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RESUMO

DE PAULA FILHO, ADELINO CARDOSO. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano - Campus Morrinhos, Julho de 2021. Utilizacdo de nematicidas
bioldgicos para o controle de nematoide de galhas na cultura da alface. Orientador: Prof.
Dr. Rodrigo Vieira da Silva.
A alface destaca-se como a hortalica folhosa mais presente na alimentacdo dos brasileiros.
Dentre os principais fatores que afetam a produtividade da alface, merece atencdo especial 0s
nematoides de galhas. A espécie Meloidogyne incognita € a mais comum em condi¢des de
cultivo tropical, em que o seu parasitismo reduz a absorcao de agua e nutrientes, comprometendo
0s processos fisioldgicos da cultura. Essa condigdo resulta em menor desenvolvimento da alface,
inviabilizando a qualidade do produto. Neste sentido este trabalho objetivou avaliar a influéncia
de nematicidas biolégicos no controle de M. incognita na cultura de alface e a sua interferéncia
no desenvolvimento da planta. No capitulo I, em casa de vegetacdo, as sementes de Alface
cultivar Blue seeds BS AC0063 foram tratadas com os seguintes bioldgicos e as respectivas
concentragdes: T1: Bacillus methylotrophicus a 2,5 - 3,0 - 3,5 - 4,0 - 4,5 mL kg* de semente;
T2:B.subtilisa1,5-2,0-2,5-3,0 - 3,5mL kg de semente; T3: B. amyloliquefaciens a 3 - 3,5
-4,0-45-5,0 g kg de semente; T4: Trichoderma harzianum 3 - 3,5-4,0-4,5-5,0 g kg™ de
semente; T5: T. asperellum a5 -5,5-6,0 - 6,5 - 7,0 mL kg* de semente, e controle. A seguir
foram semeadas em bandejas e apds 16 dias foram transplantadas em vasos de 3 L, contendo
solo + areia + substrato na proporc¢do de 2:1:1, previamente autoclavado (120 °C, 2 h). Utilizou-
se 0 delineamento inteiramente casualizado 5X5 (5 produtos bioldgicos x 5 concentracdes) e
seis repeticdes. No 3° dia apos transplante foram inoculados 5.000 ovos de M. incognita por
planta. No capitulo Il, em canteiros onde previamente detectou-se a presenca de M. incognita,
quantificou-se a populacéo inicial, e, posteriormente, realizou-se o tratamento de sementes com 0s
isolados e as concentracdes iniciais utilizadas no capitulo I. Utilizou-se delineamento de blocos
casualizados, 4 blocos, 6 parcelas por bloco, com unidade experimental de 8 plantas, retirando-
se 4 para serem submetidas as avaliacfes. No 55° dia ap0s a inoculagdo foram realizadas as
avaliacdes das seguintes varidveis: massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca da raiz
(MFR), comprimento de raiz (C.R), didmetro do caule (D.C) e fator de reproducdo (FR). No
ensaio em casa de vegetacio os isolados B. methylotrophicus, nas concentragdo 2,5 mL kg,
melhoraram o desenvolvimento vegetativo da alface, 58,90 e 60,25%, MFPA e C.R,



respectivamente. Ja a concentragio 4,0 mL kg™ proporcionou MFR de 44,82% superior aos
outros isolados. B. subtilis nas concentragdes 3,0, 1,5 e 2,5 mL kg™ apresentou aditamento em
MFPA, D.C e C.R de 60,54, 165,90 e 68,65% respectivamente. B. methylotrophicus na
concentragéo 4,5 mL kg e B. subtilis na concentragdo 1,5 mL kg, reduziram a reproducéo de
M. incognita em 48,44 e 53,98%, respectivamente. No capitulo Il, T. harzianum promoveu
incremento na MFPA em 25,14%, D.C em 195,18%, C.R em 58,91%, massa fresca da raiz -
21,14%, em relacdo ao controle. B. amyloliquefaciens promoveu incremento na MFPA em
25,09%, D.C em 144,57%, C.R em 74,25%, MFR de -7,22%. Houve reducdo do FR de M.
incognita nos tratamentos com os isolados B. amyloliquefaciens e T. harzianum em 37,60 e
28,86%, respectivamente. Com base nos resultados, concluiu-se que B. methylotrophicus, B.
subtilis, B. amyloliquefaciens e T. harzianum incrementaram o desenvolvimento vegetativo da
cultura da alface. B. methylotrophicus e B. subtilis nas respectivas concentrages 4,5 mL kg™ e
1,5 mL kg, possibilitaram a reducdo na populagdo de M. incognita em alface sob condigdes de
cultivo protegido. B. amyloliquefaciens e T. harzianum proporcionaram as maiores reducoes da

reproducdo de M. incognita em sistema de cultivo de campo.

Palavras-chave: Controle biologico, Bionematicidas, Meloidogyne incognita, Lactuca sativa.



ABSTRACT

DE PAULA FILHO, ADELINO CARDOSO. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano - Campus Morrinhos, July 2021. Use of biological nematicides to control
root-knot nematodes in lettuce crops. Advisor: Dr. Rodrigo Vieira da Silva.

Lettuce stands out as the most present leafy vegetable in the Brazilian diet. Among the main
factors affecting the productivity of lettuce, the gall nematodes deserve special attention. The
species Meloidogyne incognita is the most common in tropical growing conditions, in which its
parasitism reduces the uptake of water and nutrients and compromises physiological processes
of the culture. This condition results in lower lettuce development, making the quality of the
product unfeasible. In this sense this work aimed to evaluate the influence of biological
nematicides in the control of M. incognita in lettuce culture, and its interference in plant
development. In chapter I, in the greenhouse, lettuce seeds cultivar Blue seeds BS AC0063 were
treated with the following biologicals and their respective concentrations: T1: Bacillus
methylotrophicus at 2.5 - 3.0 - 3.5 - 4.0 - 4.5 mL kg of seed; T2: B. subtilis at 1.5 - 2.0 - 2.5 -
3.0 - 3.5 ml kg * of seed; T3: B. amyloliquefaciens at 3 - 3.5-4.0 - 4.5 - 5.0 g kg ! of seed; T4:
Trichoderma harzianum 3 - 3.5-4.0 - 4.5 - 5.0 g kg ! of seed; T5: T. asperellum at 5 - 5.5 - 6.0
- 6.5 - 7.0 mL kg of seed, and control. Then they were sown in trays and after 16 days were
transplanted into 3 L pots containing soil + sand + substrate in the ratio of 2:1:1, previously
autoclaved (120 °C, 2 h). A 5X5 (5 biological products x 5 concentrations) completely
randomized design with six repetitions was used. On the 3rd day after transplanting, 5,000 M.
incognita eggs per plant were inoculated. In chapter Il, in beds where the presence of M.
incognita had been previously detected, the initial population was quantified, and subsequently
seed treatment was performed with the isolates and initial concentrations used in chapter I. A
randomized block design was used, 4 blocks, 6 plots per block, with an experimental unit of 8
plants, removing 4 to be submitted to the evaluations. On the 55th day after inoculation, the
following variables were evaluated: aboveground fresh mass (MFPA), root fresh mass (MFR),
root length (C.R), stem diameter (D.C) and reproduction factor (FR). In the greenhouse test, the
isolates B. methylotrophicus at concentration 2.5 mL kg™ improved the vegetative development
of lettuce, 58.90 and 60.25%, MFPA and C.R, respectively, and at concentration 4.0 mL kg
provided MFR of 44.82% higher than the other isolates. B. subtilis at concentrations 3.0, 1.5
and 2.5 mL kg? showed addition in MFPA, D.C and C.R of 60.54, 165.90 and 68.65%
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respectively. B. methylotrophicus at concentration 4.5 mL kg™ and B. subtilis at concentration
1.5 mL kg%, reduced M. incognita reproduction by 48.44 and 53.98%, respectively. In chapter
Il, T. harzianum promoted increment in MFPA by 25.14%, D.C by 195.18%, C.R by 58.91%,
root fresh mass -21.14%, relative to control. B. amyloliquefaciens increased MFPA by 25.09%,
D.C by 144.57%, C.R by 74.25%, MFR by -7.22%. There was a reduction in the FR of M.
incognita in treatments with isolates B. amyloliquefaciens and T. harzianum by 37.60% and
28.86%, respectively. Based on the results, it was concluded that B. methylotrophicus, B.
subtilis, B. amyloliquefaciens and T. harzianum enhance the vegetative development of lettuce
crop. B. methylotrophicus and B. subtilis at respective concentrations 4.5 mL kg™ 1.5 mL kg™,
enable reduction in M. incognita population in lettuce under protected cultivation conditions. B.
amyloliquefaciens and T. harzianum provided the greatest reduction in the reproduction of M.

incognita under field culture system.

Keywords: Biological control, Bionematicides, Meloidogyne incognita, Lactuca sativa.
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1. INTRODUCAO GERAL

A alface (Lactuca sativa L.) destaca-se como a hortalica folhosa mais presente na
alimentacdo dos brasileiros. O Brasil possui uma area cultivada com alface de 85.000 ha,
gerando uma producdo de 1,5 milhdo de toneladas por ano (EXAME, 2021). Problemas
fisiologicos de desenvolvimento da planta e ocorréncia de pragas e doencgas tornam-se comuns
em condi¢Ges de monocultivo. Dentre as principais doencas da cultura, os fitonematoides
representam um importante fator de reducdo de produtividade (PINHEIRO, 2017). Danos
causados pelos nematoides de galhas, género Meloidogyne, em cultivares de alface ocorrem com
frequéncia elevada em todo territorio nacional (FERREIRA et al., 2013). As principais
consequéncias de seu parasitismo sdo as deformidades anatdmicas nas raizes, as famosas galhas,
reduzindo a qualidade e quantidade da producdo de alface, ocorrendo em muitos casos de
inviabilizar o cultivo em determinadas areas altamente infestadas pelo nematoide (EMBRAPA,
2013).

Para obter sucesso no manejo de nematoides, faz-se necessario utilizar
simultaneamente diferentes estratégias de controle, a saber: revolvimento do solo, irrigacdo apds
revolvimento, pousio, solarizacdo, inundacao, adubacdo verde, rotacdo de cultura (CAPRONI
et al., 2012). O método tradicional ¢ o uso do controle quimico. Todavia, nem sempre 0
tratamento promove um nivel de reducdo populacional satisfatério, e pode causar danos
ambientais, em razdo do alto poder residual, podendo permanecer ativo na planta até o final do
ciclo e comprometer a qualidade sanitaria do produto comercializado. Por todas essas
caracteristicas, a utilizacdo de nematicidas quimicos vem sofrendo restri¢cGes, de modo que na
ultima década intensificou-se estudos com agentes de controle bioldgicos.

Os fitonematoides tém uma diversidade de inimigos naturais, a saber: acaros, fungos,
bactérias, nematoides predadores, dentre outros. Entre esses, os fungos e as bactérias tém se
destacado como agentes potenciais para o controle bioldgico (LARRIBA et al., 2014)). Os
fungos nematofagos exercem relagbes antagonicas com nematoides, constituindo varias
relagOes interespecificas no solo, produzindo diferentes tipos de mecanismos de armadilhas,
Orgaos especializados no parasitismo (HUSSAIN; ZOUHAR; RYSANEK, 2017). Pesquisas

relacionadas a supressdo de Meloidogyne com a utilizagdo de bactérias também aumentou



expressivamente nos Ultimos anos. Os estudos com as rizobactérias vém apresentando resultados
significativos e positivos, principalmente aqueles realizados com Bacillus spp. e Pseudomonas
spp. (ZHOU et al., 2016). Estas bactérias produzem substancias, a exemplo das proteases,
responsaveis pela degradacdo da cuticula do nematoide, confirmando a acdo nematicida por
Bacillus spp. (NIU et al., 2006).

Visando o desenvolvimento de um manejo mais sustentavel, o controle bioldgico
contribui para a reducgédo dos danos provocados pelos nematoides de maneira mais equilibrada.
Bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas séo analisadas constantemente em tomateiro por
promover a supressdo de Meloidogyne spp., além de contribuir para o aumento da producéo da
planta. Um dos modos de acdo que reduz a reproducdo do nematoide é a producdo de
endotoxinas por B. subtilis (CARVALHO, 2017).

A utilizacdo de produtos a base de microrganismos vem aumentando cada dia mais.
Porém, ainda na cultura da alface existem poucos trabalhos com a utilizacéo de bioldgicos para
o controle de nematoides de galhas, especialmente em condic¢des naturais de campo. Em razéo
das inUmeras vantagens da utilizacdo do controle bioldgico em relagdo ao controle quimico,
estudos dessa natureza sao necessarios (SOARES, 2006).

Diante da necessidade de aumentar a produtividade da cultura da alface, é
indispensavel melhorar o manejo de fitonematoides de modo que é preciso realizar pesquisas,
buscando métodos com eficiéncia e com baixa toxidade para o controle deste fitonematoides.
Portanto, o presente trabalho teve como objetivo a busca de agentes bioldgicos para selecionar
novas estratégias de controle para um manejo mais sustentavel de nematoides de galhas na

cultura da alface.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alface: caracteristicas botanicas e importancia econémica

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta da familia Asteraceae, considerada a
principal hortalica folhosa na alimentacdo do brasileiro, o que assegura a essa cultura uma
relevante importancia econémica (CARVALHO et al., 2005).

Mota et al. (2012) ressalta em seu trabalho a importancia nutricional da cultura da
alface, em razéo de ser fonte de vitaminas e de sais minerais, de ter baixo teor de calorias e de ser
de fécil digestdo, além de ser recomendada para dietas alimentares ricas em fibras. O Brasil
possui uma area cultivada com alface de 85.000 ha, gerando uma producdo de 1,5 milhdo de t
ano™. O cultivo é mais importante nas regides Sul e Sudeste, onde se destacam os estados de
Sao Paulo (137.000 t), Parana (53.972 t) e Minas gerais (17.756 t). Ja a regido Nordeste participa
com 38.953 t, produzidas em 11.559 propriedades, das quais 1.414 no estdo no Estado do
Maranhdo, gerando 2.286 t provenientes principalmente de pequenas propriedades rurais, nas
quais predomina a méo de obra familiar (IBGE, 2019).

No cultivo da alface a temperatura se destaca por ser um fator de extrema importancia,
uma vez que a planta se desenvolve preferencialmente na faixa de 18 a 25 °C. Temperaturas
acima de 30 °C causam decréscimo na produtividade (VIEIRA et al., 1999). Apesar de ser uma
cultura tipica de clima tropical, a alface é cultivada o ano todo no Brasil em virtude do
melhoramentos genético, que permite o desenvolvimento de cultivares com tolerancia a diversas
condic@es climaticas (VIEIRA et al., 2012).

2.2 Fitonematoides

Os nematoides estdo entre os principais patégenos da agricultura mundial em razdo dos
prejuizos significativos que causam em culturas de importancia econémica. Eles danificam o
sistema radicular das plantas e os sintomas predominam em areas delimitadas da lavoura,
conhecidas como reboleiras. Nestes locais da area de cultivo as plantas expressam menor porte
e ficam mais sensiveis ao estresse hidrico, prejudica o florescimento, provoca 0 amadurecimento
prematuro das folhas, confundido muitas vezes com deficiéncia nutricional. (LOPES et al.,
2017).



As espécies de fitonematoides possuem em seu aparelho bucal um estilete,
caracterizando a sua condi¢do de parasita. Ao introduzir o estilete nas raizes das plantas os
fitonematoides retiram substancias nutritivas e, a0 mesmo tempo, injetam substancias toxicas,
induzindo modificagdes no vegetal que acarretam reducéo do seu desenvolvimento vegetativo
e da sua producdo. As plantas, ao sofrer ataques por nematoides, além de enfraquecidas tém
seus sistemas radiculares mais suscetiveis a infeccOes secundarias por bactérias e fungos
(CHARCHAR, 1999).

2.3 Meloidogyne spp. e sua importéncia na agricultura

No Brasil, existem dezenas de espécies de fitonematoides e muitas delas estdo
associadas as hortalicas. Todavia, os fitonematoides pertencentes ao género Meloidogyne séo 0s
mais importantes economicamente no pais. As razdes sdo a elevada capacidade reprodutiva, a
ampla disseminacao e distribuicdo, além da elevada gama de hospedeiros, que incluem a maioria
das plantas cultivadas de valor econdmico, com destaque para as hortalicas (OLIVEIRA, 2016).

Em éareas destinadas a producéo de hortalicas, os maiores problemas nematoldgicos séo
atribuidos aos nematoides de galhas, Meloidogyne spp., devido ao grande poder destrutivo e a
ampla distribuicdo geografica. No Brasil, os maiores danos sdo provocados pelas espécies M.
incognita e M. javanica, devido a frequéncia com que ocorrem nas regides produtoras (ROSA
etal.,, 2013; SILVA et al., 2006, PINHEIRO, 2017).

O ciclo de vida do Meloidogyne spp. tem inicio com o ovo e no seu interior é formado
o juvenil, a partir do desenvolvimento embrionario denominado juvenil de primeiro estadio (J1).
Neste momento o sistema reprodutivo ndo esta formado ainda. O J1 sofre a primeira ecdise no
interior do ovo, durante a qual é trocada a cuticula. Posteriormente, ao término da ecdise, é
formado o juvenil de segundo estadio (J2), que eclode do ovo perfurando a cascacom o seu estilete,
estrutura essencial no parasitismo. Este se movimenta no solo a procura da planta hospedeira e,
quando a encontra, 0 nematoide penetra a raiz, estabelece um sitio de alimentacéo, liberando
substancias produzidas por suas glandulas esofagianas que promovem a formacéo de células
gigantes ao redor deste sitio a hipertrofia das células, seguida da hiperplasia, multiplicacéo
desordenada das células. Paralelamente ocorre a formacdo das galhas nas raizes, que séo
sintomas caracteristicos da infec¢do por nematoides do género Meloidogyne. Posteriormente, o

J2 passa por mais duas ecdises, formando juvenis de terceiro (J3) e quarto (J4) estédios,



respectivamente. Por fim, 0 J4 sofre sua ultima ecdise tornando-se adulto macho ou fémea, com
aparelho reprodutor maduro (Figura 1). As fémeas sedentérias, na forma de uma pera, continuam
no interior das raizes, enquanto o macho vermiforme migra para o solo. A duracdo do ciclo de
vida varia de quatro a oito semanas, dependendo das condi¢Ges ambientais. Em temperaturas
superiores a 40 °C e/ou inferiores a 5 °C, a maioria das espécies de nematoides diminui ou
paralisa por completo as suas atividades vitais (FERRAZ, 2001; FERRAZ et al., 2010).
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Figura 1. Esquema do ciclo de vida de Meloidogyne spp. Fonte: Circular Técnica Embrapa
Hortalicas. 2013.

2.4 Manejo de Meloidogyne spp.

A eficiéncia do controle de nematoides depende da integracdo de diferentes estratégias
de manejo: cultivares resistentes, aumento da matéria organica, rotacdo de culturas, controle
bioldgico e controle quimico (PINHEIRO et al., 2010).

O controle da umidade em locais que tém altas temperaturas, saturando o solo por um

curto periodo de tempo, reduz a mobilidade no solo tornando os fitonematoides menos
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infecciosos (DUTRA; CAMPOS, 2003). O uso de cultivares resistentes sempre é a melhor
opcdo no manejo de doencas, porém nao € uma pratica facil devido a necessidade de se ter
gendtipos disponiveis para serem utilizados e que apresentem caracteristicas de resisténcia
combinadas com qualidades agrondmicas exigidas para comercializacdo e de adaptagédo
desejaveis (NEVES et al., 2011). Portanto, o método de controle bioldgico, cultural, aresisténcia
genética e a manipulagdo de agroquimicos apresentam-se como alternativas importantes para o
controle de fitonematoides.

2.4.1 Controle bioldgico

O controle biologico pode ocorrer de forma natural, envolvendo uma grande
quantidade de microrganismos promotores da reducdo populacional de fitonematoides, ou
interventor de habitos alimentares e redutor de danos ocasionados por estes patdgenos em
plantas (BAKER; COOK, 1974).

Mais de 200 inimigos naturais de fitonematoides ja foram reportados na literatura, tais
como nematoides predadores , bactérias, fungos e acaros, sendo as bactérias e os fungos os que
apresentam maior potencial como agentes de controle biologico (STIRLING,1991).

No processo de colonizacdo da rizosfera das plantas hospedeiras, microrganismos
antagonistas produzem secreces e liberam enzimas hidroliticas que atuam na parede celular do
nematoide degradando-a. Durante a competi¢do/predacéo, ocorre disputa de nutrientes e de
espaco pelo antagonista ou ainda os microrganismos se alimentam do conteudo
pseudocelomatico do patogénico, inibindo o processo de infecgdo da planta. (CARVALHO et
al., 2014).

As bactérias possuem a capacidade de produzir mais de 60 tipos de antibidticos, além
de muitos polipeptideos e endotoxinas que conferem a capacidade de interferir no ciclo
reprodutivo dos nematoides, em carater especial na oviposicdo e na eclosdo dos juvenis. Ha
evidéncias da atuacdo de Bacillus spp. na promocao do crescimento de plantas e da competicdo
por nutrientes, induzindo-a a resisténcia. (TIAN et al., 2007).

As rizobactérias do género Bacillus podem transformar exsudatos radiculares em
subprodutos, que atuam interferindo no processo de reconhecimento nematoide-planta,
sintetizando metabdlitos secundarios que interferem no ciclo reprodutivo do nematoide
(ARAUJO, 2018). Espécies de Bacillus também podem atuar por meio da supressio direta nos

nematoides, alem de contribuir para o crescimento de plantas, favorecendo a colonizacao de



antagonistas microbianos e aumentando a atividade na rizosfera.

Para a realizacdo de manejo visando diminuir os prejuizos ocasionados por
fitonematoides, os estudos relatam que as bactérias Bacillus subtilis promovem acdo antagdnica
as especies de Meloidogyne. Elas atuam no ciclo reprodutivo além de produzir as endotoxinas,
promover a redugdo da oviposicdo e interferir na eclosdo dos J2 (LI et al., 2005). Estudos
realizados com isolados de B. subtilis apresentam resultados significativos no controle de M.
incognita, M. javanica, M. hapla e M. arenaria, potencializando seu uso no controle biologico.
Ha relatos da acdo bacteriana na transformacdo de compostos minerais em organicos que
estavam indisponiveis, favorecendo o desenvolvimento da planta, além de inibir a acdo de
patégenos, contribuindo diretamente para um incremento na producéo (XIA et al., 2011).

Alguns fungos promovem a degradacéo de algumas estruturas, tanto de ovos quanto de
juvenis, atraves da liberacdo de exoenzimas, que penetram ocasionando dissolucdo enzimatica.
Fungos podem ser produtores de micotoxinas, que tém sua penetracdo nos ovos facilitada pela
acdo das izoenzimas, impedindo a eclosdo dos juvenis (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013).
Os fungos do género Trichoderma spp. produzem metabdlitos toxicos aos nematoides, podendo
atuar como parasitas de outros fungos, vivendo em simbiose com plantas. Seus metabdlitos
exercem efeito na capacidade de penetracdo, eclosdo e mobilidade dos nematoides. Além de
produzir enzimas presentes no processo de degradacdo da parede celular de fitopatdgenos, os
fungos penetram em cistos e ovos, provocando a morte de juvenis (HARMAN et al., 2004;
KHAN; SAXENA, 1997; HIELJORD et al., 2001). Enzimas responsaveis pela degradacédo da
parede celular sdo produzidas pelo fungo Trichoderma quando se desenvolvem em temperaturas
favoraveis, em torno de 25 °C. Esse fungo, ao estabelecer sua colonizagdo nos sistemas
radiculares da planta, pode auxiliar como um indutor de resisténcia, favorecendo seu
crescimento, e, consequentemente, aumentando a produtividade (HARMAN et al., 2004).

De acordo com Ferraz et al. (2010), na escolha de organismos para serem utilizados no
controle de nematoides, deve-se observar se estes parasitam varias espécies de fitonematoides,
se sobrevivem no solo mesmo sofrendo variagdes, se ndo promovem danos a animais € a seres
humanos, se ndo ocasionam danos as plantas de interesse econdémico e se possuem alto poder

de reducéo populacional de fitonematoides.
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3. CAPITULO I

(Normas de acordo com a revista Ciéncia Agrondmica )

Utilizacdo de nematicidas bioldgicos para o controle de Meloidogyne incognita na

cultura de alface em cultivo protegido

Use of biological nematicides for the control of root-knot nematodes in the lettuce

crop in protected cultivation

Resumo: A utilizacdo de nematicidas bioldgicos apresenta o potencial para o controle de
nematoide de galhas na cultura da alface em cultivo protegido. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficiéncia de nematicidas biolégicos no controle de Meloidogyne incognita na
cultura da alface e sua relagdo com desenvolvimento da cultura. Em condi¢bes de casa de
vegetacdo, sementes de Alface cultivar Blue seeds BS AC0063 foram tratadas com os
seguintes bioldgicos e as respectivas concentragdes: T1: Bacillus methylotrophicus a 2,5 -
3,0-3,5-4,0-4,5mL kg* de semente; T2: B. subtilisa1,5-2,0-2,5-3,0-3,5mL kgde
semente; T3: B. amyloliquefaciens a 3 - 3,5 - 4,0 - 45 - 50 g kg de semente; T4:
Trichoderma harzianum 3 - 3,5 - 4,0 - 4,5 - 5,0 g kg de semente; T5: T. asperellum a 5 -
5,5-6,0-6,5-7,0mL kg™ de semente, e controle. Apds 16 dias do semeio, as mudas de
alface foram transplantadas para vasos de 3 L contendo solo + areia + substrato na propor¢édo
de 2:1:1, previamente autoclavado (120 °C, 2 h). Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado 5X5 (5 produtos bioldgicos x 5 concentracGes) e seis repeticdes. No 3° dia apds
transplante, foram inoculados 5.000 ovos de M. incognita por planta. No 55° dia apos a
inoculagdo, foram realizadas as avaliagdes vegetativas e nematoldgicas. B.
methylotrophicus, nas concentragdes 2,5 mL kg, apresentou acréscimo no desenvolvimento
vegetativo da alface, 58,90 e 60,25%, massa fresca da parte aérea (MFPA) e comprimento
de raiz (C.R), respectivamente. A concentracdo de 4,0 mL kg resultou massa fresca das
raizes (MFR) 44,82% superior ao controle. B. subtilis nas concentragdes 3,0; 1,5; 2,5 mL kg
1 apresentou MFPA, D.C e C.R de 60,54, 165,90 e 68,65% superior ao controle. B.
methylotrophicus na concentragio 4,5 mL kg? e B. subtilis na concentragdo 1,5 mL kg
provocaram reducdo na reproducdo de M. incognita de 48,44% e 53,98%, respectivamente.
Com base nos resultados, concluiu-se que B. methylotrophicus e B. subtilis incrementam no

desenvolvimento vegetativo da cultura da alface, nas respectivas concentragdes 4,5 mL kg
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1,5 mL kg, sendo os microrganismos mais eficientes na reducdo na populacdo de M.
incognita em alface sob condigdes de cultivo protegido.
Palavras-chave Controle, nematoide de galhas, Bionematicidas, Lactuca sativa, Cultivo

Protegido.

Abstract: The use of biological nematicides presents the potential for the control of root-
knot nematode in lettuce in protected cultivation. The objective of this work was to evaluate
the efficiency of biological nematicides in the control of Meloidogyne incognita in the lettuce
crop, and its relationship with crop development. Under greenhouse conditions, lettuce seeds
cultivar Blue seeds BS AC0063 were treated with the following biological agents and their
respective concentrations: T1: Bacillus methylotrophicus at 2,5 -3,0 - 3,5-4,0 - 4,5 mL
kgl of seed; T2: B. subtilis at 1,5 — 2,0 — 2,5 — 3,0 — 3,5 ml kg * of seed; T3: B.
amyloliquefaciens at 3 — 3,5 — 4,0 — 4,5 5,0 g kg * of seed; T4: Trichoderma harzianum 3
-35-4,0-45-5,09 kg™ of seed; T5: T. asperellum at 5—5,5—-6,0 —6,5— 7,0 mL kg
of seed, and control. After 16 days of sowing, the lettuce seedlings were transplanted to 3 L
pots containing soil + sand + substrate in the proportion of 2:1:1, previously autoclaved (120
°C, 2 h). A completely randomized design 5X5 (5 biological products x 5 concentrations)
and six replications was made. On the 3rd day after transplantation, 5,000 M. incognita eggs
were inoculated per plant. On the 55th day after inoculation, vegetative and nematological
evaluations were performed. B. methylotrophicus at concentrations of 2.5 mL kg™ showed
an increase in the vegetative development of lettuce, 58.90 and 60.25%, shoot fresh mass
(MFPA) and root length (C.R), respectively. The concentration of 4.0 mL kg™? resulted in
root fresh mass (MFR) 44.82% higher than the control. B. subtilis at concentrations 3.0; 1.5;
2.5 mL kg* showed MFPA, D.C and C.R of 60.54, 165.90 and 68.65% higher than the
control. B. methylotrophicus at a concentration of 4.5 mL kg™ and B. subtilis at a concentration
of 1.5 mL kg caused a reduction in the reproduction of M. incognita of 48.44% and 53.98%,
respectively. Based on the results, it can be concluded that B. methylotrophicus and B. subtilis
increase the vegetative development of the lettuce crop, in the respective concentrations 4.5
mL kg* 1.5 mL kg, being the microorganisms more efficient in reducing in the population
of M. incognita on lettuce under protected cultivation conditions.

Key-words Control, root-knot nematode, Bionematicides, Lactuca sativa, Protected
cultivation.
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3.1 INTRODUCAO

Cultivos em ambientes protegidos sdo considerados essenciais por permitirem o
aumento da produtividade das plantas, especialmente a alface, que apresenta decréscimo
quando se utiliza métodos convencionais, pois sdo muito suscetiveis as adversidades
climéticas (VIDA et al, 2004). A alface € uma das hortali¢cas mais consumidas no mundo,
possuindo alta qualidade nutricional por ser rica em vitaminas, minerais e fibras, comumente
consumida in natura juntamente com outras hortalicas na forma de salada (VELASCO et
al., 2014). Diversas doencas podem afetar a qualidade e a produtividade em um cultivo de
alface, com destaque para os fitonematoides (PINHEIRO et al., 2013). Para manejar com
sucesso este patogeno faz-se necessario a combinacao de alguns métodos de controle para
reducdo da populacdo em nivel abaixo do nivel de dano econémico. As espécies de
nematoides mais importantes na cultura da alface sdo M. incognita e M. javanica. A cada
ano que passa a sociedade vem priorizando produtos mais saudaveis, produzidos com
minimo de danos ambientais, de modo que diversas pesquisas tém sido direcionadas para
incentivar estratégias de controle de doencas de plantas que causem menos efeitos
negativos ao meio ambiente (DIAS et al., 2010).

Uma de vérias formas de manejo estudadas € o uso do controle bioldgico, baseado
na estratégia da utilizacdo de um inimigo natural. Referindo-se a fitonematoides, o controle
se da principalmente pelo uso de fungos e bactérias (AGRIOS, 2005).

A utilizacdo de Trichoderma spp. para controle de fitonematoides é bastante
promissora e vem demonstrando eficiéncia em diferentes espécies de nematoides (SHARON
et al, 2007). Alguns trabalhos mencionam o potencial do Trichoderma spp. no controle
bioldgico de fitonematoides, destacando as interaces as quais atribuem a este
microrganismo a capacidade de colonizar a massa de ovos gelatinosa formada por espécies
de Meloidogyne spp. (SHARON et al., 2007).

A utilizacdo de rizobactérias apresenta-se como uma alternativa eficiente e viavel
no controle bioldgico de nematoides. Vale salientar que esta é uma estratégia ecologicamente
sustentavel e possui baixo risco de impacto ambiental quando comparada a outros métodos
de controle utilizados na supresséo de fitonematoides no solo (VAZ, 2011).

A protecdo de plantas a fitonematoides com o emprego de Bacillus spp. ocorre em
funcdo da combinagdo de diversos mecanismos de a¢do na regido da rizosfera, a saber:
competicdo por espago e nutrientes, antagonismo, parasitismo, antibiose, produgdo de

enzimas e contribui¢cdo com inducéo de resisténcia da planta hospedeira. (VAZ, 2011).
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Diante da necessidade de reduzir as perdas e conseguir alta produtividade na cultura
da alface, faz-se necessario melhorar a manejo fitossanitario realizado na cultura,
principalmente, em relacdo aos fitonematoides. Desse modo 0 manejo bioldgico apresenta o
potencial de contribuir para a reducdo dos danos causados pelos nematoides no cultivo desta
hortalica.

Portanto, o presente trabalho objetivou selecionar nematicidas biologicos para o
controle de Meloidogyne incognita em area de cultivo protegido, relacionando com

crescimento vegetativo da cultura da alface.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Experimento em casa de vegetacao

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Instituto de Tecnologia
Avancada UniBTA - Campus Luan Aguiar, municipio de Estreito-MA. Em casa de vegetacao
as sementes de alface cultivar Blue seeds BS AC0063 foram tratadas com os isolados de
microrganismos, nas respectivas concentragdes: T1: Bacillus methylotrophicus a 2,5 - 3,0 -
3,5-4,0-45mL kg de semente; T2: B. subtilisa 1,5-2,0-2,5-3,0 - 3,5 mL kg*de
semente; T3: B. amyloliquefaciens a 3 - 3,5 - 4,0 - 45 - 50 g kg de semente; T4:
Trichoderma harzianum 3 - 3,5 - 4,0 - 4,5 - 5,0 g kg* de semente; T5: T. asperellum a 5 -
5,5-6,0-6,5-7,0mL kg de semente, e controle. Mudas de alface, 16 dias apds o semeio,
foram transplantadas para vasos de 3 L contendo solo + areia + substrato na proporcao de
2:1:1, previamente autoclavado (120 °C, 2 h). Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado 5X5 (5 produtos bioldgicos x 5 concentracdes) e seis repeticdes, com unidade
experimental de 1 planta por vaso. No 3° dia apds transplante, foram inoculados 5.000 ovos
e eventuais juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita por planta.

3.2.2 Preparo do indculo e inoculacédo das plantas com M. incognita

A extracdo dos ovos do nematoide foi realizada segundo o método de Bonetti e
Ferraz (1981). As raizes foram picadas em pedacos de 1 a 2 cm e trituradas em liquidificador
na menor rotagcdo com solucao de hipoclorito de sodio, a 0,5% por 20 segundos. Em seguida,
a suspenséo resultante foi submetida a um conjunto de peneiras de 200 mesh e de 500 mesh.
A suspensdo aquosa retida na peneira de 500 mesh foi recolhida e a contagem e calibracéo
do in6culo foi realizada em microscopio foténico no aumento de 100 X, com o auxilio de

uma lamina de Peter. A inoculacéo foi efetuada colocando-se 5 ml da suspensdo de inoculo
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em 4 orificios equidistantes do caule da planta com 3,0 cm de profundidade .

3.2.3 Avaliacdes

Apds 55 dias da inoculacdo das plantas de alface com M. Incognita realizou-se as
avaliacdes. As raizes foram colhidas e lavadas sob &gua corrente. Em seguida elas foram
separadas da parte aérea e foram medidas as massas da matéria fresca (Figura 1).

As avaliacdes da parte aérea foram realizadas aferindo-se as seguintes variaveis:
Massa fresca da parte aérea (MFPA), (g), e massa fresca da raiz (MFRA), (g), em balanca
analitica digital com duas casas decimais. O comprimento de raiz (C.R.) foi medido da
distancia da base do corte no caule até a parte apical da raiz, com auxilio de uma régua
graduada expressa em (cm); O diametro do caule (D.C) foi obtido com auxilio de paquimetro
digital expresso em (cm), e as médias foram submetidas a analise de variancia e comparadas
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar
(FERREIRA 2011).

Figura 3.1: Comparacdo dos tratamentos com os isolados e controle 55 dias ap6s inoculagdo com 5000 ovos
de Meloidogyne incognita. (A) Bacillus amiloliquefaciens, (B) B. subtilis, (C) B. methylotrophicus, (D)
Trichoderma harzianum, (E) T. Asperellum.

Posteriormente, a extracdo dos ovos do nematoide foi realizada segundo o método
de Bonetti e Ferraz (1981). A determinagdo do numero final de ovos e eventuais juvenis foi
efetuada com auxilio da lamina de Peter, sob microscépio foténico no aumento de 100 X.

Esse namero final (populacéo final) foi usado no calculo do fator de reproducéo (FR) que é
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a populacdo final do nematoide (Pf) / populacdo inicial - nimero de ovos e eventuais juvenis
utilizados na inoculagdo do nematoide (Pi), (OOSTENBRINK, 1966). Os resultados obtidos
de Pf e FR foram transformados em Vx+ 0,5, 0 que é recomendado para dados quantitativos;
posteriormente eles foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar (FERREIRA
2011).

3.3 RESULTADO E DISCUSSAO

No presente estudo, houve diferengas significativas (P < 0,05) em funcéo das
concentragcfes de nematicidas biolégicos aplicados no tratamento de sementes da cultura da
alface, analisando massa fresca da parte aérea, massa fresca da raiz, diametro do caule e
comprimento de raiz.

Os isolados B. subtilis na concentracéo de 3,0 mL kg™ e B. methylotrophicus 2,5 ml
kg, resultaram em um aumento no desenvolvimento da MFPA da alface em relagdo ao
controle de 60,64 e 58,90%, , respectivamente. Os isolados B. amyloliquefaciens, T.
harzianum ambos na concentracdo 5,0 g kg* e T. asperellum 6,5 mL kg? apresentaram
resultados positivos na MFPA em relacdo ao controle de 49,81%, 44,93% e 36,98%,
respectivamente (Tabela 3.1). Resultado similar foi observado por Segato et al. (2016),
avaliando a eficiéncia do uso de B. subtilis, em que este proporcionou maior
desenvolvimento da MFPA em 154%, em relacdo ao controle em plantas de alface,
apresentando eficiéncia também no controle de Meloidogyne spp. Em outro estudo, Aradjo
& Marchesi (2009) observaram que B. subtilis aumentou em 28,48% a biomassa da parte
aérea e reduziu a reproducdo de nematoides de galhas em raiz de tomate. Alcebiades et al.
(2019), em ensaio com B. methylotrophicus, ao avaliar a MFPA em soja utilizando
nematicidas bioldgicos para o0 manejo de M. Javanica ndo encontraram diferencas entre 0s
tratamentos. Todavia, 0s mesmos autores observaram que os biolégicos B. methylotrophicus
e B. subtilis proporcionaram aumento da MFPA nas concentragdes analisadas,
evidenciando sua eficiéncia no manejo de M. incognita em alface conforme verifica-se na
(Tabela 3.1).
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Tabela 3.1. VValores médios das varidveis: massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca da raiz (MFR),
diametro do caule (D.C) e comprimento das raizes (C.R) de alface aos 55 dias ap6s a inoculacdo com 5000
ovos de Meloidogyne incognita.

Isolados Concentracdes MFPA MFR D.C CR
B. methylotrophicus 2,5 mL kg 196.88 A 15.24 AB  2.06 ABCD 1452 A
B. methylotrophicus 3,0 mL kg* 188.16 ABC 15.36 AB 2.22 AB 14.18 AB
B. methylotrophicus 3,5mL kgt 185.46 ABC 14.56 AB 2.26 AB 13.60 AB
B. methylotrophicus 4,0 mL kg 176.32 ABC 16.80 A 2.08 ABCD 11.64 AB
B. methylotrophicus 4,5 mL kgt 182.34 ABC 15.84 AB 2.18 ABC 14.42 AB
B. subtilis 1,5 mL kg* 174.16 ABC 15.02 AB 234 A 11.66 AB
B. subtilis 2,0 mL kg'* 176.14 ABC 1592 AB 2.08 ABCD 10.48 AB
B. subtilis 2,5 mL kg 179.70 ABC 16.16 AB 1.92 ABCD 12.08 AB
B. subtilis 3,0 mL kg'? 199.04 A 15.74 AB  2.04 ABCD 15.28 A
B. subtilis 3,5mL kg 190.34 AB  13.64 AB 1.90 ABCD 13.08 AB
B. amyloliquefaciens 3,0gkg? 168.62 ABC 15.36 AB 1.24 CDE 10.50 AB
B. amyloliquefaciens 3,5gkg? 17148 ABC 1554 AB 148 ABCDE 14.34 AB
B. amyloliquefaciens 4,09gkg? 17250 ABC 1520 AB 1.42 ABCDE 13.58 AB
B. amyloliquefaciens 459gkg? 173.86 ABC 1442 AB 174 ABCDE 10.90 AB
B. amyloliquefaciens 5,09kg? 185.62 ABC 13.70AB 196 ABCD 1348 AB
T. harzianum 3,0gkg? 178.00 ABC 14.40AB 1.90 ABCD 12.44 AB
T. harzianum 3,5gkg? 175,92 ABC 15.66 AB 2.18 ABC 13.70 AB
T. harzianum 4,09gkg? 173.36 ABC 15.32 AB 2.16 ABC 12.56 AB
T. harzianum 4,5gkg? 170.22 ABC 14.80 AB 2.16 ABC 12.98 AB
T. harzianum 5,09gkg? 179.58 ABC 12.80 AB 1.88 ABCD 12.08 AB
T. asperellum 5,0 mL kg 151.62CD 13.00AB 158 ABCDE 11.98 AB
T. asperellum 5,5 mL kg 15492 BCD 13.76 AB 1.82 ABCDE 11.96 AB
T. asperellum 6,0 mL kg 162.82 ABC 13.96 AB 1.12 DE 10.38 AB
T. asperellum 6,5 mL kg 169.72 ABC 1522 AB 1.34 BCDE 12.78 AB
T. asperellum 7,0 mL kg 167.54 ABC 1488 AB 1.62 ABCDE 10.00 AB
Controle 0,0 mL ou g kg 123.90 D 11.60 B 0.88 E 9.06 B
Média - 174.16 14.75 1.82 12.33
C.V.(%) - 8.84 14.32 22.23 18.12
D.M.S. - 36,85 5,05 0,97 5,35

(*) Dados foram submetidos a analise de variancia a 5% de probabilidade. Letras maiuscula diferentes na
coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade*
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No presente trabalho, o isolado que apresentou melhor resultado para a variavel
massa fresca da raiz (MFR) foi B. methylotrophicus na concentragio de 4,0 mL kg* de
semente, promovendo maior valor de MFR com incremento de 44,82% em relagdo ao
tratamento controle. Os isolados de B. subtilis, T. harzianum, B. amyloliquefaciens e T.
asperellum néo diferiram do controle sem tratamento de sementes para esta variavel (Tabela
3.1). Os resultados corroboram os obtidos por Montalvéo (2016), que relatou o efeito de
isolados a base de B. Methylotrophicus, que aumentaram em 25,78% a MFR de algodoeiro
(‘BRS 286”) inoculado com M. incognita em casa de vegetacdo. Zhou et al. (2016) também
demonstraram aumento da producdo de tomateiros infectados com M. incognita com
aplicacdo de B. methylotrophicus. Todos estes resultados evidenciam que B.
methylotrophicus, possui mecanismos de acdo que reduz a infeccdo de M. incognita nas
raizes de plantas , possibilitando seu melhor desenvolvimento.

Os seguintes isolados, B. methylotrophicus e T. harzianum e B. amyloliquefaciens
nas respectivas concentragdes 3,5 mL kg?, 3,5 g kgt e 5,0 g kgt, apresentaram resultados
de D.C diferindo do controle em 156,81%, 147,72% e 122,72% respectivamente (Tabela
3.1). SB. subtilis na concentragdo de 1,5 mL kg™ promoveu aumento do desenvolvimento de
D.C em 165,90% em relacdo ao controle sem tratamento de sementes (FERNANDES et al.,
2013). Harma & Gomes (1996) relataram que as endotoxinas produzidas por B. subtilis no
solo interferem no ciclo reprodutivo dos nematoides, principalmente na oviposigéo e ecloséo
de juvenis. Estes resultados relatam que além da reducdo da taxa reprodutiva de nematoides
das galhas B. methylotrophicus causam promoc¢do do desenvolvimento vegetal,
demonstrando aumento da producdo em 38% de tomateiros infectados com M. incognita
com aplicacéo de B. methylotrophicus (ZHOU et al., 2016).

Uso de isolados de bactérias no controle dos fitonematoides vai ao encontro das
demandas atuais da agricultura, tendo em vista a importancia dos organismos benéficos
presentes no solo, e por serem consideradas estratégias mais limpas e sustentaveis, evidencia
a importancia do emprego de nematicidas bioldgicos.

Analisando a varidvel comprimento de raiz (C.R), observou-se que B. subtilis na
concentracéo de 2,5 mL kg e B. methylotrophicus 2,5 mL kg™ promoveram o crescimento
do sistema radicular da cultura da alface em 68,65% e 60,26%, respectivamente, em relacéo
ao controle como observa-se na Tabela 3.1. Os isolados B. amyloliquefaciens, T. harzianum
e T. asperellum ndo diferiram do controle, podendo ser justificado com resultados o0s quais

relatam que a bactéria B. subtilis tem a capacidade de colonizar as raizes por meio da
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formagé&o de uma camada fina sobre elas. A colonizacao do sistema radicular possibilita uma
situacdo de competicdo com outras espécies de microrganismos (KILIAN et al., 2000).
Segundo Lucy, Reed e Glick (2004) as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
proporcionam varios beneficios para as plantas, como o0 aumento nas taxas de germinacéo
de sementes, crescimento de raizes e de area foliar, aumentando o teor de nutrientes. Isolados
de B. subtilis foram relatados como antagonistas de nematoides de galhas, podendo ser
utilizados no manejo de culturas econdmicas, visando reduzir os efeitos deletérios do
parasita (LI et al., 2005). Contudo, o controle biologico tem se apresentado como alternativa
mais vidvel para 0 manejo de fitonematoides, por minimizar o dano ambiental e ser mais
vantajoso economicamente, comparado aos métodos quimicos convencionais.

Houve diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos para as variaveis
namero de ovos (NO) e fator de reproducdo (FR) conforme observado na Tabela 3.2. O
Bacillus methylotrophicus apresentou resultados satisfatorios na concentragéo 4,5 mL kg,
reduzindo FR em 53,98%, o que indicou sua eficiéncia na redugdo da reproducdo de M.

incognita em alface, destacando-se como o isolado mais eficiente.

Tabela 3.2. Valores médios das variaveis: niamero de ovos (NO), fator de reprodugdo (FR), percentagem de
redugdo de ovos (PRO) nas raizes de alface 55 dias ap6s a inoculagdo com 5000 ovos de Meloidogyne
incognita.

Isolados Concentrac0es NO FR PRO
B. methylotrophicus 2,5mL kgt 187.86 ABC 2,65 ABC 41,21%
B. methylotrophicus 3,0 mL kg™* 194,42 BC  2,74BC 39,15%
B. methylotrophicus 3,5mL kg 211,42 CD 2,99 CD 33,83%
B. methylotrophicus 4,0 mL kgt 188,20 ABC 2,66 ABC 41,09%
B. methylotrophicus 4,5 mL kg™* 147,02 A 2,07 A 53,98%
B. subtilis 1,5 mL kg 164,72 AB 2,32 AB 48,44%
B. subtilis 20mLkg! 203,26 BCD 2,87 BCD 36,38%
B. subtilis 2,5mL kgt 212,10 CD 2,99CD 33,61%
B. subtilis 3,0 mL kg? 188,06 ABC 2,65 ABC 41,14%
B. subtilis 3,5mL kg! 190,76 ABC 2,69 ABC 40,29%
B. amyloliquefaciens 3,0gkg? 206,79 BCD 2,92 BCD 35,28%
B. amyloliquefaciens 3,5gkg? 210,72 CD 2,98 CD 34,05%
B. amyloliquefaciens 4,09gkg? 203,88 BCD 2,88 BCD 36,19%
B. amyloliquefaciens 45gkg? 223,66 CD 3,16 CD 30,00%
B. amyloliquefaciens 50gkg? 219,54 CD 3,10CD 31,29%

20



T. harzianum 3,0gkg? 228,99 CD 3,23CD 28,33%
T. harzianum 3,5gkg? 219,69CD  3,10CD 31,24%
T. harzianum 4,0 g kg 221,09 CD 3,12CD 30,80%
T. harzianum 45 g kg 218,32 CD 3,08 CD 31,67%
T. harzianum 509gkg? 243,14 DE 3,43 DE 23,90%
T. asperellum 5,0 mL kgt 281,27 EF 3,97 EF 11,02%
T. asperellum 5,5mL kg* 295,47 F 4,17 F 7,52%
T. asperellum 6,0 mL kg 300,56 F 4,25 F 5,93%
T. asperellum 6,5 mL kg* 288,71 F 4,08 F 9,64%
T. asperellum 7,0 mL kgt 296,40 F 419F 7,23%
Controle 0,0mLougkg! 319,52F 451 F 0%
Média - 225,60 3,19 -
C.V.(%) - 8,23 8,23 -
D.M.S. - 44,38 0,62 -

(*) Dados foram transformados em Vx+ 0,5, e submetidos & analise de variancia a 5% de probabilidade. Letras
mailscula diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade*

As concentracdes de B. methylotrophicus 2,5 e 4,0 mL kg e B. subtilis 1,5, 3,0 e
3,5 mL kg? apresentaram redugdes na reproducdo de M. incognita de 41,21%, 41,09%,
48,44%, 41,14% e 40,29%, respectivamente (Tabela 3.2). Isso confirma o que foi relatado
por Zhou et al. (2016) sobre a rizobactéria B. methylotrophicus, estirpe R2-2 e sua a¢do na
reducdo de M. incognita em tomateiro. Ela promoveu reducbes na reproducdo de M.
Incognita, cujos mecanismos observados para Bacillus spp. foram a sintese de metabdlitos
secundarios que interferem no ciclo reprodutivo do nematoide e/ou transformam exsudados
radiculares em subprodutos, interferindo no processo de reconhecimento nematoide-planta
(ARAUJO, 2018). Araljo e Marchesi (2009) observaram que B. subtilis (PRBS-1) reduziu
39,34% a reproducdo de nematoide de galha em raizes de tomateiro, sob condi¢des de casa
de vegetagéo. Araujo et al. (2012) relatam reducdo significativa de nematoide das galhas,
cerca de 70%, na presenca de formas ativas e ovos nas raizes de soja BRS 184, susceptivel
ao parasita. Quando as sementes foram tratadas com B. subtilis, proporcionaram maior
rendimento aéreo e radicular na alface. Segundo Segato (2016), B. subtilis se mostrou
eficiente no controle de nematoide, diminuindo em até 87% os juvenis de segundo estadio
nas raizes das plantas de alface em relacdo ao tratamento controle.

Os isolados B. amyloliquefaciens e T. harzianum nas respectivas concentragoes 4,0
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e 4,5 g kg't, agiram como redutor de reprodugio em 36,19% e 31,67% de M. incognita em
alface (Tabela 3.2). Estes resultados sdo semelhantes aos observados por Aradjo e Marchesi
(2009), que constataram que B. amyloliquefaciens, atuando na regido radicular da planta,
modificaram os exsudatos produzidos, impedindo que o nematoide encontrasse a planta
hospedeira e parasitasse as raizes. Quanto ao fungo nematéfago T. harzianum, Manfessoni
(2018) observou que houve uma reducdo de 32,1% da populacdo de Meloidogyne spp. nas
raizes de tomate, em relacédo ao controle.

Com a finalidade de diminuir os prejuizos causados pelos nematoides, o controle
bioldgico se destaca como uma alternativa de controle viavel. Ele possui, ainda, as vantagens
de ndo ter efeito danoso sobre o ambiente e ndo deixar residuos nos produtos colhidos. O
controle bioldgico também apresenta o potencial de uso nos cultivos protegidos, hortas e
agricultura organica. Ele consiste na reducéo da populacéo do nematoide pela acdo de outro
organismo Vvivo, que ocorre naturalmente no solo por meio da manipulacdo do ambiente,
incluindo a introducdo de organismos antagonistas, melhorando relagdo custo/beneficio

guando comparada a alguns agrotéxicos convencionais.

3.4 CONCLUSOES

Bacillus methylotrophicus na concentracdo de 2,5 mL kg proporcionou um
acréscimo no desenvolvimento vegetativo da alface de 58,90 e 60,25%, MFPA e C.R,
respectivamente. A concentracdo de 4,0 mL kg apresentou MFR 44,82% superior aos
outros isolados.

B. subtilis nas concentracdes 3,0; 1,5 e 2,5 mL kg apresentou MFPA da parte
aérea, D.C e C.R 60,54, 165,90 e 68,65% superior aos outros isolados.

B. methylotrophicus na concentracio 4,5 mL kg™ foi o isolado mais eficiente no
controle de M. incognita com reducdo do FR em 53,98%.

B. subtilis nas concentragdes 1,5; 3,0 e 3,5 mL kg, reduziu em 48,44%, 41,14%
e 40,29%, respectivamente, a reproducdo de M. incognita.

Ambos isolados nas respectivas concentragdes apresentaram melhor eficiéncia na
reducdo de reprodutiva de M. incognita, em ralacdo aos demais isolados bioldgicos testados.
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4. CAPITULO Il

(Normas de acordo com a Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias)

Utilizacao de nematicidas bioldgicos para o controle de Meloidogyne incognita na

cultura de alface em condigdes de campo

Resumo: A alface apresenta uma cultura muito suscetivel ao ataque de nematoides de
galhas, género Meloidogyne, causando perdas econémicas significativas. As principais
espécies que infectam a alface sdo Meloidogyne incognita e M. javanica. O controle
bioldgico apresenta-se como uma importante estratégia para 0 manejo de fitonematoides.
Obijetivou-se com este trabalho avaliar a eficiéncia de nematicidas bioldgicos no controle de
M. incognita na cultura de alface, e seu efeito no desenvolvimento da cultura. O ensaio foi
conduzido em canteiros onde previamente detectou-se a presenga de M. incognita e foi
realizada a quantificagdo da populacéo inicial. Sementes de alface cultivar Blue seeds BS AC0063
foram tratadas com os isolados de microrganismos nas seguintes concentracdes: T1: Bacillus
methylotrophicus a 2,5 mL kg™ de semente; T2: B. subtilis a 1,5 mL kg de semente; T3: B.
amyloliquefaciens a 3 g kg™'de semente; T4: Trichoderma harzianum 3 g kg™ de semente;
T5: T. asperellum a 5 mL kg* de semente e controle sem tratamento de sementes. A seguir
foram semeadas em bandejas e ap06s 16 dias foram transplantadas nos canteiros. Utilizou-se
delineamento de blocos casualizados, 4 blocos, 6 parcelas por bloco, com unidade
experimental de 8 plantas, retirando 4 para serem submetidas as avaliagdes. No 55° dia apés
o transplante, foram realizadas as avaliacfes das seguintes varidveis: massa fresca da parte
aérea (MFPA), massa fresca da raiz (MFR), comprimento de raiz (C.R), diametro do caule
(D.C) e fator de reproducdo (FR). Houve reducdo do FR de M. incognita nos tratamentos
com os isolados B. amyloliquefaciens e T. harzianum em 37,60% e 28,86%,
respectivamente, ambos isolados possibilitaram acréscimo no desenvolvimento vegetativo
da alface. Concluiu-se que B. amyloliquefaciens e T. harzianum proporcionam melhor
desenvolvimento vegetativo e redugdo na populagdo de M. incognita na cultura da alface em

condicéo natural de campo infestado.

Palavras-chave: Manejo integrado, Nematoides de galhas, Bionematicidas, Lactuca sativa,

Campo.
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Use of biological nematicides to control root-knot nematodes in field lettuce crops

Abstract: Lettuce is very susceptible to attack by root-knot nematodes, Meloidogyne genus,
causing significant economic losses. The main nematode species in lettuce production are
Meloidogyne incognita and Meloidogyne javanica. Currently, biological control is an
important strategy for the control of phytonematodes. The aim of this study was to evaluate
the influence of biological nematicides on the control of Meloidogyne incognita in lettuce
crops, and their relationship with crop development. The experiment was conducted at the
Institute of Advanced Technology UniBTA - Campus Luan Aguiar, municipality of Estreito-
MA. The test was conducted in beds where the presence of Meloidogyne incognita was
previously detected, the initial population was quantified, then the Lettuce seeds cultivate
Blue seeds BS AC0063 were treated with the microorganism isolates, in the following
concentrations: T1: Bacillus methylotrophicus at 2.5 mL kg™ of seed; T2: Bacillus subtilis
at 1.5 mL kg seed; T3: Bacillus amyloliquefaciens at 3 g kg? seed; T4: Trichoderma
harzianum 3 g kg seed; T5: Trichoderma asperellum at 5 mL kg of seed, Then they were
sown in trays and after 16 days they were transplanted. A randomized block design was used,
4 blocks, 6 plots per block, with an experimental unit of 8 plants, removing 4 to be submitted
to the evaluations described below. On the 55th day after inoculation, the following variables
were evaluated: aerial part fresh mass, root fresh mass, root length, stem diameter and
reproduction factor. Results observed were a reduction of Meloidogyne incognita egg masses
in treatments with the isolates Bacillus amyloliquefaciens and Trichoderma harzianum by
37.60% and 28.86%, respectively, both isolates functioned as growth promoters. It was
concluded that Bacillus amyloliquefaciens and Trichoderma harzianum provide better
vegetative development and reduction in the population of M. incognita in lettuce crops in a

field-level cropping system.

Keywords: Control, Meloidogyne incognita, Bionematicides, Lactuca sativa, Field.

4.1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € uma hortalica da familia Asteracea com relatos da
sua utilizagdo como alimento humano desde o século VI a.C (Fonseca, 2007). Esta hortalica
é de grande aceitacdo e junto do tomate formam os principais ingrediente da maioria das

saladas no Brasil.

26



Os nematoides de galhas constituem um dos principais patégenos da cultura da
alface, além de causar danos em varias espécies de hortalicas no Brasil. As espécies de maior
expressao sao: M. javanica, M. incognita. encontradas em todo o territério nacional. Os
danos de nematoides mais frequentes ocorrem na raiz e podem ser quantitativos, quando
ocorre a infeccdo da planta, promovendo decréscimo em sua produgdo devido a
alimentacdo continua dos nematoides; ou qualitativos, no caso de raizes comestiveis, bulbos
e tubérculos, deformando-os, tornando-os improprios para o consumo (CHARCHAR,
1999). As perdas na cultura da alface devido ao parasitismo dos nematoides estdo estimadas
entre 10 e 20%, mas pode atingir 100%. Vale destacar que o cultivo sucessivo dessa hortalica
em uma mesma area pode agravar problemas nematoldgicos devido a elevagdo dos niveis
populacionais de Meloidogyne spp. no solo, (RABELLO, 2010).

Uma das principais formas de controle de nematoides é por meio do controle
quimico, entretanto os nematicidas quimicos promovem elevado nivel residual téxico no
solo, com alta possibilidade de matar microrganismos benéficos (ZHANG et al, 2014). Neste
cenario, o controle bioldgico apresenta uma série de vantagens em relacao ao quimico, pois,
ndo desequilibra a fauna do solo, ndo contamina o meio ambiente, além de ser de facil
aplicacdo e ter baixo custo (SOUZA et al., 2014). Nas Ultimas décadas vem se intensificando
as investigacOes sobre 0 uso de microrganismos antagonistas para a utilizagdo no controle
bioldgico, com o intuito de manipular o ambiente para obter um solo equilibrado. O controle
bioldgico pode exercer efeito de supressividade, pois quanto maior e mais variada a
populagdo microbiana, maiores as chances de sucesso (BORGES et al., 2013).

Bactérias do género Bacillus expressam caracteristicas adaptativas para habitar na
rizosfera, colonizando raizes de plantas. Classificadas como agentes de controle bioldgico,
algumas espécies do género possuem efeito nematicida (STURZ; NOWAK, 2000;
MACHADO et al., 2012). Diversos estudos relatam que as espécies de Bacillus que
compdem a microbiota do solo, além de agdo antimicrobiana, possuem capacidade de
solubilizacdo de fosforo, aumento da fixacdo de nitrogénio e solubilizacdo de outros
nutrientes (ARAUJO, 2008).

Fungos do género Trichoderma apresentam atividade como promotores de
crescimento de plantas e estdo entre 0s microrganismos mais comumente estudados como
agentes de biocontrole de doencas de plantas, inclusive fitonematoides (ALTMORE, et al.,
1999).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo selecionar nematicidas bioldgicos

para o controle de M. incognita. em area de cultivo de alface em condic¢Ges de campo e a sua
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acdo no crescimento vegetativo da cultura da alface.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Instituto de Tecnologia
Avancada UniBTA - Campus Luan Aguiar, municipio de Estreito-MA 6°36'54.5"S
47°20'46.9"W. Esta regido possui clima tropical, com precipitacdo média anual aproximada
de 1900 mm, temperatura média de 27 °C e 153 metros de altitude. De acordo com Kdppen
& Geiger a classificacdo do clima é Aw. Os solos da regido sdo classificados como

Latossolos Vermelhos distréfico, com teores de argila em torno de 40%.

4.2.1 Experimento em campo

O ensaio foi conduzido em canteiros onde previamente detectou-se a presenca de
M. incognita. Realizou-se a quantificacdo da populacdo inicial, e posteriormente as sementes de
Alface cultivar Blue seeds BS AC0063 foram tratadas com os isolados de microrganismos,
nas seguintes concentracéo: T1: Bacillus methylotrophicus a 2,5 mL kg de semente; T2: B.
subtilis a 1,5 mL kg™ de semente; T3: B. amyloliquefaciens a 3 g kgde semente; T4: T.
harzianum 3 g kg* de semente; T5: T. asperellum a 5 mL kg de semente. A seguir foram
semeadas em bandejas e apds 16 dias foram transplantadas para canteiros preparados com
utilizacdo de 40g de superfosfato simples por metro, coberturas realizadas no 10 e 25 dias
apos transplante utilizando 50g por metro do formulado 20-00-20, em ambas as aplicagdes.
Manejo com irrigacGes, realizado duas vezes ao dia utilizando fita de microaspersao que
possui vazdo de 60 litros por hora, durante 25 minutos.

Utilizou-se delineamento de blocos casualizados, 4 blocos, 6 parcelas por bloco,
com unidade experimental de 8 plantas, retirando 4 para ser submetidas as avaliagdes.

4.2.2 Avaliacdes

Apos 55 dias do transplante, as plantas foram colhidas, as raizes foram lavadas sob
agua corrente, e em seguida foram separadas da parte aérea, como pode-se observar na
Figura 4.1. As avaliagOes da parte aérea foram realizadas nas seguintes variaveis: Massa
fresca daparte aérea (MFPA), (g), e massa fresca da raiz (MFRA), (g), utilizando uma balanca
analitica digital com duas casas decimais. O comprimento de raiz (CR.), (cm), foi medido da
distancia da base do corte no caule até a parte apical da raiz, com auxilio de uma régua

graduada expressa em (cm); O diametro do caule (DC.) foi obtido com auxilio de paquimetro
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digital expresso em (cm), e as médias submetidas a analise de variancia e as mesmas
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar
(SISVAR, 2011).

Para a quantificacdo dos ovos as raizes de alface foram picadas em pedacos de 1 a
2 cm e trituradas em liquidificador na menor rotagdo com solucao de hipoclorito de sodio a
0,5% por 20 segundos. Em seguida, a suspenséo resultante foi submetida a um conjunto de
peneiras de 200 mesh e de 500 mesh. A suspensao aquosa retida na peneira de 500 mesh foi
recolhida em becker de vidro de 200 mL com auxilio de uma piseta (BONETTI & FERRAZ,
1981).
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Figura’4.1. Raizes de alface 55 dias ap6s trasplanté-éxibindo galhas in
incognita.

Y e ’
duzidas por Meloidogyne

A determinag&o do namero final de ovos e eventuais juvenis foi efetuada com auxilio
da lamina de Peter, sob microscopio fotdnico, na ampliacdo de 40 X. Esse numero final
(populagdo final) foi usado no calculo do fator de reproducdo (FR) que ¢é a populacdo final
do nematoide (Pf) / populacdo inicial — nimero de ovos e eventuais juvenis utilizados na
inoculacdo do nematoide (Pi) (OOSTENBRINK, 1966). Os resultados obtidos de Pf e o FR
foram transformados em Vx+ 0,5, 0 que é recomendado para dados quantitativos, e
submetidos & anélise de variancia, sendo as medias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a massa fresca da parte aérea (MFPA), houve diferenca significativa
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entre os produtos bioldgicos (P < 0,05), como pode-se observar na Tabela 1. O Isolado de B.
subtilis apresentou ser 31,07% mais eficiente em relacdo ao tratamento controle, sem
tratamento de sementes avaliando massa fresca da parte aérea. Os tratamentos B.
methylotrophicus, B. amyloliquefaciens T. harzianum e T. asperellum isolado, foram
respectivamente 26,54%, 25,09%, 25,14% e 19,23% mais eficientes que o controle, sem
tratamento de sementes. Resultados semelhantes foram relatados por alguns autores, os quais
dizem que a acdo de microrganismos promove incremento significativo de massa fresca da
parte aérea. Guimaraes et al. (2013) verificaram um incremento na massa fresca da parte
aérea de 26,5% em plantas de alface quando aplicado o produto B. amyloliquefaciens isolado
ICBB200. Trabalho realizado por Aradjo & Marchesi (2009) demonstrou que B. subtilis
(PRBS-1) aumentou a biomassa da parte aérea de plantas de tomate em 28,48%. De modo
semelhante, Sousa et al. (2014) relataram incremento de massa fresca da parte aérea de soja
em 44%. O uso de T. harzianum proporcionou resultados positivos com incremento de 83%
na matéria fresca de plantas de maracuja (Santos et al., 2010), o que evidencia o efeito
positivo destes isolados bioldgicos para o controle de M. incognita, além de melhorar o
desenvolvimento vegetativo, com incremento da massa fresca da parte aérea da cultura da
alface. Os isolados B. subtilis, T. harzianum, B. methylotrophicus e B. amyloliquefaciens
proporcionaram maior valores no D.C da alface de 195,18%, 195,18%, 161,44% e 144,57%
respectivamente. Em relacdo ao fungo T. asperellum, esse tratamento foi menos efetivo (P
< 0,05), apresentando 46,98% de desenvolvimento de D.C, ndo diferindo (P < 0,05) em

relacdo ao controle (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Valores médios das varidveis massa fresca da parte aérea (MFPA), didmetro do caule (D.C.), massa
fresca da raiz (MFRA) e comprimento de raiz (CR.) de alface 55 dias ap6s transplante.

Tratamentos MFPA DC MFRA CR
(9) (cm) (9) (cm)
T1-B. methylotrophicus 156.56 a 217 a 14.06 a 13.73a
T2-B. Subtilis 162.16 a 2.45a 11.46 ab 13.35a
T3-B. amyloliquefaciens 154.77 a 2.03a 12.33 ab 14.08 a
T4-T. harzianum 154.83 a 245a 1048 Db 12.84 a
T5-T. asperellum 14752 a 1.22b 11.89 ab 11.28 a
T6-Controle 123.72 b 0.83 b 13.29 ab 8.08 b
Média 149.93 1.86 12.25 12.22
C.V.(%) 6.95 16,13 14,13 13,86

Letras mindsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade*

Segundo Taiz & Zeiger (2004), as plantas com maior didmetro de caule apresentam
maior tendéncia a sobrevivéncia, principalmente pela maior capacidade de formacéo e de

crescimento de novas raizes. Isso pode ser atribuido & acdo dos isolados, reduzindo a
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infecgdo nematoldgica na cultura da alface e melhorando o desenvolvimento do caule.

Observou-se diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos para a variavel
de MFR, conforme verifica-se na Tabela 4.1. O isolado que apresentou melhor resultado foi
B. methylotrophicus, promovendo maior MFR em 5,79%, em relacdo ao controle, sem
tratamento de sementes. Os isolados B. subtilis, B. amyloliquefaciens e T. asperellum néo
diferenciaram (P >0,05) quando comparados ao T6 (controle sem tratamento de sementes).
Segundo Pinheiro et al. (2014), os danos promovidos diretamente no sistema radicular sdo
redutores de desenvolvimento, afetando a funcdo morfoldgica do sistema O parasitismo
causa danos diretos no sistema radicular e, assim, diminui a absorcéo de &gua e nutrientes.
Os resultados obtidos pela aplicacdo de B. methylotrophicus e T. asperellum em tomateiro
no controle de M. javanica e M. incognita ndo diferiram do controle, inoculada sem
tratamento biolégico (CARVALHO, 2017). O melhor desenvolvimento da MFR
provavelmente estd relacionado com a agdo bionematicida de B. methylotrophicus,
melhorando o desenvolvimento vegetativo da alface.

Os tratamentos com os isolados B. methylotrophicus, B. subtilis, 69,92%, 65,22%,
B. amyloliquefaciens, T. harzianum e T. asperellum mostraram resultados de 74,25%,
58,91% e 39,60%, respectivamente. Estes ndo diferiram (P>0,05) do controle, analisando
C.R da alface (Tabela 4.1). Resultados contrarios foram obtidos por Xia et al. (2011), como
o isolado de B. Subtilis, o qual sugere que atuam no crescimento da planta a partir do efeito
inibidor contra patdgenos, produzindo substancias biologicamente ativas ou transformando
compostos minerais e organicos indisponiveis em formas disponiveis para a planta
(BROADBENT et al., 1977). Além disso, entende-se que ha um incremento da producdo da
planta a partir do uso dessa bactéria como fator de crescimento (MERRIMAN et al., 1974;
TURNER & BACKMAN, 1986).

Os isolados B. methylotrophicus, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, Trichoderma
harzianum apresentaram resultados melhores de comprimento da raiz, confirmando que o
uso deles auxilia no desenvolvimento vegetativo da alface.

No presente estudo, para o fator de reproducdo (FR) e nimero de ovos (NO) houve
diferengas significativas (P < 0,05) em fung¢@o dos tratamentos analisados. Bacillus
amyloliquefaciens, Trichoderma harzianum apresentaram menores fatores de reproducéo:
FR= 0,82 e 0,75, respectivamente. O nimero de ovos de M. incognita reduziu 37,60% e
28,86% em relacdo ao controle, evidenciando que os isolados promovem reducdo na
reproducdo de M. incognita. Os isolados de Bacillus methylotrophicus, Bacillus subtilis e

Trichoderma asperellum apresentaram fatores de reproducdo semelhantes ao controle,
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respectivamente 0,85, 0,88, 1,01, correspondendo & reducdo do nimero de ovos na devida
ordem de 27,97%, 32,64% e 14,28%, respectivamente (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Valores médios das varidveis: nimero de ovos (NO), fator de reproducdo (FR), percentagem de
reducdo de ovos (PRO) nas raizes de alface 55 dias ap0s transplante.

Tratamentos NO FR PRO
T1-B. methylotrophicus 9,73 a 0,85 ab 27,97%
T2-B. subtilis 9,10 a 0,88 ab 32,64%
T3-B. amyloliquefaciens 8,43 a 0,82 a 37,60%
T4-T. harzianum 9,61 a 0.75 a 28,86%
T5-T. asperellum 11,58 ab 1,01 ab 14,28%
T6-Controle 13,51 b 1,22 b 0%
Média 10,33(*) 0,92 (*) -
C.V.(%) 17.91 23,74 -
DMS 3,25 0,38 -

(*) Dados foram transformados em Vx+ 0,5, e submetidos & analise de variancia a 5% de probabilidade. Letras
minusculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade*

Segundo Ferreira (2015), B. amyloliquefaciens apresentaram acdo nematicida com
68% de mortalidade dos juvenis e a¢do ovicida sobre M. incognita com 73% de reducdo na
eclosdo dos juvenis de segundo estadio (J2). De maneira semelhante, Alves et al. (2011)
observaram que B. amyloliquefaciens demonstrou alto potencial como agente do controle de
J2 de M. javanica. As bactérias do género Bacillus séo rizobactérias que podem sintetizar
metabdlitos secundarios que interferem no ciclo reprodutivo do nematoide e/ou transformam
exsudados radiculares em subprodutos, interferindo no processo de reconhecimento
nematoide-planta (ARAUJO, 2018).

No presente trabalho o isolado de B. subtilis ndo diferiu do tratamento controle.
Resultados diferentes dos obtidos por Araujo & Marchesi (2009), ao avaliarem o efeito de
B. subtilis (PRBS-1) como promotor de crescimento e agente de controle de nematoides
formadores de galha, Meloidogyne spp., no cultivo de tomateiro.

A utilizagdo de fungos nemat6fagos apresenta resultados satisfatorios,
evidenciando o potencial uso no controle de M. incognita em alface, corroborando os
resultados em que se utilizou Trichoderma para o controle de M. incognita em feijoeiro,
onde houve uma reducdo do numero de J2 de Meloidogyne spp. em 43% apo6s a aplicagdo
do fungo ao solo (Borges et al 2013).

A aplicacdo de nematicidas biologicos T. Harzianum e Bacillus amyloliquefaciens

apresenta resultados satisfatorios, contribuindo na reducéo populacional de M. Incognita, e
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incrementando o desenvolvimento estrutural da cultura da alface, o que torna uma alternativa
ao horticultor para o controle de nematoide.

Uso de controle bioldgico diminui os danos de M. incognita causados a cultura da
alface, minimiza o uso e a quantidade de produtos quimicos na lavoura de alface,
proporciona a producgdo de alimento mais saudavel e mitiga o impacto ambiental causado
pela aplicacdo de agrotoxicos, reduzindo também a intoxicacdo de trabalhadores,

evidenciando ser alternativa promissora para o desenvolvimento sustentavel.

4.4 CONCLUSOES
O tratamento com T. harzianum promoveu incremento na MFPA em 25,14%,
didametro do caule em 195,18%, comprimento de raiz em 58,91%.
Bacillus amyloliquefaciens promoveu incremento na MFPA em 25,09%, diametro
do caule em 144,57%, C.R em 74,25%, MFR -7,22%.
Houve reducdo do fator de reproducdo de M. incognita em alface utilizando
tratamentos com os isolados B. amyloliquefaciens e T. harzianum em 37,60% e 28,86%,

respectivamente.
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5. CONCLUSAO GERAL

Concluiu-se que Bacillus methylotrophicus, B. subtilis, B. amyloliquefaciens e T.
harzianum incrementaram o desenvolvimento vegetativo da cultura da alface.

B. methylotrophicus e B. subtilis nas respectivas concentracdes 4,5 mL kg™ 1,5
mL kg, possibilitaram reducdo na populagdo de M. incognita em condicdes de cultivo
protegido.

B. amyloliquefaciens e T. harzianum proporcionaram reducao na populacdo de M.
incognita em sistema de cultivo de campo.
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