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RESUMO

A alface € a hortalica folhosa de maior importancia econdmica para o Brasil, sendo
consumida in natura na forma de salada. Apresenta alta suscetibilidade a infeccdo por
espécies de nematdides de galhas e nos ultimos anos, a preocupagcdo em substituir os
nematicidas por agentes de controle bioldgico, tem sido um dos objetivos das pesquisas em
Nematologia. Microrganismos rizosféricos, principalmente do género Bacillus, possuem um
grande potencial de controle biolégico de nematdides fitopatogé€nicos. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a taxa de penetracdo do nematdide Meloidogyne incognita em
raizes de alface e o crescimento vegetal sob diferentes doses do produto biolégico a base de
Bacillus (Nemix®). O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo e no Laboratério de
Nematologia Agricola da UFU, no periodo de janeiro a maio de 2009, sendo constituido de 5
tratamentos e 10 repeticdes. Os tratamentos foram as diferentes doses do produto a base de
Bacillus: 0 kg.ha' (testemunha); 5 kg.ha™; 8 kg.ha'l; 10 kg.ha'1 e 15 kg.ha''. A parte aérea foi
pesada para obten¢do da matéria fresca e em seguida colocada na estufa para secagem e
determinacdo do peso. Ndo houve diferenca significativa entre as doses de Nemix® quanto ao
nimero de juvenis penetrados e nem para parte aérea seca. Ja entre as doses de Nemix® para
parte aérea fresca houve diferenca significativa. Os pesos da parte aérea fresca foram maiores
nas doses onde houve maior penetracdo do nematéide, excetuando-se a dose 15 kg.ha™', que
teve o maior peso de parte aérea fresca e menor nimero de juvenis penetrados. A explica¢ao
seria de que continuou havendo crescimento vegetal, mas comecou a observar efeito no

controle do nematdide pelo nimero de propagulos da bactéria inoculados.

Palavras-chave: Alface, controle bioldgico, Meloigogyne incognita, rizobactérias.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa de maior importancia no Brasil com
uma darea plantada de aproximadamente 35.000 ha. Seu cultivo € intensivo e o mercado de
sementes de alface é estimado em torno de US$ 2 milhdes por ano (SALA; COSTA, 2005).

A alface predominante no Brasil é do tipo crespa, que lidera 70% do mercado. O tipo
americana detém 15%, a lisa 10%, enquanto outras (vermelha, mimosa, entre outras)
correspondem a 5% do mercado (SALA; COSTA, 2005).

E uma hortalica que merece especial interesse, ndo sé pela sua importincia alimentar
como também pelo seu valor nutracéutico, apresentando elevados teores de vitaminas e sais
minerais, e com baixo teor calérico (CASALI et al., 1979; KATAYAMA, 1993; OSHE et al.,
2001), sendo a hortalica folhosa de maior aceitacdo pelo consumidor brasileiro (YURI, 2000).
E a sexta hortalica em importincia econdmica e oitava em termos de volume produzido
(SOARES; CANTOS, 2006).

No cultivo intensivo das hortalicas, a ocorréncia de doencas e pragas constitui um
grande problema, reduzindo a producdo e causando desabastecimento do mercado. Dentre os
principais fitopatégenos que limitam a produtividade estao os fitonematdides, especialmente os
formadores de galhas, que sdo capazes de infectar a maioria das plantas cultivadas, inclusive as
hortalicas (TAYLOR et al., 1985).

A alface € classificada como um hospedeiro altamente suscetivel a nematdides,
principalmente os do género Meloidogyne (Chitwood) (CHARCHAR; MOITA, 1996).
Cultivares de alface suscetiveis, quando infectadas por fitonematdides desse género, ficam
atrofiadas, com reduzido sistema radicular e folhas amarelecidas (LORDELLO, 1984).

A utilizacdo de cultivares resistentes a nematdides nem sempre € possivel por falta de
fontes de resisténcia para o melhoramento genético, pela falta de adaptabilidade dos cultivares
resistentes a determinadas regides ou épocas de plantio, ou pela quebra de resisténcia em
condi¢cdes de campo, como a resisténcia de tomateiros a Meloidogyne incognita (Kofoid &
White) Chitwood, quebrada em temperaturas de solo superiores a 28°C, fato ndo muito raro de
acontecer em nosso clima tropical.

A rotacdo de culturas é muito util para o manejo de algumas espécies de nematdides
que apresentam poucos hospedeiros, mas é complicada para outros, como Meloidogyne spp.,
que possuem ampla gama de hospedeiros.

O controle quimico de nematdides geralmente ndo € recomendado por ndo ser muito

efetivo, por ser caro, pelos residuos que deixa nos alimentos e pela contaminag¢do do ambiente.



Devido a estas desvantagens, existem constantes pressdes por parte da sociedade, para que seu
uso seja cada vez mais restrito e uma demanda, por parte dos agricultores, de produtos que
sejam ao mesmo tempo atéxicos ao homem e animais, baratos e bastante efetivos no controle
de nematdides fitoparasitas (FREITAS, 2001).

Neste contexto, insere-se o controle bioldgico como opcdo ecolégica aos métodos
tradicionais de controle. Controle biolégico de fitonematdides em campo é pouco explorado,
apesar dos estudos com varios microrganismos e principalmente com bactérias colonizadoras
de raizes de plantas, denominadas rizobactérias, principalmente do género Bacillus (Rodrigues
et al.) que vem apresentando bons resultados (FREITAS, 2001).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a taxa de penetracdo do fitonematdide
Meloidogyne incognita em raizes de alface e o crescimento vegetal sob diferentes doses de um

produto biolégico a base de Bacillus sp..



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos econdomicos do cultivo de alface

A alface, segundo Ryder e Witaker (1976) tem como provavel centro de origem o sul
da Europa e o oeste da Asia. Depois de ser difundida por toda Europa, foi introduzida nas
Américas, sendo entdo trazida ao Brasil, no ano de 1647, com a vinda dos portugueses.

Nos Estados Unidos, a alface é considerada o vegetal mais importante para ser
consumido em forma de salada, tendo uma demanda per capita de 11,3 kg.ano™'. Atualmente,
mais de 95% da producdo de alface nos Estados Unidos estdo concentrados nos estados da
Califérnia e Arizona, que participam com 70,67% e 28,51%, respectivamente, das receitas com
alface produzida nos EUA (SANCHEZ, 2007). Nestes estados sdo cultivados
aproximadamente 80 mil hectares, produzindo cerca de 3.480.000 toneladas.ano'l, com
produtividade média de 43,5 t.ha! e movimentando uma receita de mais de 1,18 bilhdes de
dolares (USDA, 2009). Estes valores ndo computam a agregacdo de valor posterior com o
processamento, “fresh cut”, e embalagens diferenciadas para o consumo final. Novos sistemas
de cultivo estdo propiciando um aumento na produ¢do com uma redugdo de custo, além de
possibilitar a producao da alface mais préxima dos centros consumidores, aumentando, assim,
sua qualidade. Em se tratando de mercado brasileiro, a alface ocupa lugar de destaque entre as
hortalicas folhosas, sendo a mais procurada pelos consumidores (SANCHEZ, 2007).

Na regido do cinturdo verde, nas proximidades da capital paulista, os municipios de
Mogi das Cruzes, Biritiba Mirim, Salesépolis e Suzano, sio os maiores produtores desta
hortalica. No ano de 2.000, estes municipios apresentaram uma produgdo didria de 1,5 milhdes
de pés, 141.000 t.ano' e uma produtividade média de 30 t.ha' em uma drea de 4.700 ha. No
ano de 2005, estas dreas totalizaram 3.400,6 ha cultivados, revelando uma reducao de 27,65 %
na area plantada (CARDOSO, 2000; INSTITUTO DE ECONOMIA
AGRICOLA/COORDENADORIA DE ASSISTENCIA TECNICA INTEGRAL, 2009).

Os municipios paulistas de Piedade, Ibitina e Sdo Miguel Arcanjo formam outra regido
de destaque na produgdo de alface, onde sdo cultivados aproximadamente 4.000 ha (FELTRIM
et al., 2009). No entanto, em levantamento do IEA/CATI (2009) verifica-se que o panorama
destes municipios mudou, passando a ter em 2005, uma drea cultivada de 330 ha, com redugao
de 92,33 % da ocupagdo do solo com a cultura, demonstrando uma provéavel substituicdo por

outras hortalicas de maior rentabilidade.



Seu consumo “per capita” anual ainda € relativamente baixo sendo que na regido
metropolitana de Sdo Paulo, este indice fica em torno de 3,1 kg. O volume comercializado no
ano de 2008 foi de 25.762 toneladas, sendo que a alface crespa foi responsavel pela producao
de 7.309 toneladas, correspondendo a 28,37% do volume comercializado no estado
(AGRIANUAL, 2009). No entanto, neste valor ndo é contabilizado o volume comercializado

diretamente entre produtor e varejo, que é uma rota significativa de comercializagcdo de alface.

2.2 Botanica e grupos de alface

A alface pertence a classe Magnoliopsida, ordem Asterales, familia Asteraceae,
subfamilia Cichorioideae, tribo Lactuceae, e género Lactuca (WIKISPECIES, 2009). E uma
planta anual e de porte herbaceo, caule reduzido e nao ramificado com folhas grandes, lisas ou
crespas, fechando-se ou nao na forma de uma cabeca. Possui um sistema radicular pivotante de
ramificacdes finas e curtas, podendo atingir at¢ 60 cm de profundidade, explorando
efetivamente de 15 a 20 cm do perfil do solo (CAMARGO, 1984; GOTO, 1998;
MAROUELLI et al.,1994).

A alface possui elevado teor de beta caroteno que, no organismo humano, transforma-se
em vitamina A, além de ser fonte de vitaminas do complexo B e C, de célcio, sédio, magnésio
e ferro (GOTO; TIVELLL 1998). E a hortalica folhosa de maior importincia econdmica para o
Brasil, sendo consumida in natura na forma de salada (FIORINI et al., 2007).

Espécie tipica de inverno desenvolve e produz melhor sob condi¢des de temperaturas
amenas. Seu ciclo € anual, encerrando a fase vegetativa quando a planta atinge o maior
desenvolvimento das folhas. A fase reprodutiva consiste na emissdo do pendado floral, sendo
favorecida pelas épocas de elevadas temperaturas e dias longos (FILGUEIRA, 1982).

As cultivares comercialmente utilizadas podem ser didaticamente agrupadas,
considerando-se as caracteristicas das folhas, bem como o fato destas se reunirem ou nao,
formando uma cabeca repolhuda (FILGUEIRA, 2003). Assim, obtém-se seis grupos ou tipos
de alface:

Repolhuda-manteiga: apresentam folhas bem lisas, muito delicadas, de coloracdo
verde-amarelada, aspecto amanteigado, formando uma tipica cabeca compacta. A cultivar
tipica é a White Boston, que j4 foi considerada padrao de exceléncia em alface, porém ocorreu
a diversificacdo nos hébitos de consumo. Atualmente vem sendo substituida por outras

cultivares, como Brasil 303 e Carolina.
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Solta-lisa: as folhas sdo macias, lisas e soltas, ndo havendo formacdo de cabeca. A
cultivar tipica € a tradicional Babd de Verdo. Atualmente, hd diversas cultivares, como
Monalisa, Luisa e Regina.

Repolhuda-crespa (Americana): as folhas s@o caracteristicamente crespas, bem
consistentes, com nervuras destacadas, formando uma cabeca compacta. E uma alface
altamente resistente ao transporte e adequada para o preparo de sanduiches. A cultivar tipica
tradicional é Great Lakes, da qual ha varias selecdes. Atualmente, outras cultivares tém sido
desenvolvidas no Brasil, ou introduzidas, sendo preferidas, exemplificando-se com Tain4,
Madona e Lucy Brown.

Romana: as folhas sdo alongadas e consistentes, com nervuras bem protuberantes,
formando cabecas fofas. Bons exemplos sao as tradicionais cultivares Romana Branca de Paris
e Romana Baldo.

Mimeosa: as folhas sdo delicadas e com aspecto arrepiado. Bons exemplos sdo as
cultivares Salad Bowl e Greenbowl.

Solta-crespa: as folhas s@o bem consistentes, crespas e soltas, ndo formando cabeca. A
cultivar tipica é a norte americana Grand Rapids, tradicional. H4 novas cultivares,

exemplificando-se com Verdnica, Marisa, Solaris e Vanessa.

2.3 Género Meloidogyne

Os nematdides formadores de galhas sdo endoparasitos sedentdrios. S@o parasitas
obrigatérios e constituem o principal grupo de nematdides fitopatogénicos de importancia
econOmica. Suas espécies sdo amplamente distribuidas e atacam quase todas as plantas
cultivadas, como algodao, fumo, alface, batata, tomate, cenoura, soja, cana-de agucar, café e
frutiferas, causando perdas considerdveis na producdo ou afetando a qualidade dos produtos

(OTT, 2003).

2.3.1 Morfologia do nemato6ide

As fémeas sdo globosas, piriformes, as vezes ovais ou esféricas, com 0,5-0,7 mm de
didmetro, apresentando parte anterior do corpo com formato cilindrico. Tem coloragdao
caracteristica branca-perolada e brilhante. A vulva é subterminal, formando com o anus,
fasmideos, linhas laterais e extremidade caudal, o perineo, de importancia na identificacao das
espécies. O estilete € fino e com nddulos, algumas vezes, ligeiramente curvo no dorso. O

aparelho reprodutor feminino estd constituido de dois ovdrios, oviduto, espermateca, utero,
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vagina e vulva. Devido a dilatagdo do corpo, as fémeas ficam frequentemente com a parte
posterior voltada para superficie da raiz, posicdo em que pode ocorrer a fertilizagdo. No
entanto, a partenogénese € muito comum. Os machos sdo cilindricos, com 1-2 mm de
comprimento, com cauda curta, bursa ausente e com espiculos localizados na extremidade da

cauda. Apesar do es6fago parecer normal, aparentemente eles nao se alimentam (OTT, 2003).

2.3.2 Biologia do nematéide

O ciclo vital inicia-se com os ovos depositados pela fémea numa matriz gelatinosa,
secretada por glandulas localizadas no reto, denominada massa de ovos, que os protege. Sao
colocados mais de 500 ovos, podendo a massa de ovos chegar a ter o tamanho do corpo da
fémea. O desenvolvimento embriondrio resulta na formag¢do de um juvenil (J1). A primeira
ecdise ocorre no interior do ovo, formando o J2 que entdo eclode e ird procurar uma raiz para
alimentar-se, guiado pelos exsudados da planta. O J2, vermiforme, cauda geralmente afilada,
penetra normalmente préximo a capa protetora da raiz, na sua extremidade, movendo-se para o
interior até o cortex. As primeiras pungdes do estilete sdo acompanhadas de secrecdes das
glandulas esofagianas que causam um crescimento da células, levando a formacao das "células
gigantes" nutridoras ou sincicio, pela destruicao das paredes celulares, aumento do nucleo e
mudancas protoplasméticas. Ao mesmo tempo, uma intensa multiplicacao celular (hiperplasia)
causa o aumento em didmetro das raizes, formando as galhas, que sdo sintomas da planta. Os
juvenis, entdo, sofrem as outras ecdises, dando origem aos J3 e J4 e, finalmente, aos adultos
macho e fémea (OTT, 2003).

A duracdo do ciclo € extremamente varidvel para cada espécie de Meloidogyne,
dependendo principalmente da temperatura, da susceptibilidade da planta hospedeira e das
condic¢des quimicas e fisicas do solo, mas pode-se dizer que ele dura 30 dias em média (OTT,

2003).

2.3.3 Sintomatologia

A doenca causada pelas espécies de nematdides deste género € conhecida como
"meloidoginose". Os sintomas na planta resultam de murcha nas horas mais quentes do dia,
declinio, queda de folhas e sintomas de deficiéncia mineral. Nas raizes, que se desvitalizam e
param de crescer, as galhas e rachaduras sao visiveis. As vezes, hd formacao de raizes laterais

curtas, mas as galhas, de tamanhos varidveis, constitui-se no aspecto mais notado (OTT, 2003).
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2.3.4 Disseminacao do nematoide

A disseminacdo € feita por nematdides presentes no material vegetal, mudas enraizadas
e solo aderido as madaquinas e implementos agricolas. Aguas de enxurradas e de irrigacao

podem também transportar o nematéide (OTT, 2003).

2.4 Meloidogyne incognita e a cultura da alface

A alface, de acordo com Lordello (1988), é hospedeiro altamente suscetivel aos
nematoides das galhas Meloidogyne incognita e M. javanica (Treub) Chitwood, sendo
responsaveis por perdas importantes, uma vez que reduzem a quantidade e a qualidade do
produto colhido. Charchar e Moita (1996) evidenciaram que maior resisténcia tanto a
Meloidogyne incognita como a M. javanica foi encontrada em cultivares de folhas crespas,
destacando-se a cultivar Grand Rapids. Mendes (1998), avaliando resisténcia de 28 cultivares
comerciais de alface as ragas 1, 3 e 4 de Meloidogyne incognita e a Meloidogyne javanica,
também encontrou que a cultivar de folhas crespas Grand Rapids foi uma boa fonte de
resisténcia para ser utilizada em programas de melhoramento, devido a sua resisténcia a todas
as racas e espécies testadas.

Além das espécies de fitonematdides Meloidogyne incognita € M. javanica associadas a
cultura da alface, Campos (1992) também associou M. arenaria (Neal) Chitwood, M. hapla
(Chitwood), M. thamesi (Chitwood), Rotylenchulus reniformis (Linford & Oliveira),
Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filipjev & S. Stekhoven, Aphelenchoides avenae
(Bastian), Rotylenchus robustus (de Man), Longidorus africans (Merny) e Helicotylenchus spp.
(Steiner).

Charchar (1991) observou que, em condi¢des de campo, as cultivares de alface do tipo
lisa, quando comparadas com as do tipo crespa, sdo mais afetadas por nematdides de galhas,
principalmente quando cultivadas em solos infestados em épocas de temperaturas € umidade
do solo mais elevadas.

Assim, a maioria das cultivares de alface utilizadas apresentam alta suscetibilidade aos
nematoides de galhas, os quais causam engrossamentos nas raizes denominados de galhas
(AZEVEDO et al., 2000; CHARCHAR; MOITA, 1996; LORDELLO; MARINI, 1974;
MENDES, 1998). Plantas de alface, atacadas por nematdides, apresentam-se menos
desenvolvidas, devido a densa formacdo das galhas no sistema radicular. As galhas obstruem a
absor¢do de dgua e nutrientes, resultando em plantas amareladas, com cabeca de tamanho

reduzido, pequeno volume foliar e sem valor para o consumo in natura (CHARCHAR;
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MOITA, 1996). Portanto, o controle desses nematdides € imprescindivel para o bom éxito de
cultivo da alface, pois os nematodides de galhas podem causar perdas de até 100% na producgao,
dependendo da intensidade de infestacdo da 4rea e da cultivar plantada (CHARCHAR, 1995).
Perdas na producdo agricola causadas por nematdides fitoparasitas resultam em prejuizos para
o produtor e elevacdo dos precos para o consumidor. Em termos mundiais, considera-se que
essas perdas por nematdides sejam de aproximadamente 100 bilhdes de ddlares por ano

(SASSER; FRECKMAN, 1987).

2.5 Controle de fitonematoides por rizobactérias

Os métodos mais usados para controlar fitonematéides tém sido o uso de nematicidas,
variedades resistentes e rotacdo de culturas. Mas, como o género Meloidogyne apresenta ampla
distribuicio em todo pais, polifagia e diferenca bioldgica ligada ao parasitismo entre
populacdes da mesma espécie, a implementacdo de programas de resisténcia varietal e rotacdo
de culturas € dificultada (PIMENTA; CARNEIRO, 2002). Hd também, uma pressao da
sociedade no sentido da substituicdo dos atuais nematicidas por principios ativos ou por taticas
de controle ecologicamente mais recomenddveis. Esse fato tem levado a busca de métodos
alternativos para o controle de fitonematdides, principalmente para os géneros de maior
importancia como Meloidogyne. Assim, a supressao de nematdides por antagonistas observada
em alguns solos e a interdi¢do de alguns nematicidas proporcionaram o retorno de interesse no
controle biolégico (CARNEIRO, 1992).

As rizobactérias benéficas as plantas por promoverem seu crescimento e/ou atuarem no
controle bioldgico de fitopatégenos sdo chamadas de bactérias promotoras de crescimento de
plantas ou PGPR, abreviatura de seu nome em inglés (KLOEPPER; SCHROTH, 1981). Os
beneficios causados por essas rizobactérias podem ser verificados em diversas culturas, dentre
as quais se destaca a alface (FREITAS et al., 2003). A promocdo de crescimento pode ser o
resultado de diversos mecanismos, a saber: controle biol6gico pela competi¢do por nutrientes
com o patégeno, producdo de sideréforos e antibidticos (RAMAMOORTHY et al., 2001),
resisténcia induzida a doencas (NANDAKUMAR et al., 2001), promog¢do de crescimento
diretamente pela producdo de fitormonios e aumento da disponibilidade de nutrientes pela
fixacdo de N, (ANTOUN et al., 1998) ou solubilizacdo de P (CHABOT et al., 1996). Dai, o
interesse por suas fungdes na rizosfera ter aumentado significativamente nas ultimas décadas
(CHABQOT et al., 1996; FREITAS et al., 2003; GASONI et al., 2001).

Hoffmann-Hergarten e colaboradores (1998) verificaram que Bacillus cereus

(Frankland & Frankland), Bacillus subtilis (Ehrenberg) e Pseudomonas sp (Migula). causaram
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reducdo significativa de indice de galhas de Meloidogyne incognita em alface e tomate. Os
fitonematdides Rotylenchulus reniformis e Tylenchorhynchus latus (Allen) tiveram suas
populacdes reduzidas no campo pela adicio de Bacillus sp. na cultura do algodoeiro
similarmente ao alcancado pelo uso do nematicida fenamifés. Ja canteiros tratados com o
actinomiceto Streptomyces sp. apresentaram produgdo e controle dos nematdides maiores do
que o controle nao tratado, porém menores do que o tratamento com Bacillus sp. (ANTER et
al., 1995).

A acdo de rizobactérias sobre os fitonematdides pode ocorrer tanto de forma direta,
sobre a eclosdo de juvenis e a mobilidade desses e de adultos ectoparasitos, como de forma
indireta pela inducdo de resisténcia sistémica da planta hospedeira, pela modificacdo dos
exsudatos radiculares, sua atratividade aos nematdides e a penetragdo desses nas raizes
(HASKY-GUNTHER et al., 1998; OOSTENDORP; SIKORA, 1990; SIKORA; HOFFMANN-
HERGARTEN, 1992; STIRLING, 1991). Algumas rizobactérias produzem enzimas e
metabolitos toxicos. De fato, cerca de 1% dos isolados testados por Becker e colaboradores
(1988) produziram substancias que causaram inibicdo completa ou parcial do movimento dos
juvenis de M. incognita, e destes, 20% reduziram também o nimero de galhas em raizes de
pepino. Entretanto, o sucesso desses agentes de biocontrole depende da colonizagdo da
rizosfera das plantas e das interacdes entre esses microrganismos introduzidos e a microbiota
nativa (ZHANG et al., 2000).

As rizobactérias tém uma série de vantagens sobre os nematicidas ou mesmo sobre
outros agentes de controle bioldgico: 1) faceis de serem produzidas em massa, 2) féicil
armazenamento, 3) adaptdveis a tecnologia de formulacdo e 4) ndo requerem manipulacdo

genética (SIKORA; HOFFMANN-HERGARTEN, 1992).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local, instalacao e execucao do experimento em casa de vegetacao

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo e no Laboratério de Nematologia
Agricola do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia, em
Uberlandia-MG, no periodo de janeiro a maio de 2009.

A semeadura da alface cultivar Grand Rapids TBR foi realizada em janeiro de 2009, em
bandeja de isopor composta por 200 células, contendo substrato agricola Bioplant®. Em cada
célula foi colocada uma semente. Apds 30 dias, as plantulas foram repicadas para outras
bandejas de isopor com capacidade de 72 células e profundidade de 10 cm.

O experimento foi constituido de 5 tratamentos e 10 repeticdes, sendo a unidade
experimental constituida por uma planta de alface. Os tratamentos foram diferentes doses do
produto Nemix® a base de Bacillus sp.: 0 kg.ha™' (testemunha); 5 kg.ha'l; 8 kg.ha’l; 10kg.ha' e
15 kg.ha™.

A quantidade do produto aplicada em cada planta levou em consideracdo para essa
cultivar, a densidade de 160.000 plantas.ha. O preparo de calda do produto bioldgico foi para
10 plantas (repeti¢des) de cada tratamento em que o volume foi de 50 mL, e aplicou-se 5 mL

por planta no mesmo dia em que foi realizada a repicagem.

3.2 Obtencao do inéculo do fitonematéide

Raizes de tomateiro infectadas por Meloidogyne incognita foram processadas pela
técnica de Boneti e Ferraz (1981). A suspensdo de ovos obtida foi calibrada para conter 2500
ovos.mL'. Uma semana apds a repicagem, cada plantula recebeu 2 mL da suspensdo
distribuidos em dois orificios de 1 cm de profundidade feitos no substrato. As bandejas

permaneceram na casa de vegetagdo.

3.3 Conducao e avaliacao do experimento

Apo6s 25 dias da inoculagdo, foi realizada a técnica da coloragdo de nematdides em
tecido vegetal (BYRD et al., 1983). Essa técnica consistiu em lavar bem as raizes retirando
todo o solo, sem danifica-las; em seguida foram cortadas em pedacos de 1 a 2 cm e adicionadas
a um copo de Becker (capacidade para 150 mL) contendo 50 mL de dgua de torneira. Aos 50

mL de dgua foram adicionados 20 mL de 4gua sanitdria comercial (NaOClI). Os fragmentos
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foram deixados nessa solu¢do por 4 min. Apds esse periodo, as raizes foram retiradas da
solucdo e lavadas em 4gua corrente por 30 a 45 s com a finalidade de retirar residuos de
NaOCl. Os pedagos de raizes permaneceram em um copo de Becker contendo dgua de torneira
durante 15 min. A 4gua foi drenada e as raizes cortadas foram transferidas para um copo de
Becker contendo 30 mL de dgua + 1 mL do corante (composi¢ao do corante: 3,5 g de fucsina
acida, 250 mL de é4cido acético e 750 mL de dgua destilada). Houve o aquecimento até o ponto
de fervura, contou-se 30 s e em seguida foi realizado o resfriamento a temperatura ambiente. O
excesso do corante foi removido por lavagem em 4gua corrente. As raizes foram colocadas em
20 a 30 mL de glicerina, conforme a quantidade de raizes. Para a leitura dos nematdides
penetrados, os segmentos de raizes foram pressionados entre duas laminas microscépicas para
observacdao no microscépio 6tico e determinacdo do nimero de nematdides no interior do
tecido vegetal.

A parte aérea foi pesada para obten¢do da massa fresca e em seguida acondicionada em
sacos de papel contendo furos. Os sacos foram colocados na estufa a 60°C durante 72 h ou até
peso constante. Apds esse periodo, a parte aérea foi novamente pesada para obtencdo da massa

seca.

3.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando-se do software SISVAR
(FERREIRA, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados do nimero de juvenis penetrados na raiz, peso da parte aérea fresca e peso da
parte aérea seca obtidos estdo na Tabela 1. Conforme a andlise de varidncia, ndao houve
diferenca significativa entre as doses de Nemix® e o niimero de juvenis penetrados e nem entre
as doses de Nemix® e a parte aérea seca. J4 entre as doses de Nemix® e a parte aérea fresca
houve diferenca significativa. Em alface, Gasoni e seus colaboradores (2001) trabalhando com
rizobactérias obtiveram respostas positivas apenas em relacdo a massa da matéria fresca da
parte aérea.

Comparando as massas de parte aérea fresca da testemunha com os demais tratamentos,
observa-se que as doses de 5 e 15 kg.ha™ proporcionaram maior desenvolvimento vegetal da
alface.

Hoffmann-Hergarten e colaboradores (1998) verificaram que Bacillus cereus, Bacillus
subtilis e Pseudomonas sp. causaram reducao significatica de indice de galhas de M. incognita

em alface e tomate.

Tabela 1- Numero de juvenis de Meloidogyne incognita penetrados, massa de parte aérea
fresca e seca da alface, apds 25 dias da inoculacao de 5.000 ovos. Uberlandia, UFU,

maio de 2009.
Doses de Nemix N° de juvenis Parte aérea fresca Parte aérea seca
(kg.ha’l) penetrados (2) (2)
0 50,4 1,66 b* 0,19
5 91,1 2,59 a 0,25
8 84,2 2,35 ab 0,25
10 82,4 1,95 ab 0,21
15 54,7 2,75 a 0,28
CV (%) 70,32 29,41 33,23

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Pelo Nemix® ser um produto bioldgico a base de rizobactérias, essas possuem o papel
principal de promover o crescimento vegetal, aumentando o sistema radicular e
conseqiientemente, aumentando o ndmero de locais de entrada de nematdides.

Os pesos da parte aérea fresca vao aumentando conforme a dose sem que a quantidade
de rizobactérias afete a penetracio do nematéide. J4 na dose 15 kg.ha™' que apresenta o maior
peso de parte aérea fresca ocorreu reducao no nimero de juvenis penetrados (Figura 1). De
acordo com Sikora (1988) as rizobactérias incluem-se entre os organismos antagonistas mais

propicios a0 manejo da populacido de fitonematdides por possuirem a capacidade de limitar a
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penetracdo dos nematdides nas raizes. Provavelmente, embora tenha ocorrido o crescimento

vegetal, houve também mais rizobactérias que iniciaram o efeito de inibicdo na penetracdo do

nematdide.
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Figura 1 — Numero de juvenis de Meloidogyne incognita penetrados nas raizes de alface nas
diferentes doses do produto Nemix® 2 base de Bacillus sp. Uberlandia, UFU, 2009.

Segundo Maciel e Ferraz (1996), o método biolégico para controle de nematéides pode
acontecer pela paralisacao do ciclo ou, pelo menos, pela reducdo da capacidade reprodutiva do
parasita. Além disso, a transformagdo dos exsudatos radiculares em subprodutos pela a¢do dos
microrganismos pode fazer com que o nematdide ndo reconheca o estimulo quimiotrépico e
continue movimentando-se no solo até morrer (FREITAS, 2001). Esse mesmo autor também
cita que as rizobactérias ou seus metabdlitos desencadeiam reacdes de hipersensibilidade nas
células vegetais, impedindo que as fémeas dos nematdides consigam energia suficiente para
produzir ovos. Além disso, também ja foi relatado que antagonistas no solo podem degradar a
massa gelatinosa que envolve os ovos, reduzindo sua protecdo, principalmente pelo aumento
da desidratagdo (ORION; KRITZMAN, 1991). Oka et al. (1993) observaram a atividade
nematicida do Bacillus cereus sobre ovos e juvenis, e a exposicdo do nematdide a essa bactéria
inibiu a penetragdo do parasita nas raizes de tomateiro.

Trabalhos com doses maiores de Nemix® devem ser feitos para verificar maiores efeitos

na redugdo de penetracdo do nematdide nas raizes de alface.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que nas doses testadas de Nemix® houve promogdo do crescimento

vegetal de alface, mas ndo ocorreu redu¢do de penetracao de juvenis infectivos nas raizes.
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