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RESUMO

MAFESSONI, A. B. Manejo biologico de Meloidogyne spp. no cultivo de
tomate em ambiente protegido em solo autoclavado e contaminado.
Vitéria da Conquista-BA: UESB, 2018. 54 p. (Dissertacdo-Mestrado em
Agronomia, Area de Concentracdo em Fitotecnia)”

O controle de nematoides é uma pratica de dificil execucdo, sendo 0 manejo
bioldgico uma alternativa potencial, e com menor impacto ambiental. Neste
sentido, objetivou-se avaliar o efeito nematicida e promotor de crescimento
de Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma harzianum, Pochonia
chlamydosporia e Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis em cultivo de
tomate em ambiente protegido em solo autoclavado e contaminado. O
experimento foi conduzido em ambiente protegido do laboratério biofabrica
na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus Vitéria da
Conquista. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 5 x 2, com quatro repeti¢cfes. O Primeiro
fator composto pelos tratamentos: Trichoderma longibrachiatum
(Triconemate® 2 x 108 UFC g™), Trichoderma harzianum (Tricobiol® 2 x 10°
UFC g%), Pochonia chlamydosporia (2 x 10° UFC g?), Bacillus subtilis +
Bacillus licheniformis (Quartzo® 10" UFC g™) e uma testemunha. E o
segundo fator composto pelos dois tipos de solo, autoclavado e contaminado.
Foram avaliados nimero de juvenis de segundo estadio vivos no solo e na
raiz, nimero de juvenis de segundo estadio mortos no solo, nimero de ovos
na raiz, altura, diametro, indice SPAD para clorofilas “a” “b” e total e massa
seca de parte aérea e raiz de plantas de tomate hibrido Silvety. Os
microrganismos de controle reduziram a populacéo de juvenis no solo, raiz e
namero de ovos na raiz. Os microrganismos pesquisados ndo aumentaram o
crescimento das plantas de tomate. O processo de autoclavagem promoveu
maior crescimento das plantas. O uso de T. longibrachiatum, T. harzianum,
P. chlamydosporia e B. subtilis + B. licheniformis reduz a populacdo de
juvenis de segundo estddio de Meloidogyne spp. no solo em cultivo de
tomate hibrido Silvety em ambiente protegido. O uso de T. longibrachiatum,
T. harzianum, P. chlamydosporia e B. subtilis + B. licheniformis reduz a
populagdo juvenis de segundo estaddio de Meloidogyne spp. na raiz em
cultivo de tomate hibrido Silvety em ambiente protegido. O uso de T.
longibrachiatum, P. chlamydosporia e B. subtilis + B. licheniformis reduz o
namero de ovos de Meloidogyne spp. na raiz em cultivo de tomate hibrido
Silvety em ambiente protegido. O solo esterilizado promove maior
desenvolvimento em plantas de tomate hibrido Silvety em ambiente
protegido.

Palavras-chave: Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, meloidoginose,
Pochonia chlamydosporia, Solanum lycopersicum L., Trichoderma spp.

“Orientadora: Tiyoko Nair Hojo Rebougas, D. Sc., UESB.



ABSTRACT

MAFESSONI, A. B. Biological management of Meloidogyne spp. in the
cultivation of tomato in protected environment in autoclaved and
contaminated soil. Vitoria da Conquista-BA: UESB, 2018. 54 p.
(Disse*rtation — Master’s Degree in Agronomy, Phytotechny Concentration
Area)

The control of nematodes is difficult to execute, and biological management
is a potential alternative, with a lower environmental impact. In this sense,
the objective was to evaluate the nematicidal effect and growth promoter of
Trichoderma  longibrachiatum, Trichoderma harzianum, Pochonia
chlamydosporia and Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis in tomato
culture in protected environment in autoclaved and contaminated soil. The
experiment was carried out in a protected environment of the biofactory
laboratory at the State University of Southwest of Bahia, Campus Vitéria da
Conquista. The experimental design was completely randomized ina 5 x 2
factorial scheme, with four replications. The first factor consisting of the
treatments: Trichoderma longibrachiatum (Triconemate® 2 x 108 UFC g-1),
Trichoderma harzianum (Tricobiol® 2 x 108 UFC g -1), Pochonia
chlamydosporia (2 x 108 UFC g -1), Bacillus subtilis + Bacillus
licheniformis (Quartz® 1011 UFC g-1) and a control. And the second factor
consists of the two types of soil, autoclaved and contaminated. The number
of second stage juveniles living in the soil, number of eggs in the root,
height, diameter, SPAD index for chlorophylls "a" "b" and total and dry
mass of aerial part and root of silvety hybrid tomato plants. The control
microorganisms reduced the juvenile population in the soil, root and humber
of eggs in the root. The microorganisms studied did not increase the growth
of tomato plants. The autoclaving process promoted greater plant growth.
The use of T. longibrachiatum, T. harzianum, P. chlamydosporia and B.
subtilis + B. licheniformis reduces the population of juveniles of second
stage of Meloidogyne spp. in the soil in Silvety hybrid tomato cultivation in
protected environment. The use of T. longibrachiatum, T. harzianum, P.
chlamydosporia and B. subtilis + B. licheniformis reduces the juvenile
second stage population of Meloidogyne spp. in the root in silvety hybrid
tomato cultivation under protected environment. The wuse of T.
longibrachiatum, P. chlamydosporia and B. subtilis + B. licheniformis
reduces the number of eggs of Meloidogyne spp. in the root in silvety hybrid
tomato cultivation under protected environment. The sterilized soil promotes
greater development in Silvety hybrid tomato plants in protected
environment.

Keywords: Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, meloidoginose,
Pochonia chlamydosporia, Solanum lycopersicum L., Trichoderma spp.

“Adviser: Tiyoko Nair Hojo Rebougas, D. Sc., UESB.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Andlise quimica do solo utilizado no experimento.
Vitéria da Conquista, Bahia, UESB, 2018. ............cccccevvervrnenn. 25
Tabela 2 - Numero de juvenis de segundo estadio vivos no solo,
nimero de juvenis de segundo estadio vivos na raiz,
nimero de juvenis de segundo estadio mortos no solo e
nimero de ovos na raiz em cultivo de tomate hibrido
Silvety em solo autoclavado e contaminado aos 60 dias

apos o transplantio. Vitéria da Conquista, Bahia, UESB,

Tabela 3 - Altura e diametro de caule de plantas de tomate hibrido

Silvety cultivado em solo autoclavado e contaminado

aos 30, 45 e 60 dias apds o transplantio. Vitdria da

Conquista, Bahia, UESB, 2018............ccccccoviiveiieiie e 36
Tabela 4 - indice SPAD para clorofila “a”, clorofila “b” e clorofila

total de plantas de tomate hibrido Silvety cultivado em

solo autoclavado e contaminado aos 30, 45 e 60 dias

apos o transplantio. Vitdria da Conquista, Bahia, 2018. .......... 37
Tabela 5 - Massa seca da parte aérea e massa seca de raiz de plantas

de tomate hibrido Silvety cultivado em solo

autoclavado e contaminado aos 60 dias ap6s o

transplantio. Vitéria da Conquista, Bahia, UESB, 2018........... 39



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Dados de temperatura maxima (°C), temperatura média
(°C) e temperatura minima (°C) durante os meses de
outubro, novembro e dezembro do ano de 2017. Vitdria da
Conquista, Bahia, UESB, 2018. ..........cccccceviveviieiieie e 24

Figura 2 - Producdo de mudas de tomate em bandejas de isopor (A),
transplantio das mudas de tomate (B), arranjo do
experimento (C) e plantas antes da avaliacdo destrutiva aos
60 dias apo6s o transplantio (D). Vitéria da Conquista, Bahia,
UESB, 2018. ..ottt 27

Figura 3 - Raizes de tomate com galhas (A) e nematoides observados
por microscépico Optico (B). Vitdria da Conquista, Bahia,
2018, oo 29



SUMARIO

LINTRODUGAO........cooiieeeeeieieeeeeeeeseee s an e 11
2 REFERENCIAL TEORICO .......oivieeeeeeeeeeeeveeeeves e, 13
2.1 A cultura do tOMALE ......ceceeeciecee e 13
2.2 MElOIAOGYNE SPP. c.veveerieteitisiieie ettt 15
2.3 Manejo bioldgico de Nnematoides .........cccccvevvevieveeve e, 17
D I R I T T o [ g = ] R 18
2.3.2 Pochonia chlamydoSporia..........ccciveieiiiiiieiesieeeese e 20
2.3.3 BACIIUS SPP. oot 22
3 MATERIAL E METODOS.......cooivieieeeteeieeseees s, 24
3.1 Caracterizacao da drea de eStudo .........cccvevveveeveece e, 24
3.2 Delineamento experimental.............ccccceovi i 25
3.3 Instalacé@o e conducao do eXpPerimento .........cccceveveveereereereereeieeenes 25
3.4 Avaliacdo de promocao de crescimento de plantas............ccccoevenee. 28
3.5 Avaliacdo de NeMAtOIdES........cccvevviiee i 28
3.5.1 Extracdo de nematoides em SOI0.........ccccevveiereneiiniee e 28
3.5.2 Extracdo de Nnematoides €M FaIZ ........cccoceeveerieiieeneeiee e 29
3.6 EStAtiSTICA. . ..ecvveieie e 29
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
4.1 Controle de Meloidogyne SPP......ccveveiieiieiie e 31
4.2 PromoGao do CreSCIMENTO ........c.ecveeviiiiiie e stee sttt 35
5 CONCLUSOES .......cooeieeceeteeeteeeee ettt 41

REFERENCIAS ..ottt ee e e et et ee e eee et eeessteeaseesseeeseessesesssnesanas 42



1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma hortalica cultivada, com
ampla distribuicdo nas regides brasileiras. O tomateiro possui diversos
problemas fitossanitarios, relacionados a pragas e doencas de plantas
(AQUINO e outros, 2011). Entre as principais pragas, encontram-se 0S
fitonematoides, que causam grandes perdas nas culturas em todo o0 mundo.

O género Meloidogyne, causadores de galhas, tem se tornado um
fator limitante a producdo mundial de alimentos. Os danos causados por
qualguer espécie de nematoide dependem da densidade populacional desses
fitoparasitas em relacdo a massa de raizes e a tolerancia das plantas a altas
populacdes. Estima-se que, mundialmente, as perdas causadas por esses
patdgenos sejam superiores a 150 bilhdes de dblares ao ano (ABAD e outros,
2009).

O estresse provocado pelo parasitismo dos nematoides pode
influenciar direta ou indiretamente no rendimento e na sobrevivéncia do
tomateiro; diretamente, pela hipertrofia e hiperplasia das células do sistema
radicular da planta, o que limita a absorcdo de &gua e nutrientes, e
indiretamente, por meio dos processos fisiolégicos que dependem de &gua e
nutrientes, como no caso da fotossintese.

O controle de nematoides em areas de cultivo é uma pratica de
dificil execugdo, e sua erradicacdo, praticamente impossivel (CORTE e
outros, 2014). Algumas medidas podem ser utilizadas de forma isolada ou
combinadas, tais como cultivo de plantas antagonistas, controle quimico,
adubacdo verde, cultivares resistentes, rotacdo de culturas, pousio e controle
bioldgico.

Atualmente, a demanda por produtos saudaveis e sistemas de

produgdo com o minimo de impacto ambiental tem ganhado cada vez mais
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énfase. Pesquisas com o intuito de diminuir ou substituir o uso dos produtos
quimicos no controle de pragas e doengas tém sido cada vez mais realizadas.

O manejo bioldgico de nematoides vem sendo estudado em diversas
espécies de plantas cultivadas. Fungos de solos das espécies de Trichoderma
spp., Pochonia spp. e bactérias da espécie Bacillus spp. vém sendo estudados
guanto ao seu potencial de controle de fitonematoides. Além das
propriedades nematicidas, tem-se observado o efeito de promoc¢do do
crescimento de plantas por esses microrganismos. Assim, Sd0 necessarias
pesquisas a fim de elucidar a acdo nematicida e promotora de crescimento de
plantas.

Nesse sentido, objetivou-se avaliar o efeito nematicida e promotor
de crescimento de Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma harzianum,
Pochonia chlamydosporia e Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis em
cultivo de tomate em ambiente protegido em solo autoclavado e

contaminado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do tomate

O tomateiro tem como centro de origem a regido andina, desde o
Equador, passando pela Colémbia, Peru, Bolivia até o Norte do Chile
(ALVARENGA, 2013). A producdo nacional em 2017 foi de 4.373.047 t, e
o rendimento médio de 67,6 t/ha’ (IBGE, 2018), com predominancia de
cultivos de tomate para mesa e aumento para a finalidade de processamento
industrial. O estado da Bahia assume grande importancia na producdo
nacional de tomate; encontra-se na quinta posicdo no ranking de producdo
(AGRIANUAL, 2014).

As plantas de tomate sdo perenes, de porte arbustivo, cultivadas
como cultura anual. A estrutura basica do fruto do tomate é composta pelo
pericarpo e pela polpa, que é constituida pela placenta e pelo tecido locular.
Os loculos sdo envolvidos pelo pericarpo e incluem as sementes, envoltas
por membranas gelatinosas. O exocarpo ou pele, 0 mesocarpo e uma
estrutura unicelular que divide os l6culos formam o pericarpo (VAN DE
POEL e outros, 2014).

O fruto de tomate tem importancia mundial; é reconhecido por suas
propriedades nutricionais e largamente consumido tanto in natura quanto
processado na forma de suco, concentrados e polpas, molhos prontos,
tomates pelados enlatados, ketchup e sopas (KOH; CHAROENPRASERT;
MITCHELL, 2011; MOTAMEDZADEGAN; TABARESTANI, 2011,
MIRONDO; BARRINGER, 2015).

O hébito de crescimento do tomateiro pode ser determinado ou
indeterminado (PIOTTO; PERES, 2012). As plantas rasteiras de habito de
crescimento determinado tém sua producdo destinada a industria, enquanto
variedades indeterminadas sdo destinadas ao consumo in natura (SILVA,
VALE, 2007). Plantas com habito determinado cessam o desenvolvimento

apos a florescéncia, sem necessidade do estaqueamento (NAIKA e outros,
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2006). Cultivares com habito indeterminado podem atingir até 2,5 m de
altura e apresentar grande quantidade de folhas, que se sobrepdem aos frutos
(CARVALHO, 2017).

O tomateiro apresenta necessidades variaveis em cada fase do ciclo;
é favorecido pelo clima ameno, seco e pela alta luminosidade, sendo que a
temperatura, radiacdo solar e umidade do ar interferem significativamente
nos processos de fotossintese, crescimento, florescimento e frutificacdo
(SCHMIDT e outros, 2017). A cultura requer uma faixa Otima de
temperatura em cada fase fenoldgica, ou seja, germinacdo de 16 a 29 °C,
periodo vegetativo de 20 a 24 °C; floracdo de 18 a 24 °C; pegamento de
frutos de 13 a 18 °C noturna e de 19 a 25 °C diurna e maturacdo dos frutos
de 20 a 24 °C (FILGUEIRA, 2008).

A duragéo de cada fase do desenvolvimento depende principalmente
do genotipo, sanidade, nutricdo e condigdes meteoroldgicas. Dessa forma, a
duracdo do ciclo, desde o transplante de mudas até a colheita, varia de 95 a
125 dias (MAROUELLI; SILVA; SILVA, 2012). O ponto de colheita do
fruto é influenciado pela proximidade da propriedade ao local de
comercializacdo (SOUZA, 2016). O estdgio de maturacdo do tomate
destinado para mesa é determinado pelo mercado consumidor.

Segundo Araldjo e outros (2017), os frutos de tomateiro tém
assumido status de alimento funcional, devido aos altos teores de vitamina
A, além de conterem substéncias antioxidantes como licopeno, B-caroteno,
acido ascorbico e compostos fendlicos. O licopeno é uma substancia
considerada eficiente na prevencdo do cancer de prostata e no fortalecimento
do sistema imunoldgico (BRITO JUNIOR, 2012; REIFSCHNEIDER e
outros 2014).

14



2.2 Meloidogyne spp.

O género Meloidogyne pertence a familia Meloidogynidae,
conhecido como nematoide das galhas (FERRAZ; MONTEIRO, 2011). As
espécies Meloidogyne incognita (KOFOID; WHITE, 1919) Chitwood,
Meloidogyne javanica (TREUB, 1885) Chitwood e Meloidogyne arenaria
(NEAL, 1889) Chitwood sdo parasitas de grande importancia para a
agricultura. Possuem elevada distribuicdo geogréfica e sdo altamente
polifagos, parasitando diversas culturas de importancia econdmica
(LORDELLO, 1992).

Pinheiro e outros (2014), em levantamento em areas de producédo
comercial de tomate no Brasil, indicaram prevaléncia de M. javanica (50%
das amostras coletadas), seguido de M. incognita (28,5 %), M. ethiopica
(14,2%), M. enterolobii (7,14%) e M. morocciensis (3,57%).

Fatores ambientais podem influenciar drasticamente no ciclo
bioldgico desses nematoides, tais como temperatura, umidade e planta
hospedeira. Temperaturas acima de 40 °C ou abaixo de 5 °C reduzem as
atividades vitais dos nematoides (BRASS e outros, 2008). De acordo com
Pinheiro, Pereira e Suinaga (2014), o ciclo biolégico do Meloidogyne
completa-se em média entre 21 e 45 dias, dependendo das condicdes
climéticas e da espécie de nematoide envolvida, com possibilidade de se
completar até em 70 dias no inverno.

O ciclo de vida do Meloidogyne inicia-se com a deposicdo de ovos
pela fémea; estes ficam envoltos por uma massa gelatinosa que, geralmente,
é depositada na superficie das raizes ou, algumas vezes, dentro dessas
(CORREIRA e outros, 2017). O desenvolvimento embrionario resulta no
juvenil de primeiro estadio (J;), que passa por uma ecdise ainda no ovo e
resulta, em seguida, no juvenil de segundo estadio (J,).

Os J, eclodem dos ovos através de forca mecénica exercida pelo
estilete e pela acdo enzimatica de quitinases, produzidas por glandulas

esofagianas e liberadas pelo estilete (ABAD e outros, 2009). Ao eclodirem,
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0s juvenis J, sdo guiados em direcdo as raizes, gracas aos exsudatos
radiculares que sdo liberados pela planta hospedeira, na qual penetram
através da regido meristematica (CARVALHO, 2017). Esses vermes
depositam por meio de um estilete varios produtos salivares nas células
vegetais para induzi-las a formacdo de células gigantes (galhas) (MOENS;
PERRY; STARR, 2009), das quais serdo retirados 0s nutrientes necessarios
para o seu desenvolvimento.

Apos o estabelecimento no sitio de alimentacdo, os nematoides
passam pelas seguintes ecdises: segunda (J, > J3), terceira (J3 > J4) €
quarta (J, > fémea jovem) paras as fémeas (HUNT; HANDOO, 2009).
Para os machos, o J, passa por uma metamorfose na qual o corpo alonga-
se, assumindo 0 macho uma forma vermiforme.

As fémeas jovens iniciam a fase sedentaria do nematoide, a qual
durard até o final do seu ciclo de vida, o que resultard no amadurecimento da
fémea, formacdo e liberacdo de ovos. J& 0s machos adultos ndo se
alimentam, saem da raiz e se movem livremente no solo, onde permanecem
até a morte (GOMES, 2014).

Os sintomas tipicos da doenca causada por esses patdégenos é a
formagdo de galhas ou engrossamentos nas raizes, em decorréncia da
hipertrofia e hiperplasia das células do parénquima vascular da raiz
(MORILLO; SILVA, 2015); estas celulas modificadas funcionam como um
dreno de nutrientes da planta (FERREIRA; FERRAZ; FREITAS, 2012;
FREITAS e outros, 2012). Na parte aérea, como reflexo dos danos causados
no sistema radicular, as plantas apresentam tamanho reduzido, sintomas de
deficiéncia nutricional, murcha nas horas mais quentes do dia, definhamento
em plantas perenes e podem chegar a morte (FERREIRA; FERRAZ;
FREITAS, 2012; FREITAS e outros, 2012; MARINO e outros, 2012).

No Brasil, segundo Ferraz (2013), as perdas decorrentes do ataque
de nematoides variam, segundo estimativas, de 5 a 35% em média para 0s
diferentes tipos de culturas; por isso, é impossivel cultivar economicamente

certas plantas em areas infestadas sem que sejam implementadas rigorosas e
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sistematicas medidas de controle. Segundo Aradjo e Marchesi (2009), o
género Meloidogyne tem causado elevadas perdas na cultura do tomateiro.
Em regides tropicais, estima-se que as perdas decorrentes do parasitismo
por nematoides em tomateiro atinjam 30% da producdo (NAIKA e
outros, 2006). Por essa razao, torna-se uma praga de grande importancia
para a cultura, devido a qual sdo necessarias medidas de controle de

forma a minimizar as perdas decorrentes do ataque desses fitopatogenos.

2.3 Manejo biolégico de nematoides

O manejo de nematoides é uma pratica agronémica complexa; por se
tratar de pequenos vermes microscopicos, a percepcdo das perdas pelo
produtor é bastante lenta, e, com isso, facilita-se ainda mais sua disperséo e
incremento populacional (TORRES e outros, 2009).

O controle de nematoides é considerado uma pratica onerosa, € a
erradicacdo desses fitonematoides em &reas infestadas, praticamente
impossivel. Nesse sentido, as medidas de controle adotadas visam apenas a
reducdo na populacdo dos nematoides (FERRAZ; DIAS; FREITAS, 2001),
de forma que possa haver convivéncia com esses microrganismos sem que
haja perdas econdmicas significativas.

O controle biolégico é uma das principais ferramentas para a
diminuicdo do uso de agrotoxicos na agricultura (BETTIOL; MAFIA;
CASTRO, 2014). Nesse ambito, o controle bioldgico torna-se uma opgao
sustentavel frente ao combate convencional dos nematoides (ARAUJO;
MARCHESI, 2009; FERRAZ e outros, 2010, FERNANDES e outros, 2014).

Entre os agentes de biocontrole de nematoides de plantas, os fungos
e as bactérias sdo 0s organismos que apresentam o maior numero de
caracteristicas desejaveis (FREITAS e outros, 2009; ALVES; FREITAS,
2014; STIRLING, 2014; ALVES; SOUZA, 2015). Segundo Bafios e outros

(2011), a acdo de agentes bioldgicos reduz gradativamente a populacéo de
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Meloidogyne ssp., 0 que 0s torna uma excelente alternativa para o controle
desses patdgenos.

Fungos nemat6fagos sdo agentes com capacidade de capturar,
parasitar ou paralisar nematoides em qualquer estagio de seu ciclo de vida.
De acordo com Alves e Freitas (2014), os fungos séo divididos em grupos
com diferentes modos de acdo, quais sejam ectoparasitas ou predadores,
endoparasitas, parasitas de ovos e fémeas e produtores de metabélitos
toxicos. Dentre eles, Trichoderma spp. e Pochonia chlamydosporia
mostraram-se eficientes na redugdo de fitonematoides (HERNANDEZ;
DIAZ, 2008; BORGES e outros, 2013).

Dentre as bactérias, os principais géneros bacterianos associados ao
biocontrole de nematoides sdo Pseudomonas spp. e Bacillus spp. (VAZ e
outros, 2011). Estirpes selecionadas de B. subtilis foram relatadas como
antagonistas de espécies de Meloidogyne e podem ser utilizadas no manejo
desse patdgeno em culturas de importancia econémica (LINFORD; YAP;
OLIVEIRA, 1938).

2.3.1 Trichoderma spp

Espécies do género Trichoderma encontram-se entre os agentes de
biocontrole de doencas mais estudados no mundo, pois ndo sdo patogénicos;
estdo presentes em praticamente todos os tipos de solos, quando ha matéria
organica; sdo facilmente isolados, cultivados e multiplicados e colonizam
com eficiéncia o sistema radicular de diversas plantas (LORITO e outros,
2010; SILVA, 2011). Sua capacidade de crescer e de se adaptar a varios
tipos de substratos e em condi¢Bes ambientais adversas estd atribuida a
producgdo de metabolitos secundarios volateis, de baixo peso molecular e n&o
volateis, que sdo liberados durante seu estabelecimento na rizosfera
(GONZALEZ e outros, 2012; PINZON ESPINOZA e outros, 2015).
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O fungo Trichoderma spp. vem sendo testado como um agente de
controle biol6gico contra fitonematoides (SHARON; CHET; SPIEGEL,
2009; AL-HAZMI; TARIQJAVEED, 2016). Além disso, algumas linhagens
de Trichoderma spp. sdo utilizadas na promocdao de crescimento vegetal e no
controle de outros fitopatdgenos devido a sua versatilidade de acgdo
(MACHADO e outros, 2012).

O principal mecanismo de a¢do de Trichoderma spp. é a producéao
de compostos toxicos, embora haja relatos de parasitismo de ovos de
fitonematoides por esse fungo (EAPEN; BEENA; RAMANA, 2005;
FERREIRA e outros, 2008). Atua também através da producdo de enzimas
destrutivas (SAHEBANI; HADAVI, 2008), além de atuar como indutor de
resisténcia das plantas contra doencas (MACHADO e outros, 2012). Essas
caracteristicas tornam o Trichoderma ssp. um dos fungos mais pesquisados
em condicdes de laboratério e casa de vegetagdo no Brasil (HOYOS-
CARVAJAL; ORDUZ; BISSETT, 2009; LOUZADA e outros, 2009).

Em se tratando da espécie T. harzianum, Gongalves Junior e outros
(2013) avaliaram a sua eficiéncia, via tratamento de sementes, no controle de
Pratylenchus brachyurus, Meloidogyne incognita raca 3 e M. javanica na
cultura do feijao e verificaram reducdo do nimero de nematoides por grama
de raiz e o fator de reproducdo nas trés espécies. Sahebani e Hadavi (2008)
estudaram o controle bioldgico de M. javanica com T. harzianum em
tomateiro em experimentos conduzidos em laboratdrio e casa de vegetagédo e
notaram que o fungo foi capaz de penetrar na massa de ovos e, com isso,
promover a diminuig&o significativa do nivel de eclosdo dos nematoides.

AL-Shammari e outros (2013), trabalhando com T. longibrachiatum,
observaram reducdo de 8,9% na taxa de eclosdo dos ovos de Meloidogyne e
mortalidade de 64,5% dos juvenis de segundo estagio ap6s 72 horas de
exposicdo dos nematoides ao filtrado do fungo. Esses mesmos autores
relataram reducdo na severidade do ataque de Meloidogyne, nlimero de
galhas, nimero de massas de ovos e nimero de ovos/massa de ovos, assim

como aumento no desenvolvimento das plantas de tomate tratadas com T.
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longibrachiatum guando comparadas com a testemunha em condicGes de
casa de vegetacéo.

Borges e outros (2013) concluiram que Trichoderma ssp., aplicado
ao solo, exerceu efeito significativo na reducdo populacional de
Meloidogyne ssp., impedindo que juvenis do nematoide penetrassem nas
radicelas em raizes de feijoeiro.

Segundo Khan e outros (2011), Trichoderma spp. é eficiente como
promotor de crescimento vegetal, caracteristica essa que estd relacionada
com a producdo de horménios vegetais, produgdo de vitaminas ou conversao
de materiais em uma forma atil para a planta (PEREIRA, 2012). Essa
caracteristica tem importantes implica¢fes econdmicas, tais como diminuir o
periodo de crescimento e, portanto, de permanéncia das mudas nos viveiros,
aumentar a produtividade e a producdo de plantas e melhorar o vigor de
plantas a estresses bioticos e abidticos (HAJIEGHRARI, 2010).

2.3.2 Pochonia chlamydosporia

O fungo pertencente a familia Clavicipitaceae apresenta
comportamento multitrofico, pode atuar como saproéfita, desenvolvendo-se
na matéria organica presente no solo, como parasita, além de se estabelecer
no interior do tecido radicular de plantas, como endofitico (MANZANILLA-
LOPEZ e outros, 2013).

Segundo Zinger (2015), esse fungo ¢é facilmente cultivado “in vitro”,
produz clamiddsporos, que se constituem em estruturas de resisténcia, que é
a forma mais eficaz de estabelecimento do fungo no solo (HERNANDEZ;
DIAZ, 2008). O fungo P. chlamydosporia é um dos principais organismos
utilizados para o controle bioldgico de nematoides (FREITAS e outros,
2009; GUINE e outros, 2013; MANZANILLA-LOPEZ e outros, 2013).

O antagonismo de P. chlamydosporia sobre Meloidogyne spp. é por

meio do parasitismo de ovos e fémeas de nematoides (DALLEMOLE-
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GIARETTA e outros 2013; VIGGIANO; FREITAS; LOPES, 2014; EAPEN;
BEENA; RAMANA, 2008; HERNANDEZ; DIAZ, 2008; DALLEMOLE-
GIARETTA, 2010). De acordo com Morgan Jones, White e Rodriguez-
Kabana (1983), P. chlamydosporia atua sobre os ovos corrompendo as
camadas vitelinica, de quitina e lipidios, o que leva os juvenis a morte. Além
disso, a eclosdo dos juvenis de segundo estadio (J,) é afetada pela presenca
do fungo (STIRLING, 1991). Mukhtar e Pervaz (2003) descreveram que P.
chlamydosporia atua sobre juvenis de M. javanica por meio da producdo de
certas enzimas e toxinas do tipo verticillim A, B e C, que ajudam a
enfraquecer e dissolver a cuticula dos nematoides.

Em estudos em casa de vegetacdo e em campo, o fungo mostrou-se
eficiente no controle do nematoide das galhas (EAPEN; BEENA;
RAMANA, 2008; HERNANDEZ; DIAZ, 2008). Viggiano, Freitas e Lopez
(2014), ao estudarem a aplicacdo de P. chlamydosporia em sementeiras de
pepino, observaram reducdo da infeccdo e multiplicacdo de Meloidogyne
javanica em mais de 40%. Lopes e outros (2007), estudando o potencial de
varios fungos nematdfagos para o controle de M. javanica em tomateiro,
observaram que dois isolados de P. chlamydosporia reduziam o nimero de
ovos em mais de 75%.

Além da caracteristica de nematicida, os fungos desse género
também podem atuar como promotor de crescimento de plantas,
disponibilizando nutrientes (EBADI; FATERNI; RIAHI, 2009; FREITAS e
outros, 2009; MARCIA-VICENTE e outros, 2009). Monteiro (2014)
observou aumento no conteudo dos macronutrientes na cultura do tomate na
ordem de 14,3% para nitrogénio, 24,5% para fosforo e 13,3% para potéssio,

guando comparados ao tratamento sem a aplicacdo de P. chlamydosporia.
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2.3.3 Bacillus spp

As bactérias pertencente a familia Bacillaceae sdo gram-positivas,
com formato de bastonete, aer6bias, formadoras de enddsporos, muito
resistentes no meio ambiente (SILVA, 2015). Espécies de Bacillus,
incluindo B. thuringiensis, B. subtilis, B. cereus e B. licheniformis, tém se
destacado como importantes agentes de biocontrole de patdégenos de solo
(EMMERT; HANDELSMAN, 1999).

As rizobactérias, em especial, a espécie Bacillus subtilis, tém se
tornado objeto de estudo (ARAUJO; BRAGANTE JUNIOR; BRAGANTE,
2012), principalmente devido a sua capacidade nematicida e de promocéo de
crescimento de plantas cultivadas (MENA-VIOLANTE; OLALDE-
PORTUGAL, 2007).

As populagdes de B. subtilis ttm como habitat natural o solo, o
mesmo que abriga uma complexa comunidade biol6gica, cuja maioria é
constituida por microrganismos procariotos e eucariotos, tanto em ndmero
quanto em diversidade (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). A espécie
B. subtilis pode ser encontrada como rizobactéria promotora de crescimento
em plantas, bactérias epifiticas e endofiticas (GUPTA e outros, 2000;
ONGENA e outros, 2005).

O antagonismo direto exercido contra fitopatdgenos tem o
envolvimento dos conhecidos mecanismos de antibiose, como a sintese de
substancias antimicrobianas, a competi¢cdo por espago e nutrientes e a sintese
de compostos  volateis (LEELASUPHAKUL,; HEMMANEE;
CHUENCHITT, 2008). E o mecanismo indireto € exercido pelo fenémeno
de resisténcia sistémica induzida (ISR) (LANNA FILHO; FERRO; PINHO,
2010). E também sugerido que o antagonismo ocorre através da alteracio
dos exsudados radiculares da planta (FERRAZ e outros, 2010; ARAUJO;
BRAGANTE JUNIOR; BRAGANTE, 2012). Para Sikora e Hoffmann-

Hergarten (1992), essa alteracdo dos exsudados dificulta a localizacdo das

22



raizes por parte dos nematoides, diminuindo a taxa de infeccdo e reproducéo
desses.

Estirpes selecionadas de B. subtilis foram relatadas como antagonistas
de nematoides formadores de galhas e podem ser utilizadas no manejo de
culturas econdmicas, visando a reduzir os efeitos deletérios dos parasitas (LI e
outros, 2005). Sharma e Gomes (1996) relataram que as endotoxinas
produzidas por B. Subtilis no solo interferem no ciclo reprodutivo dos
nematoides, principalmente na oviposicdo e eclosdo de juvenis. Araujo e
Marchesi (2009) observaram uma reducdo da reproducdo de M. incognita e,
consequentemente, um aumento da producdo de massa fresca da parte aérea de
plantas de tomate submetidos a tratamentos com B. subtilis.

Os autores Khalil e outros (2012) e Munshid, Simon e Lal (2013)
relataram que B. subtilis suprimiu a infeccdo por M. incognita, o que diminuiu
a populacdo de nematoides e as galhas das raizes em cebolinha e tomate.

Usando microbiolizacdo de sementes de tomate com B. subtilis,
Fernandes e outros (2014) reportaram reducédo de 62,6% no nimero de ovos
de M. incognita nas raizes quando comparado com a testemunha. Radwan e
outros (2012) relataram uma reducdo de 89,2% no nimero de galhas em
raizes de tomate tratadas com produto comercial a base de Bacillus
megaterium (Bioarc®).

Nunes, Monteiro e Pomela (2010), utilizando produto comercial
Nemix® a base de B. subtilis e B. licheniformis, tiveram acdo efetiva na
redugdo do nimero de ovos de Meloidogyne incognita em soja. O uso
conjunto de B. subtilis e B. licheniformis pode apresentar sinergismo, pois
gerou a maior reducdo da populacéo, e reduzir a populacdo de nematoides de
galhas (ALMEIDA, 2018).

Além de sua capacidade nematicida, B. subtilis é conhecido como
bactéria promotora do crescimento de plantas. De acordo com Lanna Filho,
Ferro e Pinho (2010), isso se d& por consequéncia do aumento da fixacéo de
nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes, sintese de fitormdnios e melhoria das

condic@es do solo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizacdo da area de estudo

O trabalho foi realizado em ambiente protegido do laboratério
Biofabrica da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus
de Vitéria da Conquista (14° 53”’Latitude Sul e 40° 48°’Longitude Oeste e
864 metros de altitude) durante o periodo de outubro a dezembro de 2017.
De acordo com classificacdo de Kdppen, o clima é do tipo am, Tropical
Umido, com chuvas do tipo mongdes, estacio de seca de pequena durago
com precipitagdo do més mais seco inferior a 60 mm; e aw, clima quente
com estacdo seca bem acentuada, que coincide com o inverno, com
precipitagdo inferior a 60 mm em, pelo menos, um més; com temperatura do
més mais frio abaixo dos 18 °C e precipita¢cdo anual média acima de 900 mm
(SEl, 2013). Dados de temperatura maxima, temperatura média e

temperatura minima durante a execucdo do experimente estdo apresentadas

na Figura 1.
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Figura 1 - Dados de temperatura méxima (°C), temperatura média (°C) e
temperatura minima (°C) durante os meses de outubro, novembro e
dezembro do ano de 2017. Vitdria da Conquista, Bahia, UESB, 2018.
Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (2018).
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3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial 5x2 com quatro repeti¢@es, totalizando 40
unidades experimentais. O primeiro fator foi composto pelos controles
biolégicos Trichoderma longibrachiatum (Triconemate® 2 x 10 UFC g?),
Trichoderma harzianum (Tricobiol® 2 x 10® UFC g%'), Pochonia
chlamydosporia (2 x 10° UFC g™), Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis
(Quartzo® 10™ UFC g™) e uma testemunha. E o segundo fator, composto

pelos dois tipos de solo, autoclavado e contaminado.

3.3 Instalacéo e conducao do experimento

O solo utilizado no experimento foi retirado da Fazenda
Agropimenta rodovia Mucugé-lbicoara-BA, em area de produgdo de tomate,
na profundidade de 0-30 cm. Apé6s a chegada do solo no laboratério,
realizou-se uma extracgéo de acordo com a metodologia de (JENKINS, 1964)
para confirmar a presenca de nematoides; nesse momento, também foi

retirada uma amostra de solo para se fazer a analise quimica (Tabela 1).

Tabela 1 - Anélise quimica do solo utilizado no experimento. Vitoria da
Conquista, Bahia, UESB, 2018.

pH *P *K* Ca”” Mg? AFF H' SB V
Profundidade (H,0) mg/dm™ cmol, dm’ %
0-30 cm 6,6 58 061 34 1,3 01 32 53 62

*Mehlich.
Em seguida, metade do solo foi autoclavado (127 °C 60 min™) em

sacolas plasticas com 4 kg de capacidade. O processo de autoclavagem foi

repetido por trés vezes, com intervalo de 24 horas entre os ciclos; no
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momento da retirada da autoclave, as sacolas foram abertas, e o solo,
molhado.

As unidades experimentais foram compostas por vasos de polietileno
com capacidade de 20 L, e estes, previamente desinfetados em solucdo de
hipoclorito na concentragéo de 2,5% antes do enchimento. De acordo com a
analise de solo (Tabela 1), ndo foi necessario fazer calagem, apenas se
fizeram as adubagdes minerais. A adubacdo fosfatada foi realizada no
momento do plantio, em cada vaso individualmente, com posterior
homogeneizacéo.

As adubacbes de nitrogénio e potéssio foram realizadas em duas
aplicacdes, nas doses de 150 mg/dm™. A primeira aplicacdo foi realizada aos
20 dias, e a segunda, aos 45 dias apds o transplantio. Também foram feitas
aplicagbes semanalmente de fosfito de potassio, produto comercial
FITOGARD®, na dose 10 mL do produto comercial para 10 litros de agua; a
aplicacdo foi realizada com pulverizador costal.

As mudas de tomate hibrido Silvety foram produzidas em bandejas
de isopor, utilizando-se substrato comercial, marca BIOPLANT®,
previamente autoclavado. O transplantio deu-se trinta dias ap6s a semeadura
(Figura 2).
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Fonte: Mafessoni (2017).

Figura 2 - Producdo de mudas de tomate em bandejas de isopor (A),
transplantio das mudas de tomate (B), arranjo do experimento (C) e plantas
antes da avaliacdo destrutiva aos 60 dias ap0s o transplantio (D). Vitoria da

Conquista, Bahia, UESB, 2018.

As aplicacOes dos tratamentos foram realizadas aos 0, 15, 30 e 45
apés o transplantio das mudas. Utilizando-se 0,4 g/parcela na forma
comercial de arroz colonizado para os tratamentos T. longibrachiatum, T.
harzianum e P. chlamydosporia. E, para o tratamento com B. subtilis + B.
licheniformis, foi utilizado 0,4 g/parcela na forma comercial liofilizada.
Apb6s a pesagem em balanca analitica, na quantidade referente as oito
parcelas de cada microrganismo, totalizando 3,2 g; os produtos foram
dissolvidos em agua, no volume de 8 L, e aplicado 0,5 L/vaso. Durante todo
0 periodo, o experimento foi irrigado diariamente, e realizadas aplicagdes
preventivas de fungicidas (MONCEREM 250 SC® e COMET®), além do
manejo manual de plantas daninhas, realizado sempre que necessario durante

todo o periodo de conducdo do experimento.
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3.4 Avaliacdo de promocao de crescimento de plantas

Foram avaliados altura de plantas com auxilio de régua graduada,
medida a partir do solo, didmetro de caule medido a 2 cm do solo, com
auxilio de paquimetro digital; indice SPAD dos teores de clorofilas “a”, “b”
e “total”, utilizando o aparelho clorofiLOG da marca FALKER®, modelo
CFL1030; avaliaram-se essas varidveis aos 30, 45 e 60 dias ap6s o
transplantio das mudas.

As avaliagBes destrutivas foram realizadas aos 60 dias apds o
transplantio, quais sejam massa seca da parte aérea e massa seca de raiz,
utilizando estufa de ventilacdo forcada na temperatura de 65 °C, até que se
obtivesse massa constante; foram, entdo, pesadas em balanga analitica de

precisdo.

3.5 Avaliagédo de nematoides

3.5.1 Extracdo de nematoides em solo

A extracdo dos juvenis (J,) de Melidogyne spp. foi realizada em
aliquotas de 300g de solo pelo método do peneiramento (peneiras de 20
mesh, sobre 100 mesh e 500 mesh) e centrifugagdo em solugéo de sacarose
(JENKINS, 1964). Os J, que ficaram retidos na peneira de 500 mesh foram
transferidos para tubos de ensaio, e, apds 24 h, descartou-se o sobrenadante,
deixando aproximadamente 4 mL/tubo; em seguida, foram contabilizados
em camara de contagem, com capacidade para 1mL e, posteriormente,
extrapolado para 2 mL, em microscopio Optico; essa avaliacdo foi realizada

aos 60 dias apds o transplantio das mudas.
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3.5.2 Extracdo de nematoides em raiz

Para a extracdo e quantificagdo dos ovos e juvenis (J,) de
Meloidogyne spp., as raizes foram lavadas, cortadas em pedacos de,
aproximadamente, 1 cm, e pesadas 10 g. Em seguida, foram trituradas em
liquidificador com solucdo de hipoclorito de sodio 0,5% conforme a
metodologia de extracdo de Coolen e D*Herde (1972). A solucdo final foi
transferida para tubos de ensaios, e, apos 24 h, descartou-se o sobrenadante,
deixando 4 mL/tubo, posteriormente, transferidos para cAmara de contagem
com capacidade para 1 mL, extrapolado posteriormente para 2 mL, para
quantificacdo do numero de ovos e juvenis de segundo estadio (J,), vivos e
mortos, em microscopio optico. Essa avaliagdo foi realizada aos 60 dias apos

o transplantio das mudas (Figura 3).

Fonte: Mafessoni (2017).

Figura 3 — Raizes de tomate com galhas (A) e nematoides observados por
microscopico 6ptico (B). Vitdria da Conquista, Bahia, 2018.

3.6 Estatistica

Os dados foram tabulados e testados quanto a normalidade (teste de
Shapiro-Wilk), e, quando necesséria, foi realizada a transformacéo desses
dados. Utilizando o Programa ASSISTAT versdo beta 7.7 (SILVA;
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AZEVEDO, 2016), realizou-se a andlise de variancia, e, quando
significativo, aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade para efeito
de comparagdo das médias. Para confeccdo do grafico, utilizou-se o
programa SigmaPLOT versdo 12.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Controle de Meloidogyne spp

Houve efeito significativo para todas as varidveis, tanto em solo
como em raiz (Tabela 2). Para a variavel nimero de juvenis vivos, avaliados
em solo, os tratamentos com microrganismos promoveram reducdo na
populagdo de juvenis de segundo estddio (J,) quando comparados a
testemunha sem aplicacdo de microrganismos de controle. Considerando a
testemunha como 0,0% de controle, 0s microrganismos promoveram uma
reducdo de J, vivos no solo nas seguintes porcentagens: Pochonia
chlamydosporia  (53,3%), Trichoderma longibrachiatum  (32%),
Trichoderma harzianum (28,7%) e Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis
(17,6%).

Quanto ao numero de J, nas raizes de tomate, 0s microrganismos
promoveram uma reducdo de juvenis em relagdo a testemunha nas seguintes
porcentagens: B. subtilis + B. licheniformis (72,3%), P. chlamydosporia
(66,9%), T. longibrachiatum (66%) e T. harzianum (32,1%).

Para 0 nimero de J, mortos no solo, P. chlamydosporia junto com T.
longibrachiatum apresentaram maior nidmero de mortos em relacdo aos
demais tratamentos. Contudo, a testemunha ndo diferiu dos tratamentos B.
subtilis + B. licheniformis e T. harzianum, o que impossibilitou a relacdo
direta entre os tratamentos que apresentaram menores nimeros de juvenis
Vivos e 0s tratamentos que apresentaram maiores nimeros de juvenis mortos.

O numero de ovos ha raiz foi reduzido pelos tratamentos em relacéo
a testemunha sem aplicacdo de microrganismos, nas seguintes porcentagens:
B. subtilis + B. licheniformis (40%), P. chlamydosporia (30,3) e T.
longibrachiatum (28%); e T. harzianum (5,6%) ndo diferiu da testemunha.

O solo autoclavado ndo apresentou presenca de juvenis vivos ou

mortos no solo e na raiz e nimero de ovos na raiz. Pode-se inferir que o
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processo de autoclavagem foi eficaz na eliminagdo de juvenis e ovos e

mostrou-se estéril para a presenga de formas infestantes de nematoides.

Tabela 2 - Namero de juvenis de segundo estadio vivos no solo, nimero de
juvenis de segundo estadio vivos na raiz, nimero de juvenis de segundo
estadio mortos no solo e numero de ovos na raiz em cultivo de tomate
hibrido Silvety em solo autoclavado e contaminado aos 60 dias apds o
transplantio. Vitoria da Conquista, Bahia, UESB, 2018.

Tratamentos I\i0 de juvenis vivos N° juvenis mortos  N° ovos
Solo Raiz 1S0lo Raiz
B. subtilis + B. licheniformis 6,25b 7,75¢ 3,65¢ 209,50 b
T. harzianum 541b 19,00 b 446 b 329,50 a
T. longibrachiatum 516 b 9,50 ¢ 539a 251,00 b
P. chlamydosporia 356¢ 9,25¢ 5,79 a 24325 b
Testemunha 759a 28,00 a 3,98 be 349,00 a
Média 5,59 14,70 4,65 276,45
CV% 20,73 26,11 14,49 22,72

'Dados transformados por raiz quadrada de Vx. Letras diferentes na coluna diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados encontrados neste estudo para a utilizacdo de B.
subtilis no controle de Meloidogyne spp. corroboram os resultados
encontrados por Fernandes e outros (2014), que, avaliando o efeito da
microbiolizacdo de sementes de tomateiro com B. subtilis no controle de M.
incognita e M. javanica em condicbes de casa de vegetacdo, observaram
uma reducdo de 62,6% do nimero de ovos no tratamento com B. subtilis em
relacio a testemunha; Almaghrabi, Massoud e Abdelmoneim (2013)
encontraram um decréscimo de 32% no numero de galhas e 52% no de ovos
por grama de raiz apés a aplicacdo de B. subtilis. Nunes, Monteiro e Pomela
(2010), utilizando produto comercial Nemix®, & base de B. subtilis e B.
licheniformis, tiveram acéo efetiva na reducdo do numero de ovos de M.
incognita em soja.

H& relatos com grandes variagdes sobre a eficiéncia de isolados
fangicos da mesma espécie ou espécies diferentes no controle de nematoides
fitopatogénicos, variaches essas que puderam ser observadas no presente

trabalho. O tratamento com T. harzianum teve efeito contra Meloidogyne
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spp., porém sua eficiéncia foi inferior ao T. longibrachiatum e, até mesmo,
ineficaz, como no caso do nimero de ovos, o qual ndo diferiu da testemunha.
Para Moosavi e Zare (2015), variagOes profundas entre diferentes isolados
ou espécies de fungos na supressdo de fitonematoides podem ser
consequéncia de diferencas na agressividade flngica e fatores ecoldgicos
(bidticos e abidticos).

Trichoderma sp. é antagonista que pode induzir mecanismos de
defesa inatos da planta contra os fitonematoides (SHARON; CHET;
SPIEGEL, 2011; CONTRERAS-CORNEJO e outros, 2014; SALDAJENO e
outros, 2014). Também foi sugerido que T. longibrachiatum pode induzir
enzimas de defesa e, provavelmente, outros compostos de defesa em plantas
de tomate, o que leva a resisténcia sistémica contra M. javanica (AL-
SHAMMARI e outros, 2013).

Diferentemente do observado neste estudo para niUmero de ovos na
raiz, existem varios relatos de eficiente parasitismo de ovos de Meloidogyne
spp., promovido por T. harzianum. Sahebani e Hadavi (2008) relataram
reducéo da producgdo de ovos, fraqueza e mortalidade de ovos Meloidogyne
spp. in vitro. Al-Hazmi e Tarigjaveed (2016) relataram reducdo significativa
do esgotamento radicular, producdo de ovos e juvenis M. javanica no solo
em cultivo de tomateiro pela aplicacdo de T. harzianum e T. viride.

No entanto, para o controle de juvenis, T. harzianum mostrou-se
eficiente. Os dados deste estudo corroboram os relatados por Arain e outros
(2015), os quais relataram reducdo notavel da infeccdo de M. incognita pela
aplicacdo de T. harzianum; Sharma e Panday (2009) descreveram controle
da populagdo de M. incognita por T. harzianum; Borges e outros (2013)
descreveram reducdo do nimero de juvenis de Meloidogyne spp. no solo em
43% ap6s a aplicacdo de T. harzianum na dose (50 mL 1x10* esporos mL™)
em casa de vegetagdo; Silva (2016) relatou que T. harzianum reduziu em
46,42% a populacdo de nematoides do género Meloidogyne spp. em

goiabeira. Embora T. harzianum tenha apresentado taxa de controle de
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juvenis inferior a relatada, mostrou-se como uma alternativa vidvel a ser
empregada no controle de Meloidogyne spp. em tomateiro.

De acordo com os dados apresentados neste estudo, T.
longibrachiatum apresentou 3,3% maior controle de juvenis vivos no solo,
33,9% maior controle de juvenis vivos na raiz e 22,4% maior controle de
ovos na raiz de plantas de tomate quando comparado ao tratamento de T.
harzianum, o que torna o uso de T. longibrachiatum com a finalidade
nematicida mais recomendavel. Silva (2016), avaliando o controle de
Meloidogyne spp. por T. longibrachiatum e T. harzianum em mudas de
goiabeira, relatou uma maior eficiéncia na ordem de 8,4% no controle de
juvenis de Meloidogyne spp. com T. longibrachiatum em relacdo a T.
harzianum. A mesma autora descreveu uma reducdo de 54,8% no nimero de
juvenis de Meloidogyne spp. por T. longibrachiatum em goiabeira. Al-
Shammari e outros (2013) revelam que a mortalidade méxima de juvenis
(64,5%) de M. javanica in vitro em tomate foi observada pelo filtrado de T.
longibrachiatum. Al-Shammari e outros (2013) observaram uma redugdo de
30,8% no numero de ovos/planta com aplicacdo T. longibrachiatum na
concentragdo de 10’ CFU/m.

No presente trabalho ficou evidenciada a eficiéncia do P.
chlamydosporia para o controle de Meloidogyne spp., fato que mostra
elevado antagonismo para com os fitonematoides na forma de J, e ovos. Os
resultados deste trabalho corroboram os de Coutinho e outros (2009), os
quais descreveram reducdo do nimero de galhas e de ovos de M. javanica
em plantas de tomate que receberam aplicacdo de P. chlamydosporia,
isolada ou associada a farinha de semente de mamdo. Dallemole-Giaretta e
outros (2010b) reportaram que P. chlamydosporia aplicado isoladamente
diminuiu em 51,1% o namero de galhas e em 71,7% o nimero de ovos de M.
javanica.

De acordo com Dallemole-Giaretta e outros (2008), um dos fatores
gue potencializam o controle do nematoide das galhas pelo uso de P.

chlamydosporia € o tempo de exposicédo inicial entre o fungo e os ovos dos
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nematoides antes do plantio da cultura principal. No entanto, neste
experimento, ndo houve periodo prévio de contato do fungo com os ovos dos
nematoides antes da implantagdo da cultura. Nesse sentido, esse pode ser um
fator devido ao qual esse fungo apresentou menores porcentagens de
controle, como no caso de Dallemole-Giaretta e outros (2010a), que

relataram reducdes de 80% no numero de ovos de M. javanica.

4.2 Promocao do crescimento

Para as varidveis altura e didmetro de plantas (Tabela 3), houve
efeito isolado apenas para os tipos de solo na primeira avaliacdo (30 dias) e
na terceira avaliacéo (60 dias); na segunda avaliacdo (45 dias), ocorreu efeito
de interagdo entre os fatores tratamentos microbiol6gicos e os tipos de solo.

As plantas cultivadas em solo autoclavado apresentaram maior
desenvolvimento inicial em altura e didmetro. Tais resultados também foram
relatados por Podestd e outros (2009), os quais encontraram maior
crescimento inicial de plantas de tomate cultivadas em solo autoclavado em
relacdo as plantas cultivadas em solo natural. Esses resultados podem ser
justificados devido ao fato de o tratamento térmico do solo acelerar a
decomposicdo da matéria organica e, com isso, causar a liberacdo de amonia
e de produtos organicos (GHINI; BETIOL, 1995).

Na segunda avaliacdo (45 dias ap6s o transplantio), a variavel altura
de plantas seguiu a mesma tendéncia da primeira avaliacdo, ndo
apresentando diferenca estatistica entre os tratamentos avaliados; as plantas
cultivadas em solo autoclavado foram superiores em altura, exceto para a
testemunha, que ndo diferiu entre os dois solos.

Para a variavel didmetro de caule, os tratamentos ndo diferiram entre
si no solo contaminado, ja para as plantas cultivadas no solo autoclavado, o
tratamento com B. subtilis + B. licheniformis promoveu um maior
incremento (45,11%) em didmetro em relacdo a testemunha, seguido do

tratamento P. chlamydosporia, que ndo diferiu entre os tratamentos; e 0s
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tratamentos T. harzianum, T. longibrachiatum nado diferiram estatisticamente
da testemunha. Exceto para os tratamentos T. harzianum, T. longibrachiatum
e testemunha, os diametros de caule foram superiores nas plantas cultivadas

em solo autoclavado.

Tabela 3 - Altura e diametro de caule de plantas de tomate hibrido Silvety
cultivado em solo autoclavado e contaminado aos 30, 45 e 60 dias apds o
transplantio. Vitéria da Conquista, Bahia, UESB, 2018.

Auvaliagdo aos 30 dias ap06s o transplantio

Altura de plantas (cm Diametro de caule (cm
Tratamentos S. CONT P (S A)UT S. CONT S. ASUT)
B. subtilis + B. licheniformis 27,00 39,25 5,97 7,94
T. harzianum 26,25 39,12 6,42 8,08
T. longibrachiatum 29,87 38,75 6,07 7,94
P. chlamydosporia 25,00 39,12 5,88 8,91
Testemunha 32,37 37,50 6,91 7,87
Média 28,10B 38,75A 6,25B 8,15A
CV% 16,31 18,63

Avaliagdo aos 45 dias apo6s o transplantio
B. subtilis + B. licheniformis 67,75aB 90,75aA 9,14aB 12,89aA
T. harzianum 67,50aB 87,00aA 9,33aA 9,55bA
T. longibrachiatum 72,00aB 88,75aA 9,14aA 10,16bA
P. chlamydosporia 66,50aB 89,50aA 8,49aB 10,72abA
Testemunha 77,00aA 79,25aA 9,80aA 8,88bA
Média 70.15 87,05 9,18 10,44
CV% 8,92 12,09
Avaliacdo aos 60 dias ap6s o transplantio

B. subtilis + B. licheniformis 124,85 140,52 12,00 13,63
T. harzianum 131,72 144,92 12,10 13,68
T. longibrachiatum 118,80 147,95 12,02 12,93
P. chlamydosporia 113,57 141,07 11,21 12,92
Testemunha 122,92 139,15 11,85 12,59
Média 122,37B 142,72A 11,84B 13,15A
CV% 9,95 10,44

Solo contaminado (S. CONT) e solo autoclavado (S. AUT). Letras diferentes
minusculas na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

Na terceira avaliacdo (60 dias), novamente, sO foi observada
diferenca estatistica para os tipos de solo, em que a superioridade do
desenvolvimento em altura e didmetro foi encontrada nas plantas cultivadas
no solo autoclavado. Além da questdo da maior mineralizagdo da matéria

organica no solo autoclavado, citada por Ghini e Betiol (1995), o processo
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de autoclavagem eliminou os nematoides; assim, impediu-se que as plantas
sofressem parasitismo como no solo contaminado. Contudo, 0 processo de
autoclavagem também pode ter eliminado outros patégenos presentes no
solo, proporcionando melhores condigbes para o desenvolvimento das
plantas.

Na Tabela 4, estdo apresentados os valores dos indices SPAD para
as clorofilas em fungédo dos tratamentos com 0s microrganismos e 0s tipos de
solo, avaliadas aos 30, 45 e 60 dias ap6s o transplantio. Das trés avaliacGes
realizadas, somente na segunda avaliacdo (45 dias), foi observada diferenca
estatistica. Nessa época, os indices SPAD para clorofila “a” e clorofila total

foram superiores nas plantas cultivadas em solo autoclavado.

Tabela 4 - Indice SPAD para clorofila “a”, clorofila “b” e clorofila total de
plantas de tomate hibrido Silvety cultivado em solo autoclavado e
contaminado aos 30, 45 e 60 dias ap6s o transplantio. Vitdria da Conquista,
Bahia, 2018.

Avaliacdo aos 30 dias ap6s o transplantio

Clorofila “a” Clorofila “b” Clorofila Total
S.CONT S.AUT S.CONT S.AUT S.CONT S.AUT

Tratamento

B. subtilis + B. licheniformis 35,12 37,27 10,43 13,62 45,56 50,90

T. harzianum 34,82 34,78 9,56 9,13 44,38 43,92
T. longibrachiatum 35,80 36,28 10,61 10,40 46,41 46,68
P. chlamydosporia 36,43 35,30 9,56 9,66 46,00 44,96
Testemunha 36,91 35,02 11,46 9,51 48,37 44,53
Média 35,82 35,73 10,32 10,46 46,14 46,20
CV% 4,84 25,45 8,75

Avaliacdo aos 45 dias apds o transplantio

B. subtilis + B. licheniformis 36,55 37,75 14,72 16,51 51,27 54,26

T. harzianum 36,35 36,63 14,23 14,83 50,58 51,47
T. longibrachiatum 36,97 39,13 14,95 17,28 51,92 56,42
P. chlamydosporia 36,13 38,92 14,15 16,02 50,28 54,95
Testemunha 38,43 39,06 17,36 16,50 55,80 55,56
Média 36,89B 38,30A 15,08 16,23 51,97B 54,53A
CV% 511 13,11 7,21

Avaliacdo aos 60 dias apds o transplantio

B. subtilis + B. licheniformis 38,77 39,28 12,17 12,46 50,95 51,75

T. harzianum 38,18 36,96 11,98 11,75 50,17 48,71
T. longibrachiatum 38,07 39,13 12,28 12,62 50,36 51,76
P. chlamydosporia 39,08 39,22 13,97 12,53 53,06 51,76
Testemunha 39,98 38,55 13,88 11,21 53,87 49,76
Média 38,82 38,63 12,86 12,11 51,68 50,75
CV% 4,87 13,20 6,65

Solo contaminado (S. CONT) e solo autoclavado (S. AUT). Letras diferentes na
linha diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Os maiores indices de clorofila “a” e total apresentados no solo
esterilizado podem ser explicados devido ao fato de o tratamento térmico do
solo acelerar a decomposicdo da matéria organica e causar a liberacdo de
amonia e de produtos organicos (GHINI; BETIOL, 1995) e de o nitrogénio
estar relacionado a formacdo das clorofilas (ALMEIDA e outros, 2011).
Sabendo disso, 0 processo de autoclavagem pode ter acelerado o processo de
liberagdo do nitrogénio oriundo da matéria orgénica para as plantas, o que
pode ter promovido o aumento no teor de clorofila dessas plantas. Outro
fator que pode ter corroborado para tal resultado estd relacionado a
desvantagem das plantas parasitadas por Meloidogyne spp. no solo
contaminado. De acordo com Pinheiro, Pereira e Suinaga (2014), o
parasitismo causa danos diretos no sistema radicular e, assim, diminui a
absorcdo de agua e nutrientes. Diante disso e com base na constitui¢do das
clorofilas, as plantas cultivadas em solo contaminado, ou seja, que sofreram
parasitismo de Meloidogyne teriam um menor teor de clorofilas e, por
consequéncia, uma menor intensidade na coloragcdo verde das plantas.
Segundo Taiz e Zeiger (2013), o contedo de clorofila é influenciado por
distintos fatores bidticos e abidticos, o que esta ligado ao potencial da
atividade fotossintética dos vegetais.

Na tabela 5, estdo apresentadas as varidveis massa seca da parte
aérea e raiz. Para a massa seca da parte aérea ndo houve diferenca entre 0s
tratamentos microbioldgicos e os tipos de solo. Ja para a massa seca de raiz,
houve efeito de interacdo entre tratamentos microbioldgicos e os tipos de
solo.

No solo contaminado, os tratamentos com B. subtilis + B.
licheniformis e T. longibrachiatum apresentaram 0s maiores valores de
massa seca de raiz; T. harzianum e a testemunha ndo diferiram entre os
tratamentos testados, e o tratamento com P. chlamydosporia apresentou o
menor valor de massa seca de raiz. J& para o solo autoclavado, T.
longibrachiatum foi o Unico a se manter superior em incremento de massa

seca de raiz em relacdo aos demais tratamentos no solo autoclavado; T.
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harzianum e P. chlamydosporia ndo diferiram entre os tratamentos testados,
e B. subtilis + B. licheniformis e a testemunha ndo diferiram entre si,

apresentando os menores valores de massa seca de raiz.

Tabela 5 - Massa seca da parte aérea e massa seca de raiz de plantas de
tomate hibrido Silvety cultivado em solo autoclavado e contaminado aos 60
dias apos o transplantio. Vitéria da Conquista, Bahia, UESB, 2018.

Tratamentos Massa seca da parte aérea (g) Massa seca de raiz (g)

Contaminado Autoclavado Contaminado Autoclavado
B. subtilis 99,60 93,90 8,08 aA 6,12 bB
T. harzianum 92,99 101,35 6,68 abA 7,25 abA
T. longibrachiatum 86,45 100,55 7,04 aB 8,67 aA
P. chlamydosporia 70,60 99,28 4,75 bB 7,62 abA
Testemunha 99,19 95,05 6,26 abA 6,28 bA
Média 89,76 98,02 6,56 7,19
CV% 17,54 14,83

Letras diferentes mindsculas na coluna e maiusculas na linha diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O incremento de massa seca de raiz por T. longibrachiatum em solo
contaminado foi de 12, 46%, e, no solo autoclavado, de 30,05%. O
incremento na massa seca de raiz por T. longibrachiatum encontrado em
solo contaminado é semelhante ao encontrado por Koh e outros (2018), em
que as interacfes de Trichoderma spp. induziram incrementos de 11,5% em
massa seca de raiz com relacdo ao tratamento controle sem inoculacdo
fangica. No entanto, 0 aumento da massa seca raiz foi duas vezes superior
para 0 mesmo microrganismo inoculado em solo autoclavado, o que nos leva
a inferir que competitividade com a microbiota do solo natural diminui a
eficiéncia do T. longibrachiatum em promover o aumento da massa seca de
raiz.

O fato de o tratamento com B. subtilis + B. licheniformis apresentar
maior massa seca de raiz nas plantas cultivadas em solo contaminado e
menor valor em solo autoclavado sugere a hipétese de que B. subtilis + B.
licheniformis depende de interagdes com microrganismos nativos do solo

para promover o crescimento de plantas. No entanto, faltam trabalhos com
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avaliacdo de B. subtilis + B. licheniformis em solo natural e esterilizado sem
que seja feita a inoculagdo de nematoides, avaliando dessa forma o efeito
isolado desses microrganismos na promocao do crescimento de plantas.

Ao contrério do que foi relatado por alguns autores na literatura, no
presente trabalho, nenhum dos microrganismos promoveu incremento
significativo de massa seca de parte aérea. Araljo e Marchesi (2009)
concluiram que B. subtilis (PRBS-1) aumentou a biomassa da parte aérea de
plantas de tomate. Para Arain e outros (2015), a aplicagdo de T. harzianum
causou aumento da parte aérea em comparacdo as plantas controle. Al-
Shammari e outros (2013) relataram aumento dos parametros massa fresca e
seca de plantas de tomate tratadas com T. longibrachiatum em relacdo ao
controle. J& para o tratamento P. chlamydosporia, o0s resultados
corroboraram os de Coutinho e outros (2009), os quais, ao estudarem o
controle de M. javanica com P. chlamydosporia e farinha de sementes de
mamao, ndo observaram influéncias significativas na massa da parte aérea e
das raizes e altura das plantas de tomate.

Os microrganismos estudados apresentaram variagfes na eficiéncia
antagonica entre os locais de acdo e os estadios de desenvolvimento dos
nematoides. Disso, pode-se levantar a hip6tese de que esses microrganismos,
de forma combinada ou aplicacdo em sucessdo, de acordo com a
particularidade de maior agdo antagdnica, podem promover um controle

mais efetivo na populacdo de Meloidogyne spp.
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5 CONCLUSOES

O uso de T. longibrachiatum, T. harzianum, P. chlamydosporia e B.
subtilis + B. licheniformis reduz a populagdo de juvenis de segundo estadio
de Meloidogyne spp. no solo, em cultivo de tomate hibrido Silvety em
ambiente protegido.

O uso de T. longibrachiatum, T. harzianum, P. chlamydosporia e B.
subtilis + B. licheniformis reduz a populagdo de juvenis de segundo estadio
de Meloidogyne spp. na raiz, em cultivo de tomate hibrido Silvety em
ambiente protegido.

O uso de T. longibrachiatum, P. chlamydosporia e B. subtilis + B.
licheniformis reduz o ndmero de ovos de Meloidogyne spp. na raiz, em
cultivo de tomate hibrido Silvety em ambiente protegido.

O solo esterilizado promove maior desenvolvimento em plantas de

tomate hibrido Silvety em cultivo em vaso.
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