seca da parte aérea nenhum isolado de 

Trichoderma apresentou diferença estatística em relação ao controle na promoção de 

crescimento, mesmo com aumentos de até 16,62% (Figura 32). Dentre eles, os isolados que se 

Controle IB 49/15 IB 43/14 IB 51/09 

Figura 31. Aspecto do desenvolvimento das plantas de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-

5000 do ensaio de promoção de crescimento III, 60 dias após a inoculação dos isolados de 

Trichoderma comparados ao tratamento controle, sem adição de microrganismos. (Fonte: A 

autora) 

 



84 
 

igualaram estatisticamente ao controle IB 04/05, IB 37/01 e IB 38/11 apresentaram bons 

resultados no primeiro ensaio de promoção de crescimento e o IB 48/06 mostrou eficácia no 

segundo ensaio.  

No parâmetro altura da planta nenhum isolado de Trichoderma spp. se destacou em 

relação ao controle.  

 

Tabela 7. Efeito de 16 isolados de Trichoderma spp. na altura da planta (AP), número de folhas (NF), número de 

perfilhos (NP), número de folhas nos perfilhos (NFP) e massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA) na 

variedade IAC-SP-95-5000 de cana-de-açúcar, 60 dias após inoculação dos microrganismos do ensaio de 

promoção de crescimento III. 

Tratamentos AP 1NF** 1NP** 1NFP** MMSPA 

 
Controle 22,19 a 6,00 0,38 1,25 3,25 a 

 

01/13 22,75 a 6,13 0,00 0,00 2,94 b 
 

04/05 21,31 a 6,13 0,13 0,63 3,42 a 
 

07/01 20,13 a 5,75 0,00 0,00 3,16 a 
 

15/06 20,13 b 5,63 0,25 0,88 2,81 b 
 

18/03 19,94 b 6,25 0,13 0,63 2,97 b 
 

19/17 20,63 b 6,25 0,00 0,00 2,79 b 
 

22/08 21,25 a 6,13 0,00 0,00 3,00 b 
 

28/07 19,50 b 5,50 0,13 0,75 2,70 b 
 

28/15 17,94 b 5,13 0,00 0,00 2,24 b 
 

30/07 20,69 b 5,88 0,13 0,75 2,88 b 
 

37/01 21,94 a 6,63 0,00 0,00 3,15 a 
 

38/11 20,75 b 6,00 0,13 0,50 3,43 a 
 

43/14 19,13 b 5,88 0,13 0,50 2,67 b 
 

48/06 23,13 a 6,13 0,00 0,00 3,79 a 
 

49/15 21,31 a 5,63 0,00 0,00 2,92 b 
 

51/09 22,19 a 6,25 0,00 0,00 3,67 a 
 

CV%=  12,6 6,9 51 19,8 9,4 
 

 

Os dados são médias de oito repetições, e o valores originais foram apresentados. 1Dados relativos a NP, 

NF, NP e MMSPA foram transformados para √(x+0,5). 

Médias seguidas da mesma letra minúscula dentro da coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

** De acordo com o teste F as médias não podem ser consideradas diferentes. 
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Figura 32. Porcentagem de crescimento da parte aérea de plantas de cana-de-açúcar inoculadas com 

isolados de Trichoderma spp. em relação as plantas do grupo controle do ensaio de promoção de 

crescimento III. 

 

 

Nota-se que as plantas do primeiro ensaio realizado em Campinas apresentaram maior 

massa de matéria seca em relação aos dois outros ensaios, conduzidos na cidade São Paulo. As 

médias de temperaturas registradas em Campinas e na cidade de São Paulo nos períodos dos 

ensaios foram de 20,3 °C no primeiro experimento, 22,3 °C no segundo e 21,7 °C no último 

ensaio, portanto não houve uma grande variação que possa ter influenciado no crescimento das 

plantas (IAG/USP, 2016, 2017; UNICAMP, 2015). Porém, a incidência de radiação solar na 

casa de vegetação em Campinas é muito maior do que na casa de vegetação de São Paulo, que 

estava bastante sombreada devido a presença de muitas árvores no seu entorno. A questão da 

luminosidade pode ter sido o fator responsável por estes resultados, afinal, a cana-de-açúcar é 

uma planta que precisa de muito sol para o seu pleno desenvolvimento, e isso inclusive afeta o 

perfilhamento, variável que apresentou bastante diferenças entre os experimentos (MARAFON, 

2012). 

Apesar do fator ambiental interferir nos resultados, quando analisamos o comportamento 

dos isolados de Trichoderma na interação com as plantas de cana-de-açúcar podemos observar 

que as cepas IB 18/03 e IB 19/17 se destacaram apresentando bons resultados no aumento da 

massa seca da parte aérea em pelo dois dos três ensaios realizados.  

Para as demais variáveis somente no primeiro ensaio os isolados apresentaram resultados 

positivos, demonstrando a importância da incidência solar para esta cultura.   
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 Fungos do gênero Trichoderma tem a capacidade de se associar com diversas culturas 

como soja, feijão, tomate e pepino e beneficiá-las com o aumento do crescimento (BONONI et 

al., 2020; FONTENELLE et al., 2011; HADDAD et al., 2017; PEDRO et al., 2012; SILVA, et 

al., 2011).  

 O maior crescimento vegetal proporcionado pelas cepas de Trichoderma é 

frequentemente relacionado a mudanças na composição da microflora das raízes, maior 

absorção de nutrientes, incluindo nitrogênio, maior solubilização de nutrientes do solo, aumento 

no desenvolvimento radicular, aumento da formação de pelos radiculares e enraizamento mais 

profundo (HARMAN, 2006).  

Isolados de T. virens e T. atroviride foram inoculados em mudas de Arabidopsis e foi 

verificado o efeito dos microrganismos no papel da auxina na regulação do crescimento e 

desenvolvimento durante a interação. Os dois fungos utilizados foram capazes de promover o 

crescimento das mudas e aumentaram significativamente o número de raízes laterais. Para 

avaliar a interferência de T. virens no papel da auxina os autores utilizaram plantas mutantes 

defeituosas no transporte ou resposta da auxina e compararam com plantas selvagens inoculadas 

ou não com o fungo. Após cinco dias da inoculação as plantas selvagens apresentaram aumento 

de 62% no peso fresco dos brotos das mudas em comparação as plantas não inoculadas, 

enquanto as mutantes apresentaram respostas nulas ou diminuídas na promoção de crescimento 

pelo fungo. Dessa forma foi demonstrado que a inoculação com T. virens aumentou a expressão 

gênica regulada por auxina tendo importante papel na sinalização da auxina para a promoção 

de crescimento de plantas (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009). 

No trabalho realizado por Romão-Dumaresq et al. (2016), os autores não encontraram 

alterações na massa de matéria seca da parte aérea e raízes quando inocularam em cana-de-

açúcar dois tipos de T. virens, um selvagem e outro geneticamente modificado, quando 

comparados ao tratamento testemunha. Embora os isolados não tenham alterado nenhum 

parâmetro em relação ao crescimento, eles colonizaram de forma endofítica o sistema radicular 

das plantas, sugerindo que podem interagir com o hospedeiro protegendo-o da invasão de 

patógenos e/ou promovendo indução de resistência. 

O efeito benéfico de diferentes microrganismos aplicados em cana-de-açúcar foi 

demonstrado no trabalho conduzido por Yadav et al., (2009). A aplicação de T. viride junto 

com palhada na cana-de-açúcar soca aumentou os teores de C orgânico, P disponível e biomassa 

microbiana no solo. Ademais, observou-se um efeito sinérgico com a cobertura morta na 
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promoção de crescimento das plantas e decomposição dos resíduos, quando comparados com 

aplicação do fungo com a queima ou a remoção da cobertura.  

Espécies de Trichoderma tem habilidade de promover o crescimento de diversas plantas, 

embora para algumas culturas especificamente nota-se uma grande variação nos resultados 

principalmente em relação ao crescimento e isso pode ser associado a especificidade na 

interação fungo-planta, como ocorre com a cultura do milho (HARMAN, 2006).  

Portanto, ao selecionar um agente de biocontrole ou promotor de crescimento para 

determinada cultura, priorizar um microrganismo que apresente forte simbiose com a planta de 

interesse é tão importante quanto as características intrínsecas da cepa, como solubilizar 

nutrientes ou micoparasitar agentes patogênicos. 

 

 

5.2.2 Colonização radicular 

 

5.2.2.1 Avaliação da colonização radicular da cana-de-açúcar por isolados de 

Trichoderma nos ensaios de promoção de crescimento 

 

Ao final de cada um dos três ensaios de promoção de crescimento as raízes das plantas 

foram retiradas e plaqueadas em meio de cultura contendo antibióticos para análise da 

colonização radicular pelos isolados de Trichoderma. Como pode ser observado nas Figura 

33Figura 34 eFigura 35, todos os isolados de Trichoderma spp. utilizados nos ensaios de 

promoção de crescimento foram capazes de colonizar as raízes da variedade de cana-de-açúcar 

utilizada e sobreviver no substrato durante o período dos experimentos. 

A colonização radicular e a competência rizosférica são habilidades que permitem que 

fungos do gênero Trichoderma façam simbiose com a plantas. É por meio do sistema radicular 

que a interação fungo-planta ocorre e essa comunicação pode desencadear benefícios como a 

promoção de crescimento e indução das defesas da planta (SZCZECH et al., 2017). 

A colonização das raízes de diversas plantas por Trichoderma induz mudanças na 

fisiologia e no metabolismo das plantas, alterando o conteúdo de hormônios, açúcares solúveis, 

compostos fenólicos e aminoácidos, taxa fotossintética, transpiração e quantidade de água sem 

causar danos aos tecidos vegetais (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2016). 

Portanto, com base nos resultados obtidos no presente estudo, todos os isolados avaliados 

nos experimentos de promoção de crescimento podem colonizar o sistema radicular da 
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variedade de cana-de-açúcar IAC-SP-95-5000, embora nem todos tenham promovido 

crescimento significativo das plantas nas condições avaliadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: controle; B: IB 04/05; C: IB 07/01; D: IB 15/06; E: IB18/03; F: IB 19/17; G: IB 22/08; H: IB 28/07; I: 

IB 28/15; J: IB 30/07; K: IB 37/01; L: IB 38/11; M: IB 43/14; N: IB 48/06; O: IB 49/15. (Fonte: A autora) 
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Figura 33. Fragmentos de raízes de cana-de-açúcar colonizadas por isolados de Trichoderma spp. no ensaio 

de promoção de crescimento I.  
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A: controle; B: IB 01/13; C: IB 04/05; D: IB 07/01; E: IB 15/06; F: IB18/03; G: IB 19/17; H: IB 22/08; I: 

IB 28/07; J: IB 28/15, K: IB 30/07; L: IB 37/01; M: IB 38/11; N: IB 43/14; O: IB 48/06; P: IB 49/15; Q: 

IB 51/09.  

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Fragmentos de raízes de cana-de-açúcar colonizadas por isolados de Trichoderma spp. no ensaio 

de promoção de crescimento II. (Fonte: A autora)  

A B C D 

E F 

I 

H G 

J K L 

M N O P 

Q 



90 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: controle; B: IB 01/13; C: IB 04/05; D: IB 07/01; E: IB 15/06; F: IB18/03; G: IB 19/17; H: IB 22/08; I: 

IB 28/07; J: IB 28/15; K: IB 30/07; L: IB 37/01; M: IB 38/11; N: IB 43/14; O: IB 48/06; P: IB 49/15; Q: 

IB 51/09. 
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Figura 35. Fragmentos de raízes de cana-de-açúcar colonizadas por isolados de Trichoderma spp. no ensaio 

de promoção de crescimento III. (Fonte: A autora) 
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5.2.2.2 Isolado IB 49/15 na colonização de raízes de cana-de-açúcar 

 

Após o plaqueamento em meio de cultura BDA com antibióticos pôde-se observar que as 

raízes apresentaram crescimento fúngico com aspecto de Trichoderma em todas as amostras a 

partir do primeiro dia de análise, conforme a Figura 36. Pode-se presumir que todas as colônias 

crescidas são do fungo inoculado pois o substrato no qual as plantas cresceram foi previamente 

autoclavado. Esse resultado demonstra a alta velocidade com que o isolado cresceu e colonizou 

o sistema radicular das plantas de cana-de-açúcar da variedade IAC-SP-95-5000.  
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Figura 36. Aspecto das raízes de cana-de-açúcar plaqueadas em meio BDA com antibióticos 

tratadas com o isolado IB 49/15 com 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias após a inoculação. (Fonte: A autora) 
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 Algumas cepas de Trichoderma apresentam comportamento endofítico em certas 

culturas (BAE et al., 2011; ZHANG et al., 2007), por isso no presente estudo foi realizado a 

esterilização superficial das raízes de cana-de-açúcar para verificar se o isolado IB 49/15 

poderia colonizar esta variedade endofiticamente.  

Os resultados mostram que houve crescimento fúngico a partir das raízes esterilizadas 

(Figura 37), sugerindo que este isolado pode apresentar comportamento endofítico na variedade 

vegetal avaliada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 No trabalho realizado por Xia et al. (2011), os autores encontraram seis espécies de 

Trichoderma colonizando epifítica e endofíticamente raízes de banana. Dentre estes, quatro 

espécies, T. asperellum, T. brevicompactum, T. virens, e Hypocrea lixii foram encontradas 

vivendo como endofíticos no sistema radicular das plantas. Os autores observaram que certas 

cepas de T. asperellum e T. virens só eram encontradas na superfície das raízes enquanto outras 

somente endofiticamente, sugerindo que esse comportamento é relativo ao isolado que pode se 

adaptar a microambientes dentro e fora do sistema radicular.  

 

  

1 dia 3 dias 5 dias 

7 dias 9 dias 11 dias 

Figura 37. Raízes de cana-de-açúcar tratadas com o isolado IB 49/15 por diferentes períodos, 

submetidas a esterilização superficial com hipoclorito de sódio (1%), plaqueadas em meio 

BDA com antibióticos. (Fonte: A autora) 
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5.2.3 Controle biológico 

 

5.2.3.1  Ensaio de avaliação de Trichoderma spp. no controle de M. incognita 

em cana-de-açúcar, em casa de vegetação  

 

Neste ensaio todos os isolados avaliados foram capazes de diminuir o número de ovos e 

a população total de M. incognita nas plantas de cana-de-açúcar (Tabela 8). O isolado IB 22/08 

apresentou porcentagens de redução de ovos e nematoides totais (ovos + J2) de 91 e 89,6%, 

respectivamente (Figura 38 e Figura 39). Quanto a redução de J2 isoladamente não houve 

diferença estatística entre os tratamentos.  

 

Tabela 8. Médias da massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA) de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP 95-

5000, em gramas e estimativa do número de ovos e juvenis e população de nematoides totais (NT) de Meloidogyne 

incognita presentes nas raízes das plantas tratadas ou não com isolados de Trichoderma spp, após 365 dias do 

ensaio de controle biológico. 

Tratamentos MMSPA Nº Ovos  Nº J2 NT 

Controle Branco 19,08 a 0 b 0 0 b 

Testemunha 11,20 b 2119 a 1009 a 3128 a 

IB 07/01 13,75 b 423 b 150 a 573 b 

IB 18/03 17,83 a 219 b 126 a 345 b 

IB 19/17 21,44 a 297 b 49 a 346 b 

IB 22/08 8,96 b 195 b 129 a 324 b 

IB 38/11 14,60 b 257 b 71 a 328 b 

CV% 25,92 37 99 39 

Os dados são médias de cinco repetições, e o valores originais foram apresentados. 1Dados relativos a 

número de ovos, número de J2 e NT, foram transformados para √(x+0,5). 

Médias seguidas da mesma letra minúscula dentro da coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

No quesito crescimento, os resultados mostram que os isolados IB 18/03 e IB 19/17 

protegeram as plantas contra o efeito dos nematoides e apresentaram incremento na massa de 

matéria seca quando comparadas com as plantas do tratamento testemunha, que receberam 

apenas o inóculo de nematoides. Os efeitos benéficos dos fungos para as plantas resultaram em 

aumentos de até 91,4% de crescimento em comparação as plantas do tratamento testemunha 

(Figura 40). 
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Figura 38. Porcentagem de redução de ovos e de juvenis de segundo estádio de Meloidogyne incognita 

extraídos de plantas de cana-de-açúcar tratadas com isolados de Trichoderma spp. em relação as plantas do 

tratamento testemunha (sem adição de antagonistas) após 365 dias de cultivo. 

 

 

 

 

 

Figura 39. Porcentagem de redução da população total de Meloidogyne incognita extraída de plantas de 

cana-de-açúcar tratadas com isolados de Trichoderma spp. em relação as plantas do tratamento testemunha 

(sem adição de antagonistas) após 365 dias de cultivo. 
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Figura 40. Porcentagem de crescimento da parte aérea de plantas de cana-de-açúcar inoculadas com 

Meloidogyne incognita e tratadas ou não com isolados de Trichoderma spp. no ensaio de controle biológico 

II. 

 

 

Um maior período de experimento certamente influenciou os resultados obtidos. Alguns 

trabalhos com nematoides de galha em cana-de-açúcar são conduzidos por maior tempo, pois o 

gênero Meloidogyne normalmente não se desenvolve muito bem em condições de vaso 

(VASCONCELOS; MIRANDA, 2011) e talvez por este motivo seja necessário maior tempo 

para os parasitos infectarem as raízes e se multiplicarem. 

A infecção por fitonematoides provoca diversos efeitos maléficos nas plantas, 

principalmente em relação ao desenvolvimento pois os fitoparasitos danificam o sistema 

radicular e desviam a água e os nutrientes para a própria nutrição (OLIVEIRA, 2007).  

Os resultados relativos ao controle biológico se mostraram promissores com uma redução 

da população do fitoparasito que variou entre 81,7 e 89,6%. 

Trichoderma pode utilizar diferentes mecanismos de ação para controlar os nematoides 

nas plantas, dentre eles os de ordem direta como parasitismo de ovos e juvenis (SHARON; 

CHET; SPIEGEL, 2009), produção de metabólitos tóxicos (ZHANG et al., 2017) e os de ordem 

indireta como indução de resistência na planta hospedeira (MARTÍNEZ-MEDINA et al., 

2017).  

No trabalho realizado por Freitas et al. (2012), três cepas de Trichoderma apresentaram 

alta capacidade em reduzir o índice de galhas enquanto seis isolados afetaram a multiplicação 
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dos nematoides reduzindo o fator de reprodução de M. incognita em cana-de-açúcar. Os autores 

atribuíram os resultados a produção de toxinas, modificações dos exsudados radiculares e a 

indução de resistência. 

Nos ensaios anteriores, algumas cepas demonstraram habilidade em parasitar ovos de M. 

incognita in vitro, porém, os isolados avaliados no biocontrole não foram os que apresentaram 

o maior percentual de parasitismo nos testes em placas de Petri, mas apresentaram resultados 

expressivos no controle dos nematoides na planta.  

Os resultados aqui apresentados sugerem que as cepas de Trichoderma podem apresentar 

comportamentos distintos em condições in vivo e in vitro, e isto pode ocorrer devido a 

complexidade do sistema planta-patógeno-antagonista e as interações resultantes dessa tríade. 

Por isso os testes in vivo são tão importantes, pois podem validar ou não os resultados obtidos 

in vitro para a seleção de agentes de controle biológico.  

Além da capacidade de controlar os patógenos/parasitas, Trichoderma tem a habilidade 

de promover o crescimento de diversas culturas vegetais como soja, alface, ervilha, tomate, 

canola e flores ornamentais (DOMENICO et al., 2013; MARRA et al., 2019; OUSLEY; 

LYNCH; WHIPPS, 1993; VINALE et al., 2008), e essa habilidade foi constatada no presente 

estudo. 

Os resultados da massa da parte aérea das plantas no presente ensaio mostram que os 

isolados de Trichoderma IB 18/03 e IB 19/17 foram capazes de promover o crescimento das 

plantas. A diferença entre os experimentos de controle biológico e promoção de crescimento 

foi a duração, então pode-se sugerir que a interação entre Trichoderma e essa variedade de 

cana-de-açúcar dependa de mais tempo para se concretizar e proporcionar os devidos benefícios 

para a cultura, como a melhora no desenvolvimento. 

No trabalho realizado por Singh et al. (2010) utilizando-se um isolado de Trichoderma 

harzianum em cana-de-açúcar, após quase um ano de cultivo, as plantas foram colhidas e os 

resultados demonstraram um aumento de 23% no rendimento da cultura, atribuídos ao aumento 

da absorção de nutrientes como nitrogênio, fósforo e potássio e alguns micronutrientes como 

cobre, manganês, ferro e zinco que foram também avaliados.  

Algumas cepas de Trichoderma podem incrementar o aumento de cana-de-açúcar 

inclusive em condições de déficit hídrico, como mostrado no trabalho de Scudeletti et al. 

(2021), no qual utilizaram uma cepa comercial de Trichoderma asperellum em plantas de cana-

de-açúcar e verificaram que o fungo promoveu aumento da taxa fotossintética, maior eficiência 

no uso da água, mudanças no metabolismo antioxidante das plantas, bem como maior 
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desenvolvimento radicular e dos colmos. Esses resultados validaram a cepa de Trichoderma 

utilizada como promotora de crescimento e protetora contra estresse abiótico em cana-de-

açúcar. 

 

 

5.2.3.2 Ensaio de avaliação de Trichoderma spp. no controle de M. javanica 

em cana-de-açúcar, em casa de vegetação - I 

 

Como pode ser observado na Tabela 9, houve diferença estatística quanto a massa seca 

da parte aérea das plantas de cana-de-açúcar (MMSPA) e na massa de matéria fresca das raízes 

(MMFR). O isolado de Trichoderma IB 07/01 promoveu o crescimento das plantas mesmo na 

presença do nematoide e estatisticamente se igualou com o tratamento controle branco, no qual 

não foi inoculado nenhum microrganismo.  

Em três tratamentos houve aumento da massa de raízes em comparação ao controle 

branco. Os tratamentos testemunha (inoculado somente com nematoides), IB 07/01 e IB 28/07 

apresentaram maior peso de raízes com aumentos de até 108%. 

Em relação ao número de perfilhos (NP), três isolados (IB 07/01, IB 18/03 e IB 49/15) se 

igualaram ao controle branco favorecendo o aumento do perfilhamento das plantas.  

Quanto aos parâmetros número de folhas (NF) e população de nematoides total (NT) não 

houve diferença estatística entre os tratamentos.  

A baixa população de nematoides nas plantas do tratamento testemunha levantou o 

questionamento sobre uma possível resistência da variedade de cana-de-açúcar utilizada. Mas 

este resultado confrontava os tratamentos que obtiveram fator de reprodução >1,00 (Figura 41), 

o que indica que as plantas não apresentam resistência ao nematoide inoculado.  
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Tabela 9. Médias da massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), massa de matéria fresca das raízes (MMFR) 

em gramas, número de folhas (NF), número de perfilhos (NP) e população de nematoides presentes em cana-de-

açúcar, variedade IAC-SP 95-5000, infestadas ou não com Meloidogyne javanica e tratadas ou não com isolados 

de Trichoderma spp. no ensaio de controle biológico I. 

Tratamentos MMSPA MMFR NF** NP* NT** 

Controle Branco 15 a 35 b 4 a 3 a 0 

Testemunha 14 b 54 a 4 a 1 b 1587 a 

IB 07/01 16 a 73 a 4 a 3 a 3603 a 

IB 18/03 13 b 46 b 4 a 3 a 5216 a 

IB 28/07 13 b 65 a 4 a 1 b 5236 a 

IB 43/14 13 b 36 b 4 a 2 b 2961 a 

IB 48/06 13 b 41 b 4 a 1 b 3239 a 

IB 49/15 11 b 30 b 4 a 2 a 3516 a 

CV% 10 27 15 22 121 

Os dados são médias de cinco repetições, e o valores originais foram apresentados. *Dados relativos a NP, 

foram transformados para √(x+0,5). 

Médias seguidas da mesma letra minúscula dentro da coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

**De acordo com o teste F as médias não podem ser consideradas diferentes.  

 

 

Figura 41. Fator de reprodução de Meloidogyne javanica em plantas de cana-de-açúcar variedade IAC-SP-

95-5000, tratadas ou não com isolados de Trichoderma spp. 

 

Outro fato que poderia justificar os resultados obtidos seria a viabilidade do inóculo de 

M. javanica utilizado. Porém o controle positivo de tomateiros da variedade ‘‘Rutgers’’ 

utilizado como padrão de viabilidade apresentou alta infestação dos parasitos, confirmando a 

viabilidade do inóculo (Figura 42).  
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Figura 42. Número total de Meloidogyne javanica (ovos e J2) recolhidos de raízes de cana-de-açúcar 

tratadas ou não com isolados de Trichoderma spp. e de tomateiros ‘Rutgers’ utilizados como padrão de 

viabilidade no ensaio de controle biológico I. 

 

 

5.2.3.3 Ensaio de avaliação de Trichoderma spp. no controle de M. javanica 

em cana-de-açúcar, em casa de vegetação - II 

 

Como pode ser observado na Tabela 10, houve diferença estatística quanto a massa seca 

da parte aérea (MMSPA) das plantas de cana-de-açúcar. Os isolados IB 07/01 e IB 43/14 

favoreceram o crescimento da parte aérea mesmo na presença dos fitoparasitos. Esses isolados 

conferiram 34 e 63% de aumento nas plantas de cana-de-açúcar (Figura 43), respectivamente. 

O controle químico prejudicou o crescimento das plantas com um déficit de 37% em 

comparação com o tratamento testemunha inoculado somente com os nematoides. Em relação 

a massa de matéria fresca das raízes não houve diferença estatística entre os tratamentos. 

Os isolados IB 49/15 e IB 48/06 juntamente com o controle químico apresentaram 

redução no número de ovos de M. javanica no sistema radicular das plantas, diferindo 

estatisticamente dos demais tratamentos com valores de 31, 64 e 89% de diminuição em relação 

ao tratamento testemunha (Figura 44). 

 

 

 

 

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000
79484

1587 3603 5216 5236 2961 3239 3516

Número de nematoides em cana-de-açúcar

Número de nematoides



100 
 

Tabela 10. Médias da massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), massa de matéria fresca das raízes (MMFR) 

em gramas, número de ovos, número de juvenis de segundo estádio e população de nematoides totais (NT) 

presentes em cana-de-açúcar, variedade IAC-SP 95-5000, infestadas ou não com Meloidogyne javanica e tratadas 

ou não com isolados de Trichoderma spp. no ensaio de controle biológico II. 

Tratamentos MMSPA* MMFR* Nº Ovos* Nº J2* NT* 

Controle Branco 34 b 91 a 0 0 0 

Testemunha 35 b 100 a 1382 b 2033 a 3414 b 

Controle Químico 22 c 80 a 146 c 169 b 315 c 

IB 07/01 47 a 129 a 5101 a 1987 a 7088 a 

IB 18/03 30 b 100 a 5563 a 2014 a 7576 a 

IB 28/07 42 b 114 a 2611 b 2205 a 4817 a 

IB 43/14 58 a 100 a 1726 b 1103 a 2829 b 

IB 48/06 13 c 59 a 495 c 2048 a 2543 b 

IB 49/15 32 b 94 a 950 c 1006 a 1956 b 

CV% 19 17 70 42 47 

Os dados são médias de sete repetições, e o valores originais foram apresentados. *Os dados foram 

transformados para √(x+0,5) para análise estatística. 

Médias seguidas da mesma letra minúscula dentro da coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 

Figura 43. Porcentagem de aumento da massa de matéria seca da parte aérea e massa de matéria fresca de 

raízes de plantas de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000, inoculadas com Meloidogyne javanica, 

tratadas ou não com isolados de Trichoderma ou Carbofuram no ensaio de controle biológico II. 

 

Em relação aos juvenis somente o controle químico reduziu o número de J2 nas plantas 

conforme dados da Tabela 10. Os outros tratamentos não apresentaram diferenças 

significativas. 
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Figura 44. Porcentagem de redução de ovos e juvenis de segundo estádio de Meloidogyne javanica 

extraídos de plantas de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000, tratadas ou não com isolados de 

Trichoderma spp. ou Carbofuram no ensaio de controle biológico II. 

 

Na análise da população total de nematoides, o tratamento mais significativo foi o 

controle químico (Carbofuram), com redução de 91% dos fitoparasitos. Os isolados IB 43/14, 

IB 48/06 e IB 49/15 embora tenham reduzido a população de M. javanica não diferiram em 

relação às plantas do tratamento testemunha, e os para os demais tratamentos houve o 

favorecimento da multiplicação dos fitonematoides  

Figura 45). 
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Figura 45. Porcentagem de redução da população total de Meloidogyne javanica extraídos de plantas de 

cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000, tratadas ou não com isolados de Trichoderma spp. ou 

Carbofuram no ensaio de controle biológico II. 

 

 

5.2.3.4 Ensaio de avaliação de Trichoderma spp. no controle de M. javanica 

em cana-de-açúcar, em casa de vegetação - III 

 

Houve perda de muitas parcelas neste experimento. As plantas foram transportadas de 

São Paulo até Campinas para a montagem do ensaio, e isso ocasionou certo estresse às plantas 

e algumas não se recuperaram ao longo do ensaio. Portanto, a análise estatística foi realizada 

com diferentes números de repetições em cada tratamento.  

Na Tabela 11 podem ser observados os resultados do experimento. Os tratamentos 

diferiram em relação a MMSPA das plantas. Nenhum isolado promoveu crescimento maior do 

que os observados nos tratamentos controle branco e testemunha, embora as cepas de 

Trichoderma IB 18/03, IB 28/07 e IB 49/15 tenham favorecido as plantas em 35, 21 e 26% de 

aumento em relação a testemunha, respectivamente (Figura 46).  

No parâmetro MMFR os isolados citados acima se destacaram com aumentos 

significativos no peso do sistema radicular das plantas alcançando percentuais de 35, 27 e 19% 

quando comparados ao tratamento testemunha, inoculado somente com nematoides.  

 

 

 

-150

-100

-50

0

50

100 91

-108
-122

-41

17 26
43

Percentual de redução de M. javanica em cana-
de-açúcar



103 
 

Tabela 11. Médias da massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), massa de matéria fresca das raízes (MMFR) 

em gramas, número de ovos, número de juvenis de segundo estádio e população de nematoides totais (NT) 

presentes em cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000, infestadas ou não com Meloidogyne javanica e tratadas 

ou não com isolados de Trichoderma spp. no ensaio de controle biológico III. 

Tratamentos MMSPA* MMFR* Nº Ovos*  Nº J2* NT* 

Controle Branco 17,5 b 71,5 a 0 0 0 

Testemunha 18,5 b 79,0 a 2245 b 269 a 2514 a 

IB 07/01 9,77 a 38,6 a 4510 b 122 a 4632 a 

IB 18/03 24,8 b 106,3 b 2269 b 237 a 2506 a 

IB 28/07 22,3 b 100,2 b 2406 b 358 a 2764 a 

IB 43/14 15,3 a 62,6 a 323 a 211 a 534 a 

IB 48/06 20,3 b 78,5 a 4926 b 1085 b 6011 a 

IB 49/15 23,3 b 93,9 b 5580 b 149 a 5729 a 

CV% 12 28 77 56 73 

Os valores originais foram apresentados. *Os dados foram transformados para √(x+0,5) para análise 

estatística. 

Médias seguidas da mesma letra minúscula dentro da coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
  

 

 

Figura 46. Porcentagem de aumento da massa de matéria seca da parte aérea (MMPSA) e massa de matéria 

fresca de raízes (MMFR) de plantas de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000, inoculadas com 

Meloidogyne javanica, e tratadas ou não com Trichoderma spp. no ensaio de controle biológico III. 
 

 

Na análise dos parâmetros de controle biológico, o isolado IB 43/14 diferiu dos demais 

tratamentos reduzindo o número de ovos de M. javanica nas raízes das plantas de cana-de-

açúcar em 86% (Figura 47). 

Conforme a análise estatística não houve diferenças em relação ao número de J2 e 
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apresentaram diferenças expressivas, como redução de J2 de 55 e 45% pelos isolados IB 07/01 

e IB 49/15 e redução de 72% (Figura 48) dos nematoides totais pelo isolado IB 43/14, quando 

comparados a testemunha. Possivelmente a alta variância dos dados dentro dos tratamentos seja 

a responsável pela falta de diferença significativa. 

 

 

Figura 47. Porcentagem de redução de ovos e juvenis de segundo estádio de Meloidogyne javanica 

extraídos de plantas de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000, tratadas ou não com isolados de 

Trichoderma spp. no ensaio de controle biológico III. 
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Figura 48. Porcentagem de redução da população total de Meloidogyne javanica extraídos de plantas de 

cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000, tratadas ou não com isolados de Trichoderma spp. no ensaio 

de controle biológico III. 

 

  

Segundo os resultados dos ensaios de controle biológico apresentados, nenhum isolado 

de Trichoderma conseguiu reduzir a população de M. javanica das raízes das plantas de cana-

de-açúcar. O tempo de permanência do primeiro experimento de 60 dias pode ter sido 

relativamente curto. E por essa razão os nematoides se multiplicaram pouco nas plantas. Outros 

estudos utilizando cana-de-açúcar em avaliações de suscetibilidade ou controle de nematoides 

permaneceram pelo menos 110 dias antes da colheita e avaliação (BARBOSA et al., 2009; 

BELLÉ et al., 2017). Por esta razão os demais experimentos foram conduzidos por um período 

maior. 

O isolado IB 07/01 conseguiu auxiliar na promoção de crescimento em dois dos três 

ensaios realizados, demonstrando capacidade mesmo frente aos fitoparasitos. Essa 

característica de Trichoderma pode não ser de importância primária no biocontrole de doenças, 

mas juntamente com outras como aumento do crescimento da raiz, da resistência a estresses 

bióticos e abióticos e mudanças no estado nutricional da planta podem contribuir para tornar a 

planta mais resistente ou tolerante as doenças (HOWELL, 2003).  

Nos ensaios realizados, o isolado IB 28/07 incrementou o peso das raízes em dois 

experimentos. Esse aumento pode ajudar a planta ao mesmo tempo que pode favorecer a 

multiplicação dos nematoides, visto que a oferta de sítios de alimentação se torna maior. 

Embora na prática, durante uma intensa presença de nematoides, o maior peso das raízes pode 
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ser devido a própria infestação, pois as plantas emitem raízes laterais para tentar melhorar a 

absorção de água e nutrientes (FREITAS et al., 2012). Da mesma forma, como Trichoderma 

pode favorecer o aumento radicular das plantas, modificando a arquitetura do sistema com 

crescimento de raízes laterais (RAMÍREZ-VALDESPINO; CASAS-FLORES; OLMEDO-

MONFIL, 2019), processo que pode ser mediado por auxinas e etileno (CONTRERAS-

CORNEJO et al., 2009). 

 Como já citado, nenhum isolado conseguiu reduzir a população de nematoides nas raízes 

de cana-de-açúcar nos três ensaios de controle biológico de M. javanica realizados. Porém, nos 

experimentos II e III pode-se observar redução no número de ovos. No entanto, no valor total 

(soma de ovos e J2) não houve controle do fitoparasito por parte das cepas avaliadas. 

A reaplicação dos isolados poderia ter sido considerada, mas a duração dos experimentos 

não justificaria a incorporação de mais uma carga microbiana. No cultivo da cana-de-açúcar 

em campo, a aplicação de Trichoderma é feita no sulco de plantio, e após o primeiro corte é 

feita a reaplicação do fungo na chamada cana soca. Normalmente essas duas aplicações durante 

a safra são suficientes para incrementar o crescimento e proteger contra patógenos (SINGH et 

al., 2010; SRIVASTAVA; SINGH; AWASTHI, 2006). 

No controle biológico de nematoides nem sempre há resultados promissores como 

ocorrido em um ensaio realizado com cana-de-açúcar em condições de campo, na África do 

Sul. Os autores testaram diversos produtos biológicos a base de diferentes agentes como 

Trichoderma, Bacillus e Paecilomyces no controle de nematoides e promoção de crescimento 

das plantas. Foi verificado que nenhum dos produtos aplicados teve efeito consistente na 

abundância dos diferentes gêneros de nematoides e nem nos parâmetros de crescimento das 

plantas. O resultado foi atribuído ao tamponamento do ambiente solo, o qual é difícil de 

modificar e a fatores como condições ambientais, tipo de solo e interações com a microflora do 

solo residente, que promovem falta de consistência nos resultados dos agentes de controle de 

base biológica (BERRY; SPAULL; CADET, 2009). 

 Embora os resultados da presente pesquisa não tenham apresentado alta eficiência no 

controle de nematoides das galhas em cana-de-açúcar, a literatura nacional e internacional 

registra que alguns trabalhos com Trichoderma no controle de nematoides tem demonstrado 

bons resultados em outras culturas. Por exemplo, plantas de pepino tratadas com Trichoderma 

harzianum apresentaram redução de 48,9% na infecção por M. incognita após três aplicações 

durante o período de 60 dias (MASCARIN; FERREIRA; VIEIRA DE ARAÚJO, 2012). 
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 Em um estudo para avaliar diferentes concentrações de Trichoderma longibrachiatum 

no controle de M. incognita em pepino, os autores obtiveram redução de até 78% do índice de 

galhas, até 76% menos J2 nas raízes e até 84% de diminuição nas massas de ovos (ZHANG; 

GAN; XU, 2015). 

 Trichoderma, Azotobacter chroococcum e Bacillus subtillis foram testados contra M. 

incognita em berinjela. Os resultados mostram que Trichoderma reduziu em 63,2% a população 

de nematoides após seis semanas de ensaio (FARFOUR; EL-ANSARY, 2013). 

 Em cultura de abacaxi, um isolado de Trichoderma asperellum reduziu a população de 

M. javanica diminuindo o índice de galhas em 81,8% e a quantidade de massa de ovos em 

78,5%, mas outro isolado, Trichoderma atroviride não apresentou resultados de controle se 

igualando com o tratamento testemunha (KIRIGA et al., 2018), assim como ocorreu com 

algumas cepas no segundo ensaio do presente estudo. 

Interessante notar que alguns isolados obtiveram bom desempenho nos ensaios in vitro, 

mas os resultados não se repetiram quando a avaliação foi in vivo. Isso pode acontecer, pois o 

comportamento de uma espécie em cultura pura em laboratório pode não ter as mesmas 

características que a sua conduta em ambientes naturais (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996). 

 Outra peculiaridade está no fato de todos os isolados terem colonizado as raízes das 

plantas. Inicialmente, esta habilidade deveria conferir maior capacidade de atuação no controle 

biológico devido a competência rizosférica, porém nem todo bom colonizador radicular 

demonstra alta atividade de biocontrole (HOWELL, 2003).  

Sendo assim, é natural que os resultados do presente estudo não tenham corroborado com 

maior parte das pesquisas de natureza semelhante. As várias cepas existentes podem apresentar 

diferenças quanto a variabilidade genética, capacidades antagônicas e até origem dos isolados 

pode influenciar no comportamento desses microrganismos. E a compatibilidade entre o isolado 

fúngico, a cultivar hospedeira, o alvo e o solo, vão desempenhar importante papel na 

proliferação e persistência do agente no sistema e na resposta desta interação (AL-HAZMI; 

TARIQJAVEED, 2016). 

Vale ressaltar que, experimentos em casa de vegetação com solo autoclavado não refletem 

as condições encontradas no campo, onde o solo natural desempenha uma importante função 

na eficácia de qualquer agente de controle biológico (AL-HAZMI; TARIQJAVEED, 2016), 

portanto, deve-se analisar cautelosamente se o bioagente deve ser ou não descartado de um 

futuro ensaio de campo.  
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5.2.3.5 Ensaio de avaliação de Trichoderma spp. no controle de M. javanica 

em tomateiro, em casa de vegetação 

 

Neste ensaio foram perdidos alguns tratamentos como o controle químico e o IB 07/01, 

além de perda de algumas repetições nos demais tratamentos. Portanto, a análise estatística foi 

realizada com número menor de repetições em alguns tratamentos. 

Conforme os dados apresentados na Tabela 12 nenhum isolado de Trichoderma aumentou 

o crescimento dos tomateiros ‘Rutgers’ nos parâmetros MMSPA e MMFR.  

Nas variáveis referentes ao controle biológico nenhum isolado reduziu o número de ovos 

ou de J2 nas raízes das plantas, pelo contrário, as cepas IB 18/03, IB 48/06 e IB 49/15 

favoreceram a multiplicação dos nematoides nas raízes.  

Nos demais parâmetros, como número total de nematoides, fator de reprodução, índice 

de galhas e índice de massa de ovos não houve diferença estatística entre os tratamentos. 

 

 

Tabela 12. Médias da massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), massa de matéria fresca das raízes (MMFR) 

em gramas, número de ovos, número de juvenis de segundo estádio, população de nematoides totais (NT), fator 

de reprodução (FR), índice de galhas (IG) e índice de massas de ovos (IMO) presentes em tomateiros ‘Rutgers’, 

no ensaio de controle biológico de Meloidogyne javanica. 

Tratamentos MMSPA MMFR Nº ovos Nº J2 NT FR IG IMO 

Controle Branco 5,77 a 16,49 a 0 0 0 0 0,0 0,0 

Testemunha 3,66 b 15,16 a 172.833 b 13.397 b 186.230 a 93 a 5,0 a 4,8 a 

IB18/03 2,73 b 11,07 b 368.614 a 20.433 b 389.047 a 195 a 5,0 a 4,5 a 

IB 28/07 3,11 b 16,43 a 194.525 b 19.842 b 214.367 a 107 a 4,8 a 4,8 a 

IB 43/14 2,94 b 11,33 b 137.326 b 14.628 b 151.954 a 76 a 5,0 a 4,5 a 

IB 48/06 3,61 b 18,67 a 521.606 a 49.445 a 571.051 a 286 a 4,7 a 4,0 a 

IB 49/15 2,50 b 16,44 a 559.365 a 41.255 a 600.620 a 300 a 5,0 a 4,5 a 

CV% 8,8 10,8 38 28,4 39,2 42,6 3,08 8,3 

 

Os valores originais foram apresentados. *Os dados foram transformados para √(x+0,5) para análise 

estatística. 

Médias seguidas da mesma letra minúscula dentro da coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 Todos os tratamentos avaliados neste experimento apresentaram crescimento de parte 

aérea semelhante ao das plantas testemunhas, inoculadas somente com M. javanica, ou seja, os 

fungos não foram capazes de ajudar no desenvolvimento vegetal na presença do patógeno. Para 

a variável peso radicular, além de não promover aumento em relação a testemunha, os isolados 

IB 18/03 e IB 43/14 ainda resultaram em redução do peso das raízes. 



109 
 

 No trabalho realizado por Tucci et al. (2011) cinco variedades distintas de tomateiro 

foram inoculadas com duas linhagens comerciais de Trichoderma. Os autores avaliaram o 

crescimento e a indução de resistência ao patógeno Botrytis cinerea, separadamente, além da 

expressão de genes relacionados com a defesa da planta. Os resultados demonstraram que tanto 

a promoção de crescimento quanto a indução de resistência estavam relacionadas com a 

variedade de tomate utilizada, ou seja, que a extensão da estimulação de crescimento é 

amplamente dependente do genótipo do tomate, sugerindo que a resposta a Trichoderma está 

sob controle genético. 

 Assim como não houve incremento nos parâmetros físicos das plantas, não houve 

redução da população de nematoides. Estes resultados podem indicar que os fungos não 

conseguiram colonizar a rizosfera, não produziram compostos antagônicos em quantidade 

suficiente para afetar os fitoparasitos ou não produziram compostos supressivos em condições 

de casa de vegetação (MEYER et al., 2000). 

 Diferentes cepas de Trichoderma podem apresentar diferentes comportamentos na 

mesma cultura, incrementando ou reduzindo os aspectos físicos das plantas e o nível de 

infestação de nematoides (RADWAN et al., 2012). 

 Na pesquisa desenvolvida por Almeida (2020) foram avaliados quatorze cepas de 

Trichoderma para o controle de M. enterolobii em tomate. Nenhum isolado conseguiu 

promover o crescimento das plantas, e não houve controle dos fitoparasitos. A autora notou que 

alguns isolados favoreceram a multiplicação dos nematoides nas plantas. 

 Em contrapartida, os resultados relatados por Leonetti et al. (2017) se mostraram bem 

promissores no controle de M. incognita em tomate. As duas cepas de T. harzianum avaliadas 

colonizaram o sistema radicular, promoveram o crescimento das plantas e inibiram o 

desenvolvimento e a reprodução dos nematoides. 

 De acordo com os resultados exibidos pode-se sugerir que não houve uma boa interação 

entre os isolados de Trichoderma utilizadas e o tomateiro ‘Rutgers’, por isso não foi observado 

nenhum benefício para as plantas em nenhuma das variáveis consideradas para a avaliação. 

 

 

5.2.3.6 Avaliação da viabilidade de ovos de M. javanica provenientes de 

raízes de cana-de-açúcar tratadas ou não com Trichoderma spp. 

 

Durante a avaliação do terceiro ensaio de controle biológico de M. javanica em cana-de-

açúcar foi observado que muitos ovos provenientes de plantas tratadas com os isolados de 
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Trichoderma estavam com aparência incomum, com coloração amarronzada (Figura 49). O 

aspecto estava totalmente diferente dos ovos extraídos das plantas não tratadas. Portanto, foi 

decidido que o inóculo extraído das plantas do experimento de controle biológico III em cana-

de-açúcar seria inoculado em plantas de tomate ‘Rutgers’ (altamente suscetíveis a M. javanica), 

no intuito de avaliar in vivo a viabilidade dos ovos e juvenis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados mostram diferenças expressivas nos valores observados em todos os 

parâmetros avaliados, e de acordo com a análises estatística as diferenças entre as médias foram 

consideradas significativas para fatores avaliados.  

Em relação a massa seca da parte aérea e massa fresca das raízes dos tomateiros não 

houve diferença entre os tratamentos.  

As parcelas que receberam o tratamento com os isolados IB 07/01 e IB 43/14 

apresentaram estimativa de redução populacional de M. javanica de 95,6 e 92,0%, 

respectivamente. Ainda, esses dois isolados foram os que proporcionaram os menores fatores 

de reprodução (respectivamente FR=0,2 e 0,4), 13 a 26 vezes menor do que a testemunha e 

menor índice de galhas, indicando controle dos nematoides (Tabela 13). Os tratamentos IB 

28/07, IB 48/06 e IB 49/15 também reduziram o número de nematoides quando comparados 

com a testemunha, com percentuais de 76,9, 56,8 e 65,3%, respectivamente. 

Figura 49. Aparência dos ovos de Meloidogyne javanica extraídos de plantas de cana-de-açúcar do 

ensaio de controle biológico III. (Fonte: A autora) 
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Quanto ao índice de massa de ovos não houve diferença entre os tratamentos. Já para o 

índice de galhas houve redução em cinco dos seis tratamentos com Trichoderma avaliados 

quando comparados a testemunha. 
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Tabela 13. Médias da massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), massa de matéria fresca das raízes (MMFR) em gramas, número de ovos, número de juvenis de segundo 

estádio, população de nematoides totais (NT), eficiência de controle (E%), índice de galhas (IG), índice de massas de ovos (IMO) e fator de reprodução (FR) de Meloidogyne 

javanica, presentes em tomateiros ‘Rutgers’, inoculados com uma população de nematoides proveniente de cana-de-açúcar tratada ou não com Trichoderma spp. 

Tratamentos MMSPA* MMFR* Nº Ovos* Nº J2* NT* E% IG* IMO* FR* 

Testemunha 3,0 a 3,3 a 5890 a 337 a 6227 a 0 2,3 a 2,0 a 5,2 a 

IB 07/01 1,7 a 3,6 a 260 c 13 c 273 c 95,6 0,7 c 0,7 a 0,2 c 

IB 18/03 2,0 a 3,9 a 6120 a 117 b 6237 a -0,2 2,0 a 1,7 a 5,2 a 

IB 28/07 1,8 a 4,2 a 1333 b 103 b 1437 b 76,9 1,0 b 1,0 a 1,2 b 

IB 43/14 1,8 a 4,1 a 487 c 13 c 500 c 92 0,7 c 0,7 a 0,4 c 

IB 48/06 1,6 a 3,2 a 2440 b 250 b 2690 b 56,8 1,3 b 1,3 a 2,2 b 

IB 49/15 1,9 a 5,4 a 2047 b 117 b 2163 b 65,3 1,7 b 1,7 a 1,8 b 

CV% 19 17,6 75 76 75   24,3 26 46,7 

Os valores originais foram apresentados. *Os dados foram transformados para √(x+0,5) para análise estatística. 

Médias seguidas da mesma letra minúscula dentro da coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste t (LSD) a 5% de probabilidade. 
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Observando os dados percentuais do peso fresco das raízes nota-se que dentre os seis 

tratamentos avaliados, cinco apresentaram aumento nas raízes de tomate quando comparados 

com o tratamento testemunha, chegando até 60% de incremento pelo isolado IB 49/15 embora 

a análise estatística não tenha apontado diferença (Figura 50). 

 

Figura 50. Porcentagem de aumento da massa de matéria fresca de raízes (MMFR) de tomateiro ‘Rutgers’ 

inoculados com Meloidogyne javanica proveniente de raízes de cana-de-açúcar tratadas ou não com 

isolados de Trichoderma spp. 

 

 

Quanto a multiplicação dos ovos produzidos em plantas de cana-de-açúcar tratadas com 

Trichoderma quando inoculados em tomateiro, os resultados mostram que houve redução do 

número de nematoides em até 95,6% (IB07/01). Com exceção de um tratamento, os demais 

apresentaram no mínimo 56,8% de redução da população do fitoparasito nas raízes de tomate 

(Figura 51). 

Na Figura 52 podemos observar que os valores referentes ao número de ovos e J2 também 

se mostram expressivos, com percentuais de até 96% de redução (IB 07/01). Como os dados se 

mostram muito promissores novos experimentos devem ser conduzidos para verificar e validar 

esses resultados. 
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Figura 51. Porcentagem de redução da população de Meloidogyne javanica em tomateiro ‘Rutgers’ 

inoculados com suspensão de ovos e J2 proveniente de raízes de cana-de-açúcar tratadas ou não com 

isolados de Trichoderma spp. 

 

. 

 

 

Figura 52. Porcentagem de redução de ovos e juvenis de segundo estádio de Meloidogyne javanica em 

tomateiro ‘Rutgers’ infectados com inóculo proveniente de raízes de cana-de-açúcar tratadas ou não com 

isolados de Trichoderma spp. 

 

Alguns trabalhos têm demonstrado a capacidade de Trichoderma no controle de 

nematoides em tomateiro. Por exemplo, nos estudos realizados por Medeiros et al. (2017) foi 

verificado que Trichoderma atroviride consegue induzir resistência contra M. javanica em 

tomate. E que a proteção conferida pelo fungo é transferida para as futuras gerações da planta, 

afetando a infectividade e a reprodução do nematoide.  
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De forma semelhante, foi conduzida uma pesquisa que mostrou que um isolado de 

Trichoderma harzianum induziu resistência contra M. incognita em tomateiro, e que a 

colonização das raízes do tomate pelo fungo, impediu o desempenho do nematoide, 

prejudicando a invasão, a formação de galhas e a reprodução. O estudo demonstrou que 

Trichoderma inicia defesas dependentes de ácido salicílico e ácido jasmônico nas raízes da 

planta, e que a resposta a esses hormônios no ataque do nematoide é adaptativa ao estágio de 

parasitismo (MARTÍNEZ-MEDINA et al., 2017). 

Parece improvável que os isolados de Trichoderma tenham induzido resistência nas 

plantas de cana-de-açúcar previamente inoculadas no ensaio de controle de M. javanica 3, pois 

não houve redução da população nas raízes da cana, como mostram os dados da Tabela 11. O 

que foi observado foi um efeito deletério na viabilidade dos ovos produzidos dentro dessas 

raízes, o que gerou uma baixa infectividade dos nematoides quando inoculados em tomateiros 

suscetíveis.  

De acordo com os resultados obtidos, esses dados sugerem que os isolados de 

Trichoderma conseguem de alguma forma afetar as gerações futuras de M. javanica. Nos 

ensaios anteriores não foi constatado controle biológico imediato nas plantas de cana-de-açúcar, 

mas os valores do presente ensaio levantam o questionamento sobre a influência dos 

antagonistas diretamente sobre as fêmeas ou ovos, que levaram a uma redução na futura 

população dos nematoides. E este é o primeiro relato de uma ocorrência dessa natureza com o 

uso de Trichoderma em cana-de-açúcar. 

Essa influência na viabilidade de ovos pode ser atribuída a danos fisiológicos nos 

nematoides que podem ser causados por exposição a compostos voláteis emitidos pelos 

antagonistas, podendo ser verificados pela infectividade e reprodução dos fitoparasitos, que fica 

seriamente prejudicada (PIMENTA et al., 2017). 

Em ensaios conduzidos com tomateiros inoculados com M. incognita e tratados com 

Trichoderma, foi verificado que a infecção pelos J2 da segunda geração de origem “natural”, 

ou seja, provenientes da reprodução dentro do vaso e não da inoculação, foi restrita. Isso 

indicaria que o tratamento com os isolados de Trichoderma promove uma proteção duradoura 

contra o ataque dos nematoides (LEONETTI et al., 2017). 

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que Trichoderma pode ser uma boa 

ferramenta no controle de M. incognita e M. javanica em cana-de-açúcar, não pela mortalidade 

imediata, mas por baixar o nível populacional das futuras gerações, reduzindo os danos a 

cultura. A utilização dos isolados certos pode ser uma estratégia a ser utilizada na rotação de 
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culturas dentro do manejo integrado, por exemplo. A multiplicação dos nematoides em uma 

cultura menos suscetível tratada com Trichoderma pode ser reduzida a um nível que não 

provoque tantos danos na cultura de interesse.  

Ao longo de toda a pesquisa foi possível observar o comportamento dos isolados nos 

ensaios realizados (Anexo) onde é notável que algumas linhagens entregaram algum benefício 

para a planta na ausência dos nematoides enquanto outras se mostraram eficazes durante a 

interação com a planta e os fitoparasitos. Dessa forma, pode-se sugerir que o emprego das 

melhores linhagens em consórcio poderia resultar em maiores ganhos para a planta devido a 

maior bioatividade (STEWART; HILL, 2014).  

Alguns estudos revelam que a utilização de misturas de isolados de Trichoderma podem 

favorecer as plantas inoculadas com diversos incrementos biométricos. Em uma pesquisa com 

a cultura do grão de bico foi empregada uma mistura de três isolados de Trichoderma (T. 

harzianum, T. viride e T. virens) que resultou em aumento na altura e número de ramos da 

planta, aumento na absorção de nitrogênio e absorção máxima de fósforo (RUDRESH; 

SHIVAPRAKASH; PRASAD, 2005). 

Outra forma de utilização visando maiores benefícios para a cultura alvo seria a mistura 

de Trichoderma com outros microrganismos antagonistas. Esse tipo de consórcio busca um 

efeito sinérgico entre os antagonistas de forma a fornecer um nível mais consistente de 

promoção de crescimento e maior espectro de atividade aumentando assim o potencial de 

sucesso na interação com a planta (STEWART; HILL, 2014). 

Porém, a compatibilidade entre os isolados deve ser avaliada pois há casos em que o 

consórcio de isolados de Trichoderma não alcança o resultado esperado gerando efeitos 

maléficos para a planta ou menor controle dos patógenos alvo. No trabalho realizado por Lucon 

e colaboradores (2009) para o controle de Rhizoctonia solani em pepineiro foram aplicadas 

várias combinações de cinco isolados de Trichoderma e somente duas combinações resultaram 

em maior controle da doença. 

Ensaios com consórcio de Trichoderma com outras espécies fúngicas não demonstraram 

melhoria nos parâmetros biométricos da cana-de-açúcar, embora tenha refletido efeitos 

benéficos em milho e soja quanto a massa seca das raízes (FARIAS et al., 2018). Isso reforça 

a importância da boa interação entre a planta e fungo para que as melhorias no desenvolvimento 

vegetal possam ser observadas.  

Os resultados obtidos no presente estudo reforçam que a utilização de Trichoderma é uma 

alternativa ecologicamente consciente ao uso de nematicidas químicos, pois além de causar 
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redução populacional dos nematoides ainda proporciona outros benefícios para as plantas, 

tornando o cultivo mais protegido e produtivo. 

Por esta razão é tão importante selecionar de forma correta os bioagentes que serão 

utilizados em campo. A interação com a planta hospedeira e o patógeno/parasito alvo pode ser 

completamente diferente dependendo da cepa empregada, visto que cada isolado é um 

indivíduo com características e comportamentos únicos, que além dos traços intrínsecos estão 

sob a influência do ambiente externo.  
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6 CONCLUSÕES 

• Os isolados de Trichoderma IB 01/13, IB 43/14, IB 48/06 (T. asperelloides), IB 37/01 

(T. orientale), IB 30/07 (T. lentiforme), IB 28/15 (T. endophyticum), IB 28/07 (T. strigosum), 

IB 22/08 (T. endophyticum) e IB 18/03 (T. koningiopsis) conseguem parasitar ovos de M. 

incognita in vitro; 

• Nenhum filtrado fúngico apresentou potencial na mortalidade de ovos de M. incognita 

e M. javanica; 

• Os metabólitos voláteis emitidos por todos os isolados de Trichoderma avaliados 

reduzem a taxa de eclosão de J2 de M. incognita in vitro e os metabólitos das cepas IB 07/01, 

IB 18/03, IB 19/17, IB 22/08, IB 28/07, IB 43/14, IB 48/06, IB 51/09 e IB 32/03 causam 

mortalidade nos J2 dos nematoides em condições in vitro; 

• Todos os isolados de Trichoderma, exceto o IB 37/01, podem degradar quitina em meio 

sólido; 

• Os isolados de Trichoderma IB 28/15, IB 37/01, IB 38/11, IB 43/14, IB 48/06, IB 49/15 

e IB 51/09 apresentam atividade enzimática de quitinase; 

• Os isolados de Trichoderma IB 18/03 e IB 19/17 promovem o crescimento da variedade 

de cana-de-açúcar IAC-SP-95-5000 em condições de casa de vegetação; 

• Todos os isolados avaliados conseguem colonizar o sistema radicular da variedade de 

cana-de-açúcar IAC-SP-95-5000; 

• As cepas IB 07/01, IB 18/03, IB 19/17, IB 22/08 e IB 38/11 reduzem a população de 

M. incognita em raízes de cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000. 

• Nenhum isolado de Trichoderma foi capaz de reduzir a população de M. javanica em 

cana-de-açúcar, variedade IAC-SP-95-5000 e tomateiro ‘Rutgers’. 

• Os isolados IB 07/01 e IB 43/14 podem afetar a reprodução de M. javanica reduzindo 

o nível de infestação das futuras gerações, provando serem excelente ferramenta a ser 

utilizada no manejo integrado de nematoides de galha. 
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ANEXO – Listagem dos isolados utilizados e os ensaios executados durante o trabalho. A marcação (X) nas linhas indica que o isolado obteve 

resultado significativo na variável avaliada (coluna). 

Isolados 
Parasitismo de 

ovos de M. 
incognita 

Filtrados 
fúngicos 

tóxicos a M. 
incognita 

Produção de 
metabólitos 

voláteis tóxicos 
a M. incognita 

Atividade de 
quitinase em 
meio sólido 

Atividade de 
quitinase em 
meio líquido 

*Promoção de 
crescimento de 
cana-de-açúcar 

Colonização 
radicular de cana-

de-açúcar 

IB 01/13 X   X   X 

IB 04/05    X   X 

IB 07/01    X   X 

IB 15/06    X   X 

IB 18/03 X  X X  X X 

IB 19/17 X  X X  X X 

IB 22/08 X  X X   X 

IB 28/07 X  X X   X 

IB 28/15 X   X X  X 

IB 30/07 X   X   X 

IB 37/01 X    X  X 

IB 38/11    X X X X 

IB 43/14 X  X X X  X 

IB 48/06 X  X X X X X 

IB 49/15    X X  X 

IB 51/09    X X  X 

CMMA1169        

CMMA1170        
*Em relação ao aumento da massa de matéria seca da parte aérea 
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ANEXO – (Continuação) Listagem dos isolados utilizados e os ensaios executados durante o trabalho. A marcação (X) nas linhas indica que o 

isolado obteve resultado significativo na variável avaliada (coluna). 

Isolados 
**CB de M. 

incognita em 
cana-de-açúcar 

*Promoção de 
Crescimento de cana-

de-açúcar na 
presença de M. 

incognita 

**CB de M. 
javanica em 

cana-de-açúcar 

*Promoção de 
crescimento de 

cana-de-açúcar na 
presença de M. 

javanica 

**CB de M. 
javanica em 
tomateiro 

**CB de futuras 
gerações de M. 

javanica em 
tomateiro 

IB 01/13             

IB 04/05       

IB 07/01 X     X   X 

IB 15/06       

IB 18/03 X X         

IB 19/17 X      

IB 22/08 X X         

IB 28/07      X 

IB 28/15             

IB 30/07       

IB 37/01             

IB 38/11 X      

IB 43/14           X 

IB 48/06       

IB 49/15           X 

IB 51/09       

CMMA1169             

CMMA1170             
**Controle biológico 

**Em relação ao aumento da massa de matéria seca da parte aérea 
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