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RESUMO

Os nematoides das galhas, Meloidogyne spp., estdo entre os principais problemas
fitossanitarios da cultura da alface. O manejo desses patdégenos muitas vezes é feito com
produtos quimicos. Porém, devido ao répido ciclo da alface e os longos periodos residuais
desses produtos quimicos, pesquisadores do mundo todo tém pesquisado medidas alternativas
de manejo desses patdgenos. Assim, objetivou-se com o presente trabalho comparar a
eficiéncia de diferentes taticas de manejo de M. javanica em alface. Foram conduzidos quatro
experimentos consecutivos em uma area naturalmente infestada com M. javanica e cultivada
com alface, cv. Regina 2000. Os experimentos foram conduzidos em parcelas subdivididas no
tempo, no arranjo 6 (tratamentos) x 4 (avaliagdes, uma a cada ciclo de cultivo da alface -
subparcelas), com 4 repetices em blocos casualisados. Os blocos foram constituidos de
canteiros com 15,0 x 1,5 m sendo cada um deles cultivado com cerca de 210 plantas de alface.
Cada canteiro/bloco foi dividido em seis areas (parcelas), de 2,5 x 1,5 m, onde foram
aplicados os tratamentos de forma aleatoria, na cova de plantio antes do inicio de cada um dos
ciclos de cultivo da alface. Foram testados os seguintes tratamentos: a) defensivo a base do
fungo Pochonia chlamydosporia; b) defensivo a base do fungo Trichoderma harzianum, c)
defensivo a base de 6leo de nim; d) 6leo de mamona; e) nematicida Terbufds; e f) testemunha,
sem adi¢do de nenhum método de controle. Foi feito um estudo da atividade microbiana do
solo submetido aos referidos tratamentos. Foram avaliados a massa seca (MSA) da parte
aérea, 0 numero de folhas (NF), o diametro do caule (DC), o nimero de galhas por planta
(NG), o numero de ovos por planta (NO), o nimero de juvenis de segundo estadio por planta
(NJ), a populacgéo final (Pf) e o efeito de cada tratamento sobre a atividade microbiologica do
solo (AM). As médias das variaveis foram submetidas 8 ANOVA e foi aplicado o teste de
Duncan em nivel de 5% de significancia. O nematicida e os 0leos reduziram a atividade
microbiolégica do solo ap6s o quarto ciclo de cultivo, enquanto os tratamentos com
microrganismos antagonistas incrementaram essa atividade. Em nenhum dos ciclos de cultivo
da alface os tratamentos influenciaram o teor de clorofila nas folhas de alface. Somente no
quarto ciclo de cultivo da alface é que se percebeu efeito marcante dos tratamentos sobre as
variaveis avaliadas. Nesse ciclo, de maneira geral, as variaveis relacionadas ao crescimento
das plantas foram menores na testemunha em relacdo aos demais tratamentos e a maioria dos
tratamentos foi tdo eficiente quanto o nematicida na reducdo populacional de M. javanica.
Foi possivel concluir ainda que a sequéncia de cultivos proporciona aumento consideravel da
populacdo dos fitonematoides, quando métodos de manejo ndo sao utilizados.

PALAVRAS-CHAVE: Manejo alternativo, nematoide-de-galhas, alface.



ABSTRACT

The root-knot nematodes, Meloidogyne spp., are among the main phytosanitary
problems of the lettuce crop. The management of these pathogens is often made with
chemicals. However, due to the rapid crop of lettuce and long residual periods of these
chemicals, researchers around the world have investigated alternative management measures
of these pathogens. Therefore, the present study aimed to compare the efficiency of different
management techniques of M. javanica in lettuce. Four consecutive experiments were carried
out in an area naturally infested with M. javanica and grown with lettuce, cv. Regina 2000.
The experiments were carried out in split plot in time, on the arrangement of 6 (treatments) x
4 (evaluations, one on each crop of lettuce - subplots), with four replications in randomized
blocks. The blocks were beds with 15,0 x 1,5 m where each one of them were grown around
210 lettuce plants. Each bed/block was divided in six areas (plots), of 2,5 x 1,5 m, where the
treatments were randomly applied, in the planting hole before the start of each one of the
crops. The following treatments were tested: a) defensive fungus based (Pochonia
chlamydosporia), b) defensive fungus based (Trichoderma harzianum), c) defensive oil based
(neem); d) castor beans oil; e) nematicide Terbufos; and f) control, without adding any
treatment. A study of the microbial activity in the soil subjected to the treatments mentioned
was done. Dry matter (MSA) of shoots, number of leaves (NF), stem diameter (DC), number
of galls per plant (NG), number of eggs per plant (NO), number of juveniles of second stage
per plant (NJ), final population (Pf) and the effect of each treatment on the microbiological
activity in the soil (AM) were evaluated. The means of the variables were submitted to
ANOVA and applied the Duncan test at 5% of significance level. The nematicide and the oils
reduced the microbial activity in the soil after the fourth crop, while the treatments with
antagonistic microorganisms increased this activity. The treatments did not influence the
chlorophyll level in the leaves in any of the crops. Only in the fourth lettuce crop cycle is
noticed significant effect of treatments on the variables analyzed. In this cycle, in general, the
variables related to plant growth were lower in the control over the others, and most
treatments was as efficient as the nematicide in population reduction of M. javanica. It was
also possible to conclude that the sequence of crops provide considerable increase of the
population of plant nematodes, when management methods are not used.

KEYWORDS: Damages, root knot nematodes, Lactuca sativa.
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1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.), familia Asteraceae, € a hortalica folhosa de maior
consumo no Brasil (HENZ e SUINAGA, 2009; CEAGESP, 2014) e, segundo Henz e Suinaga
(2009), o desenvolvimento de cultivares adaptadas a diferentes climas permite o cultivo dessa
planta ao longo de todo o ano.

Os nematoides das galhas, Meloidogyne Goeldi, 1887, estdo entre os principais
problemas fitossanitarios em hortalicas cultivadas sob condi¢des tropicais (SIKORA e
FERNANDEZ, 2005) e seu manejo efetivo é fundamental para assegurar a lucratividade do
produtor rural (HALBRENDT e LAMONDIA, 2004). Entretanto, 0 manejo desses patdgenos
é dificultado pela sua alta capacidade reprodutiva, ampla gama de hospedeiros e adaptacao a
diferentes ecossistemas (FERRAZ, 1985).

O manejo integrado de doencas de plantas € o caminho mais seguro e racional a ser
trilhado rumo a uma agricultura sustentavel, onde visa-se obter maior produtividade para os
agricultores com menor agressividade ambiental (JESUS JUNIOR et al., 2008). Apesar disso,
culturalmente, o agricultor tende a confiar mais em produtos quimicos para manejo de
qualquer epidemia devido aos resultados rapidos que estes produtos apresentam (ALVES et
al., 2007). Todavia, devido a crescente pressdo da sociedade por produtos agricolas com o
minimo possivel de residuos de agroquimicos, medidas alternativas de manejo de
fitonematoides tém sido pesquisadas em todo o mundo.

Ferraz et al., (2010) indicam vérias medidas de manejo dos fitonematoides. Mas, de
acordo com os autores, é de fundamental importancia o conhecimento do momento adequado
para implementa-las quando se pensa na aplicacdo integrada das taticas de manejo. Segundo
Campos (1999), o ideal € manipular a populacdo do nematoide para manté-la abaixo do limiar
de dano econdmico, definido como a intensidade de doenca na qual o beneficio do controle
iguala-se ao seu custo.

Dentre as diversas formas alternativas de manejo de fitonematoides, a utilizacdo dos
6leos de mamona (Rinicus communis L.) e de nim (Azadirachta indica A. Juss.) vem sendo
cada vez mais investigada por varios cientistas em todo o mundo com resultados bastante
promissores (HUSSANI, et al.,1996; FERRIS e ZHENG, 1999; CHITWOOD, 2002;
FERRAZ et al., 2010).

O controle bioldgico de fitonematoides também vem ganhando destaque nos estudos

cientificos, dentre estes se destaca o emprego de fungos como Pochonia chlamydosporia Zare

11



& Gans (sin. Verticillium chlamydosporium Goddard) e Trichoderma spp., importantes
agentes bioldgicos estudados e j& produzidos em escala comercial (FERRAZ et al., 2010).

Os microrganismos do solo desempenham papel fundamental na génese do solo e
ainda atuam como reguladores de nutrientes pela decomposicdo da matéria orgénica e
ciclagem dos elementos, atuando, portanto, como fonte e dreno de nutrientes para o
crescimento das plantas (ANDREOLA e FERNANDES, 2007).

Embora medidas alternativas de manejo de fitonematoides, como a utilizacao de 6leos
essenciais e o controle biolégico venham sendo muito estudadas nos ultimos anos, ainda ha
uma necessidade maior de estudos sobre o impacto dessas medidas de manejo sobre os

microrganismos do solo.

2. OBJETIVOS

2.1.Gerais
Estudar a eficiéncia de diferentes taticas de manejo de Meloidogyne javanica.

2.2.Especificos
Comparar a eficiéncia de diferentes taticas de manejo de M. javanica em alface no
campo aplicando-se 0s seguintes tratamentos: a) defensivo biolégico a base do fungo
Pochonia chlamydosporia; b) defensivo biolégico a base do fungo Trichoderma harzianum,
c) defensivo a base de déleo de nim; d) 6leo de mamona; €) nematicida Terbufos; e f)
testemunha, sem adi¢do de nenhum método de controle;

Estudar a atividade microbiana do solo submetido aos referidos tratamentos.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A Cultura da alface

A cultura da alface pertencente a familia Asteraceae, é originaria da regido do
Mediterraneo e descende de espécies silvestres que ainda sdo encontradas em regides de clima
temperado no sul da Europa e na Asia Ocidental (GOTO e TIVELLLI, 1998). E a mais popular
das hortalicas folhosas, sendo cultivada em quase todas as regifes do globo terrestre
(FERNANDES et al., 2002), bem como em todo o territério brasileiro (COSTA e SALA,
2005).
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Trata-se de uma planta herbacea com folhas dispostas em forma de roseta, podendo ser
lisas ou crespas, formar ou ndo cabega, ter coloracdo em vérios tons de verde ou até roxo,
dependendo da cultivar. Apresenta ciclo de aproximadamente 45 dias, area foliar expandida e
sistema radicular do tipo fasciculado e pouco profundo. E uma planta de clima subtropical,
exigindo temperaturas entre 12 e 24 °C, solos areno-argilosos e ricos em matéria organica
(VIDIGAL et al., 1995; FILGUEIRA, 2003).

A alface é considerada uma boa fonte de vitaminas B1l, B2, C, célcio e ferro
(FERNANDES et al. 2002), além de apresentar baixo teor de calorias e propriedades
tranquilizantes, caracteristicas que, aliadas a seu baixo custo, producéo durante todo o ano e
facilidade de aquisicéo, tornam-na uma das formas de salada in natura mais consumidas por
todas as classes sociais brasileiras (VIGGIANO, 1990; KATAYAMA, 1993; OHSE et al.,
2001; OLIVEIRA et al., 2004; COMETTI et al., 2004).

Estima-se que, em 2013, 66301 propriedades rurais estavam produzindo alface
comercialmente no Brasil, sendo 30% na regido sudeste, 30% na regido sul, 26% na regido
nordeste, 7% na regido centro-oeste e 6% na regido norte, sendo que a producéo brasileira de
alface era, no mesmo ano, de 525.602 toneladas, onde o estado de Sdo Paulo respondia por
31% da producéo brasileira total, seguido por Rio de Janeiro (27%) e Minas Gerais (7%). De
forma geral, a alface, no ano de 2013, respondia por 11% da producdo total de hortalicas no
Brasil (HORTIBRASIL, 2014).

3.2. O género Meloidogyne.

Os nematoides formadores de galhas radiculares pertencem ao Reino Animal, ao Filo
Nematoda Potts, 1932; a Classe Chromadorea Inglis, 1983; a Subclasse Chromadoria Pearse,
1942; a Ordem Rhabditida Chitwood, 1933; a Subordem Tylenchina Thorne, 1949; a
Infraordem Tylenchomorpha De Ley e Blaxter, 2002; a Superfamilia Tylenchoidea Orley,
1880; a Familia Meloidogynidae Skarbilovich, 1959; a Subfamilia Meloidogyninae
Skarbilovich, 1959 e ao Género Meloidogyne Goeldi, 1892, conforme classificacdo proposta
por De Ley e Blaxter (2002).

O ciclo de vida dos nematoides desse género é de aproximadamente 28 dias, podendo
prolongar-se sob condicdes climaticas desfavoraveis. Temperaturas inferiores a 20 °C ou
superiores a 35 °C e condices de seca ou de encharcamento do solo afetam o
desenvolvimento e a sobrevivéncia do nematoide, tornando seu ciclo mais longo (COSTA et
al., 2000).
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A formacgdo de galhas é o sintoma mais caracteristico desse nematoide. Tais galhas
aparecem principalmente nas raizes mais finas, sendo resultado de fenémenos de hipertrofia e
hiperplasia de células do parénquima vascular da raiz (TIHOHOD, 2000).

As galhas podem ser diminutas ou atingir diametro superior a 15 mm, dependendo da
severidade da infestacdo. Células hipertroficas multinucleadas, também conhecidas como
células gigantes, funcionam como verdadeiros armazéns no suprimento alimentar dos
nematoides sedentarios (COSTA et al., 2000). A formacdo dessas células gigantes provoca
uma interrupcdo e desorganizagdo do sistema vascular, com consequente diminuicdo na
absorcdo e no transporte de agua e nutrientes, influenciando diretamente a produtividade
(COFCEWICZ et al., 2001).

No Brasil, as espécies de maior ocorréncia s&o M. incognita (Kofoid & White) e M.
javanica (Treub), e, embora tais espécies apresentem habito de vida sedentario, sua
multiplicacdo e permanéncia no solo dificultam muito o manejo, pois cada fémea pode
depositar mais de 500 ovos durante seu ciclo de vida (CARNEIRO et al., 2003; CARNEIRO
et al., 2007).

3.3. Suscetibilidade da alface a fitonematoides

A suscetibilidade da alface as doencas € um fator limitante a producdo dessa hortalica.
Segundo Filgueira (2003), sdo conhecidas diversas doencas as quais a alface é suscetivel,
devendo ser evitado, o quanto possivel, 0 uso de agrotoxicos no manejo fitossanitario, pois
estes podem deixar residuos toxicos nas folhas que s@o consumidas.

As principais doencas da alface sdo o mosaico-da-alface (Lettuce mosaic virus), o
vira-cabeca (Tomato spotted wilt virus), a septoriose (Septoria lactucae), a podriddo-basal
(Scleriotinia sclerotiorum) e o mildio (Bremia lactucae Regel) (FILGUEIRA, 2000).
Entretanto, em condicdes tropicais, as plantas de alface podem ser severamente afetadas por
Meloidogyne spp. (FIORINI et al., 2005).

As perdas nessa cultura devido ao parasitismo desses patdgenos estdo estimadas entre
10 e 100% (Pinochet, 1987), sendo as espécies de maior importancia M. incognita e M.
javanica (NETSCHER e SIKORA,1990). E importante destacar que o cultivo sucessivo dessa
hortalica em uma mesma area pode agravar problemas nematolégicos devido a elevacdo dos
niveis populacionais de Meloidogyne spp. (TAYLOR e SASSER, 1978).

Cultivares de alface, quando atacadas por Meloidogyne spp., comumente apresentam

debilidade intensa das plantas, ocasionada pela densa formacao de galhas no sistema radicular
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que obstruem a absorcao de agua e nutrientes do solo, resultando em plantas amareladas, com
cabeca de tamanho reduzido, pequeno volume foliar e sem valor para o consumo ‘in natura’
(CHARCHAR e MOITA, 1996; RABELLO, 2010).

3.4. Quantificacéo de danos em alface parasitada por fitonematoides.

Segundo Michereff (2004), hd muitos trabalhos sobre os danos causados por doencas
foliares, mas poucos sdo aqueles relacionados a patdgenos radiculares, entre eles o0s
fitonematoides. Segundo o autor, deve-se determinar o impacto desses patdgenos sobre as
culturas parasitadas e, para isso, deve-se considerar ndo apenas a espécie do patdégeno, mas
também o seu nivel populacional na area.

Jesus Junior et al. (2004) afirmaram que a estimativa confiavel dos danos causados por
patogenos é crucial para que se desenvolva um programa bem-sucedido de manejo de
doencas, independente do método a ser empregado.

Em um desses estudos em que se objetivou quantificar os danos em alface parasitada
por M. incognita em dois tipos de solo, Peixoto et al. (2011) observaram que quanto maior o
namero de nematoides infectando as plantas, menor a quantidade de agua e nutrientes que
chegavam as folhas, o que causou reducdo da producdo comercial com consequentes perdas
econémicas para o0 produtor.

Rabello (2010) observou que a massa da matéria fresca e o nimero de folhas de alface
cv. Vitoria de Santo Antdo decresceram a ponto de tornar o cultivo inviavel a medida que a
populacdo de M. javanica aumentou em area naturalmente infestada pelo patdgeno.

Apesar desses relatos, raras sdo as pesquisas no Brasil com o intuito de se quantificar

0s danos causados por nematoides, principalmente na cultura da alface cultivada no campo.

3.5. Controle Bioldgico de Fitonematoides

O termo “controle biologico” ¢ definido como sendo a reducdo da populacdo de um
organismo Vivo alvo por outro organismo vivo (STIRLING, 1991). Este controle pode ocorrer
naturalmente, por meio do equilibrio biolégico natural da microbiota do solo, ou de forma
induzida, implementado por programas que visam aumentar a populacdo e a atividade dos
antagonistas dos nematoides (JATALA, 1986; STIRLING, 1991; FERRAZ e SANTOS,
1995).

O controle bioldgico baseia-se na relacdo antagbnica entre microrganismos benéficos e

fitopatdgenos, podendo ser caracterizado por diferentes modos de agdo, como a competicdo
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por espaco e nutrientes, a antibiose, o parasitismo e a inducdo de resisténcia da planta
hospedeira (PAPAVIZAS, 1985; MORAES, 1991; MELO e AZEVEDO, 1998).

Os organismos antagonistas comumente estudados para o controle biolégico de
fitonematoides sdo as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas; as bactérias
parasiticas; os fungos nemat6fagos endoparasitos; os fungos parasitos de ovos e de fémeas; 0s
fungos predadores e os fungos endomicorrizicos (SIKORA, 1992). Dentre 0s organismos
potenciais, 0s mais estudados s&o os fungos (CARNEIRO e FREITAS, 2000).

3.5.1. Controle Bioldgico de fitonematoides com P. chlamydosporia

Alguns dos fungos nemat6fagos parasitos de ovos e fémeas sdo P. chlamydosporia e
Paecilomyces lilacinus. O primeiro, conhecido anteriormente por Verticillium
chlanydosporium, é um dos fungos mais pesquisados para o controle biolégico de
fitonematoides (KERRY, 1997; BOURNE e KERRY, 1999; BOURNE, 2001; KERRY e
BOURNE, 2002), devido a algumas caracteristicas importantes que apresenta, como o fato de
ser bom competidor saprofitico, de facil estabelecimento no solo e colonizar rapidamente
ovos e fémeas de fitonematoides, destruindo de uma sO vez considerdvel nimero de
individuos (STIRLING, 1991).

A reducdo da populacdo de nematoides proporcionada por P. chlamydosporia foi
relatada pela primeira vez em 1974, em trabalho feito por Willcox e Tribes (1974), quando o
antagonista foi isolado de cistos de Heterodera schachtii Schmidt. Desde entdo, trabalhos
vém sendo desenvolvidos visando o manejo do nematoide das galhas pela utilizacdo deste
fungo, e o sucesso no manejo ja foi relatado por varios autores (LOPES et al. 2007;
COUTINHO et al., 2009 e DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2010).

Dallemole-Giaretta et al. (2010) avaliaram o controle de M. javanica pela aplicacéo de
palha de café colonizada ou ndo por P. chlamydosporia, e concluiram que a incorporacdo do
material colonizado pelo fungo ao solo reduziu em até 46,6 e 71,7 % 0s nimeros de galhas e
0Vos, respectivamente.

Em trabalho realizado por Coutinho et al. (2009), o isolado Pc-10 aplicado na
dosagem de 5000 clamidosporos/g de solo de P. chlamydosporia promoveu a redugdo no
namero de galhas e de ovos de Meloidogyne javanica. Lopes et al. (2007) observaram a
reducdo no numero de ovos desse nematoide em diferentes experimentos em que foram

utilizados quatro isolados do fungo. Apesar dos resultados positivos obtidos para o controle
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do manejo de nematoides usando esse antagonista, ainda s&0 poucos 0s experimentos

realizados em campo.

3.5.2. Controle Bioldgico de fitonematoides com Thichoderma spp.

Certos fungos nemat6fagos sdo produtores de metabdlitos toxicos que interferem no
comportamento do fitonematoide. Entre estes se destacam Trichoderma spp., Paecilomyces
lilacinus, Myrothecium spp., Penicillium spp., Pleurotus spp., Aspergillus spp. e Fusarium
spp (STIRLING, 1991; FERRAZ e SANTOS, 1995; CHEN e DICKINSON, 2004).

O antagonista Trichoderma spp. vem sendo pesquisado para 0 manejo de fungos
fitopatogénicos e fitonematoides (ETHUR et al., 2001; SHARON et al., 2001; SHARON et
al., 2007). A atividade antagonista que este fungo exerce ocorre principalmente devido a
producdo de enzimas liticas extracelulares degradadoras da parede celular dos fungos, tais
como quitinases, -1, 4-glucanases e proteases (CORABI-ADELL e LUCON, 2002). A
capacidade de degradar quitina permite sua atuacdo no manejo de nematoides, uma vez que
este polimero é o principal constituinte do ovo desses patdgenos.

Sharon et al. (2001) avaliaram 0 mecanismo de atividade de T. harzianum em plantas
de tomate pela utilizacdo direta do fungo e pelo isolamento de proteinas nematofagas
incorporadas as plantas. Quando as proteinas foram adicionadas diretamente sobre as raizes,
ndo houve controle bioldgico eficiente e nem a prevencdo da penetracdo e do
desenvolvimento do nematoide nas raizes. Com isso, 0s autores concluiram que a principal

atividade contra 0 nematoide promovida por T. harzianum acontece no solo, e ndo nas raizes.

3.6. Manejo de fitonematoides com dleos essenciais e fixos

3.6.1. Oleos essenciais
A utilizacdo de 6leos essenciais também vem sendo bastante estudada para manejo de
fitonematoides (WILSON et al., 1997; BALDO et al., 2005). Sdo produtos obtidos a partir do
metabolismo secundario das plantas, e podem conter mais de 300 componentes quimicos
diferentes. Sdo aplicados nas mais diversas areas, como medicina, perfumaria e cosmetologia
e até mesmo na industria alimenticia. Estruturas como terpenos, sesquiterpenos, fendlicos,
fenil propanoicos, alifacicos nao-terpénicos, heterociclicos, alcoois, cetonas, aldeidos, acidos

carboxilicos, ésteres, acetatos, sdo alguns exemplos da composi¢do quimica dos OGleos
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essenciais, sendo que cada um contribui com sua caracteristica aromética e acdo bioquimica
(WOLFFENBUTTEL, 2007).

H& relatos de Oleos essenciais atuando sobre diferentes patdgenos, entre eles o0s
nematoides fitopatogénicos (WILSON et al., 1997; MOTOYAMA et al., 2003; BALDO et al.,
2005). Segundo Schwan-estrada et al., (1997) e Stangarlin et al., (2005), esses 6leos podem
agir também de forma direta ativando mecanismos de defesa das plantas. Por isso, esses 6leos
sdo potencialmente Gteis no manejo de doencas de plantas cultivadas, especialmente na
agricultura orgénica, pois sdo importantes na defesa das plantas contra microrganismos e
predadores (OKA et al., 2000; SALGADO et al., 2003).

3.6.2. Oleos fixos

Oleos fixos sdo &cidos graxos extraidos das sementes de plantas oleaginosas, cuja
principal fungéo é proteger a propria planta contra a acdo de organismos maléficos, bem como
evitar a perda de agua. Caracterizam-se por ndo apresentarem evaporacdo ou volatilizacéo
completa e por se manterem fluidos em temperatura ambiente. Quimicamente sdo compostos
predominantemente por triacilglicerdis, que tém A&cidos graxos diferentes e idénticos,
esterificados nas trés posicdes hidroxila da molécula de glicerol (ROBBERS, et al., 1997).

A mamona (Ricinus communis L.) pertencente a familia Euphorbiaceae é uma planta
oleaginosa, destacando-se por sua relevante importancia econémica e social com inimeras
aplicacGes industriais. Das sementes é extraido Oleo fixo que, de uma maneira geral, tem
diversas utilidades nas industrias. A torta € o subproduto obtido apds a extracdo do 6leo com
elevada toxicidade contra fungos, insetos (BAHIA, 1994) e nematicidas (SASSER, 1989).

As suas sementes contém ricina, um alcaloide extremamente toxico para animais e
seres humanos, e principal responsavel pela atividade nematicida exercida por essa planta
(RICH et al., 1998; FILHO SAVY, 2005). Essa substancia é encontrada no endosperma das

sementes de mamona (Pinkerton et al. 1999).

3.7. Atividade microbiolégica do solo
A qualidade do solo é um conceito amplo e refere-se ao equilibrio entre o0s
condicionantes quimicos, fisicos e bioldgicos presentes. Para a avaliacdo da qualidade de um
solo tem sido postulada a necessidade de identificacdo de parametros indicativos de seu
estado de conservacdo e/ou degradacdo. A diversidade microbiana, em virtude dos

microrganismos estarem na base da cadeia trofica e intrinsecamente associados aos diversos
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processos ecoldgicos do solo, tem figurado como um importante indicador da qualidade do
solo (ZILLI et al, 2003).

Coletivamente chamados de microbiota, os microrganismos sdo representados por
cinco grandes grupos: bactérias, actinomicetos, fungos, algas e protozoéarios. Apesar de
constituirem somente 1 a 4 % do carbono total e ocuparem menos de 5% do espa¢o poroso do
solo, a diversidade e a quantidade dos microrganismos é bastante elevada (ANDREOLA e
FERNANDES, 2007).

Em ecossistemas ndo manipulados, a microbiota encontra-se em equilibrio com o solo,
mantendo assim a sua biodiversidade. Todavia, toda e qualquer interferéncia do homem sobre
esse ecossistema resulta em quebra do equilibrio e importantes alteracbes na microbiota
(ANDREOLA e FERNANDES, 2007).

Quando se pensa em manejo de fitonematoides, o controle quimico, por meio de
nematicidas, é comprovadamente eficiente e, por isso amplamente utilizado (NOVARETTI et
al., 1998). Entretanto, esses produtos persistem no solo, séo prejudiciais aos seres humanos e
a microbiota do solo (JATALA, 1986; STIRLING, 1991; KERRY, 2001). Por isso, varios
estudos vém sendo realizados visando a busca por métodos de manejo tdo eficazes quanto o
quimico, porém menos agressivos e de menor custo como o controle biolégico e o uso de
6leos vegetais (SOUZA JUNIOR et al., 2010; CAPRONI et al., 2012 e PODESTA et al.,
2013).

Embora essas medidas alternativas de manejo de fitonematoides venham sendo
amplamente estudadas nas Gltimas décadas, ainda hd pouco estudo sobre o impacto dessas

medidas sobre 0s microrganismos do solo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta e identificacdo da espécie de nematoide presente na area

A identificacdo da espécie de nematoide presente na area foi feita por meio da técnica
de eletroforese da isoenzima esterase (Carneiro e Almeida, 2001).

Para isso, antes da instalacdo do experimento, foram coletadas, aleatoriamente, 30
plantas, em area naturalmente infestada pelo nematoide, no municipio de Iina, Es. A area
situa-se a 649 metros de altitude, 20° 23’ 41°’ de latitude sul e 41° 32” 31°’ de longitude oeste.
As amostras foram encaminhadas imediatamente ao laboratorio de fitopatologia do Nucleo de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas
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(NUDEMAFI), Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo
(CCA-UFES) para a extracdo das fémeas. De cada planta foram retiradas 10 fémeas para
identificacéo, resultando em um total de 300 fémeas analisadas.

Como padrdo de referéncia, foram utilizadas fémeas de M. javanica multiplicadas e
mantidas em raizes de tomate cv. Santa Clara, cultivado em casa de vegetacdo no CCA-
UFES. Foram selecionadas fémeas com coloragdo branco-leitosa, que normalmente
apresentam um maior teor de proteinas, e propiciam melhor resultado na corrida
eletroforética.

As fémeas foram colocadas em microtubos com 15uL de solucdo extratora, composta
de 2g de sacarose, 200uL de Triton X-100, 7,8mL de &gua destilada e 3 gotas de solucdo de
azul de bromofenol.

Apos a extragdo, foi preparado um gel de poliacrilamida em duas etapas:

Gel de corrida: 1,925mL de tampéo de corrida (18,59 de Tris-base e 1.000mL de
agua destilada), 3,08mL de Bis-acrilamida (29,2g de acrilamida, 0,8g de bis-acrilamida e
100mL de agua destilada), 6,4mL de &gua destilada, 10 pL de Temed e 100uL de solucdo de
Persulfato de aménio. O gel foi colocado em placa de vidro até sua polimerizacdo, que
ocorreu por volta de 15 a 20 minutos;

Gel de empilhamento: 1,925mL de tampdo de empilhamento (6g de Tris-base e
1000mL de agua destilada), 3,08mL de Acrilamida-bis (29,29 de acylamide, 0,89 de bis-
acrylamide e 100mL de agua destilada), 6,4 mL de agua destilada, 10 pL de Temed e 100 pL
de solucdo de Persulfato de aménio. O gel foi colocado em placa de vidro até sua
polimerizacdo, que ocorreu por volta de 20 a 25 minutos.

Apos a polimerizacdo do segundo gel, dez canaletas de cada gel foram preenchidas
com solucdo tampdo de eletrodo (1,5g de Tris-base, 7,1g de glicina e 1000mL de agua), e
logo em seguida as fémeas de nematoide foram maceradas com microbastdes de vidro,
retiradas dos microtubos com micropipetas e colocadas nas canaletas.

Na primeira canaleta foram colocadas as fémeas de M. javanica (utilizadas como
padrdo de identificacdo) e, nas demais, as fémeas a serem identificadas. As placas foram
colocadas na cuba de eletroforese e cobertas com a solucdo tampao do eletrodo. A fonte
ligada a cuba, teve sua voltagem regulada para 80V por 15 minutos, tempo necessario para
que as proteinas penetrem no primeiro gel. Apds, aumentou-se a voltagem para 200V por 50

minutos. A fonte permaneceu ligada por 65 minutos.
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Apobs esse tempo, procedeu-se a retirada do gel, que foi colocado em um recipiente
para ser corado. A solucdo corante € constituida de 100 mL de solu¢do tampdo fosfato
(preparada com 815 mL de solugdo feita com 13,8 g de fosfato de s6dio monobasico em 1000
mL de agua destilada e 185 mL de fosfato de s6dio bibasico em 1000 mL de agua destilada);
0,1 g de Fast Blue RR ¢ 0,05 g de a-Naftil. Apos verter a solugdo corante sobre o gel, o
recipiente foi colocado em estufa a 37°C por 60 minutos.

Apos esse periodo, a solugdo corante foi drenada e substituida por solucdo descorante,
composta de 650 mL de agua destilada, 300 mL de metanol e 50 mL de &cido acético. Apos
60 minutos, a solugdo descorante foi drenada e o gel lavado com &gua destilada e colocado em
solucdo secadora, composta de 24 mL de glicerol, 400 mL de etanol e 600 mL de &gua
destilada.

4.2. Condicdes experimentais

Foram conduzidos quatro experimentos consecutivos em uma éarea naturalmente
infestada com M. javanica e cultivada com alface, cv. Regina 2000, no municipio de Itna, Es,
no periodo de Abril de 2013 a Marco de 2014 .O clima da regido é classificado como Cwa —
clima subtropical umido (Classificacdo climatica de Koppen), com temperaturas medias
anuais variando de 8 a 27 °C, aproximadamente.

O experimento foi conduzido em parcelas subdivididas no tempo, no arranjo 6
(tratamentos) x 4 (avaliacdes, uma a cada ciclo de cultivo da alface - subparcelas), com 4
repeticdes em blocos casualizados.

Os blocos foram constituidos de canteiros com 15,0 x 1,5 m sendo cada um deles
cultivado com cerca de 210 plantas de alface. Cada canteiro/bloco foi dividido em seis areas
(parcelas), de 2,5 x 1,5 m, onde foram aplicados os tratamentos de forma aleatéria, na cova de
plantio antes do inicio de cada um dos ciclos de cultivo da alface.

Foram testados os seguintes tratamentos:

T1 - defensivo a base do fungo Pochonia chlamydosporia (2 Kg/ha);

T2 — defensivo a base do fungo Trichoderma harzianum (1 L/ha);

T3 — defensivo a base de 6leo de nim, na concentracdo de 0,45% (ou 4,8% de i.a.),
perfazendo um total de 100 L de solucdo/ha;

T4 - 6leo de mamona extraido a frio a 1%;

T5 - nematicida Terbufos, (20 Kg/ha);

T6 - testemunha.
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4.3. Determinagdo da populagdo inicial (Pi) dos fitonematoides na area
experimental

A Pi de fitonematoides no solo foi determinada pela técnica de Jenkins (1964). Para
tanto, 5 amostras de solo foram coletadas a uma profundidade de 0 a 20 cm, de forma
aleatéria, em cada uma das parcelas onde cada tratamento seria aplicado. Essas amostras
foram misturadas e homogeneizadas, formando-se 6 amostras compostas a partir de 30
amostras simples por bloco.

As amostras foram acondicionadas em sacos de polietileno, etiquetadas, e levadas
imediatamente ao laboratério de fitopatologia do NUDEMAFI/CCA-UFES para analise. Das
amostras compostas, foram tomadas porcdes de 100 cm® de solo, homogeneizadas em balde
com cerca de 2 litros de agua, quebrando-se os torrdes. Apds 20 segundos, quando as
particulas de argila e os detritos ja haviam decantado, verteu-se o liquido sobre uma peneira
de 60 mesh acoplada a outra de 400 mesh. O material retido na Gltima peneira foi recolhido
em copo tipo Becker de 100 mL, com auxilio de uma piseta com agua.

A suspensdo contida no copo tipo Becker foi transferida para tubos de centrifuga, os
quais foram completados com agua. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 1750
rpm, e o sobrenadante descartado ao final do processo. Ao material precipitado foi adicionada
uma solucdo de sacarose, que foi preparada misturando-se 454 g de acucar e agua até
completar 1 L. As amostras foram centrifugadas por 1 minuto a 1750 rpm, o sobrenadante
vertido em peneira de 400 mesh, o qual foi cuidadosamente lavado com agua para retirar o
excesso de sacarose.

A amostra foi recolhida em um copo tipo Becker com auxilio de uma piseta com agua,
e 0s nematoides contados em camara de Peters, sob microscopio Optico, repetindo-se a

contagem por 3 vezes para cada amostra.

4.4. Obtencéo do 6leo de mamona
Sementes de mamoneira (Ricinus communis L.) variedade IAC 80 foram coletadas na
cidade de Muqui-ES (latitude: -20° 57' 06" e longitude: -41° 20" 45"). As sementes foram
acondicionadas em sacolas de papel e levadas ao NUDEMAFI, lavadas em agua corrente e
secas em estufa a 40 °C durante 24 horas. A extracdo do 6leo foi feita utilizando-se 0 método
de prensagem a frio. Para isso pesou-se 1 kg de semente de mamona e colocou-se em um

filtro prensa. Apds a extracdo, foram obtidos 480 g de dleo. Posteriormente, o0 6leo foi
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armazenado em recipiente de vidro hermeticamente fechado, identificado e mantido em sala

climatizada a 25 + 2 °C e fotofase de 12h para execugdo dos experimentos.

4.5. Conducéao dos experimentos

A temperatura do solo durante os quatro periodos experimentais foi monitorada com
auxilio de 2 termdmetros introduzidos no solo a 20 cm de profundidade e equidistante na area
experimental, sendo as temperaturas coletadas diariamente as 07 e 15 horas e calculado a
media durante cada periodo experimental. J& a temperatura do ar e a precipitacdo média foram
monitoradas na regido de instalacdo do experimento e fornecidas pelo Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Espirito Santo — Incaper (INCAPER,
2014a; INCAPER, 2014b).

Na tabela 1 estdo indicados os periodos experimentais, as temperaturas do ar e do solo
e a precipitacdo média durante a conducdo de quatro ciclos de cultivo da alface.

Tabela 1. Duracdo de quatro experimentos com a cultura da alface cv. Regina 2000 na
regido de lUna, ES, temperaturas maximas e minimas do ar e do solo, e precipitacdo média
durante os respectivos periodos experimentais.

Ciclos Periodo Duracéo do Temperaturas  Temperaturas Precipitacdo

de experimental periodo maximas e maximas e média

cultivo experimental minimas do solo  minimas do ar (mm)**

(dias) (°C) (cc)*

Inicio Final

1° 26/04/2013 10/06/2013 46 18,5a22 20a29 68,2
2° 06/07/2013 21/08/2013 47 14a19 15a27 8,2

3° 01/11/2013 20/12/2013 50 19e23 18 a 26 342,5
40 04/02/2014 20/03/2014 45 20a23 23a30 22,1

*(INCAPER, 2014a); **(INCAPER, 2014b).

As caracteristicas fisicas e quimicas do solo onde os experimentos foram conduzidos
foram analisadas no Laboratorio de Analises Quimicas de Solo ‘“Raphael M. Bloise”,
localizado no CCA-UFES, sendo o mesmo classificado como de textura média tendo
apresentado 635,65 g/Kg de areia; 53,50 g/Kg de silte; e 310,85 g/Kg de argila (Anexo 1).
Também apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH = 5,61; P = 165,59 mg/dm?®; K
= 147,00 mg/dm®; Na = 3,00 mg/dm®; Ca = 1,50 cmol/dm?®; Mg = 0,56 cmol/dm?; Al = 0,05
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cmol/dm®; H + Al = 3,05 cmol/dm®; SB = 2,45 cmol/dm®; t = 2,50 cmol/dm®; T = 5,50
cmol/dm?; V = 44,49 % e m = 2,00 % (Anexo 2).

As mudas de alface para conducdo dos experimentos foram produzidas in situ pelo
préprio agricultor e levadas a campo 20 dias ap6s 0 semeio.

Foi feita uma adubacdo a cada ciclo de cultivo, conforme recomendacbes para a
cultura (Manual de Calagem e Adubac&o para o Espirito Santo, 5 aproximacao).

Ao final de cada ciclo de cultivo da alface foram coletadas 5 plantas por parcela por
bloco, perfazendo um total de 120 plantas avaliadas por ciclo de cultivo. Para a coleta, tomou-
se 0 cuidado de eliminarem-se os efeitos de borda, ou seja, ndo foram coletadas plantas das
extremidades das &reas de cada tratamento.

Antes da coleta das plantas, foram feitas avaliagcdes do teor de clorofila total das folhas
de 5 plantas (TC), com auxilio do aparelho manual PlantPen NDVI 300® (Photon System
Instruments Inc.).

Posteriormente, as plantas foram coletadas para avaliacdo das massas fresca (MFA) e
seca (MSA) da parte aérea, feitas com balangas analitica e de precisdo, respectivamente;
namero de folhas (NF), feito por contagem manual; didmetro do caule (DC), medido com
auxilio de um paquimetro digital; namero de galhas por planta (NG), obtido por contagem
visual; nimero de ovos por planta (NO), nimero de juvenis de segundo estadio (J2) por planta
(NJ) e a populacéo final (Pf) representada pelo nimero de ovos + juvenis por planta (NOJ),
contados com auxilio de uma camara de Peters sob microscépio éptico.

A avaliacdo da MFA foi feita no campo imediatamente apés a coleta das plantas.

4.6. Determinacéo da atividade microbiolégica do solo

Para avaliacdo do efeito de cada tratamento sobre a atividade microbioldgica do solo
(AM) empregou-se o método de hidrélise de diacetato de fluoresceina (FDA) descrito por
Schuner e Rosswall (1982). Para tanto, amostras de 50 g de solo foram coletadas em cada
subparcela de cada bloco a 10 cm de profundidade, acondicionadas em sacos de polietileno,
etiquetadas, colocadas em caixas de isopor, levadas ao laboratério de fitopatologia do
NUDEMAFI e analisadas em um periodo de 24 horas.

Este método consiste em quantificar a hidrélise do diacetato de fluoresceina em
amostras que contém matéria organica.

Primeiramente é preparada uma solucdo tampéo de fosfato de sddio 60 mM, pH 7,6
(8,7 g de K;HPO, + 1,3 g de KH,PO, para 1 L de agua), sendo o pH ajustado com HCI 0,01
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M, quando necessario. As amostras coletadas em campo foram peneiradas em peneira de 2
mm e homogeneizadas, e entdo distribuidas em Erlenmeyers com 125 mL de capacidade (5
gramas de solo por Erlenmeyer), em 4 repetigdes.

Acrescentou-se 20 mL de solucéo estoque de tampdo fosfato, e, para iniciar a reacao
de hidrolise de FDA (Sigma Chemical Co.) foram adicionadas 200 pg de solugdo de FDA (2
mg.mL™ de acetona). Os frascos foram fechados com papel aluminio, e entdo incubados por
20 minutos em agitador a 150 rpm a 25 °C.

Imediatamente ap6s a retirada das amostras do agitador, a reacdo foi interrompida por
meio da adicdo de 20 mL de acetona por Erlenmeyer. A seguir, efetuou-se a filtragem em
papel de filtro tipo Whatman n° 1, sendo os filtrados recolhidos em pequenos tubos de ensaio.
Logo apds, determinou-se em espectrofotdmetro a absorbancia dos filtrados a 490 nm.

Para obter a quantidade de FDA hidrolizado foi determinada a curva-padrao,
adicionando-se em tubos de ensaio com rosca 5 mL de tampéo fosfato e 0, 100, 200, 300 e
400 pg de FDA, em duas repeticdes para cada concentracdo por bloco por tratamento.

Posteriormente, os tubos foram tampados e levados em banho-maria com agua
fervente por uma hora para hidrolisar o FDA. Apos o resfriamento dos tubos, a solucdo de
FDA hidrolisado foi colocada em Erlenmeyers de 125 mL contendo 5 g do solo e 15 mL de
tampao fosfato, em duas repeticdes para cada tratamento.

Seguiu-se a mesma metodologia descrita para a incubacgdo, filtragem e leitura de
absorbéancia das amostras. Os resultados de atividade microbiolégica do solo sdo apresentados

em absorbancia do FDA em espectro de luz visivel de 490 nm.

4.7. Andlise estatistica
As médias da MFPA, MSA, TC, DC, NF, NG, NO, NJ, Pi, PF e AM foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) e, quando diferencas significativas no teste F
foram encontradas, o teste de Duncan foi aplicado em nivel de 5% de significancia,
utilizando-se o software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacdo da espécie de nematoide presente na area experimental

A espécie presente na area onde os experimentos foram conduzidos foi M. javanica.
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Segundo Carneiro et al., (2003) e Carneiro et al., (2007), M. javanica é uma das
espécies de nematoide de galhas mais comuns em &reas agricultdveis no Brasil. Em varios
levantamentos nematolégicos feitos em solos cultivados com hortalicas no Estado do Espirito
Santo essa espécie tem sido a mais comum (Fabio Ramos Alves, informagdes pessoais).

5.2. Determinacéo da Pi dos fitonematoides
A populacdo inicial de nematoides (Pi), expressa em nimero de ovos + juvenis de
segundo estadio (J2) em 100 mL de solo, encontra-se na tabela 2.

Tabela 2: Populagdo inicial (Pi) de nematoides calculada pela média do nimero de
ovos + juvenis de segundo estadio (J2) em 100 mL de solo presente na area experimental

antes da instalagdo do experimento.

Tratamentos (T) * Blocos (B) MEDIA
B1 B2 B3 B4

T1 5,0 7,0 7,0 7,0 6,5A

T2 5,0 6,0 7,0 7,0 6,25 A

T3 4,0 8,0 7,0 8,0 6,75 A

T4 6,0 7,0 5,0 6,0 6,00 A

T5 7,0 5,0 5,0 6,0 575 A

T6 4,0 6,0 8,0 8,0 6,50 A
MEDIA 52a 6,5a 6,5a 7,0a 6,30

*T1- defensivo a base do fungo Pochonia chlamydosporia; T2 - defensivo a base do fungo Trichoderma
harzianum; T3 — defensivo a base de 6leo de nim, na concentragdo de 0,45% (ou 4,8% de i.a.), T4 - Gleo de
mamona extraido a frio a 1%. T5 - o nematicida Terbufés, na quantidade de 20 Kg por hectare; T6 -
Testemunha. **Médias seguidas pela mesma letra, minascula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre

si pelo teste de Duncan em 5% de significancia.

A baixa Pi na area experimental pode ser explicada pelo fato de o solo ter ficado em
pousio por 6 meses antes da instalacio dos experimentos. Encontrar populacGes de
nematoides no solo apos periodos de pousio € comum, uma vez que, conforme destacado por
Costa et al. (2000), esses patdégenos podem sobreviver por longos periodos em estado de
dorméncia ou parasitando outras plantas, principalmente quando se trata de M. javanica, uma

espécie polifaga com ampla gama de hospedeiros (FERRAZ et al., 2010).

5.3.Determinacao da atividade microbiolégica do solo
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Para a andlise de atividade microbioldgica do solo, as médias foram iguais nas quatro

primeiras avaliages, o que significa que ndo houve efeito dos tratamentos durante os trés

primeiros ciclos de cultivo. No entanto, na Gltima avaliagdo, feita ap6s o quarto ciclo de

cultivo de alface, a atividade microbioldgica foi maior para os tratamentos 1 e 2 (defensivos a

base do fungo P. chlamydosporia

tratamentos 3, 4 e 5 (defensivo a base de 6leo de nim e 6leo de mamona (Figura 1).

e T. harzianum, respectivamente) comparados aos
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Figura 1: Avaliagdo da Atividade microbioldgica do solo antes e apés ciclos consecutivos de
cultivo de alface cv. Regina 2000 na regido de lUna, ES, em solo naturalmente infestado por M.
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javanica, onde: AM = Atividade Microbioldgica do Solo (Absorbancia — 490 nm), Avaliagdo 0 =
avaliacdo feita antes da implantacdo do primeiro ciclo de cultivo, Avaliacdo 1 = avaliacdo feita ap6s o
primeiro ciclo de cultivo, Avaliacdo 2 = avaliagdo feita apds o segundo ciclo de cultivo, Avaliacdo 3 =
avaliacdo feita apds o terceiro ciclo de cultivo e Avaliacdo 4 = avaliacdo feita ap6s o quarto ciclo de
cultivo. *T1- defensivo a base do fungo Pochonia chlamydosporia; T2 - defensivo a base do fungo
Trichoderma harzianum; T3 — defensivo a base de 6leo de nim, na concentracdo de 0,45% (ou 4,8% de i.a.), T4 -
6leo de mamona extraido a frio em 1%. T5 - o nematicida Terbufos, na quantidade de 20 Kg por hectare; T6 -
Testemunha. **Médias seguidas pela mesma letra, minGscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Duncan em 5% de significancia.

Silva et al. (2005) avaliaram o efeito de fungicidas metalaxil e fenarimol na microbiota
do solo em regido semiarida e observaram que o uso dos produtos reduziu todas as variaveis
avaliadas, mostrando o efeito negativo desses produtos sobre a microbiota do solo.

Segundo Schimitt (1985), é necessario que se avalie o impacto ambiental e ecoldgico
de pesticidas aplicados ao solo. Certos efeitos adversos induzidos por nematicidas podem e
devem ser detectados. Segundo o autor, deve haver uma preocupagdo prioritaria quanto as
alteracdes na microflora e microfauna, alem de outros impactos. Informacgdes dessa natureza
podem ser Uteis em tentativas de proteger o ecossistema.

Embora a azadiractina seja a substancia mais estudada na planta do nim, outros
compostos da planta também apresentam efeitos sobre microrganismos, inclusive
fitopatogenos (GOVINDACHARI et al., 1998; CARNEIRO, 2002; MOSLEM e EI-KHOLIE,
2009). Esta € uma caracteristica da planta que faz com que ela seja pouco especifica ou
seletiva no controle de microrganismos (BHOWMICK e VARDHAN, 1981; ASHRAF e
JAVAID, 2007; HAIKAL, 2007). Isso pode explicar o impacto negativo do dleo de nim (T3)
sobre a atividade microbiana do solo na quarta avaliacdo (Figura 4).

A maior atividade microbiana do solo na avaliacdo 4 para os tratamentos 1 e 2 (P.
chlamydosporia e T. harzianum, respectivamente), provavelmente ocorreu devido ao acumulo
destes microrganismos no solo ao longo de cada ciclo de cultivo da alface e devido ao fato
destes organismos antagonistas apresentarem boa capacidade de sobrevivéncia saprofitica

(Bourne et al., 2001), independente da presenca dos nematoides.

5.4. Manejo de M. javanica
Durante o periodo experimental, ndo houve incidéncia de doencas da parte aérea ou
radicular, além dos nematoides, bem como ataque de insetos. Portanto, com excecdo da

terceira época de avaliacdo (C3), quando houve um impacto negativo no crescimento das
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plantas devido ao elevado indice pluviométrico (Tabela 1), os danos causados as plantas
foram provocados exclusivamente pelo parasitismo de M. javanica.

Para a variavel TC, ndo houve diferenca entre os tratamentos em nenhum dos ciclos.
Isso pode ser explicado devido ao fato de que M. javanica é parasita radicular, que ndo causa
danos diretos as folhas de alface, como o0 que acontece com doencas como septoriose
(Septoria lactucae Pass.) e cercosporiose (Cercospora longissima Cugini).

A fluorescéncia da clorofila pode ser utilizada para examinar e inferir a respeito do
desempenho fotossintético de plantas (BAKER e ROSENQVIST, 2004), pois se trata de um
método ndo-destrutivo que permite uma andlise qualitativa e quantitativa da absorcdo e um
aproveitamento da energia luminosa pelo aparelho fotossintético, permitindo analisar a
capacidade fotossintética e estudar a acdo de varios tipos de estresse sobre a mesma
(KRAUSE e WEIS, 1991).

Alguns tipos de estresse, como 0s provocados por doengas, sdo capazes de provocar
alteracdes significativas no processo fotoquimico da fotossintese, seja pela falta de
intermediarios necessarios para dar sequéncia a cadeia de eventos, seja pela degradacdo ou
desorganizacao do aparelho fotossintético (BAKER e ROSENQVIST, 2004).

Bispo (2010) ndo observou diferencas significativas no teor de clorofila em plantas de
goiaba parasitadas ou ndo por M. mayaguensis. Esse resultado é corroborado por Asmus e
Ferraz (2001), que, avaliando a relacdo entre densidades populacionais de M. javanica e a
area foliar de plantas de soja, também ndo observaram efeito do nematoide sobre o teor de
clorofila.

No primeiro ciclo de cultivo os tratamentos ndo influenciaram as variaveis DC, NF,
MAS, NG e NJ. Maior NO foi observado em plantas que receberam o T4 em relagdo ao T1,
T3 e T5 e maior PF ocorreu em plantas tratadas com o T4 E T6 comparado aos T3 e T5. Este
ciclo caracterizou-se por um indice pluviométrico dentro da normalidade, aparentemente ndo
influenciando negativamente as caracteristicas das plantas ou o desenvolvimento dos

nematoides (Figura 2).
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Figura 2: Dados meteoroldgicos e avaliaces feitas no primeiro ciclo de cultivo de alface cv.
Regina 2000 na regido de IUna, ES, em solo naturalmente infestado por M. javanica, onde: MFPA =
Massa Fresca da Parte Aérea (g), TC = Teor de Clorofila (Clis / cm?), NF = Numero de Folhas, DC =
Diametro do Caule (mm), MSA = Massa Seca da Parte Aérea (g), NG = Numero de Galhas por Planta,
NO = Numero de Ovos por Planta, NJ = NUmero de Juvenis de segundo estadio (J2) por planta e PF =
Populacdo Final de nematoides por planta. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Duncan em 5% de significancia. T1- defensivo a base do fungo Pochonia chlamydosporia; T2 - defensivo a
base do fungo Trichoderma harzianum; T3 — defensivo a base de déleo de nim, na concentragdo de 0,45% (ou
4,8% de i.a.), T4 - dleo de mamona extraido a frio em 1%. T5 - 0 nematicida Terbufés, na quantidade de 20 Kg
por hectare; T6 - Testemunha.

No 2° ciclo de cultivo, ndo houve efeito dos tratamentos sobre nenhuma das variaveis
avaliadas (Figura 3). O que se percebe é que numericamente houve aumento da populacédo de

M. javanica na segunda avaliacdo em relacdo a primeira (Figuras 2 e 3).
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Figura 3: Dados meteorologicos e avaliacBes feitas no segundo ciclo consecutivo de
cultivo de alface cv. Regina 2000 na regido de Iuna, ES, em solo naturalmente infestado por
M. javanica, onde: MFPA = Massa Fresca da Parte Aérea (g), TC = Teor de Clorofila (Cltotal
/ cm?), NF = Numero de Folhas, DC = Diametro do Caule (mm), MSA = Massa Seca da Parte
Aérea (g), NG = Numero de Galhas por Planta, NO = Numero de Ovos por Planta, NJ =
Numero de Juvenis de segundo estadio (J2) por planta e PF = Populagédo Final de nematoides

por planta. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan em 5% de
significancia. T1- defensivo a base do fungo Pochonia chlamydosporia; T2 - defensivo a base do fungo
Trichoderma harzianum; T3 — defensivo a base de 6leo de nim, na concentragéo de 0,45% (ou 4,8% de i.a.), T4 -
6leo de mamona extraido a frio em 1%. T5 - o nematicida Terbufés, na quantidade de 20 Kg por hectare; T6 -
Testemunha.

No terceiro ciclo de cultivo (Figura 4) as temperaturas foram mais elevadas e o indice
pluviométrico maior em relacdo aos ciclos de cultivo anteriores, o que prejudicou o
desenvolvimento da alface. Nesse ciclo, nenhuma das varidveis referentes ao crescimento das
plantas mostrou diferenca entre o0s tratamentos. Ja para as variaveis relativas ao
nematoide,(NG, NO e PF), observa-se a partir deste ciclo que, de maneira geral, o cultivo
consecutivo de alface sem aplicacdo de nenhum tratamento para controle do nematoide (T6)
promove aumento populacional do patdégeno em relacdo aos demais tratamentos, ja
comecando a se diferenciar de situacGes onde, mesmo sob cultivo consecutivo, utilizam-se 0s

diferentes métodos de controle.
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Dados meteoroldgicos (3° Ciclo)
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Figura 4: Dados meteorologicos e avaliagdes feitas no terceiro ciclo consecutivo de
cultivo de alface cv. Regina 2000 na regido de Iuna, ES, em solo naturalmente infestado por
M. javanica, onde: MFPA = Massa Fresca da Parte Aérea (g), TC = Teor de Clorofila (Cltotal
/ cm?), NF = Numero de Folhas, DC = Diametro do Caule (mm), MSA = Massa Seca da Parte
Aérea (g), NG = Numero de Galhas por Planta, NO = Numero de Ovos por Planta, NJ =
Numero de Juvenis de segundo estadio (J2) por planta e PF = Populagédo Final de nematoides
por planta. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan em 5% de

significancia. T1- defensivo a base do fungo Pochonia chlamydosporia; T2 - defensivo a base do fungo
Trichoderma harzianum; T3 — defensivo a base de 6leo de nim, na concentragéo de 0,45% (ou 4,8% de i.a.), T4 -
6leo de mamona extraido a frio em 1%. T5 - o nematicida Terbufés, na quantidade de 20 Kg por hectare; T6 -
Testemunha.

No quarto ciclo de cultivo (Figura 5) as temperaturas apresentaram-se elevadas, o que,
de forma geral, é desfavoravel ao cultivo de alface, porém favoravel ao desenvolvimento de
fitonematoides. O indice pluviométrico nesse periodo mostrou-se dentro da normalidade.
Nesse ciclo, as variaveis NF e DC foram menores na testemunha comparado a todos os
demais tratamentos.

Maior NF foi observado em plantas tratadas com nematicida (T5) em relagcdo ao T1,
T2, T3 e T4, sendo que, para esses quatro tratamentos, as medias do NF foram iguais. A
MAS foi menor na testemunha em relacdo ao T3 e T5. Os T1, T2, e T3 foram tdo eficientes
guanto o nematicida (T5) em ndo permitir reducdo da MAS (Figura 5).

Para as variaveis relativas ao nematoide, todos os tratamentos foram eficientes no

manejo de M. javanica, observando-se que, na testemunha (T6) o NG, NO, NJ e PF foram
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consideravelmente maiores. Para 0 NJ ndo houve diferenca entre os efeitos dos tratamentos. O

T2, T3, T4, e T5 foram igualmente eficazes em reduzir o NG e NO e o T3, T4 e T5 foram os

que mais reduziram a PF (Figura 5).
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Figura 5: Dados meteoroldgicos e avaliacGes feitas no quarto ciclo consecutivo de
cultivo de alface cv. Regina 2000 na regido de Iuna, ES, em solo naturalmente infestado por
M. javanica, onde: MFPA = Massa Fresca da Parte Aérea (g), TC = Teor de Clorofila (Cltotal
/ cm?), NF = Numero de Folhas, DC = Diametro do Caule (mm), MSA = Massa Seca da Parte
Aérea (g), NG = Numero de Galhas por Planta, NO = Numero de Ovos por Planta, NJ =
Numero de Juvenis de segundo estadio (J2) por planta e PF = Populacdo Final de nematoides

por planta. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan em 5% de
significancia. T1- defensivo a base do fungo Pochonia chlamydosporia; T2 - defensivo a base do fungo
Trichoderma harzianum; T3 — defensivo a base de 6leo de nim, na concentragéo de 0,45% (ou 4,8% de i.a.), T4 -
6leo de mamona extraido a frio a 1%. T5 - o nematicida Terbufds, na quantidade de 20 Kg por hectare; T6 -
Testemunha.

A ndo influéncia dos tratamentos sobre as caracteristicas de crescimento das plantas
até o terceiro ciclo de cultivo da alface pode ser explicada pela baixa populacdo de
nematoides na area devido ao pousio de 6 meses em que a mesma Se encontrava antes da
instalacdo do experimento, pois considerando os trés ciclos de cultivo, a maior populacéo de
nematoides (PF) foi observada no terceiro ciclo nas plantas que ndo receberam nenhum
tratamento (T6/testemunha), ou seja, 7.650 individuos e 18 galhas (Figuras 2, 3 e¢ 4). O
conceito de limiar de dano econdmico (LDE) é especifico para cada cultura e se baseia na
intensidade de doenca, na qual, o beneficio do controle iguala ao custo de controle. Na mesma
area em que a presente pesquisa foi desenvolvida, Rabello (2010) relatou que o limiar de dano

econdbmico para a cultura da alface cv. Vitéria de Santo Antdo foi de 10.151
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nematoides/planta ou 109 galhas/planta, ou seja, a populacdo do nematoide ndo foi suficiente
para causar danos expressivos a cultura na presente pesquisa até o terceiro ciclo de cultivo.

TAYLOR e SASSER, (1978) afirmaram que com o tempo o0 aumento populacional de
fitonematoides é esperado, uma vez que esses patdgenos se multiplicam em escala
logaritmica, assim, uma fémea produz em torno de 500 ovos, sendo que apenas uma média de
5% sobrevive para completar seu ciclo, logo, tem-se em quatro geragdes respectivamente: 25,
625, 15.625 e 390.625 adultos. Assim, apds quatro ciclos de cultivo da alface, era de se
esperar que o nivel de indculo e M. javanica aumentasse gradativamente no campo, apesar
dos tratamentos que foram aplicados. E importante que esse aumento seja consideravelmente
maior na testemunha.

Rabello (2010) observou que, apds trés plantios sequenciais, a cultura da alface
parasitada por M. javanica apresentou danos perceptiveis devido as populacdes crescentes do
nematoide, porém ainda em nivel baixo, ndo inviabilizando a area de cultivo e nem reduzindo
o rendimento do agricultor de forma consideravel. Entretanto, no quarto ciclo de cultivo,
apenas 35% das plantas foi comercializavel, o que acarretou sérios prejuizos ao produtor
rural.

O parasitismo das plantas pelos nematoides caracteriza-se pela criacdo de sitios
permanentes de alimentacdo nos tecidos radiculares, constituidos de células gigantes no
cortex, endoderme, periciclo e parénquima (FREITAS et al., 2006). Estes sitios de
alimentacdo se tornam drenos para os fotoassimilados, e, portanto, prejudicam o crescimento
e desenvolvimento vegetal (VOVLAS et. al., 2005).

Além disso, os danos mecanicos provocados pelos nematoides ao penetrarem e se
movimentarem nos tecidos das plantas levam ao bloqueio de tecidos vasculares nos sitios de
alimentacdo, limitando a translocacdo de agua e nutrientes, reprimindo o crescimento das
plantas e o rendimento das culturas (HUSSEY e WILLIAMSON, 1997).

A formacdo de galhas é o sintoma mais caracteristico de Meloidogyne spp.. Tais
galhas aparecem principalmente nas raizes mais finas e sdo resultado de fenémenos de
hipertrofia e hiperplasia de células do parénquima vascular da raiz (TIHOHOD, 2000). As
galhas podem ser diminutas ou atingir um didmetro superior a 15 mm, dependendo da
severidade da infestacdo. Células hipertroficas multinucleadas funcionam como verdadeiros
armazéns no suprimento alimentar dos nematoides sedentarios (COSTA et al., 2000). A
formacdo dessas células gigantes provoca uma interrupcdo e desorganizacdo do sistema

vascular, com consequente diminuicdo na absor¢cdo e no transporte de &gua e nutrientes,
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influenciando diretamente na produtividade (COFCEWICZ et al., 2001). Todos esses danos
fisioldgicos e mecanicos levam a reducdo do crescimento das plantas (CALZAVARA et. al.,
2008), o que pode explicar decréscimo nas variaveis avaliadas na cultura da alface no presente
estudo no quarto ciclo de cultivo.

Menor crescimento de planas parasitadas pelos nematoides de galhas j& foi observado
por outros autores, como Santos et al. (2006), que notaram que o DC de plantas de alface cv.
Elisa, quando estas sdo semeadas diretamente em campo infestado por M. javanica, pode ser
reduzido em até 18 %.

Dallemole-Giaretta et al. (2010), avaliaram o0 manejo de M. javanica pela aplicacdo de
palha de café colonizada ou ndo por P. chlamydosporia, e concluiram que a incorporacao do
material colonizado pelo fungo ao solo reduziu em até 46,6 e 71,7 % os NG e PF,
respectivamente. No presente estudo P. chlamydosporia reduziu o NG, NO, NJ e PF em
154%; 319,1%; 369,4% e 350,81%, respectivamente, no quarto ciclo de cultivo, em relacéo a
testemunha.

Em trabalho realizado por Coutinho et al. (2009), o isolado Pc-10 de P.
chlamydosporia, aplicado na dosagem de 5000 clamiddsporos/g de solo, promoveu a reducéo
no NG e PF de M. javanica. Lopes et al. (2007) também observaram a reducdo da PF desse
nematoide em diferentes experimentos em que foram utilizados quatro isolados do fungo.

BOURNE, (2001) afirmou que P. chlamydosporia cresce em matéria organica entre os
ciclos de cultivo, o que o torna independente da presenca do nematoide para sua nutricao.
Aliado a essas vantagens, o fungo produz ainda clamiddsporos, estruturas de armazenamento
de reservas nutricionais e de sobrevivéncia (KERRY, 2001), o que provavelmente, garantiu o
aumento da atividade desse antagonista ao longo de quatro ciclos de cultivo da alface no
presente estudo e a consequente reducdo populacional de M. javanica.

Na presente pesquisa, no quarto ciclo de cultivo, a reducdo NG, NO, NJ e PF de M.
javanica exercido por Trichoderma sp. foi de 250%; 860%; 369,4% e 579%, respectivamente,
comparado a testemunha. Sahebani e Hadavi (2008) citam dois mecanismos utilizados por
esse fungo antagonista na reducdo populacional de nematoides, sdo eles: o parasitismo direto
sobre ovos e juvenil através do aumento da atividade de quitinases e proteases, sendo este um
indicativo da capacidade de infectar ovos (SHARON et al, 2001) e a inducdo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (SUAREZ et al., 2004).

Rocha (2007) afirmou que, apos a eclosdo, 0s J2 de M. javanica possuem 30% do seu

peso corporal em lipidios, como fonte de reserva energética, que é utilizada no processo de
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migracdo e parasitismo na planta. O autor acrescentou que a porcentagem de lipidios esta
intimamente ligada a capacidade dos nematoides de parasitar seu hospedeiro. De acordo com
Freire et al. (2007), a perda dessas reservas lipidicas reduz a infectividade e a reproducao,
podendo até levar a morte. As lipases produzidas por Trichoderma spp. tornam-se, entdo,
importantes no controle de nematoides por degradarem as reservas energéticas que eles
possuem, além de atuar nos lipidios da membrana celular (ARDUIM, 2006; ROCHA, 2007).

Em plantas tratadas com 6leo de nim foi observada reducdo de 460%; 1201,9%;
784,6% e 1386,4% para 0 NG, NO, NJ e PF, respectivamente, em relacdo as plantas ndo
tratadas (testemunha) no ultimo ciclo de cultivo da alface (Figura 5). Varios autores ja
comprovaram a eficacia de extratos e 6leo de nim no manejo de Meloidogyne spp. (Latif et
al., 1999; Zarina et al., 2003; Zarina et al., 2006). O efeito de nim contra nematoides,
provavelmente, é devido a presenca de varias substancias quimicas, tais como azadiractina,
nimbina, salanina, entre outras (Chitwood, 2002).

De acordo com Schumetterer (1997), os produtos a base de nim ndo afetam aranhas e
adultos de varias espécies de insetos benéficos. Ele acredita que, devido a sua relativa
seletividade esses produtos podem ser recomendados em muitos programas de manejo
integrado j& que, provavelmente, ndo irdo poluir o ambiente.

Outros autores relataram também a acdo direta dos Oleos essenciais sobre fungos,
bactérias, virus e nematoides fitopatogénicos (WILSON et al., 1997; FIORI, et al., 2000;
MOTOYAMA et al.,, 2003; BALDO et al., 2005), e indireta, por meio da ativacdo de
mecanismos de defesa das plantas (SCHWAN-ESTRADA et al., 1997; STANGARLIN et al.,
2005). Esses 6leos podem ter acdo nematicida ou nematostatica (FERRIS e ZHENG, 1999), e,
caso sejam absorvidos pelas plantas e atuem de forma sistémica, podem alterar o exsudato
radicular, interferindo na localizacdo das raizes por parte dos nematoides; tornar as raizes
menos atrativas para o patogeno; alterar a fisiologia da planta, impedindo a formacdo de
células especiais de alimentacdo, a exemplo das células gigantes; ou ativar mecanismos de
resisténcia da planta (MAYTON et al., 1996).

O oleo fixo de mamona promoveu reducdo do NG, NO, NJ e PF em 600%; 1301,6%;
1110,5% e 1150%, respectivamente, no quarto ciclo de cultivo da alface (Figura 5). O 6leo
extraido de sementes de mamona tem ricina, um alcaloide responsavel pela atividade contra
fitonematoides (RICH et al., 1998; FILHO SAVY, 2005).

A utilizacdo de 6leo, a torta, folhas e hastes secas tém sido relacionadas a reducédo da

populacdo de fitonematoides, bem como ao melhor desenvolvimento de plantas (DIAS et al.,
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2000; RITZINGER et al., 2004). De fato, estudos realizados por Aktar e Mahmood (1994)
mostraram que a incorporagéo de folhas frescas de mamona ao solo acarretou efeito igual ao

observado pelo nematicida carbofurano na redugéo da populagéo de M. incognita.

6. CONCLUSOES

O nematicida e os dleos reduziram a atividade microbioldgica do solo ap6s o quarto
ciclo de cultivo, enquanto os tratamentos com microrganismos antagonistas incrementaram
essa atividade.

Em nenhum dos ciclos de cultivo da alface os tratamentos influenciaram o teor de
clorofila nas folhas de alface.

Somente no quarto ciclo de cultivo da alface € que se percebeu efeito marcante dos
tratamentos sobre as variaveis avaliadas. Nesse ciclo, de maneira geral, as variaveis
relacionadas ao crescimento das plantas foram menores na testemunha em relagdo aos demais
tratamentos e a maioria dos tratamentos foi tdo eficiente quanto ao nematicida na redugéo
populacional de M. javanica.

Foi possivel concluir ainda que a sequéncia de cultivos proporciona aumento

consideravel da populagéo dos fitonematoides, quando métodos de manejo ndo sao utilizados.
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8. ANEXQOS

Anexo 1: Analise das caracteristicas fisicas do solo de um campo cultivado com alface
cv. Regina 2000 na regido de ltna — ES.

Analise Granulométrica:

635,65 g/kg
areia
53,50 g/kg
silte
310,85 g/kg
argila
| Classificagao Textura Média |

k textural ‘

Método de Agitacéo lenta a 50 rpm por 16 horas,
com agitador tipo Wagner(RUIZ, 2005a) e determinag&o
de silte por pipetagem (RUIZ 2005b)

Anexo 2: Analise das caracteristicas quimicas do solo de um campo cultivado com
alface cv. Regina 2000 na regido de luna — ES.

Indentificagdo: NUDEMAFI — Analise quimica e fisica do solo

pH| P | K| Na|Ca[mg|[ A HealsB t [ T [V |[m]|
H,0 mg/dm3 cmol /dm® %

| 561 116559/147,00] 3,00 | 1,50 | 056 | 0,05 | 3,05 [ 245 | 2550 | 550 | 44,49

|
i

2,00

pH: relagdo solo-agua 1:2,5; P: extrator Mehlich-1 e determinagdo por colorimetria; K* e Na*:
extrator Mehlich-1 e determinagao por espectrofotometria de chama; Ca?' e Mg?": extrator KCI 1
mol/L e determinagdo por espectrometria de absorgdo atémica; AP*: extrator KCI 1 mollL e
determinagao por titulometria. H + APP*: extrator Ca(Oac)2 0,5 mol/L pH 7,0 e determinag&o por ;
MO: oxidag&o de carbono via umido com dicromato de potassio em meio acido (H,SO,)

SB - Soma de bases trocaveis

m = indice de saturagdo em aluminio

t - Capacidade de troca catidnica efetiva

T - Capacidade de troca catiénica a pH 7 (CTC)
V - Indice de saturagdo em bases’
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