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USO DE CULTIVARES RESISTENTES E FUNGOS NEMATOFAGOS NO MANEJO
DE Meloidogyne enterolobii EM ALFACE
Autora: Isis Lorenna Medeiros Rozario

Orientador: Prof. Dr. Gilson Soares da Silva

RESUMO

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) estdo entre os mais importantes patégenos da
cultura da alface (Lactuca sativa L.). O controle desses organismos € dificil e o uso de
nematicidas ndo é recomendado em culturas de ciclo curto. Métodos alternativos, que ndo
agridam o meio ambiente, sdo os mais indicados, destacando-se o uso de cultivares resistentes
e o controle bioldgico. Neste trabalho, procurou-se avaliar a reacdo das cultivares comerciais
de alface e o efeito de Paecilomyces lilacinus e Pochonia chlamydosporia sobre
Meloidogyne enterolobii. Dezoito cultivares de alface foram inoculadas com 5000 ovos do
nematoide, em experimento inteiramente casualizado com 10 repeti¢des. Trinta dias apods, as
plantas foram avaliadas quanto aos indices de galhas, nimero de ovos e o fator de reproducio.
Na verificacao do efeito dos fungos nematéfagos, foram incorporados em vasos contendo solo
autoclavado dosagens de 5 e 10 g de arroz ndo colonizado e colonizados com P. lilacinus e
P.chlamydosporia, em seguida, infestados com 5000 ovos de M. enterolobii. Os experimentos
foram conduzidos em esquema fatorial 2x5 com 8 repeti¢cdes, sendo duas cultivares de alface
suscetiveis e cinco tratamentos diferentes. Quinze dias apds, uma muda de alface foi
transplantada por vaso. As concentracdes do indculo de P. lilacinus e P. chlamydosporia
foram 4,3x 10% ¢ 4 x 10° conidios/g de arroz, respectivamente.As plantas foram avaliadas 30
dias apds, quanto ao fator de reproducdo. De acordo com resultados as cultivares de alface
‘Lidia’, ‘Crespa de Verao’, ‘Isabela’, ‘Angelina’, ‘Monica’, ‘Vanda’, ‘Regiane’, ‘Grand
rapids-TBR’, ‘Mimosa’ e ‘Bab4 de Verdo’ (Feltrin); comportaram-se como resistentes e as
demais comportaram-se como suscetiveis ao nematoide. Os dois fungos foram eficientes no
controle do nematoide nas dosagens utilizadas, reduzindo o fator de reproducdo a valores
menores que 1,0.

Palavras - chaves: Lactuca sativa, nematoide das galhas, resisténcia genética, P. lilacinus e

P. chlamydosporia
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USE OF CULTIVARS RESISTENT AND NEMATOPHAGOUS FUNGI IN
MANAGEMENT OF Meloidogyne enterolobii IN LETTUCE

AUTHOR: Isis Lorenna Medeiros Rozario
ADVISER: Prof. Dr. Gilson Soares da Silva

ABSTRACT

The root-knot nematodes (Meloidogyne spp.) are among the most important pathogens of
lettuce (Lactuca sativa L.).The control of these organisms is difficult and the use of
nematicides is not recommended for short cycle crops. Alternative methods that do not harm
the environment, are the most suitable, especially the use of resistant varieties and biological
control. In this study, we sought to evaluate the reaction of lettuce cultivars and the effect
of Paecilomyces lilacinus and Pochonia chlamydosporia on Meloidogyne enterolobii.
Eighteen lettuce cultivars were inoculated with 5000 nematode eggsin completely
randomized design with 10 replications. Thirty days after the plants were evaluated for levels
of galls, number of eggs and reproduction factor. In the verification of the effect of
nematophagous fungi are incorporated in pots containing autoclaved soil dosages of 5 and 10
g rice not colonized and colonized with P. lilacinus and P.chlamydosporia then infested 5000
eggs infested with M. enterolobii. The experiments were conducted in a 2x5 factorial
arrangement with 8 repetitions, two lettuce cultivars susceptible and five different
treatments. The concentrations of inoculums the P. lilacinus and P. chlamydosporia were 4,3x
10%and 4 x 10° conidia / g rice, respectively. According to results as plants were
a evaluated 30 days, as the reproduction factor. The lettuce cultivars ‘Lidia’, ‘Crespa de
Verao’, ‘Isabela’, ‘Angelina’, ‘Monica’, ‘Vanda’, ‘Regiane’, ‘Grand rapids-TBR’, ‘Mimosa’
and ‘Baba de Verdao’ (Feltrin); behaved as resistant and the other behaved as susceptible to
nematodes.The two fungi were effective in controlling nematodes in the dosages used,
reducing the reproduction factor to values less than 1.0.

Key words: Lactuca sativa, root-knot nematodes, resistance gene, P. lilacinus and P.

chlamydosporia.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é uma das hortalicas mais importante economicamente
para o Brasil. E consumida crua na forma de salada, além de ser muito atrativa para os
horticultores pela facilidade de cultivo e pela precocidade (PIMENTA; CARNEIRO, 2002;
FIORINTI et al., 2005).

Diversos problemas fitossanitdrios sdo responsdveis por elevados perdas na producao
de alface no campo, destacando-se doencas causadas por fungos, bactérias, virus e
nematoides. Entre os fitonematoides parasitos da alface, destacam-se aqueles do género
Meloidogyne, especialmente as espécies M. incognita (Kofoid &White, 1919) e M. javanica
(Treub, 1885) Chitwood, 1949. Em 2001, uma outra espécie dos nematoides de galhas, M.
enterolobii (sin. M. mayaguensis) foi encontrada no Brasil, destruindo pomares de goiabeira
nos estados de Pernambuco e Bahia (CARNEIRO et al., 2001). Essa espécie apresenta alta
agressividade para inimeras culturas de interesse econdmico, além do que pode quebrar a
resisténcia de plantas resistentes a outras espécies de Meloidogyne. Embora a cultura seja
vulneravel ao ataque de nematoides , sdo escassos os estudos sobre o efeito de M. enterolobii
em alface (MELO et al., 2011).Quando atacadas por nematoides das galhas, as plantas de
alface apresentam deficiéncia mineral, amarelecimento e nanismo, o que as torna improprias
para o consumo, causando prejuizo econdmico ao produtor (CHARCHAR; MOITA, 1996).

O estado do Maranhdo apresenta condi¢des favordveis para a multiplicacdo dos
fitonematoides. De acordo com Neves et al. (2011) em regides de clima quente com
temperatura em torno de 25 °C a 30 °C, esses fitoparasitas tem seu ciclo de vida completo em,
aproximadamente, 28 dias.Na ocorréncia de infestacio nas dreas, sua erradicacdo ou
eliminagdo por completo ¢ bastante dificil. Varias medidas de controle sdo utilizadas para
reduzir sua populagdo (FERRAZ et al., 2010). No caso da alface, por ser uma cultura de ciclo
curto, o controle quimico com nematicidas ndo € recomendado, devido os efeitos residuais
desses produtos na planta. De acordo com Bettiol e Ghini (2001), o uso intensivo de
pesticidas na agricultura tem, reconhecidamente, promovido diversos problemas de ordem
ambiental, como a contaminac¢do dos alimentos, do solo, da 4gua e dos animais; a intoxicacao
de agricultores; a resisténcia de patégenos, de pragas e de plantas invasoras a certos
pesticidas; o desequilibrio bioldgico, alterando a ciclagem de nutrientes e da matéria organica;
a eliminacdo de organismos benéficos; e a reducdo da biodiversidade.

Além disso, esses insumos quimicos encarecem o0s custos de produg@o e o uso somente

de nematicida ndo garante um controle eficiente desses patogenos (PEREIRA, 2008).
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Diante desse cendrio, o mercado consumidor vem exigindo alimentos seguros, isentos
de residuos agroquimicos, por isso faz-se necessdrio utilizar medidas de controle mais
sustentdaveis que vise diminuir riscos ao meio ambiente € ao homem. Vadrias pesquisas sao
desenvolvidas na busca de novas tecnologias e prdticas de manejo sustentivel de
fitonematoide. Sabe-se que a utilizacdo de cultivares resistentes ¢ uma das praticas
alternativas de controle de fitonematoides mais acessiveis ao agricultor por ser um método
barato de fécil aplicabilidade no campo. Para Wilcken et al.(2005), o uso de cultivares
resistentes seria ideal no controle de nematoides fitoparasitas em alface. Nesse sentido,
reconhecer fontes de resisténcia genética das diferentes cultivares de alface por meio do fator
de reproduc¢do do Meloidogyne enterolobii ¢ um dado importante na escolha da cultivar a ser
plantada em areas infestadas com nematoide.

A utilizagdo de microrganismos antagonistas, principalmente fungos tem se mostrado
bastante promissor no controle dos nematoides. Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson é um
fungo do solo que tem se mostrado efetivo no biocontrole de espécies de Meloidogyne
(KERRY, 1990). Outro fungo também com destaque para essa finalidade € Pochonia
chlamydosporia (Goddard) Zare & W. Gams (= Verticilium chlamydosporium). Ambos
atuam parasitando ovos de fémeas de nematoides.

Diante disso, essa pesquisa teve por objetivo avaliar a reacao das cultivares comerciais
de alface e o efeito de Paecilomyces lilacinus € Pochonia chlamydosporia sobre Meloidogyne

enterolobii, como uma das alternativas de controle.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cultura da Alface

A alface (Lactuca sativa L.) € uma das hortalicas mais populares e consumidas no
Brasil e no mundo (HENZ; SUINAGA, 2009), pertencente a familia das Asteraceae, com
origem em regides de clima temperado, no sul da Europa e Asia Ocidental (FILGUEIRA,
2007). Evidéncias mostram que esta planta ji era conhecida no Antigo Egito por volta do ano
4.500 a.C, na Grécia e em Roma (SANTOS, 1993). Acredita-se que em 1650, os portugueses
introduziram a cultura em terras brasileiras (SALA; COSTA, 2012).

E uma planta anual, herbacea, delicada, com caule curto, onde se prendem as folhas.
Estas sdo largas e crescem em roseta, em volta do caule, podendo ser lisas ou crespas,
formando ou nao uma “cabec¢a”, com colora¢ao em varios tons de verde, ou roxo, conforme a
cultivar (FILGUEIRA, 2007). As raizes sdo do tipo pivotante, podendo atingir até 60 cm de
profundidade, também apresentam ramificagdes delicadas e finas que exploram os primeiros
25 cm do solo (MURAYMA, 1983). A fase reprodutiva da planta, que se inicia com o
pendoamento, ocorre em temperaturas mais elevadas e dias longos. No cultivo sob condic¢des
de temperaturas elevadas, acima de 25°C, e dias longos ocorre reducdo da fase vegetativa e
pendoamento precoce (REZENDE et al., 2007).

Essa hortalica tém grande importancia na alimentacdo humana. Suas folhas sdo
consumidas in natura em saladas e sucos, apresenta um grande valor nutricional e baixo teor
calérico (100g de alface contém cerca de 12 Kcal). E fonte de fibras, potéssio e vitaminas do
complexo B, vitamina K, essencial para a coagulacdo sanguinea, acido f6lico, beta-caroteno
ou pré-vitamina A, antioxidante, relaxante e calmante, uma vez que o seu talo apresenta
lactucina uma substincia biologicamente ativa que promove o relaxamento muscular e
mental, é de facil digestao, refrescante e diurético (APN, 2010).

Estima-se que o Brasil possua uma area aproximadamente de 35 mil hectares de alface
plantados, caracterizados pela produgdo intensiva, pelo cultivo em pequenas d&reas e
agricultores familiares, gerando cerca de cinco empregos diretos por hectare (COSTA; SALA,
2005). E a folhosa mais comercializada na Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais
de Sao Paulo- CEAGESP, apresentando um volume 42.879 toneladas que correspondem no
valor de 31,42 % na participagado do total de hortalicas folhosas (HORTIBRASIL, 2010).

No Maranhio, a alface estd entre as hortalicas produzidas e mais consumidas em Sao

Luis assim como a melancia, o tomate, o cheiro verde e a abdbora (SEBRAE, 2009).
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Por ser uma planta origindria de clima temperado a alface se desenvolve melhor em
temperaturas amenas. Com o avango dos trabalhos de melhoramento no pais, foi possivel o
desenvolvimento de cultivares adaptadas ao calor e resistentes ao pendoamento precoce
(REZENDE, et al., 2007).

As cultivares mais conhecidas e consumidas no Brasil sdo as do tipo crespa e lisa,
algumas das quais foram melhoradas para o cultivo de verdo ou adaptadas para regides
tropicais. Nos ultimos anos também aparecerem cultivares roxas e com as folhas frisadas
(HENZ; SUINAGA, 2009).

De acordo com Filgueira (2007), estas podem ser classificadas pelo aspecto das folhas
e pela formagdo ou ndo da cabeca, existindo assim seis grupos ou tipos de alface, a seguir
apresentados:

a) Tipo Repolhuda-Crespa (americana): Com folhas crespas e bem consistentes, com
nervuras destacadas, formando cabega compacta;

b) Tipo Repolhuda-Manteiga: Com folhas lisas e delicadas, de coloracdo verde-
amarelada e aspecto amanteigado, formando uma tipica cabeca compacta;

¢) Tipo Solta-Lisa: com folhas macias, lisas e soltas, ndo havendo formacao de cabeca;

d) Tipo Solta-Crespa; com folhas crespas, consistentes e soltas, ndo havendo formacao de
cabeca;

e) Tipo Mimosa; com folhas delicadas e com aspecto “arrepiado”;

f) Tipo Romana, com folhas alongadas e consistentes, com nervuras protuberantes,
formando cabecas fofas.

Existem, pelo menos, quatro sistemas produtivos de alface no Brasil: o cultivo
convencional e o sistema organico em campo aberto; o cultivo protegido no sistema
hidropdnico e no solo (FILGUEIRA, 2005).

A alface € bastante suscetivel as doencas fato esse que vem limitando a producao
dessa hortalica, dentre elas aquelas causadas por fitonematoides, principalmente espécies do
género Meloidogyne, devendo ser evitado, o quanto possivel, o uso de produtos téxicos no
controle fitossanitdrio, pois estes podem deixar residuos comprometendo a satde do

consumidor.
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2.2 Fitonematoides parasitas da alface

Os fitonematoides sao animais que se alimentam de células vivas das plantas (parasitas
obrigatdrios), principalmente de seus Orgdos subterrdneos, tais como raizes, tubérculos e
bulbos. Pertencentes ao Filo Nematoda, estes apresentam forma alongada e ndo segmentados,
medindo de 0,3 a 3,0 mm de comprimento e o didmetro de 0,015 a 0,050 mm (FERRAZ et al.,
2010).

E dificil quantificar os prejuizos causados por estes organismos 2 agricultura, no
entanto Silva (2011), estimou que 12 a 15 % da producdo mundial de alimentos sejam
perdidos anualmente em razdo de problemas causados por fitonematoides. O grau de danos
causados depende da densidade populacional dos nematoides presentes, da suscetibilidade da
cultura e das condi¢Oes ambientais, tais como fertilidade, umidade e presenga de organismos
patogénicos que podem interagir com os nematoides (TIHOHOD, 1993).

H4 cerca de 80.000 espécies de nematoides ja descritas, mas estima-se que 0 ndmero
total de espécies vivas seja de aproximadamente um milhdo. Dentre estas hé varios géneros
relacionados aos cultivos agricolas, entre eles os mais importantes sdo os chamados
‘nematoides de galhas’ (género Meloidogyne), os nematoides de cistos (Heterodera e
Globodera), os nematoides das lesdes radiculares (Pratylenchus) e o nematoide cavernicola
(Radopholus) (SBN, 2011).

As espécies que causam danos em alface no Brasil sdo: Meloidogyne incognita, M.
Jjavanica, M. arenaria, M. hapla (TAYLOR; SASSER, 1978; CHARCHAR, 1995) e M.
petuniae. As espécies M. incognita e M. javanica sdo encontradas com maior freqii€éncia em
regides de alta temperatura (25-28°C); M. arenaria em areas do Centro-Oeste com
temperaturas em torno de 25°C; M. hapla em dreas das regides Sudeste e Sul, com
temperaturas que variam de 12 a 24°C e M. petuniae em 4reas restritas da regido Centro-
Oeste, onde a temperatura pode variar de 12 a 28°C(CHARCHAR, 1995).0s nematoides
formadores de galhas sdo endoparasitas do sistema radicular, que na fase adulta, na
reproducdo, ocorre formacdo de um sitio de alimentacdo. Essa caracteristica auxilia no
diagnéstico desta praga. As presencas das galhas impedem absor¢do de dgua e nutrientes para
a planta de alface, causando murcha nas folhas nos horarios mais quentes do dia, além dos

sintomas de amarelecimento e crescimento reduzido (CHARCHAR; MOITA, 2005).
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2.3 Meloidogyne enterolobii

Meloidogyne enterolobii (Yang e Eisenback), teve seu relato inicial na China, em
1983, acabou confundida com outra espécie descrita em 1988 como M. mayaguensis
(Rammah & Hirschmann) em Porto Rico. Em 2009, consagrou-se a sinonimizacdo entre
ambas, prevalecendo M. enterolobii, pertencente a familia Heterodeidae Filipjev &
Scgrnmans Stekhoven, 1941 (PERRY et al.,2009).

Essa espécie é conhecida como o mais agressivo nematoide de galhas, isto é, uma
combinacdo de uma elevada taxa de reproducdo, a inducido de galhas grandes e uma ampla
gama de hospedeiros, incluindo hortalicas, plantas ornamentais e plantas daninhas. Embora, a
goiabeira seja a cultura que mais sofre perdas com parasitismo desse nematoide, também a
viruléncia apresentada por M. enterolobii contra vérias fontes de resisténcia a M. incognita,
M. javanica e M. arenaria torna uma ameaga em potencial (KARSSEN et al., 2008). Sua
reproducdo € feita por partenogénese mitdtica obrigatéria; no entanto, machos nio sio
incomuns em populagdes sob condicdes naturais. A duracdo do ciclo, determinada em
cultivares de tomate, foi de 3,5 semanas a 26° C (SBN, 2012).

M. enterolobii vem causando sérios problemas a producdo de intimeras culturas no
mundo: berinjela, pimenta, pimentdo, café, goiaba, melancia, brécolis, beterraba. Outras
espécies como anondceas, soja, batata-doce, tabaco, feijao, abdbora, batata, trombeta-dos-
anjos entre outras (BRITO et al., 2004). Embora polifaga, a espécie tem se destacado como
importante parasita de goiabeira em paises produtores, inclusive no Brasil, onde ji esta
amplamente disseminada.

Virios alertas ja foram emitidos pela Organizacdo Européia para a Prote¢do de
Plantas (EPPO) nos ultimos anos em relacdo ao grande risco de M. enterolobii ser
efetivamente introduzida na Europa. Na Holanda, o servigo quarentendrio realizou pelo menos
10 interceptacdes de produtos agricolas importados da Africa, Asia e América do Sul,
infectados com o nematoide, no periodo entre 1991 e 2007. Na Europa , ocorreram deteccdes
pontuais da espécie na Franca (um foco controlado em Concarneau, na regido da Bretanha) e
Suica (em dois cultivos protegidos de produgdo de tomate e pepino). A causa maior da
preocupacio estd associada a peculiaridade que o nematoide apresenta de ser virulento a
cultivares de plantas olericolas, como tomate e pimentdao (EPPO, 2009). Esse nematoide
apresenta uma ampla distribuicio geografica, ocorrendo na Africa (Burkina Faso, Costa do

Marfim, Malawi, Senegal, Africa do Sul, Togo), Asia (China e Vietna), América do Norte
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(EUA), América Central e Caribe (Cuba, Guatemala, Martinica, Guadalupe, Porto Rico,

Trinidad e Tobago), América do Sul (Brasil e na Venezuela).

2.4 Manejo dos nematoides das galhas

O controle de fitonematoides € bastante dificil. O uso de nematicidas tem tido espaco
limitado na agricultura mundial, a partir da década de 1980, devido a persisténcia no solo,
contaminacdo dos lengdis fredticos e efeitos que prejudicam a satide humana e a fauna do
planeta (FERRAZ et al., 2010). Atualmente na sociedade, € cada vez maior a procura por uma
exploracdo agricola sustentdvel. Neste contexto, o controle quimico vem sofrendo intimeras
restri¢des, culminado com a retirada de varios produtos do mercado (SILVA, 2011).

O principio mais importante a ser utilizado para o manejo de fitonematoides € a exclu-
sdo, isto &, impedir a entrada destes nas dreas de cultivo, apds o estabelecimento destes em
uma area de cultivo sua eliminacdo € praticamente impossivel (FERRAZ et al., 2010), no
entanto, nem sempre € possivel evitar disseminagdo destes patégenos no campo.

A eficiéncia na reducdo desses organismos no solo depende de um conjunto de
diferentes medidas associadas, tais como: destruicdo de restos culturais, pousio, solarizagao,
biofumigacao, inundacao do solo, adi¢do de matéria organica, controle bioldgico, rotacao de
cultura, resisténcia genética, indugdo de resisténcia com extratos e 6leos esséncias de plantas,
culturas armadilhas e plantas antagonistas.

No controle dos nematoides de galhas em dreas de producdo de alface € feito,
essencialmente, por rotacdo de culturas e uso de cultivares resistentes. A rotagdo de culturas é
feita com o plantio de espécies de menor suscetibilidade aos nematoides, como gramineas
(milho e sorgo) e leguminosas antagbnicas (crotaldrias € mucunas), que nem sempre
proporcionam controle eficiente dos nematoides no campo. Em experimento realizado em
condi¢des de casa de vegetacdo, com dezenove olericolas de importancia econdmica para o
estado do Maranhao, foram avaliados o potencial reprodutivo de M. enterolobii, onde foi
constada a capacidade prolifaga deste nematoide inviabilizado a prética de controle por meio
da rotacdo de culturas (BITENCOURT ; SILVA, 2010).

Quanto a identificacdo de fontes de resisténcia de cultivares de alface ao nematoide
das galhas, tém sido as preocupagdes de alguns pesquisadores, especialmente a partir do inicio
da década de 1990 (FIORINTI et al.,2007). Charchar (1991),observou que, nas condi¢des de

campo em solos infestados em épocas de temperaturas e umidades elevados, as cultivares de
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alface do tipo lisa, quando comparadas com as do tipo crespa, sdo mais afetadas por
nematoide das galhas. Outros trabalhos citam cultivares de alface que apresentaram
resisténcia aos nematoides por M. incognita ¢ M.javanica (CHARCHAR; MOITA, 1996;
MENDES, 1998). Estes autores observaram que cultivares do tipo crespa, especialmente a
‘Grand Rapids’, ¢ uma boa fonte de resisténcia. Quanto a M. enterolobii, poucos trabalhos sdo
encontrados sobre os efeitos deste nematoide na cultura da alface. Martoni et al., (2003) ao
avaliar niveis de resisténcia a nematoide de galha em 12 cultivares de alface (‘Grand Rapids’,
‘Lucy Brown’, ‘Malika’, ‘Regina’, ‘Salinas’, ‘Veronica’, ‘Great Lakes’, ‘Baba de Verao’,
‘Madona’, ‘Mimosa’, ‘Simpson’ e ‘Vitéria’), onde as cultivares ‘Grand Rapids’, ‘Lucy
Brown’ e ‘Madona’ foram tolerantes a Meloidogyne spp., constituindo importantes fontes de
resisténcia em futuros programas de melhoramento.

O manejo também pode influenciar a resposta quanto a resisténcia da planta ao
nematoide ,Santos (1995), utilizou a cultivar ‘Elisa’ em solo naturalmente infestado com
Meloidogyne javanica em diferentes métodos de propagacdo (semeadura direta, transplantio
de mudas de raizes nuas e transplantio de mudas produzidas em bandeja) em estufa, concluiu
que houve reducio na producdo de 78%, 23% e 17%, respectivamente. Um dos critérios para
se avaliar a resisténcia da planta ao fitonematoide € dimensionar as taxas reprodutivas dos
mesmos nos hospedeiros (SALGADO et al., 2005).

O uso de cultivares resistentes ¢ um dos métodos mais eficientes e econdmicos
(ROBERTS, 2002). A partir do conhecimento prévio da populagdo de nematoides presentes
na area de cultivo, o agricultor deve escolher cultivares geneticamente resistentes.

Algumas vantagens: 1) pode inibir a reproducdo do nematoide; 2) permite uma rotacao
de cultura por menos tempo e melhor uso do solo; 3)ndo produz residuos téxicos; 4) nao
requer técnicas ou equipamentos especiais para ser utilizada; 5) ndo traz custos adicionais ao
produtor (COOK; EVANS, 1987).

Outros termos sao utilizados relacionados a resisténcia de plantas a nematoides,
imunidade, tolerancia, intolerancia e suscetibilidade, conceitos estes que nao apresentam clara
distin¢do.A planta apresenta imunidade quando € incapaz de permitir o desenvolvimento e
multiplicacdo dos nematoides no interior dos seus tecidos. Tolerancia e intolerancia sao
termos utilizados para descrever a resposta da planta ao parasitismo, onde plantas
consideradas tolerantes sdo capazes de suportar ou se recuperar de danos causados pelo
nematoide e as intolerantes apresentam crescimento reduzido podendo até chegar a morte

(FERRAZ et al., 2010).
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Cultivares de alface resistentes tem sido eficiente no controle dos nematoides das
galhas nas condicdes de campo, tornando se necessaria a avaliagdo continua de novas fontes
de resisténcia. Novas cultivares, principalmente as do tipo americanas, surgem anualmente no
mercado brasileiro (CHARCHAR ; MOITA, 2005). Porém, a indisponibilidade de genétipos
resistentes ndo permite que essa forma de manejo seja mais amplamente adotada. A
prospeccdo de novas fontes de resisténcia deve ser continua, ampliando o estudo em
diferentes bancos de germoplasma, principalmente visando resisténcia multipla (FERRAZ et
al., 2010), por isso se faz necessario a realizagdo de pesquisas que identifiquem cultivares
resistentes a nematoides. Porém, uma dificuldade sobre a utilizacdo intensa de gendtipos
resistentes € o fato dos fitonematoides apresentarem variabilidade genética o que pode
ocasionar quebra da resisténcia devido a pressdo de selecdo (VIERA, 2011). Isso reforca a
importancia de associar outras medidas de controle integrado.

Virios fatores influenciam a densidade populacional de nematoides no solo, sejam
esses fatores fisicos (temperatura, umidade e aeracdo), quimicos (defensivos, fertilizantes e
também bioldgicos. O componente bioldgico do ecossistema do solo € particularmente
importante em limitar ou estabilizar as populacdes dos nematoides, através de mecanismos de
competi¢do, parasitismo, predacdo e producdo de compostos téxicos. A acdo desses
organismos na manutencdo dessas populagdes a niveis inferiores do que ocorreria na sua
auséncia € geralmente conhecido como controle biolégico (STIRLING, 1991).

Dentre os antagonistas dos nematoides, destacam-se os virus, bactérias, fungos,
acaros, turbelérios e insetos (BARRON, 1977). Destes, os fungos sdo os mais promissores
para o controle biolégico (FERRAZ, 1992), pois ocorrem abundantemente no solo, podem
utilizar vérios substratos organicos e microhabitats, o que promove inimeras oportunidades
destes interagirem com os nematoides (STIRLING, 1991).

Arthrobotrys oligospora (Fresenius) foi o primeiro fungo nematéfago isolado e
descrito por Fresenius, no ano de 1852 (GRAY, 1988). Pesquisas com fungos nematéfagos
tiveram inicio hd mais de 130 anos, com observagdes feitas por Lodhe em 1874, com o fungo
endoparasito Harposporium anguillulae Lohde, conforme mencdo de Novaretti (1986). O
aumento do interesse pelo controle bioldgico de nematoides ocorreu apds a demonstracao de
que algumas espécies de fungos endoparasitas impediam o aumento da populagdo do
nematdide Heterodera avenae Wollenweber e reduziam a populagdo de nematdides

causadores de galhas (JATALA et al., 1981; KERRY et al., 1982).
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Atualmente no mercado ja sdao encontrados produtos a base de fungos e bactérias com
a finalidade de controlar os fitonematoides a exemplos BioAct WG®, Biomyces®, Biostar®,
Nema Kontrol®, Nemat®, Paecil®, dentre outros produtos comerciais, porém existem alguns
problemas encontrados na utilizacdo desses, destacam-se a falta de informagdes sobre
dosagens, época, forma de aplicagdo e armazenamento.Esses fatores comprometem a
eficiéncia do produto (SILVA, 2011).

Os fungos podem atuar de diferentes formas sobre os fitonematoides, alguns sdo
parasitas de ovos e fémeas, outros produzem toxinas, outros produzem esporos moveis que se
aderem a cuticulas e outros sdao predadores, produzindo estruturas especializadas de captura
(FERRAZ ; SANTOS, 1995; CHEN; DICKSON, 2004).

Dentre os fungos parasitas de ovos e de fémeas € o que apresenta maior relevancia no
controle de fitonematoides, com destaque para as espécies Paecilomyces lilacinus e Pochonia
chlamydosporia, conhecida anteriormente como Verticillium chlamydosporium Goddard.
Normalmente, esses fungos sdo saprofiticos, logo, independem da presenca de ovos de
nematoides no solo para a sua sobrevivéncia, crescendo satisfatoriamente em matéria
organica. Em funcdo dessa caracteristica, sdo mais faceis de estabelecer no solo, quando
comparados com os fungos predadores. Colonizam rapidamente ovos e fémeas de nematoides,
destruindo de uma s6 vez grande quantidade de individuos, especialmente no caso do
nematdide das galhas (Meloidogyne spp.) e dos cistos (Heterodera spp., Globodera spp)
(STIRLING, 1991).

Paecilomyces lilacinus cresce bem as temperaturas entre 15 e 30 °C, com 6timo entre
25 e 30 °C. Sua adaptabilidade a uma ampla faixa de pH do solo torna-o um organismo
competitivo em solos agricultdveis (VILLANUEVA ; DAVIDE, 1983; JACOBS et al., 2003).

Uma das formas de cultivo de P. lilacinus € sobre graos de arroz, trigo, sorgo entre
outros. Nesses substratos o fungo cresce e esporula abundantemente. Freitas et al (1999)
utilizaram graos de arroz como meio de cultura para crescimento de P. lilacinus, na produgao
de mudas de tomateiro, observou-se que houve reducdo de nimero de galhas causada por M.
Jjavanica.

O processo de infeccdo de ovos de Meloidogyne spp. por P. lilacinus inicia-se com 0
crescimento da hifa do fungo sobre a gelatina que recobre a massa de ovos do nematdide. A
colonizagdo dos ovos aparenta ocorrer pela simples penetraciao da parede do ovo por uma hifa
individual, auxiliada por atividades mecénicas e/ou enzimaticas (JATALA, 1986). A protease

serina produzida por P. lilacinus possui um papel importante na penetracdo do fungo através
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da cuticula dos ovos dos nematdides (BONANTS et al., 1995). Apés a penetracdo, em curto
espaco de tempo, os ovos sdo completamente colonizados pelo fungo. Esse fungo penetra nos
ovos de Meloidogyne spp. mais rapidamente que nos de Globodera spp. ou de Nacobbus spp.

Soares et al (2004), avaliaram o controle bioldgico de M. javanica em tomateiro, com
Arthoborus oligospora (Fresenius), Dactylella leptospora (Drechsler), Monacrosporium spp e
P. lilacinus, e constataram que, todos os fungos reduziram o nimero de galhas e massas de
ovos na raizes e o niimero de juvenis no solo.

Pochonia chlamydosporia é capaz de sobreviver na auséncia do hospedeiro, visto que
produz clamidésporos, o que o torna mais resistente a condi¢des adversas do ambiente que
outros, além de ser facilmente cultivado in vitro.E um parasito de ovos dos nematdides de
cisto e dos formadores de galha (FREIRE ; BRIDGE, 1985).0 inéculo de P. chlamydosporia,
geralmente, € produzido nos meios de cultivo contendo graos de milho, de trigo ou de cevada
triturados (KERRY; BOURNE, 2002). Outros substratos, considerados residuos culturais ou
ndo, como folhas de milho, de nim, de berinjela, dentre outros, também ja foram testados para
a producdo de indculo do fungo (BOURNE et al., 1999), outro meio utilizado sdo graos de
arroz. Dallemole-Giaretta et al., (2011) ao avaliarem diferentes substratos, teores de dgua e
formas de inéculo para a producdo in vitro de clamidésporos de P. chlamydosporia, testando
os substratos graos de milho triturado, graos de arroz e casca de café e os tipos de indculo
meio liquido concentrado ou diluido (1:40) e discos de cultura, colonizados por P.
chlamydosporia, concluiram que todos os tratamentos apresentaram grande produgdo de
clamidésporos, com destaque ao substrato contendo graos de arroz.

Leij e Kerry (1991), avaliaram trés isolados de Pochonia chlamydosporia no controle
de M. arenaria, onde constataram que um dos isolados reduziu em 80% a multiplicacdo do
nematoide. D’angieri e Campos (1997) estudaram o efeito P. chlamydosporia sobre M.
javanica e observaram a redugdo da populacdo total de 6 a 12 meses ap0ds aplicagdo, em
plantas de Jaborandi.Viaene e Abawi (2000), avaliaram fungos nematéfagos Hirsutella
rhossiliensis (Minter & Brandy) e Verticillium chlamydosporium, onde ambos apresentaram
potencial para reducdo da populacdo Meloidogyne hapla em alface. Esses antagonistas
reduziram a populagdo do nematoide por meio da colonizacdo das massas de ovos, que ficam
expostas na superficie do sistema radicular das plantas, e morte do embrido ou juvenil de
segundo estddio (MORGAN-JONES et al., 1983; BOURNE et al., 1996; KERRY; BOURNE,
2002; MUKHTAR; PERVAZ, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento dessa pesquisa, foram realizados trés experimentos em
condig¢des de casa de vegetacdo e no Laboratdrio de Fitopatologia do Nucleo de Biotecnologia
Agrondmica da Universidade Estadual do Maranhdao-UEMA, sendo estes: 1 - Reacdo de
Cultivares de Alface a Meloidogyne enterolobii; 2- Efeito do fungo Paecilomyces lilacinus
no controle de Meloidogyne enterolobii na cultura da alface; 3- Efeito do fungo Pochonia

chlamydosporia no controle de Meloidogyne enterolobii na cultura da alface.

3.1 Obtencao e multiplicacio de Meloidogyne enterolobii

A populacdo original de M. enterolobii foi obtida de plantas de goiabeira (Psidium
guajava L. ‘Paluma’) procedentes da localidade Vila Maranhdo, em Sao Luis. Para a
multiplicacdo do indculo, mudas de tomateiros ( Solanum lycopersicum L. cv. Santa Cruz
‘Kada Gigante’) foram inoculadas e mantidas em casa de vegetacdo por 45 dias.

Na obtenc@o do indculo para os experimentos, ovos do nematoide foram extraidos
pelo método de Hussey e Barker (1973) modificado por Boneti e Ferraz (1981), onde raizes
com presenca de galhas foram cuidadosamente lavadas, cortadas em pedacos pequenos e
trituradas no liquidificar em soluc¢do de hipoclorito de s6dio a 0,5 % por um periodo de 20
segundos. Em seguida verteu-se o material processado no liquidificador em peneira de 200
meshes acoplada sobre outra de 500 meshes. Descartou-se o material retido na peneira de 200
meshes, ficando somente os ovos retidos na peneira de 500 meshes, estes foram recolhidos em
béquer de pléstico, apds lavagem em 4gua corrente para retirar o excesso de hipocloreto de
sédio. Posteriormente contou-se o nimero de ovos em aliquotas de 1 mL, com auxilio da
camara de contagem, sob microscopio 6tico.

A suspensdo de indculo foi ajustada para 500 ovos/ml , utilizando-se uma camara de

contagem de Peter.
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3.2 Producao de mudas de alface

Em condigdes de casa de vegetacdo foram produzidas as mudas de alface utilizadas
nesse trabalho, sendo a semeadura realizada em bandejas de poliestireno expandido (isopor),
com 72 células, contendo substrato comercial Plantmax®. O transplante para cada
experimento ocorreu no periodo de aproximadamente de 15 a 20 dias, para vasos plasticos
com capacidade de 2 L, contendo solo previamente autoclavado (120 °C por 2 h).

As plantas foram irrigadas duas vezes ao dia. A adubacio foi realizada a cada 15 dias,
com fertilizante liquido comercial, por meio de pulveriza¢do via foliar e / ou regas até o

momento da colheita dos experimentos.

3.3 Isolamento e producio dos indculos de Paecilomyces lilacinus e Pochonia
chlamydosporia em graos de arroz

Os isolados de P. lilacinus e P.chlamydosporia utilizados neste trabalho foram
provenientes da colecdao de fungos do Laboratério de Fitopatologia (UEMA). Estes foram
inicialmente cultivados por um periodo de 20 dias em placas de Petri, em meio de cultura
BDA (Batata, Dextrose, Agar) e incubado em estufa B.O.D., 25 °C % 1, para estimular a
esporulagdo.

Na produgcdo de indéculo de P. lilacinus e P. chlamydosporia os fungos foram
cultivados em graos de arroz. Sessenta gramas de arroz foram colocadas em erlenmeyers de
250 ml e lavados duas vezes com dgua de torneira, completando-se o volume dos frascos para
200 ml. Ap6s 10 minutos de embebicdo do arroz o excesso de dgua foi descartado e os fracos
foram autoclavados por 20 minutos a 120°C. Cada frasco, apds atingir a temperatura
ambiente, recebeu trés discos de 4 mm de didmetro da cultura fingica em BDA, sendo
colocado em estufa do tipo B.O.D. a 25°C, onde permaneceu por um periodo de 20 dias no

€scuro.
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3.4 Implantacio dos experimentos
3.4.1 Experimento 1 : Reacio de Cultivares de Alface a Meloidogyne enterolobii

Nesse experimento foram utilizamos 18 (dezoito) cultivares comerciais de alface
recomendadas para cultivo em clima quente, sendo estas distribuidas entre os grupos do tipo
americana (‘Grandes Lagos’, ‘Angelina’, ‘Grandes lagos 659°; do tipo crespa ‘Monica’,
‘Grand rapids-TBR’, ‘Roxa scarlet’, ‘Mimosa’, ‘Crespa para verao’, ‘Isabela’ ,’Vanda’ e
‘Simpson semente preta’); do tipo lisa (‘Regina de verdo’, ‘Vitéria de verdo’, ‘Regiane’ e
‘Lidia’); do tipo manteiga (‘Baba de verdo’, ‘Bab4 de verdo’-Feltrin, ‘Boston Branca’).

O experimento (Figural) obedeceu a um delineamento inteiramente casualizado, com
18 tratamentos (cultivares de alface), 10 repeti¢des, uma planta por parcela, sendo cada
parcela constituida por um vaso. Para confirmacao da viabilidade do inéculo foram utilizados
tomateiros como testemunha suscetivel.

As plantas de alface foram inoculadas distribuindo-se a suspensdo de inéculo (10

ml/planta) em sulco feito ao redor do colo das plantas.

Figura 1- Experimento na casa de vegetacdo: A- Plantas de alface recém inoculas; B- Plantas

de alface no ponto de colheita.

Trinta dias apds inoculacdo, as plantas foram retiradas cuidadosamente dos vasos.

ApOs assepsia o sistema radicular e a parte aérea das plantas foram pesados, verificando-se o
indice de galhas e atribuindo-se notas de acordo com a escala de Taylor e Sasser (1978),

(Tabela 1).
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As avaliacdes quanto a reacdo das cultivares de alface ao Meloidogyne foram feitas
quanto ao numero de ovos / sistema radicular, calculando-se o fator de reproducdo (FR =
populacdo final / populacdo inicial), onde consideraram-se como resistentes, aquelas plantas
que apresentaram FR<1,00; imunes, FR=0,00; e suscetiveis, FR>1,00, de acordo com

OOSTENBRINK, (1966),(Tabela 2).

Tabela 1-Indices de galhas e de massas de ovos de Meloidogyne (TAYLOR; SASSER, 1978).

Indice Niimero de galhas e/ou Massas de Ovos
0 0

1 1-2

2 3-10

3 11-30

4 31-100

5 >100

Tabela 2-Reacdo das cultivares quanto a reacido a Meloidogyne (OOSTENBRINK, 1966).

Reacao Fator de reproducao (FR)
Resistente FR<1,00
Imune FR=0,00
Suscetivel FR>1,00

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do programa

ASSISTAT®.
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3.4.2 Experimento2: Efeito do fungo Paecilomyces lilacinus no controle de Meloidogyne
enterolobii na cultura da alface.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
esquema fatorial 2x5, composto por duas cultivares de alface, classificadas como suscetiveis
no experimento anterior, cinco tratamentos diferentes com oito repeti¢des, sendo uma planta
por parcela, cada parcela constituida por um vaso, distribuidos com combinacdo dos fatores
Cultivar (C) x Tratamentos (T), conforme os seguintes niveis:

e Cultivar:

C; = ‘Boston Branca’;

C, = ‘Grandes Lagos 659°.
e Tratamentos:

T; = 5g de arroz colonizado por P. lilacinus + nematoide;

T, = 5g de arroz ndo colonizado + nematoide;

T3 = 10 g de arroz colonizado por P. lilacinus + nematoide;

T4 =10 g de arroz ndo colonizado + nematoide;

Ts = Cultivar suscetivel + solo infestado pelo nematoide (testemunha).

Estes resultaram em dez combinagdes:

C; T; =‘Boston Branca’ + 5g de arroz colonizado por P. lilacinus + nematoide;

C; T, =‘Boston Branca’+5g de arroz ndo colonizado + nematoide;

C; Ts= ‘Boston Branca’ +10 g de arroz colonizado por P. lilacinus + nematoide;

C, Ts=‘Boston Branca’ + solo infestado pelo nematoide (testemunha);

C, Ti= ‘Grandes Lagos 659°+ 5g de arroz colonizado por P. lilacinus + nematoide;
C, Ty= ‘Grandes Lagos 659°+5g de arroz ndo colonizado + nematoide;

C, Ts= ‘Grandes Lagos 659°+10 g de arroz colonizado por P. lilacinus + nematoide;
C, T4= ‘Grandes Lagos 659°+10 g de arroz ndo colonizado + nematoide;

C, Ts= ‘Grandes Lagos 659°+solo infestado pelo nematoide (testemunha).

Para P. lilacinus utilizou-se uma concentracdo de indculo de 4,3x 108 conidios/g de
arroz.

Solo previamente autoclavado (120 °C por 2 h) foram distribuidos em vasos com
capacidade de 2 L e infestado com 5000 ovos de M. enterolobii. Em seguida 5g e 10 g de
arroz sem o fungo , 5g e 10 g de arroz colonizado pelos fungos nematéfagos, separadamente,

foram misturados ao solo dos vasos.
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Quinze dias apds, uma planta de alface com 15 dias de idade foi transplantada para
cada vaso. Foram utilizadas as préprias cultivares suscetiveis ‘Boston branca’ e ‘Grandes
Lagos’, como testemunhas em solo infestado com 5.000 ovos M. enterolobii.

Ap6s 30 dias, as plantas foram retiradas dos vasos, as raizes lavadas e em seguida os
ovos foram extraidos de acordo com o método de Hussey e Barker (1973) modificado por
Boneti e Ferraz (1981).

Os efeitos de P. lilacinus sobre M. enterolobii foram avaliados quanto ao nimero de
ovos / sistema radicular, calculando-se o fator de reproducdo (FR = populacdo final /
populacdo inicial), onde se considerou FR<1,00 controle eficiente e FR>1,00 controle menos
eficiente do patégeno. Os dados obtidos, quando necessdrio, foram transformados em Vx e
submetidos a andlise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade, com auxilio do programa ASSISTAT ®.
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3.4.3 Experimento3: Efeito do fungo Pochonia chlamydosporia no controle de
Meloidogyne enterolobii na cultura da alface.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
esquema fatorial 2x5, composto por duas cultivares de alface, classificadas como suscetiveis
no experimento anterior, e cinco tratamentos diferentes, com oito repeti¢des, sendo uma
planta por parcela, cada parcela constituida por um vaso, distribuidos com combinag¢ao dos
fatores Cultivar (C) x Tratamentos (T), conforme os seguintes niveis:

e Cultivar:
C; = ‘Simpson Semente Preta’;
C, = “Vitoria de verdo’.

e Tratamentos:

T = 5g de arroz colonizado por P. chlamydosporia + nematoide;

T, = 5g de arroz ndo colonizado + nematoide;

T3 =10 g de arroz colonizado por P. chlamydosporia + nematoide;

T4 =10 g de arroz ndo colonizado + nematoide;

Ts = Cultivar suscetivel + solo infestado pelo nematoide (testemunha).

Estes resultaram em dez combinagdes:

CiT; = ‘Simpson Semente Preta’+ 5g de arroz colonizado por P. chlamydosporia +
nematoide;

C,T, = ‘Simpson Semente Preta’+ 5g de arroz nao colonizado + nematoide;

CiTs= ‘Simpson Semente Preta’+10 g de arroz colonizado por P. chlamydosporia +
nematoide;

CT4= ‘Simpson Semente Preta’+ 10 g de arroz ndo colonizado + nematoide;

C,Ts= ‘Simpson Semente Preta’+ solo infestado pelo nematoide (testemunha);

C, T, = “Vitéria de verdo’+ S5g de arroz colonizado por P. chlamydosporia + nematoide;

C, T, = “Vitéria de verdo’+ 5g de arroz nao colonizado + nematoide;

C, Tz = ‘Vitoria de verdo’+ 10 g de arroz colonizado por P. chlamydosporia + nematoide;

C, T4 = “Vitoria de verdo’+ 10 g de arroz ndo colonizado + nematoide;

C, Ts = “Vitoria de verdo’+ solo infestado pelo nematoide (testemunha).
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Para P. chlamydosporia utilizou-se uma concentra¢do de in6culo de 4 x 106c0nidi0s/g
de arroz.

Solo previamente autoclavado (120 °C por 2 h) foram distribuidos em vasos com
capacidade de 2 L e infestado com 5000 ovos de M. enterolobii. Em seguida 5g e 10 g de
arroz sem o fungo , 5g e 10 g de arroz colonizado pelos fungos nematéfagos, separadamente,
foram misturados ao solo dos vasos.

Quinze dias apdés, uma planta de alface com 15 dias de idade foi transplantada para
cada vaso. Foram utilizadas as préprias cultivares suscetiveis ‘Simpson Semente Preta’ e
‘Vitoria de verdo’, como testemunhas em solo infestado com 5.000 ovos M. enterolobii.

Ap6s 30 dias, as plantas foram retiradas dos vasos, as raizes lavadas e em seguida os
ovos foram extraidos de acordo com o método de Hussey e Barker (1973) modificado por
Boneti e Ferraz (1981).

Os efeitos de P. chlamydosporia sobre M. enterolobii foram avaliados quanto ao
nimero de ovos / sistema radicular, calculando-se o fator de reproducdo (FR = populagdo
final / populacdo inicial), onde se considerou FR<1,00 controle eficiente e FR>1,00 controle
menos eficiente do patégeno. Os dados obtidos, quando necessario, foram transformados em
Vx e submetidos 2 andlise de varidncia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade, com auxilio do programa ASSISTAT ®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1 : Reacao de Cultivares de Alface a Meloidogyne enterolobii

Os resultados da reacdo das cultivares de alface a Meloidogyne enterolobii estao
apresentados na Tabela 3. Das dezoito cultivares avaliadas, dez comportaram-se como
resistentes ao nematoide: ‘Lidia’, ‘Crespa de Verdo’, ‘Isabela’, ‘Angelina’, ‘Modnica’,
‘Vanda’, ‘Regiane’, ‘Grand rapids-TBR’, ‘Mimosa’ e ‘Baba de Verdo’ (Feltrin), com fatores
de reproducdo menores que 1,00, variando de 0,92 a 0,15; as demais cultivares, ‘Boston
Branca’, ‘Vitéria de Verdo’, ‘Grandes Lagos’, ‘Baba de verdo’ (Isla), ‘Roxa scarlet’,
’Simpson semente preta’, ‘Regina de verdo’, ‘Grandes lagos 659°, foram consideradas
suscetiveis apresentando FR>1,0. Nenhum das cultivares foi imune a infeccdo de M.
enterolobii.

Analisando-se a varidvel indice de galhas, os maiores valores foram detectados nas
raizes das cultivares de alfaces suscetiveis, no entanto, observou-se que as cultivares
resistentes ‘Mimosa’, ‘Grand Rapdis-TRB’ e ‘Lidia’ apresentaram indice de galhas
semelhantes aos das cultivares avaliadas como suscetiveis no critério de Qostenbrink (1966).
Isso demonstra que galhas radiculares ndo é um método seguro, para diagnosticar plantas
quanto a reacdo de resisténcia e suscetibilidade ao género Meloidogyne. Para Fernandes e
Kulczyski ,(2009) as galhas representam na verdade, sintomas de hipertrofia e principalmente
hiperplasia ocorridas no cortex em resposta a presenca de toxinas injetadas pelo nematoide,

nao expressando a capacidade de reproduciao do nematoide nas raizes.
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Tabela 3-Fator de reproducdo e reacdo de cultivares de alface ao Meloidogyne enterolobii.

Cultivar Tipo ou Origem I1G N°ovos FR Reacao
Grupo
Tomate - 5,0 62500a 12,50 a S
Boston Branca Manteiga Isla 47 22805 b 456b S
Vitoria de verdo Lisa Isla 45 21045bc 4,20 be S
Grandes Lagos Americana Isla 3,7 16837cd 3,36 cd S
Babd de verdo Manteiga Isla 4.8 16287 cd  3,25cd S
Roxa Scarlet Crespa Sakata 4.6 15137 d 3,02d S
Simpson semente preta Crespa Isla 4.6 14919 d 2,98d S
Regina de verdo Lisa Isla 45 14248 d 2.84d S
Grandes lagos 659 Americana Feltrin 4.6 6561 e 131e S
Babd de verao Manteiga Feltrin 3.2 4633 ef 0,92 ef R
Mimosa Crespa Isla 3.8 4482 ef 0,89 ef R
Grand rapids-TBR Crespa Feltrin 3.5 3604 ef 0,72 ef R
Regiane Lisa Sakata 3,0 2366 ef 0,47 ef R
Vanda Crespa Sakata 3,0 1609 ef 0,32 ef R
Monica Crespa Feltrin 2,6 1500 ef 0,30 ef R
Angelina Americana Sakata 2.0 1292 ef 0,25 ef R
Isabela Crespa Sakata 1,7 1069 ef 0.21ef R
Crespa para verao Crespa Top seed garden 1.9 991 f 0,19 f R
Lidia Lisa Sakata 3.2 764 £ 0,15f R
CV% 30,99 30,99

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. IG= indice de galhas; n° ovos=ntimero de ovos; FR= (Pf) populacdo
final/(Pi)populacdo inicial; Reacdo considerando o critério de Oostenbrink (1966): R=Resistente, [=Imune e

S=Suscetivel.
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Com relacdo ao tipo e/ou grupo da alface (Tabela 3), observou-se que as cultivares do
tipo crespa destacaram-se na sua maioria como uma boa fonte de resisténcia a M. enterolobii,
pois das oito avaliadas pertencentes a esse grupo somente duas comportaram-se como
suscetiveis. Charchar e Moita (1996), também encontraram em cultivares de alface de folha
crespa (Bix, Romana Baldo, Salad Bowl, Mimosa e Grand Rapids) resisténcia tanto a M.
incognita como M. javanica, podendo reduzir consideravelmente, o potencial de in6culo dos
nematdides no campo e as cultivares do tipo lisa (Vitéria e Regina) como as mais suscetiveis.

Apesar de a alface ser uma das folhosas mais consumidas no pais, na literatura ainda
sdo poucos os estudos dessa cultura em relacdo a resisténcia M. enterolobii. Recentemente,
Melo et al (2011) em trabalho sobre triagem de genétipos de hortalicas para resisténcia a M.
enterolobii, encontraram resultados semelhantes, onde em geral, a alface ndo se mostrou uma
boa hospedeira a M. enterolobii, pois em todas as dez cultivares avaliadas (Elisa, Julia, Luisa,
Horténcia, Mirella, Vera, Verdnica, Grand Rapids, Salinas 88 e Baba de Verdo) apresentaram
pelo menos resisténcia moderada ao nematoide, sendo classificadas como muito resistentes as
cultivares Julia, Horténcia, Veronica, Grand Rapids e Baba de Verdo. Para Bitencourt e Silva
(2010) a alface Monica também foi considerada resistente a M. enterolobii.

A cultivar Grand Rapids TBR também apresenta resisténcia a M. incognita (Gomes,
1999). Para este autor o controle genético decorrente do efeito da acdo de um tnico loco
génico (este alelo foi denominado Me), com efeito aditivo e herdabilidade relativamente alta.
Esta cultivar também apresentou resisténcia a M. javanica (MALUF et al., 2002) e na
infeccdo de populacdo mista de Meloidogyne incognita raca 1 e M. javanica no campo
(CHARCHAR; MOITA, 2005), j& a cultivar ‘Vitoria de Verdo’ nesse mesmo trabalho , foi
considerada moderada suscetivel. Embora a alface ‘Grandes Lagos 659’ sendo classificada
como suscetivel conforme escala Oostenbrink (1966), pode-se verificar que estatisticamente
ndo diferiu da maioria das cultivares consideradas resistentes.

A Figura 2, apresenta os sistemas radiculares das cultivares de alface consideradas
resistentes ao nematoide,verificou-se poucas galhas, sintoma caracteristico de infec¢do de
Meloidogyne. Isso pode ser explicado, pois mecanismos de defesas sdo ativados no processo
de infec¢do da planta e o nematoide, primeiramente ocorre o reconhecimento do nematoide
(elicitor) por células das plantas (receptor), sinais de hipersensibilidade sdao emitidos pela
planta, envolvendo ativacdo de genes, sintese de m-RNA e transcricio de DNA, modificacdes
bioquimicas ocorrem nos tecidos das plantas, impedindo, por exemplo, o desenvolvimento

normal dos sitios de alimentacdo, que se degeneram (SILVA, 2001).
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A resisténcia genética € determinada quando a planta inibe a reprodu¢do do nematoide
em comparag¢ao com os gendtipos suscetiveis, ou seja, aqueles que permitem a sua reproducao
e a expressdo da doenca (TRUDGILL, 1991).

Figura 2- Sistema radicular das cultivares de alface resistente ao Meloidogyne enterolobii.

Angelina Isabela Lidia Baba de verio Crespa para
verao

Regiane | Grand Rapids | Vanda | Mboénica | Mimosa

As cultivares de alface classificados como suscetiveis ao M. enterolobii de acordo com
critério de Oostenbrink (1966), apresentaram nas raizes um grande ntimero de galhas (Figura
3), esse sintoma mostra que o parasitismo foi bem sucedido, tendo em vista que este depende

muito da formacao do sitio de alimentagdo (VAN DER EYCHER et al., 1996).
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Figura 3- Sistema radicular (natural e coradas com fucsina acida)das cultivares de alface

suscetiveis ao Meloidogyne enterolobii.

Simpson Semente
Preta

Roxa Scarlet

Grandes Lagos

Baba de verio (Isla)

Vitoria de Veriao

Boston Branca

Grandes Lagos 659

Regina de Verao
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Os maiores pesos de parte aérea (g) foram encontrados nas cultivares de alface
diagnosticadas como resistentes a Meloidogyne conforme critério de Oostenbrink (1966).Com
excegdes da cultivar ‘Roxa Scarlet’ que, embora seja suscetivel,apresentou o segundo maior
peso da parte aérea (g) e o maior peso do sistema radicular em relacdo as demais cultivares e
a cultivar ‘Monica’, que apesar de ser considerada resistente o seu peso da parte aérea e do
sistema radicular estd entre os menores encontrados, se igualando estatisticamente aos
cultivares suscetiveis, conforme Tabela 4.

Tabela 4- Peso fresco (g) da parte aérea e do sistema radicular de cultivares de alface,

inoculadas com M. enterolobii.

Peso Fresco(g)
Cultivar
Parte aérea Sistema radicular

Angelina 42,08 a 4,29 bc

Roxa Scarlet 37,05 ab 6,39 a

Vanda 35,01 abc 2,00 ef
Isabela 34,93 abc 2,74 cdef
Lidia 32,90 bed 3,18 cde
Regiane 31,27 bede 4,10 bed
Crespa para verao 28,49 bede 3,64 bede
Mimosa 25,86 cdef 2,69cdef
Baba de verdo (Feltrin) 25,64 def 2,30 def
Grand rapids-TBR 22,75 efg 3,38 bede

Vitéria de verdao 22,32 efgh 5,05 ab
Mo6nica 18,72 fghi 2,28 def
Boston Branca 17,92 fghi 2,59 cdef

Simpson semente preta 14,95 ghi 1,93 ef

Grandes lagos 659 13,17 hi 124 f

Regina de verdo 13,15 hi 2,11 ef

Grandes Lagos 12,191 1,15f
Baba de verdo 11,521 2,45 cdef

CV% 23,72 39,77

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.
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4.2 Experimento 2: Efeito do fungo Paecilomyces lilacinus no controle de

Meloidogyne enterolobii na cultura da alface.

Houve interacdo entre os fatores cultivar x tratamentos, de acordo com os resultados
apresentados na Tabela 5, que mostram os efeitos de P.lilacinus sobre M. enterolobii nas
cultivares ‘Boston Branca’ e ‘Grandes Lagos’, onde se observou que os tratamentos com a
presenca do fungo reduziram a populagdo do nematoide para fatores de reprodu¢do menores
que 1. Isso € explicado pelo fato de que P. lilacinus caracterizar-se por penetrar nos ovos dos
nematoides, destruindo o embrido, exercendo forte pressdo na capacidade reprodutiva das
fémeas que sdo colonizadas e posteriormente mortas (DUNN et al., 1982). Esse fungo do
solo tem se mostrado efetivo no biocontrole de outras espécies de Meloidogyne (KERRY,
1990).

Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos de 5g e 10 g de arroz nao
colonizados + nematoide em relagdo a testemunha infestada para as duas cultivares

1soladamente.

Tabela 5-Efeito de P. lilacinus veiculado em arroz sobre M. enterolobii nas cultivares

‘Boston Branca’ e ‘Grandes Lagos 659°.

Tratamento Fator de reproducao
Boston Branca Grandes Lagos
5g de arroz colonizado com P. lilacinus+ nematdide 0,73 aB 0,31 bB
Sg de arroz ndo colonizado+ nematdide 2,10 aA 1,83 bA
10g de arroz colonizado com P. lilacinus+ nematdide 0,17 aC 0,26 bB
10g de arroz ndo colonizado+ nematdide 2,10 aA 1,83 bA
Testemunha infestada 2,22 aA 1,93 aA
CV% 15,02

Os dados do FR (fator de reproducio) foram transformados pela equacio x= \x, e em seguida submetidos a
andlise de variancia As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Analisando separadamente os efeitos dos tratamentos nas cultivares suscetiveis,
observou-se para a alface ‘Boston Branca’ que a agdo do P. lilacinus no controle do
nematoide, foi proporcional a quantidade de gramas de arroz colonizado, sendo assim, o
tratamento de 10 g, foi mais eficiente, pois apresentou um valor de 0,17 de fator de
reproducdo. Ja a cultivar ‘Grande Lagos’, embora os tratamentos tenham tido o efeito na

reducdo populacional do nematoide, os tratamentos de 5 e 10 gramas de arroz colonizado com
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P. lilacinus ndo diferiram estatisticamente entre si, tendo assim o mesmo efeito no controle do
nematoide.

Comparando-se os resultados das duas cultivares sobre o efeito da acdo do P. lilacinus
sobre M. enterolobii, observou-se que o comportamento das cultivares sdo semelhantes, pois
houve reducdo nos valores do fator de reproducdo em relacdo as testemunhas com os
respectivos tratamentos, embora na cultivar ‘Grandes Lagos’ ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos de 5g e 10 g de arroz colonizado com fungo e o tratamento de 5 g de
arroz colonizado com P. lilacinus para a cultivar ‘Boston Branca’.

Devido ao fato de que P. lilacinus é um fungo saprdfita, este pode ser utilizado em
vérios substratos presentes no solo e substratos para producdo de mudas (PEREIRA, 2008),
isso foi confirmado pelo autor, em trabalho com mudas de tomateiro em substrato infestado
com P. lilacinus veiculado em arroz, que mostrou-se eficiente na supressdo de M. incognita
raca 2. Resultado semelhante foi encontrado por Freitas et al.,(1999), onde P. lilacinus,
crescido em arroz, misturado ao substrato na produ¢do de mudas de tomateiro contra o
parasitismo de M. javanica, reduziu o numero de galhas por grama de raiz e por sistema
radicular, respectivamente, em 61,1% e 55,8%.Santiago et al., (2006), também utilizaram
graos de arroz autoclavado e colonizado por P. lilacinus para controlar Meloidogyne
paranaensis em tomateiro cv “Santa Clara”, onde todos os isolados reduziram a populacdo do
Meloidogyne. Machado et al., (2010), também avaliaram o efeito da aplicacdo de P. lilacinus
e esterco bovino na reducdo populacional de Meloidogyne incognita em tomateiro e alface,
obtendo como resultado um aumento na biomassa da parte aérea e das raizes das duas
olericolas, s6 houve redu¢do no nimero de galhas e de ovos do nematoide na cultura do
tomateiro e nenhum tratamento reduziu o ndmero de galhas para a cultura da alface.

Ao se comparar os efeitos dos tratamentos com o arroz colonizados com P. lilacinus
em relacdo aos tratamentos sem a presenca do fungo, percebeu-se a acdo do antagonista no

controle do M. enterolobii.
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4.3 Experimento 3: Efeito do fungo Pochonia chlamydosporia no controle de

Meloidogyne enterolobii na cultura da alface.

Houve interagdo entre os fatores ‘Cultivar’ e ‘Tratamentos’, logo o comportamento
das cultivares ‘Simpson Semente Preta’ e ‘Vitéria de Verdo’ em relacdo a reproducdo do
nematoéide foi influenciado pelos tratamentos recebidos.

Sobre o efeito de P. chlamydosporia sobre M. enterolobii nas cultivares ‘Simpson
Semente Preta’ e ‘Vitoria de Verdo’, apresentados na Tabela 6, observou-se que no tratamento
de 5 g de arroz colonizado P. chlamydosporia+ nematdide, houve redugcdo populacional do
Meloidogyne para as duas cultivares, porém nao foi o suficiente para realizar o controle do
patégeno para a cultivar ‘Simpson Semente Preta’, pois o seu fator de reprodu¢do continuou
maior que 1, diferentemente do que aconteceu com a ‘Vitoria de Verdo’ onde, nessa mesma
dosagem obteve-se uma eficiente supressdo sobre a populacdo do Meloidogyne, apresentando

um fator de reproducao de 0,62.

Tabela 6- Efeito de P. chlamydosporia veiculado em arroz, sobre M. enterolobii nas

cultivares ‘Simpson Semente preta’ e ‘Vitéria de Verdo’.

Tratamento Fator de reproducio
Simpson Vitéria de

Semente Preta Verao

5g de arroz colonizado com P. chlamydosporia + 1,06 aC 0,62 bB
nematdide

5g de arroz ndo colonizado+ nematéide 1,72aA 1,43bA

10g de arroz colonizado com P. chlamydosporia + 0,94aC 0,34 bC
nematdide

10g de arroz n@o colonizado+ nematdide 1,31 aB 1,43aA

Testemunha infestada 1,26 bB 1,54 aA

CV% 10,09

Os dados do FR (fator de reproducio) foram transformados pela equagio x= \x, e em seguida submetidos a
andlise de variancia. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. FR= (Pf) populag¢do final/(Pi)populacio inicial.

Observou-se que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos de 5g e 10g de
arroz colonizado com P. chlamydosporia sobre os fatores de reproducdo do M. enterolobii nas
cultivares ‘Simpson Semente Preta’, embora, o tratamento de 10g de arroz colonizado com P.
chlamydosporia tenha sido eficiente na reducdo do fator de reproducdo para 0,94, isto menor
que 1. Ja para a cultivar ‘Vitéria de Verdo’, os tratamentos com 5g e 10 g de arroz

colonizados com P. chlamydosporia mostraram-se eficientes na supressdo do nematoide,
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apresentando fatores de reprodu¢do menor que 1, com melhor eficiéncia no tratamento de 10g
de arroz colonizado, apresentado o fator de reprodugdo igual a 0,34.

No tratamento com 5g de arroz nio colonizado+ nematoide , ndo houve reducido no
fator de reproducdo do patégeno, bem como o tratamento de 10g de arroz ndo colonizado+
nematdide para ambas as cultivares avaliadas, o que sugere-se que o arroz por si s6 ndo tem
efeito significativo sobre a supressao do Meloidogyne. Nao havendo diferenca estatistica entre
os tratamentos de 10g de arroz nio colonizado+ nematdide com testemunha infestada, para a
cultivar ‘Simpson Semente Preta’, também nao houve diferenga estatistica para ‘Vitoria de
Verdo’ entre os tratamentos de 5g de arroz ndo colonizado + nematdide, 10g de arroz ndo
colonizado+ nematéide com a testemunha infestada.

Na dosagem de 10 g do arroz com o fungo nemat6fago para as duas cultivares obteve-
se um controle eficiente com os fatores de reprodu¢do que variaram de 0,94 para ‘Simpson
Semente Preta’ e 0,34 ‘Vitoria de Verdo’.

Ao se comparar os efeitos dos tratamentos com o arroz colonizados com P.
chlamydosporia em relacio aos tratamentos sem a presenca do fungo, percebe-se a acao do
antagonista no controle do M. enterolobii, pelo fato de P. chlamydosporia provocar desordens
fisiolégicas nos ovos, interrupcdo no desenvolvimento embriogénico (DACKMAN et al.,
1989). Esses resultados concordam com outros trabalhos, Coutinho et al. (2009), utilizaram P.
chlamydosporia na cultura de tomate, este reduziu o nimero de ovos entre 56 € 61% e o
numero de galhas entre 36 € 47% de Meloidogyne spp. Dias-Arieira et al. (2011), avaliaram
a eficicia do isolado Pc-10 do fungo P.chlamydosporia em Meloidogyne incognita no
controle, em duas dreas de producdo de alface, onde este reduziu o nimero de ovos em uma
das dreas experimentais e na outra drea, os tratamentos reduziram o populacdo final de J2 no
solo. Verdejo-Lucas et al. (2003), utilizaram P. chlamydosporia no controle de M. javanica
em alface e plantas de tomate. Arévalo et al. (2012), usando P. chlamydosporia visando o
controle de M. enterolobii em hortalicas, obtiveram bons resultados na redu¢ao do nimero de
ovos desse nematdide em casa de vegetacdo. Carneiro et al., (2011), também utilizaram P.
chlamydosporia em plantas de goiabeira atacadas por M. enterolobii, observaram reducdo
do nematoide, porém ndo foi suficiente para minimizar o nimero de galhas, o que reforca a

importancia de realizar pesquisas sobre controle alternativo do M. enterolobii.
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5 CONCLUSOES

e As Cultivares de alface ‘Lidia’, ‘Crespa de Verao’, ‘Isabela’, ‘Angelina’, ‘Monica’,
‘Vanda’, ‘Regiane’, ‘Grand rapids-TBR’, ‘Mimosa’ e ‘Baba de Verdo’ (Feltrin);
comportaram-se como resistentes a Meloidogyne enterolobii,

e Foram consideradas suscetiveis a Meloidogyne enterolobii as cultivares ‘Boston
Branca’, ‘Vitéria de Verao’, ‘Grandes Lagos’, ‘Baba de verao’ (Isla), ‘Roxa scarlet’,
’Simpson semente preta’, ‘Regina de verdo’, ‘Grandes Lagos 659°.

e Paecilomyces lilacinus e Pochonia chlamydosporia, mostraram-se eficientes na
reducdo da populacdo de Meloidogyne enterolobii quando veiculados em graos de

arroz e incorporados ao substrato.
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