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INFO ABSTRACT
Keyworks Action of biological agents in the control of nematodes in lettuce
Azospirillum brasilense Lettuce cultivation has been hampered by phytosanitary problems, especially in the genus Meloidogynes
Bacillus subtilis sp.. In an attempt to minimize losses, cultivation practices that are efficient, low cost and with reduced
Trichoderma spp. environmental impact are sought, such as the use of biological control. This study aimed to evaluate the

nematicidal potential of biological agents in Meloidogyne infestation for two crispy lettuce cultivars. A
completely randomized design ina 2 x 3 x 7 factorial scheme was used, with cultivars Mediterranea and
Solaris, three species Meloidogyne incognita, M. javanica and M. enterolobii, in combination with seven
biological control agents (Treatment without control agent, Trichoderma viride, Bacillus subtilis,
Azospirillum brasilense, and Three local isolates of T. atroviride). The use of biological agents proved to
be promising for the lettuce cultivars Solaris and Mediterranea. The microorganisms that stood out were
B. subtilis and T. atroviride.

RESUMO
Palavras-chaves O cultivo da alface tem sido prejudicado por problemas fitossanitarios, em especialmente o género Me-
Azospirillum brasilense loidogynes sp.. Na tentativa de minimizar prejuizos, busca-se praticas de cultivo que sejam eficientes, de
Ba_CI”US subtilis baixo custo, e com reduzido impacto ambiental, tais como a utilizagdo de controle bioldgico. Objetivou-
Trichoderma spp. se avaliar o potencial nematicida de agentes bioldgicos em infestagdo de Meloidogyne para duas cultivares

de alface crespa. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado no esquema fatorial 2 x 3 x 7, sendo
as cultivares Mediterranea e Solaris, trés espécies Meloidogyne incognita, M. javanica e M. enterolobii,
em combinacdo com sete agentes de controle bioldgico (Tratamento sem agente de controle, Trichoderma
viride, Bacillus subtilis, Azospirillum brasilense, e Trés isolados locais de T. atroviride). A utilizagdo de
agentes biolégico se mostrou promissora para as cultivares de alface Solaris e Mediterranea. Os micror-
ganismos que se destacaram foram B. subtilis e T. atroviride.
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INTRODUCAO

A alface é a mais importante espécie horticola
cultivada no Brasil, sendo importante fonte de
renda, principalmente, para a agricultura familiar.
No entanto, frequentemente tem-se verificado a
incidéncia de doengas na cultura e, em
consequéncia, a reducdo na produtividade e a perda
de qualidade do produto comercializado, além do
problema de residuos de agrotoxicos, usados para o
controle de pragas e doencas (Favarato et al., 2017).

Dos diversos problemas fitossanitarios que
podem afetar negativamente a cultura da alface,
vem se destacando o0 severo ataque de
fitonematoides, que atuam como importantes
parasitas de tecidos vegetais, principalmente os que
atacam as raizes (Ferraz e Brown, 2016; Oliveira et
al., 2017). Os fitonematoides podem manter-se
Vivos e ativos em uma grande gama de hospedeiros
(Scurrah et al., 2005), dificultando o seu controle.

Na cultura da alface tem sido um problema a
ocorréncia de nematbides das galhas, o0s
Meloidogyne spp., esse género compreende
parasitos obrigatorios de raizes e de caules
subterraneos, porém podem sobreviver em restos
de culturas, principalmente em raizes ou tubérculos
infectados ou mesmo na forma de ovos e juvenis
disseminados no solo de cultivo (Ferraz, 1992;
Pinheiro et al., 2015). Uma vez estabelecidos na
area, ndo ha controle, mais podem ter suas
populacdes reduzidas e mantidas em niveis baixos,
mas a erradicacdo total é praticamente impossivel
(Fiorini, 2005).

O manejo destes fitoparasitas tem sido realizado
de maneira equivocada, com a aplicacdo de
produtos ndo registrados para a cultura e com
controle duvidoso, causando problemas legais e
ameaca ao consumidor, além de contaminagdo do
produto e do ambiente. Devido a isso, o controle
dos fitonematdides em areas de plantio de alface
tem se mostrado problematico, e a rotacdo de
cultura, método muitas vezes recomendado no
controle desses parasitas de plantas, é de dificil
utilizacdo em virtude da necessidade de producéo
nas mesmas areas, que se encontram préxima as
indGstrias  de  processamento  ou  centros
consumidores (Pinheiro et al., 2013).

O uso de cultivares tolerantes seria, portanto, o
método ideal de controle de fitonematoides em
alface, no entanto, poucas sdo as cultivares. Com a
perspectiva de produtos isento de agroquimicos, e
um correto manejo para producdo de alface, a
tendéncia é a utilizacdo dos microrganismos para o
controle desses fitonematoides, contribuindo assim
para a diminuicdo do uso de agrogquimicos
(Carneiro et al., 1996; Wiethan, 2015). Dentro dos
inimigos naturais que 0s nematoides possuem, 0s
mais empregados na agricultura para o controle

biologico sdo fungos e bactérias (Stirling, 1991;
Carneiro, 1996).

De acordo com Cayrol e Ritter (1984) fungos
predadores de nematoides, caracterizam por
apresentar estruturas de captura especializadas,
com capacidade de secretar substancias colantes
que prendem os nematoides. Nessa modalidade de
parasitismo estdo os Trichoderma spp., esse género
é considerado importantes, e eficientes agentes
bioldgicos que além de proteger as plantas contra
doencas, também possuem mecanismos que
promovem tanto a germinagao de sementes como o
desenvolvimento de algumas hortaligas (Wiethan,
2015).

Outro importante grupo de microrganismos que
atuam como agentes biologicos séo as bactérias,
com diferentes modos de acdo, e podem ser
encontradas no solo, nos tecidos das plantas
hospedeiras. As principais bactérias estudadas para
controle biol6gico desses fitopatégenos sao aquelas
que habitam a rizosfera e tém a capacidade de
invadir os tecidos internos das plantas, ou seja, as
endofiticas facultativas, especialmente as do
género Bacillus e Azospirillum (Machado et al.,
2012). Essas bactérias podem agir de forma direta,
afetando a eclosdo ou a mobilidade das formas
juvenis, através de toxinas absorvidos pelos ovos,
ou de forma indireta, pela alteracdo dos exsudatos
radiculares, dificultando a localizacdo das raizes
pelos nematoides, ou pela indugéo de resisténcia
sisttmica, por meio do contato direto dessas
bactérias com os tecidos radiculares (Machado et
al., 2016).

O género Bacillus é uma bactéria naturalmente
encontrada no solo, capaz de produzir antibidtico,
enzimas e fito-hormonios, que sdo benéficos para
as plantas. Assim, promovendo o crescimento
vegetal, e possuindo também capacidade de
controlar os fitopatogenos (Kloepper et al., 1999).
Quanto & Azospirillum podem promover o aumento
das atividades fotossintéticas e assimilacdo do
nitrogénio nas plantas hospedeiras, pode causar
antagonismo em fitopatdgenos, a associacdo com
diversas culturas, a producdo de fitohorménios e a
tolerancia a variacbes de temperatura (Aradjo,
2008).

Com base no exposto, objetivou-se com este
trabalho avaliar o potencial nematicida de agentes
de controle bioldgicos sobre trés espécies de
nematoides (Meloidogyne incognita, M. javanica e
M. enterolobii) nas cultivares de alface
Mediterranea e Solaris.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente
protegido do Laboratério de Fitotecnia da
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Universidade do Estado de Mato Grosso
(UNEMAT), Campus Universitario de Alta
Floresta, Mato Grosso, Brasil. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado no
esquema fatorial 2 x 3 x 7, com 8 repetigdes, sendo
duas alfaces por vasos. Os tratamentos foram
constituidos de duas cultivares de alface crespa
(Mediterranea e Solaris), e trés espécies de
nematoides (M. incognita, M. javanica e M.
enterolobii), combinados com sete Tratamentos
(agentes de controle biol6gico). As formas de
controle foram: testemunha sem agente biol6gico
(CO), Trichoderma atroviride isolado de quiabo
(Abelmoschus esculentus) (TQ); T. atroviride
isolado de couve (Brassica oleracea) (TC), T.
atroviride isolado de cogumelo comestivel
(Pleurotus pulmonarius) (TP); Trichoplus® (T.
viride) (TT); Biobac® (Bacillus subtilis) (BS), e

Nitro Geo AZ® (Azospirillum brasilense) (AZ).

As unidades experimentais foram constituidas
por vasos com capacidade de 3 dm?3, preenchidos
com substrato na proporcdo solo e areia (lavada)
3:1. Ambos os materiais foram esterilizados em
autoclave por 90 minutos, a 121 °C (presséo de 1,0
atm). O solo utilizado foi coletado da camada de O
a 20 cm de profundidade, na zona rural da regido de
Alta Floresta — MT, sendo caracterizado por
Latossolo vermelho-amarelo. Apds a coleta do
solo, uma amostra do mesmo foi enviada para
analise no Laboratdrio de Andlises de Solo, Adubo
e Foliar da Universidade do Estado de Mato Grosso
(LASAF), para a determinacéo das caracteristicas
quimicas e granulométrica (Tabela 1), seguindo a
metodologia da Embrapa (Silva, 2009).

Tabela 1 — Distribuicdo das diferentes amostras aplicadas em substrato com a cultivar Prata.

pH P K Ca Mg H+Al \% Areia Silte Argila
H,0 -mg.dm®- e cmole.dm8---------- (%) g.kg?
5,6 9,7 222 4,71 1,13 1,73 78,8 644 99 257

Obs: Analises realizadas seguindo a metodologia da Embrapa (2009). Fonte: Laboratério de Andlises de Solo, Adubo e

Foliar da Universidade do Estado de Mato Grosso — LASAF.

Né&o foi necessaria corre¢do de pH do solo, e a
adubacgdo seguiu a recomendagdo de Malavolta
(1981), onde foram utilizados na semeadura 50 mg
dm-3 de N (ureia — 45% de N), 200 mg dm-3 de P
(Super Fosfato Simples — 18% P205) e 150 mg dm-
3 de K (Cloreto de Potassio — 60% K20), por vaso.

As espécies M. incognita, M. javanica e M.
enterolobii foram fornecidas pelo Laboratério de
Nematologia da UNESP/FCAYV de Jaboticabal-SP,
sendo utilizados separadamente cada espécie. As
populagdes foram multiplicadas em raizes de
tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Santa Cruz
Kada’ durante 90 dias, apdés a inoculagdo. A
extracdo dos fitopatdgenos das raizes seguiu a
metodologia de Coolen e D'Herd (1972), para tanto,
as raizes foram lavadas, picotadas, trituradas em
liquidificador por 30 segundos em baixa rotacéo
com solugdo de hipoclorito de sodio (0,5%), e
depois submetidas a peneiramento, as peneiras
utilizadas foram em malhas de 250 e 400 Mesh. A
quantificacdo das suspensdes foi realizada atraves
de aliquotas de 1,0 mL, sobre lamina de contagem
(Peters) (Handoo e Golden, 1989; Tihohod, 1997),
sendo a contagem realizada em microscopio 6tico,
assim se definiu a populagéo inicial estipulada em
1500 individuos (ovos e juvenis de segundo
estagio) por vaso, para todos os tratamentos. A
inoculacdo no substrato com os fitonematoides foi
realizada com o auxilio de micropipeta, com 20 mL
de suspensdo, realizada 24 horas antes dos

transplantio das mudas de alface.

As mudas de alface utilizadas no experimento
(BRS Mediterranea e SVR 06511236 Solaris)
foram produzidas em bandejas de poliestireno
expandido com 200 células, utilizando substrato
comercial Carolina Soil®, um composto por turfa,
vermiculita, residuo organico, residuo organico
agroindustrial classe A, e calcario. Foram
distribuidas duas sementes por célula, procedendo-
se desbhaste aos cinco dias apds a semeadura,
deixando-se apenas as maiores plantulas. As
bandejas foram dispostas sobre bancada em
ambiente  protegido com  irrigagdo  por
microaspersdo, com 6 mm diério. O transplantio
para 0S Vvasos ocorreu aos 26 dias ap6s a
emergéncia, quando as mudas apresentaram trés
folhas definitivas.

Os tratamentos TQ, TC e TP avaliados neste
trabalho, da espécie T. atroviride, fazem parte da
colecéo de fungos do Laboratdrio de Microbiologia
da Universidade do Estado de Mato Grosso
(UNEMAT), Campus de Alta Floresta, esses trés
tratamentos foram isolados no municipio de Alta
Floresta.

As solugbes dos Trichoderma sp. foram
preparadas utilizando esporos. Para o preparo das
solugdes utilizadas nos tratamentos com os isolados
de T. atroviride, primeiramente foram produzidos
esporos dos fungos a partir de colénias em meio de
cultura Batata-dextrose-agar (BDA), em placas de
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Petri (90 mm d), sendo mantidas em camaras de
crescimento do tipo B.O.D (Bilogical Oxygen
Demand), regulada para temperatura constante de
25 °C, com variacdo de + 1°C, e o fotoperiodo de
12 horas claro/escuro, durante 20 dias. Apds esse
tempo foi realizado o preparo da suspenséo, na qual
foi adicionado 10 mL de agua destilada estéril por
placa, e com auxilio da alga de Drigalski efetuou-
se a friccdo sobre o micélio (Alfenas e Mafia,
2007).

Em seguida, uma aliquota de 100 pL da solugéo,
foi depositada em camara de Neubauer e observada
em microscopico otico a fim de efetuar a contagem
dos esporos. A contagem foi realizada no
compartimento ‘C’ (1,0 mm?) da camara de
Neubauer, ap6s a contagem os dados foram
calculados pela equacéo proposta por Alfenas and
Mafia (2007) em que: N° medio de esporo em 2,5
x 10° esporos/mL.

Quanto aos tratamentos TT, BS e AZ, oriundos
de produtos comerciais, utilizou-se  as
recomendacdes dos fabricantes para o preparo das
solugdes. A quantidade de esporos (TT) e estirpes
de bactérias (BS e AZ) foi mantida em 5,0 x 10° de
esporos/bactérias por mL? para todos o0s
tratamentos. O ajuste do nimero de esporos e
estirpes de bactéria para a concentracdo deseja foi
determinada com auxilio da seguinte equacéo:

CixVi=Cf xVf

Onde:

Ci — Concentracdo inicial da suspenséo de esporos
(esporos/mL);

Vi — Volume inicial da suspenséo (mL);

Cf — Concentracéo final desejada (esporos/mL);
Vf — volume final da suspenséo (mL).

Apos o preparo das solucdes, as raizes das mudas
de alface foram imersas por uma hora nas solucdes

de acordo com cada tratamento, que continham os
microrganismos, e em seguida transplantadas nos
vasos. As avaliagOes foram realizadas aos 34 dias
ap6s o transplantio das mudas. As varidveis
avaliadas foram: altura da parte aérea (cm), nimero
de folha (uni), didmetro do caule (mm), area foliar
(mm32), massa fresca total da parte aérea (g), e
massa fresca da parte aérea comercial (g). O Altura
da parte aérea foi obtido através da medicdo da
distancia da base do caule até o &pice da parte aérea.
As folhas de alface foram contadas, e
posteriormente submetidas no determinador de area
foliar (modelo LI 3100, LICOR®), para mensuragao
de &rea foliar. As determinagdes do diametro foram
realizadas com auxilio de paquimetro (150mm -
DIGIMESS-100170). Massas fresca da parte aérea
foram determinadas em balanca de precisdo
(0,0001), em que apds a pesagem da parte aérea
total, foram retiradas as folhas de alface que
visualmente representavam deterioracdo ou sinais
de ataque de patégenos e insetos, mantendo apenas
as folhas que permitiam boa aparéncia e qualidade
para a comercializacéo.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa Sisvar 4.6 (Ferreira, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embasando-se nos resultados obtidos para
cultivar Mediterrdnea e Solares, nota-se efeito
significativos para os fatores individuais e
interacdo entre espécie de Meloidogyne e agentes
de bioldgico de controle para numero de folhas,
altura total da parte aérea e diametro do caule.
Somente para a cultivar Solares em relagdo ao
nimero de folhas e didmetro do caule o fator
Meloidogyne sp. ndo apresentou diferenca
significativa (Tabela 2).

Tabela 2 — Resumo da anélise de variancia (Valor de F) e coeficiente de varia¢do (CV) para nimero de folhas
(NF), Altura total da parte aérea (APA), e diametro do caule (DC) para as cultivares de alface Mediterranea e
Solaris submetida a diferentes agentes de controle biolégico para Meloidogyne javanica, M. incognita, e M.

enterolobii. Alta Floresta — MT, 2019.

Mediterranea Solaris
. NF APA DC NF APA DC

Fontes de Variagdo _ i

uni cm cm (uni) (cm) (cm)
M 44,24%* 16,62** 9,99** 27,70%* 15,26** 27,70**
AC 4,63** 3,79** 2,34* 0,69 ns 3,62** 0,69 ns
M x AC 2,19* 2,88** 3,99** 4,25%* 3,55* 4,25%*
CV (%) 17,09 14,30 15,20 16,44 14,55 16,44

Obs: **, * e ns correspondem respectivamente a significativo a 1%, 5% e ndo significativo pelo teste de Scott-Knott.
Espécie de Meloidogyne sp. (M); Agentes de controle biologico (AC).
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Na Tabela 3 estdo apresentados os
desdobramentos da interacdo significativa entre
espécie de Meloidogyne sp. e agentes de controle
para nimero de folhas (NF), altura da parte aérea
(APA), e diametro do caule (DC).

Avaliando os agentes de controle bioldgicos
dentro de espécies de Meloidogy para o nimero de
folhas (Tabela 3), verifica-se que na cultivar
Mediterranea as maiores médias foram para os
tratamentos BS e CO na infestagio com M.

javanica, sendo que os demais apresentaram menor
nimero de folhas. Quanto aos TQ, TC, TP, TT e
AZ as maiores medias foram verificadas sobre
infestacdo de M. javanica e M. incognita. Para
Solaris foi observado que os tratamentos CO, BS e
AZ as maiores médias se deu sobre infestacdo de
M. javanica, enquanto a utilizacdo de TQ e TC
observou maior redu¢do no nimero de folhas com
a espécie M. enterolobii.

Tabela 3 — Desdobramento significativo entre espécie de Meloidogyne e agentes de controle biolégico para
namero de folhas (NF), altura da parte aérea (APA) e didmetro do caule (DC) para as cultivares de alface
Mediterranea e Solaris submetida a diferentes agentes biolégicos de controle para Meloidogyne javanica, M.

incognita, e M. enterolobii. Alta Floresta - MT, 2019.

Mediterranea Solaris
Numero de folhas (uni)
AC Mj Mi Mij Mi Me
co 24,00 aA 20,63 bA 19,25 bA 17,50 aB 15,63 bA 14,25 bA
TQ 20,00 aB 21,25 aA 15,75 bB 16,38 aB 17,00 aA 11,63 bB
TC 23,00 aA 20,25 aA 17,00 bA 17,00 aB 16,25 aA 12,25 bB
TP 19,75 aB 20,13 aA 15,75 bB 16,3 aB 13,88 aB 15,63 aA
T 22,00 aB 19,25 aA 14,88 bB 16,38 aB 16,63 aA 14,88 aA
BS 24,50 aA 19,25 bA 20,13 bA 20,6 aA 12,25 bB 14,75 bA
AZ 21,88 aB 19,00 aA 11,38 bC 18,50 aA 15,50 bA 14,1 bA
Altura da parte aérea (cm)

Mj Mi Mij Mi Me
co 23,21 aB 24,75 aB 24,50 aA 25,75 aA 27,05 aA 24,06 aA
TQ 24,94 aB 27,63 aA 20,81 bB 25,00 aA 25,09 aA 23,9 aA
TC 28,00 aA 26,06 aA 22,81 bA 25,69 aA 26,13 aA 20,3 bA
TP 23,69 bB 28,19 aA 24,44 bA 23,94 aA 17,56 bB 23,19 aA
T 27,88 aA 27,20 aA 22,63 bA 26,50 aA 19,50 bB 21,18 bA
BS 26,44 aA 22,88 aB 24,00 aA 27,31 aA 20,63 bB 22,38 bA
AZ 22,94 aB 25,00 aB 17,38 bB 25,06 aA 22,88 aA 22,19 aA

Didmetro do caule (mm)

Mj Mi Mij Mi Me
co 19,39 aA 15,07 bB 14,81 bA 14,97 aA 13,21 aB 13,71aA
TQ 15,90 aB 17,58 aA 14,59 aA 14,06 aA 14,72 aA 12,10 bB
TC 15,52 aB 15,23 aB 14,77 aA 14,64 aA 14,75 aA 11,78 bB
TP 13,41 bC 18,07 aA 12,70 bB 14,75 aA 11,89 bB 14,33 aA
T 16,75 aB 14,70 aB 15,47 aA 13,95 aA 14,15 aA 12,51 aB
BS 18,36 aA 15,29 bB 16,64 bA 14,91 aA 12,33 aB 13,72 aA
AZ 16,81 aB 15,31 aB 13,24 bB 15,18 aA 14,77 aA 14,24 aA

Obs: Médias seguidas de mesma letra, maidscula na coluna e minuscula na linha, ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo
teste de Scott-Knott. Tratamento sem agente de controle (CO), trés isolados de Trichoderma atroviride obtidos em quiabo
(TQ), couve (TC), e Pleurotus pulmonarius (TP), T. viride (TT), Bacillus subtilis (BS), Azospirillum brasilense (AZ). M.
javanica (Mj), M. incognita (Mi), M. enterolobii (ME). Agentes de controle biolégico (AC).
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Em relacdo a espécies de Meloidogyne dentro de
agentes de controle biol6gico para nimero de
folhas (Tabela 3), a cultivar Mediterranea sobre
acdo de M. javanica e M. enterolobii com a
aplicacdo de TC e BS foi semelhante ao tratamento
sem agente biolégico de controle (CO), quanto aos
demais inferiores. Para M. incognita foi observada
gue ndo houve diferencas entre os tratamentos. Para
Solaris quando infestado por M. javanica o0s
tratamentos BS (17,51%) e AZ (5,71%) composto
por bactéria, contribuiram para o aumento de
folhas. Para M. incdgnita observou que TP e BS
foram inferiores CO, e os demais semelhantes a
esta. Quanto a M enterolobii, TP, TT, BS e AZ nédo
diferiram de CO, e os demais inferiores.

Além das diferentes patogenicidades entre as
espécies de Meloidogynes, observasse que entre 0s
microrganismos utilizados também pode variar 0s
resultados conforme a cultivar de alface, fato que
pode estar ocorrendo pelo modo de acdo de cada
um sobre os fitonematoides. De acordo com
Pinheiro et al. (2013) vérias cultivares de alface
normalmente  apresentam  suscetibilidade a
nematoides, e este grau de suscetibilidade vai
depender da espécie e racas biol6gicas que estao
presentes na infec¢do das plantas, o que pode vir
causar grandes reducdo na producéo da alface.

A perda de produtividade pode ser observada no
presente estudo com a reducgao do nimero de folhas
gue variou entre os fitonematoides, em destaque a
patogenicidade do M. enterolobii. Estudos
realizado por Wilcken et al., (2005) também
demostraram a suscetibilidade da cultura da alfaces
sobre 0s patogenicidade das espécies de
nematoides M. incognita, M. javanica e M.
enterolobii, e constataram que para M. javanica as
alfaces foram 100% tolerante, quanto a M.
incognita foi de 95%, enquanto M. enterolobii
apresentou 50%, o0 que demostra maior
agressividade dessa espécie de fitonematoide para
a cultura dessa hortalicia.

Para a variavel altura total da parte aérea,
comparamos 0s agentes de controle biol6gico
dentro de espécies de Meloidogyne (Tabela 3), a
cultivar Mediterrnea nos tratamentos CO e BS ndo
ocorreu diferencas entre os fitonematoides,
enquanto AZ (17,38 cm), TQ (20,81 cm), TT
(22,63 cm) , e TC (22,81 cm) sobre infestacdo por
M. enterolobii observo as menores plantas. Para TP
(28,19 cm) a infestacdo por M. incognita ocorreram
maiores plantas. Em relacdo a Solares ndo houve
diferencas entre os fitonematoides para 0s
tratamentos CO, TQ e AZ. Para BS (27,31 cm) e
TT (26,50 cm) as maiores plantas foi sobre
infestacdo de M. javanica. Enquanto TP (17,56 cm)
sobre infestacdo de M. incognita verificou a menor
altura de alface.

Ao avaliar a espécies de Meloidogyne dentro de
agentes de controle biol6gico para altura total da
parte aérea (Tabela 3), cultivar Mediterranea
qguando infestada por M. javanica a tratadas TC
(20,64%), TT (20,12%) e BS (19,92%), foram
superiores ao tratamento sem agente de controle
(CO). Quando M. incognita, as maiores alfaces
foram observadas quando aplicados TP (13,90%),
TQ (11,63%), TT (9,90%) e TC (5,30%), superior
a CO. J& para a espécie M. enterolobii o0s
tratamentos TP, BS, TC e TT néo diferenciaram de
CO, e foram superiores a TQ e AZ. Para Solaris a
infestado de M. javanica e M. enterolobii ndo foi
observado diferenga entre os tratamentos. J& M.
incognita verificou que TQ, TC e AZ foi
semelhante a CO, enquanto TP, TT e BS foram
inferiores.

Os microrganismos utilizados nos tratamentos
TQ, TC, TP e TT pertence ao género Trichoderma,
contribuiram para o aumento do aporte da alface
para a cultivar Mediterranea sobre a infestagéo das
espécies M. javanica e M. incognita. Corroborando
com os resultados obtidos neste ensaio Sharon et al.
(2001), demostrou que a associacdo entre plantas e
fungos antagonista do género Trichoderma spp.
contra infestacio de M. javanica. A agdo
promissora de controle pode ter sido devido a acdo
atividade antiflngicas através de enzimas
extracelulares, tais como quitinase e protease, essas
enzimas oxidantes vem a interferir na integridade
da parede de ovos e juvenis de nematoides (Kavino
etal., 2010).

Em relacdo aos tratamentos TQ, TC e TP, que
sdo isolados locais, demostraram variacdo de
resposta apesar de se tratar da mesma espécie T.
atroviride, segundo Hoyos-Carvajal et al. (2009) a
producdo de metabdlitos pelos microrganismos em
geral é uma caracteristica de cepas especificas,
assim, varia muito. A utilizagdo do género
Trichoderma como agentes de controle bioldgico
vem se mostrado promissores para plantas parasitas
por nematoides, e 0 seu modo de acdo é atribuido a
alteracdo de exsudatos de raizes, parasitismo de
ovos e juvenis, estimulo ao desenvolvimento
vegetativo e indugdo de resisténcia em plantas
(Toninato et al., 2019).

O diametro do caule quanto agentes biol6gicas
de controle dentro de espécies de Meloidogyne
(Tabela 3), para a cultivar Mediterranea observa-se
que ndo ocorreu diferenca entre as espécies de
fitonematoides quando tratada por TQ, TC e TT.
Enquanto, que CO (19,39 mm) e BS (18,36 mm) a
acdo de M. javanica se mostrou menos prejudicial
com maior diametro, e para TP (18,07 mm) o
aumento foi verificado sobre a agdo de M.
incognita. J& para AZ (13,24 mm) houve a maior
reducdo do didmetro com a infestacdo de M.
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enterolobii. Para a cultivar Solaris observou que as
trés espécies de fitonematoides se diferenciaram
guando aplicado TQ, TC e TT, sendo que para TQ
(12,10 mm) e TC (11,78 mm) as menores médias
de didmetro foram verificado para a espécie M.
enterolobii, e para TP (11,89 mm) foi M. incAgnita.
Nota-se que a espécie M. javanica apresentou
menor agressividade, independentemente dos
microrganismos testados.

Avaliando as espécies de Meloidogyne dentro de
agentes de controle biologico, a cultivar
Mediterrdnea quando infestada por M. javanica
observa que a aplicacao de BS foi semelhante a CO,
quanto aos demais tratamentos contribuiram para a
reducéo do didmetro do caule. Para M. incognita a
aplicagdo de TP (19,91%) e TQ (16,66%)
contribuiram para o aumento do didmetro em
relacdo a CO, e os demais foram inferiores. Ja M.
enterolobii a aplicacdo de TP e AZ foram inferiores
aos demais que assemelharam a CO. A cultivar
Solaris o diametro do caule sobre infestacéo de M.
javanica todos os tratamentos utilizados se
equipararam, apresentando respostas semelhantes a
CO. Em relacdo M. incognita os tratamentos AZ
(11,81%), TC (11,66%), TT (7,12%) e TQ (6,51%),
se apresentaram superiores CO, e quando infestada
por M. enterolobii, os tratamentos TP, BS e AZ
foram semelhantes a CO, e inferior aos demais.

Cultivares de alface infestadas por Meloidogyne
spp. tendem reduzir o didmetro do caule com o
aumentado da populacdo do fitonematoide

(Mendongaa et al., 2016). Os valores obtidos para
0 didmetro do caule enfatizam a variagdo no
potencial de cada um dos microrganismos
estudados, independente dos fitonematoides,
podendo deixar claro que o fato de um tratamento
apresentar controle para uma espécie de
Meloidogyne estudado, ndo necessariamente detém
um potencial positivo para o efetivo controle do
outro.

Entre os fitonematoides testados M. incognita
foi o dnico que teve efeito notadamente
pronunciado no aumento do didmetro do caule para
ambas cultivares, quando aplicados os tratamentos
AZ, TQ, TC, TP e TP. A maior parte dos
tratamentos que influenciaram no aumento do
didmetro do caule, foram constituido por T.
atroviride. Efeito positivo para o aumento do
didmetro utilizando produto a base do fungo T.
harzianum para a cultura da alface também foi
verificado por Mendonca et al. (2016).

Como pode se observar no quadro de analise de
variancia para area foliar (AF), massa fresca total e
comercial da parte aérea (MFT e MFC) (Tabela 4),
foi observado que as cultivares Mediterranea e
Solaris apresentaram diferenca significativa entre
os fatores individuais, e interacdo entre as espécies
de Meloidogyne e agentes de controle bioldgico.
Somente para a cultivar Solaris, o fator agentes de
controle biolégico ndo foi verificada diferenga
significativas para MFT.

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia (Valor de F) e coeficiente de variacdo (CV) para area foliar (AF),
Massa fresca total da parte aérea (MFT) e Massa fresca comercial da parte aérea (MFC) para as cultivares de
alface Mediterranea e Solaris submetida a diferentes agentes de controle biolégico para Meloidogyne javanica,
M. incognita, e M. enterolobii. Alta Floresta — MT, 2019.

Mediterréanea Solaris
Fontes de Varia- AF MFT MFC AF MFT MFC
¢éo (mm2) ) () (mm2) ) ()
M 30,41** 36,26** 31,49** 86,82** 24,95** 29,52**
AC 19,45** 8,78** 8,46** 26,37** 0,89 ns 3,90**
M x AC 19,66** 4,11** 3,89** 41,25** 3,73*%* 5,96**
CV (%) 18,19 26,13 27,63 14,73 29,18 26,26

Obs: **, * e ns correspondem respectivamente a significativo a 1%, 5% e ndo significativo pelo teste de Scott-Knott.
Espécie de Meloidogyne (M); Agentes de controle bioldgico (AC).

Na Tabela 5 estdo apresentados os
desdobramentos da interacdo significativa entre
espécies de Meloidogyne e agentes de controle para

area foliar (AF), massa fresca total e comercial da
parte aérea (MFT e MFC).

Tabela 5 - Desdobramento significativo entre espécies de Meloidogyne e agentes bioldgicos de Controle para
area foliar (AF), Massa fresca total da parte aérea (MFT) e Massa fresca comercial da parte aérea (MFC) para
as cultivares de alface Mediterrdnea e Solaris submetida a diferentes agentes de controle bioldgico para o
controle de Meloidogyne javanica, M. incognita, e M. enterolobii. Alta Floresta - MT, 2019.
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Mediterréanea Solaris
Area foliar (mm?)
AC Mj Mi Me Mj Mi Me
CO  139171aA  148942aA 144464 aA 1263,99 aB 635,77 bD 1176,74 aA
TQ  1651,88aA  1533,55aA 546,32 bC 867,91 bD 1531,36 aB 654,69 cB
TC 148022 aA 1633,66 aA 146121 aA 1322,81 aB 1416,93 aB 790,28 bB
TP 151491aA  162742aA 536,88 bC 1059,06 aC 440,40 bE 119553 aA
TT  138750aA 659,97 bB 1204,50 aB 1202,12 bB 1446,97 aB 494,47 ¢C
BS  159579aA  148841aA  1596,36 aA 1467,73 bA 173876 aA  1089,89 cA
AZ  133823aA 587,99 bB 1134,76 aB 1329,35 aB 1261,97 aC 651,86 bB
Massa fresca total da parte aérea (g)

Mj Mi Me Mj Mi Me
Co 133,44 aA 105,09 bA 99,31 bA 114,12 aA 65,78 bB 82,04 bA
TQ 118,54 aA 117,91 aA 59,64 bC 89,23 aA 105,90 aA 50,71 bB
TC 118,10 aA 109,13 aA 82,62 bB 100,01 aA 107,49 aA 67,50 bA
TP 94,15 aA 114,25 aA 49,86 bC 92,29 aA 56,08 bB 87,35 aA
T 109,97 aA 69,42 bB 81,00 bB 102,72 aA 98,55 aA 54,55 bB
BS 130,52 aA 94,11 bA 116,19 aA 109,40 aA 83,35 bA 71,59 aA
AZ 107,97 aA 68,21 bB 40,99 cC 112,38 aA 91,31 bA 71,03 bA

Massa fresca comercial da parte aérea (g)

Mj Mi Me Mj Mi Me
co 118,40 aA 94,20 bA 92,21 bA 87,9 aA 72,55 aC 56,90 bA
TQ 106,83 aA 107,31 aA 55,35 bB 76,34 aA 90,09 aB 44,17 bB
TC 95,49 aA 99,18 aA 72,73 bB 85,95 aA 95,51 aB 47,80 bA
TP 87,62 aA 105,90 aA 44,75 bC 79,43 aA 47,80 bC 74,72 aA
T 98,17 aA 61,50 bB 65,17 bB 90,27 aA 87,96 aB 47,73bB
BS 115,72 aA 105,00 aA 86,37 bA 90,58 bA 122,59 aA 62,9 cA
AZ 96,08 aA 60,44 bB 35,06 cC 96,77 aA 81,34 aB 30,25 bA

Obs: Médias seguidas de mesma letra, maiscula na coluna e minuscula na linha, ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo
teste de Scott-Knott. Tratamento sem agente de controle (CO), trés isolados de Trichoderma atroviride obtidos em quiabo
(TQ), couve (TC), e Pleurotus pulmonarius (TP), T. viride (TT), Bacillus subtilis (BS), Azospirillum brasilense (AZ). M.

javanica (Mj), M. incognita (Mi), M. enterolobii (Me).

Para area foliar, considerando o efeito dos
agentes biologicas de controle dentro de espécies
de Meloidogyne (Tabela 5), pode-se observar para
a cultivar Mediterranea as menores areas se deram
quando aplicado TQ (546,21 mm?) e TP (536,88
mm?2) sobre infestado de M. enterolobii, e para TT
(659,97 mm?) e AZ (587,99 mm?) para infestacéo
M. incognita. Para Solaris os tratamentos BS

(738,76 mm?), TQ (1531,36 mm?), TC TT
(1446,97 mm?) e (1416,93 mm3), observa maiores
areas sobre infestacdo M. incognita, e para CO
(1202,12 mm?) e TP (1195,53 mm2) o aumento foi
sobre a infestacdo de M. javanica e M. enterolobii,
respectivamente. Ja a aplicacdo de AZ o aumento
da area foliar se deu para M. javanica (1329,35
mm?2) e M. incognita (1195,53 mm?).
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Em relacdo as espécies de Meloidogyne dentro
de agentes de controle bioldgico (Tabela 5), para a
cultivar Mediterranea nota-se que M. javanica, M.
incognita e M. incognita os tratamentos n&o
diferiram do tratamento sem agente de controle
(CO). Para Solares somente BS contribuiu para o
aumento da é&rea foliar, sobre infestacdo de M.
javanica e M. incognita, contribuindo com
aumento de 16,12 e 173,49%, respectivamente.

A utilizagdo de Bacillus subtilis mostrou
promissor para as cultivares de alface Solaris, pois
este microrganismo contribuiu com o aumento do
namero de folhas, principalmente quando infestada
por M. javanica, 0 que teve correlacdo para o
aumento da é&rea foliar, tanto para M. javanica
guanto M. incognita. Os bons resultados de B.
subtilis podem estar relacionado ao fato de que
enzimas especificas, como quitinases, glucanases,
proteases e lipases que algumas rizobactérias e
bactérias endofiticas sdo capazes de sintetizar
podem interferir na integridade da parede de fungos
e de nematoides juvenis e ovos de nematoides
(Lima et al., 2001; Kavino et al., 2010).

A massa fresca total e comercial da parte aérea
para a cultivar Mediterrdnea quando avaliado
agentes biologicas de controle dentro de espécies
de Meloidogyne (Tabela 5), para a cultivar
Mediterranea nota-se diferenca estatistica para
todos os agentes de controle bioldgico utilizados,
sendo que a infestada de M. javanica ocorreram
maior massa quando tratadas por CO, TT BS e AZ,
quando comparado aos demais fitopatdgenos. Para
TQ, TC e AZ entre os fitonematoides a acdo de M.
enterolobii foi mais agressiva, proporcionado
menores massas em relacdo a outras duas. Para as
espécies de Meloidogyne dentro de agentes de
controle bioldgico, verifica-se que massa fresca
total e comercial da nota-se que M. javanica, M.
incognita e M. incognita nenhum dos
microrganismos diferiram do tratamento sem
agente de controle (CO).

Para a cultivar Solares massa fresca total quando
avaliado agentes bioldgicas de controle dentro de
espécies de Meloidogyne (Tabela 5), observou que
para todos os tratamentos ocorreu diferenca
estatistica entre os fitonematoides, em que a
utilizagdo de CO, TT, TP, BS e AZ sobre a
infestacdo de M. javanica foi a menos danosa,
proporcionando maior massa. Para TQ e TC
maiores massas se deu para infestado de M.
incognita. Quanto a massa fresca comercial
observa que as maiores peso de massa se deu com
a utilizacdo de CO, TQ, TC e TT sobre as espécies
M. javanica e M. incognita. Para BS o0 aumento da
massa se deu sobre infestado de M. incognita, e TP
para M. javanica e M. enterolobii.

Em relacdo as espécies de Meloidogyne dentro

de agentes de controle bioldgico, a cultivar Solares
para massa fresca total e comercial ndo observou
diferenca entre 0s microrganismos sobre a
infestacdo de M. javanica e M. enterolobii.
Enquanto M. incognita a utilizagdo de TC
(63,41%), TQ (60,99%), TT (49,82%), AZ
(38,81%) e BS (26,71%) proporcionaram massa
fresca total superior a testemunha CO e TP. Para
massa fresca comercial a aplicacdo de BS (68,97%)
foi superior a CO, e todos o0s demais
microrganismos proporcionando maior massa.

Quanto a cultivar Solaris que se apresentou mais
suscetivel a acdo das espécies de Meloidogyne
testada em comparagéo a Mediterranea, o aumento
da massa fresca comercial foi destaque com a
utilizacdo de B. subtilis em relacdo a infestacdo de
M. incognita, sendo que esse resultado benéfico
pode ter ocorrido ndo apenas pela acéo do controle
direto do patégeno, mas sim pela capacidade de
multiplicacdo e formacéo de biofilmes, em fungéo
da producdo e acimulo de polissacarideos, que
levam a formagdo de uma mucilagem protetora
(Mattei et al., 2017).

Esses polissacarideos extracelulares, com carga
ou neutros, ndo sé permitem a adesdo da célula a
superficie, mas também atuam como sistemas
trocadores de ions, para captura e concentracao de
nutrientes da agua (Kasnowski et al., 2001). Essa
mucilagem, além de proteger o sistema radicular da
planta, também serve de nutriente para a planta, e
esse processo de colonizacdo e multiplicacdo do
microrganismo benéfico se da de maneira rapida, o
gue pode ser vantajoso para a cultura da alface, em
que a fase vegetativa dura aproximadamente 35
dias.

Fernandes et al. (2014), avaliando M. javanica e
M. incognita utilizando como controle aplicacdo de
B. subtilis em tomateiro, observaram sobre acdo de
M. javanica houve maior aumento de massa da
parte aérea e raiz quando comparado a testemunha,
enquanto M. incognita os resultados foram
semelhantes a testemunha, corroborando com o
presente ensaio.

Para todas as variaveis percebe-se a
complexidade do uso de agentes biolégicos para a
acdo de fitonematoides, onde se tem certa
especificidade  dos  microrganismos  sobre
determinada espécie de nematoide, destacando-se
BS e TC. Em relacdo as espécies aos
fitonematoides destaca-se o ataque agressivo de M.
enterolobii o qual sempre apresentou a menor
médias para as caracteristicas apresentadas ou ndo
diferiu da menor.

Além da patogenicidade especifica por espécie
de fitonematoides (Pereira et al., 2013), a baixa
eficiéncia dos agentes de controle no presente
ensaio, pode ser devido ao curto periodo de tempo

© 2022 Journal of Biotechnology and Biodiversity
ISSN: 2179-4804
DOI: https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v10n2.domingues

164


https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v10n2.domingues

Domingues et al. / Journal of Biotechnology and Biodiversity / v.10 n.2 (2022) 157-166

para o estabelecimento dos microrganismos no solo
para que haja maior colonizagdo dos ovos do
patégeno (Lopes et al, 2007), sendo esta uma das
dificuldade do uso de microrganismos para o
controle de fitonematoides a cultura da alface em
apenas um ciclo devido a sua curta duragdo.
Mafessoni et al. (2019), avaliando solos de cultivo
de tomate na presenca de infestado por
Meloidogyne spp., observaram que a aplicacdo de
T. longibrachiatum, T. harzianum e Pochonia
chlamydosporia, quanto mais tempo de
contato/reinoculacdo  desses  microrganismos,
ocorreu aumento no controle das formas juvenis de
Meloidogyne spp.

No geral, alguns microrganismos utilizados no
presente ensaio como agentes de controle biolégico
demostraram serem promissores para a cultivar
Mediterranea, entretanto, a tolerdncia que esta
cultivar possui, pode ter dado maior capacidade de
suporte de campo quando submetida a acdo de M.
javanica, M. incognita, e M. enterolobii,
possibilitando bons resultados para a testemunha
sem agente de controle. Por isso se faz importante
a utilizacdo de cultivares tolerantes, quando
disponiveis, pois a tolerancia a patdgenos constitui
uma pratica de grande relevancia para o manejo de
nematoides na cultura da alface. Além da
capacidade de reduzir a populacdo do nematoide, a
tolerancia de materiais genéticos a patdgenos ndo
apresenta riscos a satude humana evitando assim o
possivel uso de produtos quimicos por parte dos
produtores (Pinheiro et al., 2013).

O uso de métodos alternativos de controle
biolégico para a cultura da alface se faz necessario,
mesmo que haja cultivares tolerantes, pois tem a
finalidade de minimizar os prejuizos ocasionados
por fitonematoides, isto porque o controle
tradicional com rotacdo de cultura ndo tem se
mostrado uma tarefa facil devido a ampla gama de
hospedeiros.

A forma como agem 0S microrganismos
utilizados como controle bioldgico sdo importantes
para a cultura da alface, uma vez que ndo ha
controle quimico para os fitonematoides para estar
cultura de ciclo rapido, e também, o quimico
propicia uma protecdo temporéria, ap6s a qual a
populacéo de nematoides pode voltar a atingir altos
niveis, ja a associacdo das plantas com
microrganismos do solo apresenta importancia na
natureza por favorecer a sobrevivéncia das plantas,
sua biodiversidade e funcionalidade do ecossistema
(Zamioudis e Pieterse, 2012).

CONCLUSOES

A utilizagdo dos microrganismos avaliados, em
destaque B. subtilis e T. atroviride mostraram

promissores para o0 controle das espécies de M.
javanica, M. incognita e M. enterolobii para a
cultivar Solaris, seguida por Mediterranea.
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