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RESUMO GERAL

MESQUITA, Fernanda de Lima. Manejo de Meloidogyne enterolobii em goiabeira com
produtos biologicos e manipueira. 2016. 113p. Dissertacdo de Mestrado em

Fitopatologia — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

Objetivou-se testar a acdo individual ou em combinacdo de produtos bioldgicos a base de
fungos (Pochonia chlamydosporia e Trichoderma asperellum) e de bactéria (Bacillus
subtilis) e também de um residuo liquido de mandioca de fecularia (manipueira) no
controle de Meloidogyne enterolobii em goiabeiras cv. Cortibel RM cultivadas em campo
e em casa de vegetacdo. NOS experimentos em campo € em vasos, Seguiu-se 0
delineamento experimental inteiramente casualizado com 5 repeti¢des e o0s tratamentos:
1. Somente Agua; 2. Manipueira 50%; 3. Rizotec (Pochonia chlamydosporia); 4.
Manipueira 50% + Rizotec; 5. Rizos (Bacillus subtilis); 6. Manipueira 50% + Rizos; 7.
Quality (Trichoderma asperellum); 8. Manipueira 50% + Quality; 9. Rugby 200 CS
(Cadusafos); 10. Manipueira 50% + Rizotec + Rizos + Quality; 11. Rizotec + Rizos +
Quality. O ensaio em campo foi conduzido por 10 meses em goiabeiras cv. Cortibel RM
com sete anos de idade infectadas com M. enterolobii. As regas mensais (Manipueira
50% e Testemunha Agua) e trimestrais (demais tratamentos) foram realizadas com 10L
de calda/goiabeira em produtos individuais e um maximo de 40L de calda/goiabeira em
produtos combinados. O experimento em vasos foi conduzido por 06 meses em casa de
vegetacdo em goiabeiras cv. Cortibel RM com aproximadamente um ano de idade,
inoculadas com 10.000 ovos de M. enterolobii por planta. Com regas mensais
(Manipueira 50% e Testemunha Agua) e trimestrais (demais tratamentos) foram
realizadas com 500 ml de calda/goiabeira em produtos individuais e um maximo de 2L
de calda/goiabeira em produtos combinados. Em campo, foram analisadas as seguintes
variaveis: J2/300 cc de solo/goiabeira, analise quimica do solo, massa de 20 frutos

(kg/goiabeira) e nimero total de frutos jovens por goiabeira. Em vasos, foram avaliadas
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as varidveis massa de raiz/goiabeira, infeccdo de raizes por escala de notas, total de
ovos/raiz de goiabeira, total de J2/300 cc de solo/goiabeira. A andlise quimica da
manipueira apresentou 0s macronutrientes e micronutrientes; pH de 5,95 e o teor de
cianeto estimado em 30 ppm. Manipueira 50% reduziu a populagdo de em campo e em
casa de vegetacdo. A combinagdo Manipueira 50% e P. chlamydosporia (Rizotec) aliou
reducdo populacional de M. enterolobii com aumento de producdo de goiabeiras. T.
asperellum (Quality) aumentou a producédo de goiabeiras no campo, porém sem controle
do nematoide M. enterolobii. Os demais tratamentos tiveram performance inferior
considerando somente as variaveis de produgdo, somente as variaveis do nematoide ou

ambas.

Palavras-Chaves: controle alternativo, controle biologico, nematoide das galhas

radiculares, Psidium guajava.

Orientador: Prof. Cleber Furlanetto, Ph.D — UnB
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ABSTRACT
MESQUITA, Fernanda de Lima. Management of Meloidogyne enterolobii in Guava
tree with biological products and manipueira. 2016. 113p. Dissertation (Master in

Plant Pathology) - Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

The objective was to test individual action or in combination of biological products based
on fungi (Pochonia chlamydosporia and Trichoderma asperellum) and bacteria (Bacillus
subtilis) and also of a liquid residue of cassava flour factory (manipueira) on the control
of Meloidogyne enterolobii in guava tree cv. Cortibel RM grown at field and under
greenhouse conditions. In both experiments in field and in pots, the experimental design
was completely randomized with five replications with following treatments: 1. Water;
2. Manipueira 50%; 3. Rizotec (Pochonia chlamydosporia); 4. Manipueira 50% +
Rizotec; 5. Rizos (Bacillus subtilis); 6. Manipueira 50% + Rizos; 7. Quality (Trichoderma
asperellum); 8. Manipueira 50% + Quality; 9. Rugby 200 CS (Cadusaf6s); 10.
Manipueira 50% + Rizotec + Rizos + Quality; 11. Rizotec + Rizos + Quality. The field
trial was conducted for 10 months on guava trees cv. Cortibel RM at age of seven years,
infected with M. enterolobii. The monthly irrigation (Manipueira 50% and experiment
control) and quarterly (other treatments) were carried out with 10L of syrup/guava tree in
individual products and a maximum of 40L of syrup/guava tree in combined products.
The experiment in pot under greenhouse was conducted for 6 months in guava plants cv.
Cortibel RM with approximately one year of age inoculated with 10.000 eggs of M.
enterolobii per plant. The monthly irrigation (Manipueira 50% and experiment control)
and quarterly (other treatments) were carried out with 500 ml of syrup/guava tree in
individual products and a maximum of 2L of syrup/guava tree in combined products. In
the field, the following variables were analyzed: J2 / 300 cc of soil/guava tree, soil

chemical analysis, fresh weight of 20 fruits (kg/guava tree) and the number of young fruits
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per guava tree. In pots, were evaluated the variables root fresh weight per guava plants,
root infection by a scale of notes, galls and eggs mass index, total of eggs/per root system,
total J»/300 cc of soil/guava tree. The Chemical analysis of manipueira showed
macronutrients and micronutrients; pH of 5.95 and cyanide content estimated at 30 ppm.
Manipueira 50 % caused the greatest reduction of nematode population of M. enterolobii
in the field and in pots. The combination 50% manipueira and P. chlamydosporia
(Rizotec) allied population reduction of M. enterolobii with increased production. T.
asperellum (Quality) increased production of guava tree in field, but without nematode
control. The other treatments had lower performance considering only the production

variables, only the nematode variables or both.

Keywords: alternative control, biological control, Psidium guajava, root knot nematode.

Advisor: Prof. Cleber Furlanetto, Ph.D — UnB
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1. INTRODUCAO GERAL

O aumento da produtividade em pomares comerciais de goiaba (Psidium guajava
L.) tem forte relacdo com a reducdo da variabilidade genética das cultivares comercias
em campo, causada principalmente pela propagacdo de clones por miniestaquia
(MARINHO et al., 2009). Alguns fatores tém estimulado o crescimento do consumo de
goiaba e, em consequéncia, 0 aumento da area cultivada. Um deles é o alto teor de
vitaminas presente em frutos de goiaba, aliado a melhor qualidade dos mesmos, o que
tem impulsionado o consumo in natura e também de produtos industrializados. Um outro
fator seria 0 aumento do nimero de pomares irrigados, 0 que proporciona ao produtor a
comercializacdo do produto na entressafra, garantindo-lhe uma maior rentabilidade

(PEREIRA e NACHTIGAL, 2002).

Apesar dos avancos alcancados, a cultura da goiabeira ainda sofre com estresses
bidticos causados por diferentes patdgenos e pragas. O nematoide Meloidogyne
enterolobii Yang & Eisenback 1983 ¢, atualmente, o principal causador de danos a cultura
da goiaba. Fatores como a comercializacdo de mudas infectadas, aliado ao dificil manejo
do nematoide em éareas infestadas, tém contribuido para a inviabilizacdo da cultura em

regides produtoras (DIAS-ARIEIRA et al., 2008).

A dificuldade de controle de M. enterolobii esbarra em aspectos como a baixa
eficiéncia de produtos recomendados a cultura da goiaba, a caréncia de testes em produtos
ainda ndo recomendados a cultura e a necessidade de combinar eficiéncia com

preservacdo do meio ambiente (RIBEIRO et al., 2014).

Nessa perspectiva, produtos bioldgicos e alternativos, de eficacia ainda néo
comprovada contra M. enterolobii, devem ser testados com o objetivo de proporcionar

novas alternativas de manejo ao produtor de goiaba. Considerando que residuos organicos



como manipueira industrial ainda ndo foram testados no controle de M. enterolobii, bem
como os produtos bioldgicos comerciais Rizotec, Rizos e Quality, em a¢do combinada ou

individual, justifica-se a realizagdo deste estudo.

Assim, o objetivo geral deste estudo foi testar a acdo individual ou combinada de
produtos bioldgicos a base de fungos (Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & W.
Gams 2001 e Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg 1999) e de bactéria
(Bacillus subtilis Cohn, 1872) e também de um residuo liquido de fecularia (manipueira)

no controle de M. enterolobii em goiabeiras cultivadas em campo e em vasos.

Como objetivos especificos: avaliar a acdo individual ou em combinacgdo de
produtos bioldgicos e de manipueira em goiabeiras infectadas com M. enterolobii em area
de produgdo comercial e em ensaio em casa de vegetacdo; avaliar a producdo de
goiabeiras em campo (massa de 20 frutos/pé) sob diferentes tratamentos; avaliar a massa
radicular de goiabeiras em vasos sob diferentes tratamentos; avaliar a composi¢édo
quimica de uma amostra de manipueira; desenvolver uma escala de notas para avaliacdo

da infeccdo de raizes por M. enterolobii em goiabeira.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A CULTURA DA GOIABA

2.1.1. Histdrico e Origem

As primeiras referéncias sobre goiabeira (Psidium guajava L.) datam do periodo
compreendido entre 1514 e 1557, pelo cronista espanhol Oviedo em visita ao Haiti. Nessa
ocasido, Oviedo denominou a goiabeira de guayabo (RUEHLE, 1964), nome comum
utilizado em paises de lingua espanhola da América Tropical (POPENOE, 1974). Os
franceses adotaram a forma goyave, os alemées, guajava e os ingleses, guava (PEREIRA
e MARTINEZ JUNIOR, 1986).

Segundo Menzel (1985), a goiabeira é originaria da América Tropical, regido
situada entre 0 México e o Peru, onde é encontrada uma grande diversidade de espécies
nativas. No Brasil, hd uma grande diversidade de espécies do género Psidium presentes
principalmente nas regides central (Cerrado), sudeste (Mata Atlantica) e também na
regido norte (Floresta Amazo6nica). Acredita-se que a goiabeira tenha sido dispersa do
Brasil para regifes tropicais e subtropicais do mundo.

A propagacdo seminal aliada a facil adaptacdo edafoclimatica tém facilitado o
cultivo da goiabeira em diferentes regides do mundo, sendo a fruteira com maior
expansdo de area cultivada (GONZAGA NETO e SOARES, 1994). O Brasil apresenta
clima e solo favoraveis a exploracdo comercial de goiaba, sendo a producdo brasileira
destinada ao consumo in natura e a industria (BRUCKNER, 2002).

2.1.2. Climae Solo

Apesar de ser nativa de regido tropical, a goiabeira vegeta e produz

satisfatoriamente quando cultivada desde o nivel do mar até 1.700 m de altitude, sendo,

por essa razdo, amplamente difundida em diferentes regides brasileiras. Segundo Pereira



& Martinez-Junior (1986), é possivel encontrar pomares comerciais de goiabeira do Rio
Grande do Sul ao Nordeste brasileiro.

A faixa de temperatura que a goiabeira necessita para a vegetacdo e producgéo
situa-se entre 25 e 30 °C, apresentando pobre desenvolvimento e producgdo quando
cultivada em temperaturas abaixo de 12 °C devido a inibigdo da abertura floral a baixas
temperaturas (KOLLER, 1979).

A goiabeira deve ser cultivada em regides com precipitagdo superior a 600
milimetros anuais, sendo a precipitacdo ideal entre 1000 e 2000 milimetros anuais. A
umidade relativa do ar, outro fator importante para o cultivo da goiabeira, pode influenciar
tanto o aspecto fisiolégico como as condigdes fitossanitarias dos frutos produzidos. A
faixa de umidade relativa do ar mais favoravel ao cultivo da goiabeira situa-se entre 50 e
80% (PEREIRA e MARTINEZ JUNIOR, 1986; GONZAGA NETO, 1990).

A cultura da goiaba adapta-se a varios tipos de solo. Entretanto, os mais adequados
ao seu cultivo sdo os areno-argilosos profundos, bem drenados, ricos em matéria organica
e com pH entre 5,0 e 6,5 (EMBRAPA, 2010).

2.1.3.  Aspectos botanicos da goiabeira

A goiabeira é uma planta pertencente a familia Myrtaceae, que é composta por
mais de 70 géneros e 2.800 espécies. Do total de espécies ja descritas, 110 a 130 espécies

sdo naturais da América Tropical e Subtropical (OLIVEIRA et al., 2012).

A goiabeira é considerada uma planta de pequeno porte, podendo atingir de 3 a 6
metros de altura. O caule é do tipo tronco lenhoso, bastante ramificado, glabroso e
sinuoso. As folhas sdo opostas, de formato eliptico-oblongo, tornando-se caducas quando

atingem a maturacdo (ANTONELLI e CAPPELLINI, 1996).



A propagacdo seminal gera plantas com sistema radicular axial pivotante,
caracteristico das dicotiledéneas. Porém, quando a propagacédo se da por miniestaquia, ha
a formacdo de raizes primérias em quantidade satisfatéria e um adequado
desenvolvimento do sistema radicular com ramificacGes entre 0-30 cm de profundidade
(MANICA et al., 2000).

As flores sdo hermafroditas, heteroclamideas, actinomorfas e epigenas, com
inflorescéncia do tipo dicésio, auséncia de glandulas nectariferas, presenca de glandulas
produtoras de 6leo e de gemas laterais floriferas na axila das folhas em ramos de
crescimento (SOUBIHE SOBRINHO, 1951).

O fruto é uma baga globosa (PEREIRA, 1995), ovdide ou piriforme (MEDINA,
1988), que varia em tamanho, forma, aroma, sabor, espessura e coloracdo de polpa,
conforme a variedade (GONZAGA NETO, 2001). A polpa da goiaba, vermelha ou
branca, é sucosa, doce e fragrante, tendo entre 1 a 2 cm de espessura (PEREIRA, 1995) e
correspondendo a, aproximadamente, 65% do peso do fruto (ZAMBAO E BELLINTANI
NETO, 1998).

2.1.4. Reproducéo e propagacgao

A goiabeira é uma planta de fecundacg&o cruzada, sendo polinizada principalmente
por Apis mellifera L. 1758. As variedades de goiabeira atualmente comercializadas sao
dipléides, com 11 cromossomos (PURSEGLOVE, 1968), ndo havendo distin¢do de
espécies pelo formato ou coloracdo dos frutos (PEREIRA e NACHTIGAL, 2002).

Segundo Alves e Freitas (2007), a produtividade da goiabeira aumenta em torno
de 40% quando a polinizacdo é cruzada e realizada por agentes bioticos. Segundo os
autores, a autopolinizacgéo induzida (protecao dos frutos) e mecanica geram menos frutos

e, consequentemente, uma menor producao por planta.



A goiabeira possui elevado potencial de multiplicagdo tanto via sexuada como
assexuada. A propagacdo sexuada aumenta a longevidade do pomar, porém provoca
atraso na frutificacdo e eleva o porte da planta dificultando os tratos culturais. A
propagacdo assexuada é a mais empregada nos cultivos comerciais, pois confere
precocidade a producdo de frutos, bem como a obtencdo de pomares homogéneos, sendo
a estaquia 0 método mais utilizado atualmente (GONZAGA NETO et al., 1994;
PEREIRA e NACHTIGAL, 2009).

A época da frutificacdo em goiabeiras varia de acordo com a cultivar, iniciando
geralmente no segundo ou terceiro ano ap6s o plantio definitivo em campo
(CRISOSTOMI & NAUMOV, 2009). A frutificacdo pode ser induzida através de podas
programadas e irrigagdo, permitindo ao produtor a comercializagdo de frutos na
entressafra. Pomares bem conduzidos podem produzir até 40 toneladas por hectare ou
600 a 800 frutos por planta adulta (OLIVEIRA et al., 2012).

2.1.5. Caracteristicas nutricionais dos frutos

Dentre as fruteiras tropicais, a goiabeira se destaca pela producéo de frutos de
excelente qualidade, elevado valor nutritivo e polpa de excelente qualidade, aliado as
propriedades organolépticas e ao alto rendimento por hectare (MANICA et al., 2000). Os
frutos contem fibras, agUcares totais, vitamina A, vitamina C (&cido ascorbico), vitaminas
do complexo B, vitamina E, calcio, zinco, fésforo, selénio, cobre, magnésio, acido folico,
ferro, niacina, tiamina, 3-caroteno e licopeno 5, este Ultimo um carotendide antioxidante
que auxilia no combate as doengas degenerativas (CHOUDHURY et al., 2001; SHAMI
E MOREIRA, 2004; PIEDADE NETO et al., 2003). Segundo Dantas et al. (1999) e
Pommer e Murakami (2009), os teores de vitamina C em frutos sdo superiores aos

detectados em frutas citricas. Adicionalmente aos componentes nutricionais, frutos de



goiaba apresentam baixo teor caldrico, ou seja, cerca de 50 calorias por 100g de fruto
(PIEDADE NETO et al., 2003).
2.1.6. Cultivares Comerciais

H& uma grande variabilidade genotipica em goiabeiras cultivadas no Brasil. Em
um passado recente, o cultivo de mudas propagadas por semente contribuiu para a ampla
heterogeneidade dos frutos produzidos (COSTA e PACOVA, 2003). Esta
heterogeneidade confere sensivel variabilidade entre plantas cultivadas em um mesmo
pomar, as quais diferem entre si quanto ao formato da copa, produtividade, época da
maturacdo e colheita, nimero, tamanho e formato de frutos, bem como coloracdo da
polpa, caracteristicas fisico-quimicas e caracteristicas organolépticas (CAVALINI e
JACOMINO, 2011).

O mercado de frutas “in natura” obedece ao padréo de exigéncia dos mercados
interno e externo. O mercado nacional tem preferéncia por frutos com polpa de coloracao
avermelhada, enquanto o internacional prefere frutos com polpa de coloracdo branca
(ARRUDA e JACOMINO, 2011).

As diversas cultivares comerciais de goiaba podem ser classificadas em dois
grandes grupos, as de polpa vermelha e as de polpa branca. Dentre as goiabas de polpa
vermelha tém-se as cultivares Paluma, Rica, Pedro Sato, as cultivares Ogawa n°2 a n° 5,
IAC 3, IAC 4, Sassaoka, Kumagai e Século XXI. As cultivares de polpa branca séo lwao,
Kumagai, Ogawa n°1 e White Selection of Florida (PEREIRA e NACHTIGAL, 2002;
PEREIRA et al., 2003, GONZAGA NETO, 2007).

2.1.6.1. Cultivar Cortibel

Goiabeiras cv. Cortibel, provavelmente de origem australiana, foram cultivadas

comercialmente no Brasil em 1990 no municipio de Santa Tereza, estado do Espirito

Santo, através de propagacao seminal. Atualmente, essa cultivar é propagada por estacas



semi-herbaceas oriundas de matrizes de elevada produtividade, o que tem reduzido
fortemente a variabilidade genética nos pomares (COSTA e PACOVA, 2003).

A cultivar Cortibel RM é cultivada em diversas regides do Brasil, produzindo
frutos para mesa e inddstria. Esta cultivar apresenta como caracteristicas frutos de textura
rugosa média, polpa vermelha, resistentes ao psilidio e a doengas como bacteriose e
ferrugem, além de apresentar um tempo pos-colheita maior (FRUCAFE, 2016).

2.1.7. Importancia econdmica e producdo mundial da goiaba

A produgdo de goiaba no Brasil teve grande impulso na década de 1970, quando
grandes areas tecnificadas foram implantadas e a producéao direcionada para o mercado
nacional e internacional, tanto na forma in natura, quanto industrializada (doces, sucos e
desidratada) (CHOUDHURY et al., 2001).

Segundo Kavati (1997), para o mercado de frutas in natura, frutos maiores sao
mais valorizados enquanto que frutos de tamanho médio s&o preferidos para 0 mercado
industrial (CHITARRA et al., 1981).

Os maiores produtores mundiais de goiaba s&o a india, o Paquist&o, o Brasil, 0
Egito, a Venezuela, os Estados Unidos, a Africa do Sul, o México, a Australia e 0 Quénia.
A exportacdo brasileira de goiabas e de seus derivados sempre ocorreu em pequenas
quantidades, principalmente para Franga, Alemanha, Estados Unidos, Argentina,
Paraguai e Bolivia (PEREIRA, 1995; ZAMBAO e BELLINTANI NETO, 1998).

Segundo o Anuério da Agricultura Brasileira (AGRIANUAL, 2012), a area de
cultivo de goiabeiras na safra 2012 no Brasil foi de 15.171 ha, com produgéo de 345.332
toneladas e uma rentabilidade econémica de 331.877 milhdes de reais. As regides
brasileiras com maior area cultivada e producdo de goiaba em ordem decrescente sdo:

nordeste, sudeste, norte e centro-oeste (Figura 1).
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Figura 1. Area plantada (% em ha/regido) e producio de goiaba (mil toneladas) em
diferentes regides brasileiras em 2012 (Fonte: AGRIANUAL, 2012).
2.2. Pragas e doencas da goiabeira

Vaérios fatores estdo associados com perdas qualitativas e quantitativas de goiabas
tanto no campo quanto em pos-colheita. Diferentes insetos-pragas e acaros podem afetar
a cultura da goiabeira ao longo de seu desenvolvimento, provocando danos em diferentes
partes da planta. Adicionalmente, doencas bioticas e abitticas também levam a perdas de
producdo, causando alteracdes fisiologicas e morfologicas nas plantas e nos frutos
(VENTURA e COSTA, 2003).

Folhas de goiabeiras sdo afetadas principalmente por insetos e acaros, enquanto
que brocas danificam ramos e troncos, e frutos sofrem acéo, principalmente, de gorgulhos
e moscas (FANTON e MARTINS, 2003).

Estresses bioticos também séo causados por fungos, bactérias, nematoides e virus,
destacando-se doengas flangicas como a Antracnose causada por Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. 1884, Ferrugem por Puccinia psidii G. Winter

1884, Podridao-Parda por Dothiorella dominicana Petr. & Cif., 1930, Podrid&o-de-frutos



por Guignardia psidii Ullasa & Rawal, 1984 e outras podriddes de frutos causadas por
Phoma psidii Henn. 1908, Macrophoma sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Rhizopus
sp. e Phytophthora sp. Como bacterioses da goiabeira tem-se a Seca bacteriana ou
Bacteriose causada por Erwinia psidii (RODRIGUES NETO et. al. 1987) e a Murcha
Bacteriana por Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al. 1996. Dentre as
viroses da goiabeira destaca-se 0 mosaico amarelo das folhas, causado por um
Caulimovirus (JUNQUEIRA et al., 2001).
2.2.1. Nematoides parasitas da goiabeira

A goiabeira por ser uma cultura perene, permanece no campo por muitos anos,

possibilitando assim o aumento populacional continuo de fitonematoides através de

varios ciclos de vida num mesmo ano (BRUCKNER, 2002).

Em areas infestadas, as plantas atacadas exibem sintomas reflexos como
amarelecimento e forte bronzeamento de bordos de folhas e ramos, seguidos de
amarelecimento completo das folhas e intensa desfolha. Em raizes ha formacdao de galhas
radiculares de dimensdes variadas, associadas a necroses e reducdo no numero de

radicelas (SILVA e OLIVEIRA, 2010).

Em associacdo ao sistema radicular de goiabeiras no Brasil foram relatados
Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949, M. enterolobii Yang &
Eisenback, 1983, Dolichodorus sp., Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira 1940,
Helicotylenchus dihystera (Cobb, 1893) Sher, 1961, Hemicycliophora sp., Hoplolaimus
sp., Pratylenchus sp. e Xiphinema sp., com destaque para M. enterolobii (MOREIRA et

al., 2001).
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2.2.2. Nematoide das galhas radiculares

2.2.2.1. Classificagéo e caracteristicas gerais

O nematoide das galhas radiculares pertence ao género Meloidogyne Goeldi,
1892. A palavra Meloidogyne ¢ originaria do grego ¢ significa “fémea em forma de
mag¢a”. As fémeas apresentam corpo globoso, periforme ou em forma de saco, sendo
imoéveis. E um grupo polifago e economicamente importante, composto por espécies
endoparasitas sedentarias adaptadas a diferentes ambientes, sendo algumas mundialmente
disseminadas. Esses nematoides se reproduzem e se alimentam de células vegetais
modificadas dentro de raizes de plantas, onde induzem a formacao de galhas (MOENS et
al., 2009). O parasitismo desses fitonematoides causa substancial reducdo na qualidade e
produtividade das culturas de importancia agricola, trazendo sérios prejuizos a agricultura
(BRITO et al., 2004).

O nematoide das galhas apresenta dimorfismo sexual acentuado, com fémeas
sedentarias de corpo dilatado, enquanto os machos sdo vermiformes. Quando presentes,
0s machos ndo se alimentam, apresentando funcdo de copula em espécies anfimiticas
(FERRAZ & MONTEIRO, 2011). A mudanca de forma nos machos (periforme para
adulto vermiforme) ocorre durante o quarto estadio juvenil (J4) (EISENBACK &
TRIANTAPHYLLOU, 1991). A maioria das espécies de Meloidogyne séo
partenogenéticas. Algumas se reproduzem por partenogénese meiotica facultativa ou
anfimixia, mas as espécies de maior importancia econdmica possuem modo de
reproducdo partenogenético mitético obrigatério como M. javanica (Treub, 1885)
Chitwood, 1949; M. incognita e M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949
(CASTAGNONE-SERENO, 2006).

Em classificagcdo proposta por De Ley e Blaxter (2002), Meloidogyne spp. estéo

posicionados dentro das seguintes categorias taxondmicas: Reino Animalia, Filo
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Nematoda Potts, 1932; Classe Chromadorea Inglis, 1983; Subclasse Chromadoria Pearse,
1942; Ordem Rhabditida Chitwood, 1933; Subordem Tylenchina Thorne, 1949;
Infraordem Tylenchomorpha De Ley e Blaxter, 2002; Superfamilia Tylenchoidea Orley,
1880; Familia Meloidogynidae Skarbilovich, 1959; Subfamilia Meloidogyninae
Skarbilovich, 1959; Género Meloidogyne Goldi, 1892.

2.2.2.2. Ciclo de vida de Meloidogyne spp.

A fémea madura deposita 0s ovos em um saco, constituido por uma matriz
gelatinosa produzida por glandulas retais (BIRD e ROGERS, 1965). No interior dos ovos,
a embriogénese leva ao desenvolvimento dos juvenis de primeiro estadio, que ao passar
por uma ecdise se desenvolvem em juvenis de segundo estadio (J2). Sob condicdes
favoraveis de umidade, temperatura e disponibilidade de oxigénio, os J2 eclodem e
localizam as raizes de plantas hospedeiras (GOODELL e FERRIS, 1989).
Posteriormente, os J2 invadem a ponta das raizes ou locais de ramificacdo de raizes e
migram intercelularmente atraveés do cortex. Quando alcancam a endoderme os J2
tornam-se sedentarios e induzem mudancas profundas no tecido hospedeiro (WYSS et
al., 1992). Em hospedeiros suscetiveis, até seis células do parénquima vascular sdo
transformadas em células nutridoras, que constituem o sitio de alimentacdo dos
nematoides e Unica fonte de alimentacdo para o resto do seu ciclo de vida (PERRY et al.,
2009). O inicio da alimentacao dos J2 em células do protoxilema e protofloema induzem
a diferenciacdo dessas células em células especializadas, chamadas células gigantes
multinucleadas (MOENS et al., 2009). Uma vez que as células gigantes sdo iniciadas, 0
nematoide torna-se sedentario e ocorre entdo a segunda (J2 > J3), a terceira (J3 > J4) e a
quarta ecdises (J4 > fémea jovem) (EISENBACK e TRIANTAPHYLLOU, 1991). Os
machos retornam ao formato vermiforme, recuperando a mobilidade e deixando as raizes,

enquanto que as fémeas permanecem sedentarias e imoveis (ELLING, 2013). Células
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vizinhas ao sitio de alimentacdo sofrem hiperplasia, resultando na formacdo da galha
radicular (EISENBACK e TRIANTAPHYLLOU, 1991). A formacdo de galhas
radiculares pode variar entre as espécies de Meloidogyne e as plantas hospedeiras.

Em condi¢des ambientais favoraveis ha a formacao preferencial de fémeas, porém
machos sdo formados em condi¢des ambientais desfavoréveis ou devido a elevada
populacdo de nematoides na raiz ou a resisténcia da planta hospedeira. Juvenis que
levariam & formag&o de fémeas tem o seu primordio sexual transformado em testiculos
em vez de ovarios (FREITAS et al., 2006).

As fémeas produzem ovos por trés semanas, depois cessam a producéo, podendo
viver um pouco mais. O ciclo de vida do nematoide das galhas é fortemente afetado pela
temperatura, umidade e planta hospedeira. Os machos vivem semanas e 0s J2 podem viver
por periodos que variam de dias a meses (TAYLOR e SASSER, 1983).

Na fase adulta, fémeas de Meloidogyne completam o ciclo de vida com a
deposicao dos ovos em massa gelatinosa. A duragdo dessa fase € muito influenciada pela
temperatura e espécie do nematoide das galhas. Temperaturas 6timas geralmente variam
de 15 a 25°C para M. hapla Chitwood, 1949, e 25-30°C para M. incognita e M. javanica.
Existe pouca atividade para qualquer espécie de Meloidogyne acima de 40° C ou abaixo
de 5°C (PINHEIRO et al., 2014).

Westerich (2011) demonstrou que a partir de 24 dias ap6s a inoculacdo, a 26 °C,
é possivel encontrar no sistema radicular de plantas infectadas todos os estadios do ciclo
de vida de M. enterolobii e M. javanica.

O parasitismo de Meloidogyne spp. em plantas envolve a formagéo de pequenos
ferimentos nas raizes e supressdo do sistema de defesa das plantas, facilitando a infecgdo
por outros organismos como fungos e bactérias (NUNES et al., 2011). Assim, os efeitos

dos nematoides das galhas em plantas cultivadas envolvem redugdo na producéo e na
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qualidade de alimentos para uma grande variedade de culturas economicamente
importantes (CASTAGNONE-SERENO, 2002).

Meloidogyne spp. podem afetar seriamente vérias culturas tanto em quantidade
como em qualidade de producdo. No geral, esses nematoides ocorrem em diversos tipos
de solo, mas sua associacao as culturas € evidente em solos arenosos (WESEMAEL et
al., 2011). O circulo de hospedeiras inclui hortalicas, ornamentais, fruteiras, culturas
anuais, plantas nativas e plantas invasoras (CORDEIRO et al., 2014; PONTE et al., 1977;
PONTE et al., 1996a; MOENS et al, 2009).

2.2.2.3. Técnicas utilizadas na identificacdo de Meloidogyne spp.

Diferentes técnicas podem ser utilizadas na identificacdo de espécies de
Meloidogyne. Dentre os métodos empregados na diagnose de Meloidogyne spp.,
destacam-se: a configuracdo perineal de fémeas, a morfologia da regido anterior e do
estilete de machos, fémeas e juvenis de segundo estadio (J2), caracteristicas citogenéticas
e sobretudo identificacdo bioquimica e molecular (EISENBACK e HUNT, 2009) Os
padrdes perineais quando usados isoladamente na identificacdo de espécies sdo subjetivos
e pouco precisos, sendo Uteis como métodos complementares a serem utilizados
juntamente com a caracterizacdo enzimatica e/ou molecular (CARNEIRO et al., 2004,
CARNEIRO e COFCEWICZ, 2008). As espécies de Meloidogyne podem ser
diferenciadas por meio de marcadores enzimaticos, sobretudo as esterases (EST) e malato
desidrogenases (MDH) (ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1985; CARNEIRO et
al., 2000).

Para a identificacdo de racas fisiologicas em espécies do género Meloidogyne é
utilizado o teste de hospedeiros diferenciadores estabelecidos na Carolina do Norte
(HARTMAN e SASSER, 1985) e as variag0es intraespecifica podem ser encontradas em

populacdes de campo frequentemente. Ainda que a caracterizacgao das principais espécies
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de Meloidogyne tenha sido alcangada por meio de isoenzimas, essa técnica ndo pode
distinguir facilmente racas de uma mesma espécie (JANATI et al., 1982) e somente as
fémeas sdo utilizadas para a identificacdo de espécies (SALGADO et al., 2011). Dentre
as técnicas moleculares e de deteccdo rapida relatadas em literatura, constam aquelas
baseadas no sequenciamento e analise por homologia do DNA mitocondrial (mtDNA)
(BLOK et al., 2002; BRITO et al. 2004; TIGANO et al., 2005; XU et al., 2004; ZHUO
et al., 2010), DNA ribossomal (rDNA) e DNA de regies intergénicas (IGS) (BLOK, et
al., 1997; ADAM, et al., 2007). A identificacdo pode ser realizada também por
marcadores moleculares especificos via reacdo em cadeia da enzima Taq DNA
polimerase (PCR) usando marcadores moleculares espécie-especificos. Marcadores
SCAR espécie-especificos tém sido desenvolvidos para diferentes espécies de
Meloidogyne (ZIJLSTRA et al., 2000; RANDIG et al., 2002; RANDIG et al., 2009;
TIGANO et al., 2010) e utilizados separadamente ou em conjunto em reac¢des duplex ou
multiplex-PCR (RANDIG et al., 2004; Hu et al., 2011).
2.2.2.4. Meloidogyne enterolobii

Meloidogyne enterolobii foi descrito pela primeira vez por Yang & Eisenback
(1983) em raizes de Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong na ilha de Hainan,
China. Em 2012, Karssen e colaboradores relataram M. enterolobii como sinénimo de M.
mayaguensis, espécie descrita em 1988 por Rammah e Hirschmann em raizes de berinjela
(Solanum melongena L.) em Porto Rico.

Meloidogyne enterolobii é referido como espécie altamente agressiva,
apresentando elevado indice de infeccdo em raizes de plantas hospedeiras e induzindo
galhas mais severas do que outras especies do género Meloidogyne (CASTAGNONE-

SERENO, 2012). Em tomateiros as perdas podem ser superiores a 65% da producao
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(CETINTAS et al., 2007) e em éreas altamente infestadas, o cultivo de goiabeiras pode
se tornar inviavel (CARNEIRO et al., 2007).

Meloidogyne enterolobii € considerado um patogeno de ampla distribuicdo
geografica, tendo sido relatado na Africa, nas Américas do Sul e Central, Caribe e Asia
(CASTAGNONE-SERENO, 2012) e Estados Unidos da América do Norte (BRITO et al.
2004).

Devido a sua polifagia e distribuicdo cosmopolita, M. enterolobii é considerado
um patégeno emergente, ou seja, de importancia econdmica crescente na agricultura
mundial. A goiabeira é uma das principais plantas hospedeiras de M. enterolobii e este
um dos patdgenos mais importantes da cultura da goiaba (BLOK e POWERS, 2009).

No Brasil, o nematoide M. enterolobii foi relatado em diferentes estados
produtores de goiaba como Alagoas (CASTRO e SANTANA, 2010), Bahia e
Pernambuco (CARNEIRO et al., 2001), Ceara (TORRES et al., 2004), Espirito Santo
(LIMA etal., 2007), Goias (CARNEIRO et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2009), Maranhéo
(SILVA et al., 2008), Mato Grosso do Sul (ASMUS et al., 2007; REIS et al., 2011),
Minas Gerais (SILVA e OLIVEIRA, 2010; NEVES e MONTEIRO, 2010; ALMEIDA e
SANTOS, 2011), Paraiba (GOMES et al., 2007), Parana (CARNEIRO et al., 2006),
Pernambuco, Piaui (SILVA et al., 2006), Rio Grande do Norte (TORRES et al., 2005),
Rio Grande do Sul (GOMES et al., 2008b), Rio de Janeiro (LIMA et al., 2003; SOUZA
etal., 2006); S&o Paulo (ALMEIDA et al., 2006) e Tocantins (CHARCHAR et al., 2009).

Meloidogyne enterolobii apresenta os seguintes fendtipos de isoenzimas: de
esterase (EST) - M2, malato desidrogenase (MDH) - N3, superoxido dismutase (SOD) -
N2, e glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT) - N3. A identificacdo da espécie
também pode ser feita por caracteres morfologicos (ESBENSHADE e

TRIANTAPHYLLOU, 1985; HIRCHMANN, 1985; JEPSON, 1987; KARSSEN, 2002;
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BRITO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007); e marcadores moleculares espécie-
especificos (TIGANO et al., 2010).

Em diversas cultivares de goiaba o parasitismo por esse nematoide esté associado
a um declinio generalizado da planta que contribui para forte reducdo de producéo e até
morte de plantas adultas. Como sintomas diretos tem-se galhas e apodrecimento de raizes,
além de sintomas reflexos na parte aérea como bronzeamento, amarelecimento, queima
dos bordos e queda precoce das folhas, aliados a alteraces fisioldgicas e predisposi¢cdo
da planta a patégenos secundarios (SOUSA et al., 2006; GOMES, 2007). Meloidogyne
enterolobii infecta o sistema radicular como um todo, desde as radicelas superficiais até
as mais lignificadas, que costumam estar a mais de 50 cm de profundidade (CARNEIRO
etal., 2001). Nas raizes, ha a formacdo de um elevado nimero de galhas e necroses, além
de reducéo de raizes secundarias. A associacdo de M. enterolobii com F. solani (patégeno
secundario) causa sintomas mais severos em goiabeiras do que a acdo individual desses
agentes. Quando associado ao nematoide, F. solani causa a obstru¢do de vasos
condutores, a alteracdo no padrao de absorcdo e/ou translocacdo de agua e de nutrientes
e a morte de plantas em periodo de tempo mais curto (MELAKEBERHAN e WEBSTER,
1993). A producéo por planta sofre uma acentuada reducdo devido a formacéo de frutos

menores com amadurecimento precoce.

2.3. Controle de Fitonematoides
O dificil controle de nematoides em campo, mesmo com a aplicacao de moléculas
quimicas, as quais sdo danosas ao meio ambiente, enfatiza a necessidade do estudo de
métodos alternativos de controle, os quais contribuam para a sustentabilidade da
agricultura com menor dano possivel ao meio ambiente (HALBRENDT e LAMONDIA,

2004).
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Produtores de diversas culturas econdmicas em todo o mundo estdo usando
estratégias de manejo integrado para o controle de nematoides de galhas. Com isso, 0 uso
de nematicidas sintéticos no manejo de nematoides tem sido reduzido em varios paises.

Entre outras causas, a utilizag&o de nematicidas em agricultura esbarra na elevacéo
dos custos de producdo, contaminacdo ambiental e animal e perda de eficicia com o uso
prolongado de uma mesma molécula quimica. Contribuem para a perda da eficicia em
campo o desenvolvimento de populacdo resistente do nematoide, aliada a selecdo e
aumento populacional da microbiota do solo compativel ao produto (CIANCIO e
MUKERIJI, 2010).

Quanto a rotacdo de culturas, diversas espécies vegetais ja foram indicadas com o
objetivo de controlar nematoides, incluindo algumas espécies de gramineas, cruciferas,
leguminosas de adubacdo verde, entre outras (WHITEHEAD, 1998). Espécies de
crotaléria (Crotalaria juncea L., C. spectablis Roth, C. ocrhroleuca G. Don.) podem atuar
como plantas-armadilhas, permitindo a penetracdo do nematoide nas raizes, mas
impedindo a sua reproducdo. Espécies de cravo-de-defunto (Tagetes minuta L., T. patula
L.) sdo conhecidas como plantas antagonistas, por produzirem compostos nematotdxicos
conhecidos como oa-tertienil, o qual impossibilita a alimentacdo dos nematoides nas raizes
(FERRAZ et al., 2010). Apesar das dificuldades intrinsecas relacionadas & rotacéo de
culturas envolvendo plantas perenes, como a goiabeira, o plantio de Crotalaria spectablis
nas entrelinhas da cultura pode contribuir para a reducéo da populacéo de M. enterolobii,
por se tratar de uma planta que n&o permite a reproducio da nematoide (GUIMARAES
et al., 2003).

2.3.1. Composi¢do quimica e organica da manipueira
O processamento de raizes de mandioca em escala industrial € realizado visando

a extracdo de amido ou producéo de farinha (LEONEL et al., 1998). Nesse processo, as
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raizes de mandioca sdo fracionadas em pedagos pequenos e posteriormente prensadas.
Assim, os glicosideos cianogénicos, encontrados no interior das células, sdo liberados na
suspensdo e hidrolisados. O produto final, da reacdo de hidrolise, tem como formacéo
cianeto e &cido cianidrico, compostos altamente tdxicos que passam a fazer parte do
liquido residual das fecularias. Dessa maneira, resulta em um liquido residual que fica

armazenada em tanques de decantagdo até a sua liberacao final (AMARAL et al., 2007).

O controle alternativo de nematoides é realizado mediante a aplicacdo de residuos
e subprodutos organicos em areas cultivadas e infestadas por nematoides fitoparasitas.
Manipueira € um residuo liquido de aspecto leitoso e cor amarelo—clara, formado pela
lavagem e prensagem de raizes de mandioca (Manihot esculenta Crantz), podendo ser

obtido de forma artesanal ou industrial.

As caracteristicas quimicas e organicas da manipueira viabilizam a sua utilizacdo
na agricultura para diferentes fins (PONTE e FRANCO, 1981; PONTE et al., 1987;
VIEITES e BRINHOLI, 1995). Em sua composi¢cdo sdo encontrados macro e
micronutrientes, além dos glicosideos cianogénicos, linamarina (98%) e lotaustralina
(2%), sendo que linamarina quando hidrolisada libera o gas cianeto, toxico a organismos

eucarioticos (WOSIACKI et al., 1994; MAGALHAES et al., 2000; PONTE, 2001).

Segundo Ponte e Franco (1983), a manipueira pode ser armazenada em recipiente
fechado por um periodo maximo de 72 horas a temperatura ambiente (25-32°C), sem
perda de sua acdo nematicida. A partir do quarto dia, o processo de fermentacdo da
manipueira vai reduzindo gradativamente os teores de compostos cianogénicos (MELO,

1999) e, por conseguinte, a sua toxicidade.

Quando o processamento das raizes de mandioca é grande, os subprodutos podem

apresentar problemas de manejo e solucdes devem ser encontradas. J& a utilizagdo
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industrial causa sérios problemas ambientais, pois mesmo as pequenas unidades fabris,
como as casas de farinha, podem gerar quantidades significativas de residuos

(FIORETTO, 2001).

A manipueira gerada, na maioria das industrias, tem como destino lagoas de
estabilizacdo, onde sofre fotodecomposicdo, precipitacdo e atividade microbiana local
reduzindo o potencial poluidor da mesma. Entretanto, esse residuo costuma ser despejado
diretamente nos corpos hidricos e no proprio ambiente circundante a industria sem

nenhum tratamento prévio (CAMILLI, 2007).

A demanda quimica de oxigénio (DQO) e a demanda bioquimica de oxigénio
(DBO) indicam a elevada carga organica desse efluente. Os valores elevados de DBO e
DQO alteram a capacidade de autodepuracgdo de fontes de 4gua, bem como a eutrofizagédo
do meio pelo excesso de nutrientes (WOSIACKI e CEREDA, 2002; SANTOS, 2008). De
acordo com Mota (1995), DBO e DQO séo indicativos da quantidade de oxigénio
necessaria, em meio aquatico, a respiracdo de microrganismos aerobicos essenciais ao
consumo de toda a matéria organica introduzida no meio, ou seja, quanto maior a carga

organica presente no efluente, maiores sdo os valores de DQO e DBO.

Segundo Hess (1962), uma tonelada de mandioca produz cerca de 300 L de
manipueira que, quando depositada em lagoas de estabilizacéo, forma verdadeiros lagos.
Dessa forma, uma fecularia que utilize uma tonelada de raizes de mandioca/dia equivale
a poluicdo ocasionada por 200-300 habitantes/dia.

O nivel de glicosideos cianogénicos, presentes na raiz da mandioca, determina a
diferenga entre as variedades de maior toxicidade, conhecidas como amargas ou bravas e
as variedades menos toxicas sdo chamadas de mansas ou doces (CONCEICAO, 1981).
De acordo com Sanchez (2004), as variedades de mandioca podem ser classificadas

quanto ao teor de HCN na raiz como: doces ou mansas, com teor abaixo de 180 mg kg™
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de HCN (em base Umida); intermediarias, com teores entre 180-300 mg kg*; e amargas

ou bravas, com teor maior que 300 mg kg™

Para a eliminacéo total ou parcial do contetdo de HCN da mandioca, podem ser
utilizados diversos procedimentos, tais como a desidratacao artificial com temperaturas
superiores a 40 °C, a coccdo (fervura) em agua ou a desidratacdo por radiacdo solar

(CONCEICAO, 1981).

Os glicosideos cianogénicos, conhecidos como linamarina (B-glicosideo de
acetonacianidrina) e lotaustralina (B-glicosideo de etil-metil-cetona-cianidrina), apos
ruptura da estrutura celular da raiz, entram em contato com enzimas hidroliticas como
linamarase, as quais promovem a formacdo de &cido cianidrico (HCN), que é bastante
toxico e cuja ingestdo ou mesmo inalacdo representa sério perigo a salde, podendo

ocorrer casos extremos de envenenamento (CAGNON et al., 2002).

De acordo com Cereda (2002), a liberacdo de ions cianeto ocorre sempre que 0s
tecidos vegetais da mandioca sofrem ferimentos ou dilaceragdo. A linamarina, quando
hidrolisada por uma B-glicosidase (linamarase), € separada do glicosideo no tecido
intacto, por ser localizada em lugar distinto da célula. A clivagem produz glicose e a-
hidroxinitrilas. Esta Gltima, quando catalisada por uma hidroxinitrila-liase, transforma-se
espontaneamente em HCN e nas cetonas correspondentes. Esse processo é chamado de

cianogénese (Figura 3).

21



CH,OH CN

CN
- Y linamarase
o O—C—CHs + H0 HO —C—CH3
VOH ‘ “ |
HsC glicose CHj
OH acetona
cianoidrina
HO
linamarina
pHs 3,5 -6,0
CN hidroxinitriloliase
’ temperatura < 65° C
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CHj pH > 4,0
cianoidrina acetona

Fonte: McMahon et al., 1995.
Figura 2: Hidrolise enzimética da linamarina — cianogénese

Segundo Fioretto (1985), quando a planta sofre algum tipo de lesdo pode
desencadear, através de enzimas, a liberacéo de acido cianidrico (HCN), como prote¢édo
contra a acdo de microrganismos patogénicos. O HCN atua na cadeia de transporte de
elétrons, impedindo a passagem de oxigénio na célula e o processo de respiracdo celular
que ocorre nas mitocondrias. O ion cianeto se ligam ao ion Fe3* da enzima citocromo ¢
oxidase, inibindo o transporte de oxigénio para o aceptor final da cadeia respiratéria e,
como consequéncia, inibe a geracdo de energia as células (ATP). fons cianeto se ligam
também a anidrase carbbnica, promovendo acidose metabdlica e contribuindo também
para o processo toxicolégico.

Considera-se como dose letal 1 mg HCN/Kg de peso vivo, para intoxicagao
humana, provocando parada respiratoria. Por ndo ser cumulativo no organismo, o cianeto
é eliminado, caso esta dose letal ndo seja alcangada (OKE, 1969). Porém, a variacéo de

teor de acido cianidrico depende da variedade de mandioca e de fatores como clima, solo
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e préaticas culturais (FIORETTO, 1985). Valores de 30 a 150 ppm de acido cianidrico, em
raizes de mandioca, sdo suficientes para causar morte em seres humanos (CEREDA,
2001; LIMA, 2001).

Segundo Chisté e Cohen (2011), os teores de cianeto total em manipueira recém
coletada reduzem sensivelmente com o tempo de armazenamento (0 a 72 horas). No
entanto, os teores de CN™ aumentam ap0s 24 horas de armazenamento. Esta constatacéo
pode ser explicada devido a hidrolise de HCN e consequente liberacdo de CN™. Com a
completa hidrélise de HCN ocorrida nas primeiras 24 horas de armazenamento, os teores
de CN" reduzem drasticamente em 48 e 72 horas devido a sua volatilidade.

2.3.2. Aplicagdes da Manipueira na agricultura

Vaérios relatos vislumbram a aplicacdo de manipueira em agricultura para
diferentes fins. O controle de insetos-praga com manipueira foi relatado por Gonzaga et
al. (2008) para o controle do pulgéo Toxoptera citricida Kirkaldi 1907; por Mendes et al.
(2007) para o controle de tripes (Enneothrips flavens Moulton, 1941); por FARIAS et al.
(2007) para o controle de formigas cortadeiras; por PRATIS et al. (2013) no controle da

cochonilha-da-raiz da mandioca (Dysmicoccus sp.).

O controle de plantas daninhas com manipueira foi relatado por Fioretto (1988) e
Araujo et al. (2011). Além de fungos fitopatogénicos como o oidio (Oidium sp.) da
cirigueleira (Spondias purpurea L.) (FREIRE, 2001); oidio do urucum (Bixa orellana L.)
(SANTOS e PONTE, 1993), e do fungo causador da mancha do amendoim (Arachis
hipogea L.) (Mycosphaerella arachidicola W.A. Jenkins, 1938) (GOES e PONTE,

2002).

A manipueira foi testada também na alimentacdo animal contribuindo para a
melhoria da dieta de ovinos (ALMEIDA et al., 2009; SANTANA NETO, 2013), como

substrato para crescimento de microrganismos, objetivando a produgdo de
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biossurfactantes (BARROS et al., 2008; OLIVEIRA, 2014; LIMA et al., 2015), como
biofertilizante, tendo melhorado o desenvolvimento de plantas de quiabo (Abelmoschus
esculentus L. Moench) tratadas via foliar (ARAGAO e PONTE, 1995) e de plantas de
sorgo (Sorghum bicolor L.) (SILVA et al., 2004) e alface (Lactuca sativa L) (SANTOS

et al. 2010), quando aplicada via solo.
2.3.2.1. Manipueira no controle de nematoides fitoparasitas

O primeiro relato da forte acdo nematicida de manipueira extraida manualmente
de raizes de cultivares de mandioca brava, foi realizada por Ponte et al. (1979) no controle
de M. javanica e M. incognita. Desde entdo, varios testes com manipueira tem sido
realizados objetivando o controle dos fitonematoides no Brasil (PONTE e FRANCO,
1981; PONTE et al., 1987; SENA e PONTE, 1992; PONTE et al., 1996b).

Baldin et al. (2012) relataram reducgdo de J2 e ovos de M. incognita em raizes de
cenoura e no solo com aplicacdo de manipueira. No entanto, a cenoura produzida em
tratamentos com manipueira ndo atendeu as exigéncias de mercado. Em tomateiro, as
concentracdes de manipueira a 25% e 50% foram as mais efetivas no controle de M.
incognita (NASU et al., 2010; NASU et al., 2015). Na cultura do figo dosagens de
manipueira a 25% e 50% provocaram reducdo do numero de J2/100cc de solo,
diminuindo assim a populacdo de M. incognita (FORMENTINI, 2009).

Barbosa et al. (2010a), avaliaram o efeito in vitro de manipueira no controle do
nematoide Scutellonema bradys (Steiner & Le Hew, 1933) Andrassy, 1958, agente causal
da casca preta do inhame (Dioscorea spp.), em diferentes concentracGes. Foi observado
que a concentragdo mais efetiva para inibir a eclosdo de J2, a mobilidade e redugéo da

populacgéo de S. bradys foi manipueira a 60%.
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2.3.3. Controle Bioldgico

O termo controle bioldgico, pode ser descrito como a influéncia de um organismo,
0 antagonista, sobre 0 outro, 0 patdgeno, causando uma diminuicdo da quantidade de
indculo ou dos efeitos provocados por esse ultimo em determinada planta hospedeira
(MONTEIRO, 2002). Na tentativa de reduzir a populacdo de nematoides fitoparasitas
abaixo do nivel de dano econémico, varios métodos de controle tém sido pesquisados,
dentre eles o controle bioldgico (SIKORA e FERNANDEZ, 2004). De acordo com
Bridge (1996), o controle biolégico pode ser promovido, mediante a introducdo de
microorganismos, ou estarem presentes naturalmente nos solos, neste caso, promovendo
um controle natural conhecido como supressividade. O biocontrole é, portanto, composto
por trés agentes: o patdgeno (que pode ser fungo, bactéria, virus, protozoarios, entre
outros), a planta hospedeira e o0 antagonista, estando esses trés componentes, sob

influéncia do meio ambiente (MARIANO et al., 2000).

O controle bioldgico tem-se apresentado como alternativa viavel para o0 manejo
de fitonematoides, por minimizar o dano ambiental e ser mais vantajoso economicamente,
comparado aos métodos quimicos convencionais (COIMBRA e CAMPOS, 2005).

Dentre 0s agentes de biocontrole de nematoides ja conhecidos, os mais
promissores incluem fungos e bactérias. Os fungos mais comumente, isolados de estadios
sedentarios de nematoides, incluem os dos géneros Acremonium, Fusarium, Gliocladium,
Nematophthora, Purpureocillium, Penicillium, Phoma, Pochonia e Trichoderma (CHEN
e DICKSON, 2004a).

A infecgdo do nematoide das galhas radiculares por fungos nemat6fagos envolve
a formacdo de apressorios por hifas quando essas encontram massas de ovos (MORTON
et al., 2004). Além da formagdo dos apressorios, ha também a producdo de toxinas,

importantes no parasitismo desses microrganismos, pois facilitam a infecgdo por
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debilitarem o hospedeiro. A combinagdo de enzimas liticas com compostos nematicidas
pode melhorar a eficécia dos agentes de biocontrole pelo aumento da permeabilidade da
cuticula dos nematoides e das massas de ovos (CURTIS et al., 2011).

Dentre as bactérias com potencial para o controle de fitonematoides destacam-se
as dos géneros Pasteuria, Pseudomonas e Bacillus. A maioria das bactérias nematéfagas,
exceto as parasitas obrigatorias, sdo sapréfitas que podem penetrar os nematoides e usa-
los como fonte de nutricdo (TIAN et al., 2007).

Espécies de Pasteuria sdo parasitas obrigatorias de nematoides. O processo de
interacdo dos enddsporos e os sitios especificos tem sido estudados principalmente entre
P. penetrans (Thorne) Sayre & Starr e 0s nematoides das galhas radiculares (BIRD e
BRISBANE, 1988; TIAN et al., 2007; DAVIES, 2009). J& os géneros Bacillus e
Pseudomonas pertencem ao grupo das bactérias saprofitas. Bacillus spp. produzem
proteases que destroem a cuticula dos nematoides, confirmando a atividade nematicida
(NIU et al., 2006). Algumas espécies de Pseudomonas, como P. fluorescens (Chao), sdo
capazes de destruir a massa gelatinosa de ovos de nematoides e também diminuir
significativamente a ecloséo de juvenis (TAVAKOL-NORABADI et al., 2014).

Essas bactérias podem colonizar a superficie das raizes de plantas, além de
produzir compostos nematicidas e enzimas hidroliticas como quitinases, proteases e
colagenases, o que pode afetar as interagdes entre 0os nematoides e as plantas (GOWEN
et al., 2008).

Atualmente, diversos produtos a base de diferentes microorganismos sao

comercializados no Brasil e no mundo no combate a fitonematoides (Tabela 1).
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Tabela 1. Produtos comerciais a base de agentes de biocontrole de doencas de plantas comercializados no Brasil e no mundo.

Nome do Produto

Principio ativo

Patdgenos visados

Modo de agdo

Comercializacao

Paecilomyces lilacinus

Meloidogyne, Radopholus
similis, Heterodera, Globodera,

Parasita ovos; esporos se aderem a
cuticula do nematoide, germinam,

BioAct WG Pratylenchus, Rotylenchulus penetram e colonizam o nematoide. Alemanha
- PL 25 . . . ,
reniformis, Tylenchulus Alimentando-se do contetdo do seu
semipenetrans corpo.
Biomyces Paecilomyces lilacinus ~ Nematoides de diversas culturas Né&o especificado Colémbia
. . I Meloidogyne, Radopholus, « - Colébmbia e
Biostat Paecilomyces lilacinus Pratylenchus e Scutellonema Né&o especificado Panama
Radopholus similis, Meloidogyne,
Paecilomyces lilacinus ~ Helicotylenchus, Pratylenchus, Parasita de nematoides (juvenis, .
MeloCon WG 251 Rotylenchulus reniformis, fémeas, ovos e cistos) Estados Unidos
Globodera e Heterodera
Nemakontrol Paecilomyces lilacinus Meloidogyne sp. Né&o especificado Peru
. I Parasita ovos, penetra e destrdi o
Paecilomyces lilacinus . x A L .
Nemat Pae 10 Meloidogyne sp. embrido, ataca fémeas sedentarias, Brasil
sdo colonizadas e mortas
Infecta ovos e fémeas dos
nematoides e produz enzimas liticas
que causam deformacao, destruicdo
Paecilomyces lilacinus Meloidogyne, Tylenchus, dos ovérios e reducdo da ecloséo. A
Nemata Colémbia

DSM 15169

Pratylenchus e Helicotylenchus

Produz também toxinas que afetam
0 sistema nervoso dos nematoides e
causam deformacéo dos estiletes
quando em pH ligeiramente acido.
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Comercializacao

Principio ativo

Patdgenos visados

Modo de acdo contra o patdgeno

Nome do Produto

Nemateam

Paecilomyces sp.

Nematoides em geral

Se reproduz dentro do nematoide,
causando a morte do hospedeiro.

Brasil

Nemout 0.65 WP

Arthrobotrys
oligospora e
Arthrobotrys
botryospora

Helicotylenchus, Meloidogyne,
Pratylenchus, Radopholus

Né&o especificado

Estados Unidos e
Costa Rica

Onix

Bacillus
methylotrophicus
SF267

Nematicida microbiolégico

Né&o especificado

Brasil

Paecil

Paecilomyces lilacinus
251

Meloidogyne, Helicotylenchus,
Radopholus similis, Globodera,
Pratylenchus, Rotylenchulus
reniformis e Nacobbus.

Parasita de nematoides (juvenis,
fémeas, ovos e cistos)

Australia

Brasil

Paecilomyces lilacinus

Nematoides em geral

Parasitismo e predacao

Paecilomyces JCO

Pochar

Pochonia sp. e
Arthrobotrys sp.

Meloidogyne, Heterodera e
Globodera

Né&o especificado

Italia

Quality (URM

Trichoderma
asperellum URM 5911

Patogenos de solo em soja, feijdo
e algodao

Parasita de nematoides (juvenis,
fémeas, ovos e cistos)

Brasil

5911)
Rizos (UFPEDA

Bacillus subtilis

Meloidogyne javanica,
Pratylenchus brachyurus

Interferem no ciclo reprodutivos, na

oviposicdo e eclosdo de juvenis

Brasil

764)
Rizotec Pc-10

Pochonia
chlamydosporia

Vérias espécies de nematoides

Mata fémeas e ovos no interior e
superficie das raizes

Brasil

(UFV)

Safelomyces WP

Paecilomyces lilacinus

Nematoides em geral e fungos
produtores de esclerodios

Produz antibioticos e enzimas
peptidicas e quitinoliticas

Colombia

Fonte: Adaptado de BETTIOL et al., 2012.
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Quando comparado com o controle quimico, o controle bioldgico se destaca por
ndo causar efeito danoso ao ambiente, ndo deixar residuos nos produtos colhidos e ndo
favorecer o surgimento de formas resistentes dos nematoides, evitando o desequilibrio da

biota do solo e o ressurgimento do patdgeno com maior severidade (SOARES, 2006).
2.3.3.1. Pochonia chlamydosporia como agente de controle bioldgico

Dentre os agentes de biocontrole de nematoides com potencial de uso em
agricultura, destaca-se o fungo Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & Gams 2000,
anteriormente conhecido como Verticillium chlamydosporium. Esse fungo parasita ovos
e fémeas de Meloidogyne spp. (KERRY, 2001), sendo considerado um bom competidor
saprofitico devido a producéo de conidios, micélios e clamidésporos (CRUMP e KERRY,
1981; KERRY et al.,1984) e um bom colonizador de raizes de plantas, promovendo o seu
desenvolvimento (HIDALGO-DTAZ et al., 2000; LOPEZ-LLORCA et al; 2002;

MONFORT et al., 2005).

Os clamidosporos de P. chlamydosporia atuam como estruturas de resisténcia e
sobrevivéncia, 0 que torna esse fungo mais resistente as condi¢fes adversas do ambiente
(NUNES, 2008; DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2008). Pochonia chlamydosporia
também utiliza a matéria organica do solo como fonte de nutrientes, além de parasitar
0vos ndo associados as raizes, ou seja, presentes em restos culturais, 0 que sugere que
este antagonista possa sobreviver no solo na forma micelial, mesmo na auséncia de
plantas hospedeiras (STIRLING, 1991). A germinagdo dos clamiddsporos leva a
formacao de micélio que coloniza o sistema radicular das plantas e, na presenca de massas

de ovos formadas nas superficies das galhas, inicia o parasitismo (BOURNE et al., 1996).

O fungo P. chlamydosporia foi testado no controle de M. incognita em tomateiro

(FERNANDES et al., 2014) via aplicagdo no solo. Também no controle de M. javanica
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em tomateiro por Dallemole-Giaretta et al. (2008) e Coutinho et al. (2009). Carneiro et
al. (2011) obtiveram reducéo de 61,5% na producdo de massas de ovos por M. enterolobii

em goiabeira.

A eficécia de isolados de P. chlamydosporia quando comparada com a de outros
fungos nemat6fagos como Arthrobotrys e Monacrosporium foi testada por Lopes et al.
(2007) e atribuida a capacidade de sobrevivéncia deste fungo no solo na auséncia de

nematoides.

2.3.3.2. Trichoderma spp. como agentes de controle bioldgico
Outros fungos nemat6fagos muito utilizados como agentes de controle biolégico
em solos sd@o os do género Trichoderma. Espécies de Trichoderma sdo comumente
encontradas em solos, raizes de plantas e associadas a matéria organica em diferentes
ecossistemas. Esses fungos atuam protegendo o sistema radicular das plantas por
mecanismos como parasitismo, antibiose e inducdo de resisténcia (HARMAN, 2000;

HARMAN et al., 2004; WOO et al., 2006; VINALE et al., 2008).

Trichoderma spp. sdo mais eficientes em temperaturas proximas a 25°C, e
produzem enzimas como polissacaridases, proteases e lipases, as quais podem ter
aplicacdes industriais e, na natureza, estdo envolvidas na degradacgéo da parede celular de
fitopatégenos (CHERIF e BENHAMOU, 1990; LIMA et al., 1997; HIELJORD et al.,

2001).

Em condi¢des ambientais favoraveis, o fungo coloniza o solo e a superficie das
raizes através de seu miceélio, o qual também penetra e coloniza raizes de plantas
endofiticamente. Atuando como organismo endofitico, o fungo promove o crescimento e
o0 desenvolvimento, além de estimular a produgdo de mecanismos de defesa pos-formados

em plantas (WOO et al., 2006; VINALE et al., 2008).
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As propriedades antagonistas variam de acordo com a espécie e linhagem de
Trichoderma, da planta, das condi¢des ambientais, incluindo disponibilidade de
nutrientes, pH e temperatura (XIAOXUE et al., 2013), e séo baseadas na ativacdo de
maltiplos mecanismos (BENITEZ et al., 2004). Indiretamente, Trichoderma spp.
exercem o biocontrole de fitopatdgenos atuando como competidores por nutrientes e
espaco no solo e modificando as condi¢Ges do microhabitat compartilhado com outros
organismos, sendo considerados competidores agressivos (PUNJA e UTKHRDE, 2003).
A acdo direta de Trichoderma se manifesta por antibiose e inativacdo de enzimas dos

fitopatogenos (HAFEZ et al., 2013).

Sahebani e Hadavi (2008) citaram dois mecanismos utilizados por espécies de
Trichoderma no controle de nematoides. Um dos mecanismos seria o parasitismo de ovos
e juvenis, além da producéo e liberacdo de enzimas de acdo extracelular como quitinases
e proteases. As enzimas de alguns fitopatdgenos sdo responsaveis pela hidrolise de
componentes pécticos da parede celular das plantas. Quando presente, Trichoderma
harzianum Rifai 1969, por exemplo, secreta proteases sobre a superficie da planta que
inibem a acdo das enzimas hidroliticas desses fitopatdgenos (ELAD et al., 1999). Esse

fungo tem sido testado no controle de Meloidogyne spp. (SHARON et al., 2001).

Dentre as espécies de Trichoderma ja descritas, as que apresentam potencial para
0 biocontrole de fitopatdgenos sdo T. harzianum, T. virens J.H. Mill., Giddens & A.A.
Foster Arx 1987, T. viride Pers. 1974, T. asperellum Samuels 1999, T. atroviride Bissett

1984, e T. longibrachiatum Rifai 1969 (HERMOSA et al., 2000).

Trichoderma asperellum parasita uma grande variedade de fitopatogenos. A
atividade micoparasitica de T. asperellum depende da secrecdo de enzimas hidroliticas,

como proteases, capazes de degradar a parede celular de fungos (XIAOXUE et al., 2013).
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No Brasil, diversos produtos a base de Trichoderma spp. sdo comercializados
principalmente para o controle de doengas fingicas (Tabela 2). No entanto, ha relatos da
utilizacdo de Trichoderma no controle de nematoides fitoparasitas (CAPRONI et al.,

2012; GONCALVES JUNIOR et al., 2013).

Tabela 2. Produtos comercializados, no Brasil, a base de Trichoderma no controle de
fitopatdgenos.

Nome do produto Controle do patégeno
Biomix (mix de Trichoderma spp.) Oidio em videira (Uncinula necator)
Binab T (a base de T. harzianum) Botrytis cinerea

Rizhoctonia, Sclerotina, Fusarium, Phytium,
Phomopsis e Rosilinia
Ecotrich (Trichoderma asperellum) Sclerotinia, Fusarium e Rhizoctonia
Botritys, Phytophtora, Verticilium,
Colleototrichum, Armillaria, Rhizopus,
Crinipelis

Biotrich (a base de Trichoderma spp.)

Trichonat EF e Trichonat PM (a base
de Trichoderma spp.)

ECCB 2001 Solo, ECCB 2001 Aéreo (a

base de Trichoderma spp.) Doencas da raiz e da parte aérea da planta

ic WP (Trich Il
Organic (Trichoderma asperellum, Fusarium e Rhizoctonia

URM 5911
Tricovab (a base de Trichoderma Crinipelis perniciosa — agente da vassoura-
stromaticum) de-bruxa no cacaueiro

Trichodermil ESALQ 1306 (a base de

. . Sclerotinia, Fusarium e Rhizoctonia
Trichoderma harzianum)

Fonte: Adaptado de SILVA e MELLO, 2007.

Alguns estudos concluem que estes fungos frequentemente aumentam o
crescimento e a produtividade das plantas, quer na presenca ou na auséncia de outros
microrganismos que possam induzir a supressdo da doenca no solo (LINDSEY e

BAKER, 1967; CHANG, 1986;).
2.3.3.3. Bacillus subtilis como agente de controle biolégico

As bactérias habitantes da rizosfera das plantas, denominadas rizobactérias,
também tém recebido atencdo especial nos estudos envolvendo o controle de
fitonematoides (CHEN e DICKSON, 2004b). Os principais mecanismos associados a
acdo de rizobactérias na supressdo do patdgeno envolvem a redugéo da eclosdo de juvenis
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e alteracdo dos exsudatos radiculares em razdo da producédo de toxinas, além da inducéao
de resisténcia sisttmica em plantas (SIKORA e HOFFMANN-HERGARTEN, 1992).

Alguns estreptomicetos e Bacillus subtilis, foram avaliados como interferentes no
ciclo de vida dos fitonematoides, apresentando potencial para o biocontrole desses
agentes em solo (SOUSA et al., 2006; KAVITHA et al., 2007).

Demonstrou-se que isolados de B. subtilis ndo apenas produzem metabdlitos
toxicos que afetam o movimento de nematoides, mas também podem inibir a ecloséo de
juvenis e o processo pelo qual eles penetram nas raizes (ARAUJO et al., 2002). Além
disto, a producéo de proteases por Bacillus subtilis (LIAN et al., 2007) e a indugéo de
enzimas de defesa em plantas hospedeiras (KAVITHA et al., 2007) sdo mecanismos
atribuidos as rizobactérias no controle dos fitonematoides. Bacillus subtilis foi testado

anteriormente no controle de M. incognita em tomateiro (FERNANDES et al., 2014).
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios para o controle de M. enterolobii em goiabeiras foi desenvolvido em
campo e em casa de vegetacdo. Os trabalhos em campo foram desenvolvidos em uma
propriedade rural localizada no municipio de Jaragua, Estado de Goias (GO), e em casa
de vegetacdo na Estacdo Experimental de Biologia (EEB) da Universidade de Brasilia,

Distrito Federal.

3.1. ENSAIO EM CAMPO

3.1.1. Caracterizacdo da area experimental

A pesquisa em campo foi conduzida em um pomar comercial de goiabeiras cv.
‘Cortibel RM’ com sete anos de idade, localizado no municipio de Jaragua (GO), situado
a noroeste do estado, localizado a 15° 45’ 25" S, 49° 20’ 2” W a 610 metros de altitude,
acima do nivel do mar. As goiabeiras, infectadas com M. enterolobii, foram cultivadas
em espacamento 6x6 m e irrigadas por microaspersdo. O clima da regido é do tipo tropical
umido, de acordo com a classificacdo de Koppen, as médias de temperatura oscilam entre
17, 18 e 33 °C. Clima tipicamente quente, com periodo de chuvas concentrado no verao
(setembro a abril) e de seca no inverno (maio a setembro). A precipitacdo média

pluviométrica anual é de 1700 mm e a vegetacdo tipica de cerrado.

A éarea experimental é plana e o solo classificado como latossolo vermelho-
amarelo. O manejo do pomar, durante o periodo de realizacdo do ensaio, contou com
podas de frutificacdo, adubacGes mensais com nitrogénio, fosforo e potassio a lango e
aplicacbes semestrais de cobre, zinco e manganés via solo na forma de sulfato, com
controle de pragas e doencas foliares. O experimento foi realizado no periodo

compreendido entre agosto/2015 a maio/2016.
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3.1.2. Determinacdo da composic¢éo quimica e fisica do solo da area experimental

Para andlise das caracteristicas quimicas (fertilidade) e fisicas do solo, foram
realizadas duas coletas de solo em goiabeiras individuais da area experimental, antes do
inicio dos tratamentos e trinta dias ap6s a Ultima aplicacdo de cada tratamento. As analises
foram realizadas pela Solocria Laboratério Agropecuario, empresa localizada em
Goiania, Estado de Goias (GO). Coletou-se uma amostra composta por planta/repeticéo,
sendo que cada amostra composta continha 4 subamostras (em quatro pontos diferentes)
coletadas a 0-20 cm de profundidade na area de projecdo da copa de cada goiabeira. A
amostra coletada da planta 1 foi analisada individualmente, sendo as amostras das plantas
2 e 3 analisadas em mistura e a das plantas 4 e 5 analisadas também em mistura,
totalizando 3 repeti¢bes/tratamento (Tabela 3). Ao todo, foram coletadas um total de 55
amostras compostas, correspondendo a uma amostra composta por repeticdo (goiabeira)
de cada tratamento (coletou-se aproximadamente 1 kg de solo em cada amostra

composta).

3.1.3. Coleta de amostras de solo para analise nematoldgica

Das amostras compostas coletadas para determinacdo da composi¢cdo quimica e
fisica do solo, foram retirados aproximadamente 300 cc de solo de cada amostra, para a
analise nematoldgica. Assim, um total de 55 amostras compostas, foram acondicionadas
em sacos plasticos, identificadas e encaminhadas ao Laboratério de Nematologia do

Departamento de Fitopatologia da Universidade de Brasilia (UnB) para anélise.

Para fins de analise nematoldgica, ndo foram realizadas coletas de raizes, utilizou-

se somente amostras de solo.
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Tabela 3. Croqui do experimento em cultivo comercial de goiabeira no municipio de
Jaragua (GO).

LINHA1 LINHA2 LINHA3 LINHA4 LINHAS LINHA6 LINHA?7 Subarea

X X X X X 03C 078

X 11C 04D X X X X |
04C X X 04A X 10E 11B
02B * 05D 11E X X 08E 09C

X X 01C* X 04E 06C 108 I
08A 058 11A 02E * X 09A 01D *
01B * 05E 098B 02D * X X 03A

X 10A 09E 01A * 10D X 03D I
06D 04B 03B 02A * 07E 02C * 07A

07D 03E 06E 08D 05C 07C 06A

06B 05A 09D 08B O1E * X X v
10C X 11D 08C X X X

1.Coleta de amostras de solo em 4 subéreas (I, I1, 11l e IV), dentro da &rea experimental,

para caracterizacdo da fertilidade e das caracteristicas fisicas do solo antes do inicio do
experimento. 2. (*) Coleta de amostras de solo ao final do periodo experimental, com a
finalidade de se avaliar a fertilidade do solo por tratamento, apds a aplicacdo dos produtos.
3. (X) Plantas descartadas por apresentarem baixa taxa de infeccdo. 4. (01A — 11E)
Plantas selecionadas como parte do experimento de campo e nas quais foram coletadas
amostras de solo. 5. As letras: A, B, C, D, E representam as cinco repeti¢cdes de cada

tratamento.

3.1.4. Extracédo de J2 de Meloidogyne enterolobii de amostras de solo e quantificacéo

Uma aliquota de 300 cm? de solo foi retirada de cada amostra composta de solo
coletada, e processada em duplicata, segundo metodologia descrita por Jenkins (1964). A
metodologia é uma combinacdo do método de peneiramento e flutuacdo em centrifuga.
Cada aliquota de solo foi homegeneizada em recipiente plastico com capacidade para 5
litros de 4gua, desfazendo-se os torrdes. A mistura de agua e solo do recipiente foi deixada
descansar por 30 segundos. O sobrenadante foi vertido sobre peneira de 400 mesh e o
residuo retido transferido para um béquer, sendo posteriormente depositados em tubos de

centrifuga de 100 ml devidamente tarados. As suspensdes foram centrifugadas por 5
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minutos a 360g. Apos a centrifugacdo, o liquido sobrenadante foi descartado, as paredes
do tubo limpas, para eliminagdo do material organico eventualmente retido préximo ao
bordo. Solugdo de aglcar com densidade de 1,18 (475 gramas de sacarose por litro de
solucdo) foi adicionada aos tubos, até atingirem um peso balanceado. A solugéo de agUcar
e os sedimentos foram homogeneizados e centrifugados por um minuto. O liquido
sobrenadante que continha os nematoides foi colocado sobre peneira de 400 mesh e a
solucdo de agucar cavada sob &gua corrente. A suspensdo do material extraido foi
conservada em geladeira a 4°C. A quantificagdo de J2 nas suspensdes foi efetuada em

ldamina de contagem de nematoides com auxilio de um microscopio de luz.

3.1.5. Identificacdo de Meloidogyne enterolobii em raizes de goiabeira

Fémeas de Meloidogyne spp. de coloragdo branco-leitosa, extraidas de raizes de
goiabeiras para a identificacdo das possiveis espécies presentes na area experimental. As
fémeas, foram individualmente transferidas para microtubos (10 fémeas por microtubo),
trituradas na presenca de 15uL de solugdo preparada para a extracdo de proteinas (20%
sacarose, 2% de Triton X-100, 0,01% de azul de bromofenol e 78% de agua destilada).
Em seguida, 10 pL de cada extrato protéico, oriundo da maceracdo das fémeas, foram
aplicados em cavidades do gel de poliacrilamida. Empregou-se o0 método de eletroforese
vertical em géis de poliacrilamida (ALONSO e ALFENAS, 1998) e a eletroforese foi
conduzida a 4 °C no interior de um refrigerador, sob voltagem constante de 200 V para a
etapa de separacdo no gel de corrida por 60 minutos. Ao final do tempo determinado, os
géis foram transferidos para uma solucdo de revelacdo para a enzima esterase (100 mL
de solucéo tampéo fosfato de potéssio 0,05M pH 6,0, 100 mg de Fast Blue RR Salt e 4,5
mL de [-naftilacetato 1%), onde permaneceram incubados no escuro em estufa a 37 °C
por 30 minutos. Em seguida, o gel foi colocado em um recipiente de plastico contendo

solucdo para obtengdo do fenotipo de esterase da populagdo presente na area. Para a
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isoenzima, Meloidogyne javanica, foi utilizada como referéncia, e os fenotipos de
esterase foram designados com uma letra sugestiva das espécies que eles designam e um

namero que indica a quantidade de bandas, para M. javanica (J3) e M. enterolobii (M2).

3.1.6. Coleta de manipueira

A manipueira utilizada nesse estudo foi coletada na Fecularia Panero, localizada
no municipio de Neropolis, Estado de Goiéds. Foram realizadas coletas mensais de
manipueira antes da liberacdo da mesma para as “lagoas de estabilizagdo”. A manipueira
coletada foi armazenada em recipientes de 20 litros, lacrados com tampa propria e

mantidos a temperatura ambiente até 0 momento de sua aplicagdo (por no maximo 24h).

3.1.7. Aplicagéo dos tratamentos

Os produtos foram diluidos em &gua e aplicados ao solo com auxilio de regadores,
respeitando a area de projecdo da copa de cada goiabeira. Apenas o tratamento 2
(Manipueira 50%) foi realizado mensalmente a um volume de 10L de calda/goiabeira,
sendo 5L de manipueira industrial mais 5L de agua. Os demais tratamentos foram
aplicados trimestralmente com 10 L de calda por produto. Para misturas de produtos
aplicou-se um volume maior de calda, ou seja, 10 L a mais de calda por produto adicional.
O volume maximo aplicado foi de até 40L de calda/goiabeira (tratamento 10). A dosagem

dos produtos foi aplicada de acordo com a recomendacdo de cada fabricante (Tabela 4).

Foram realizadas um total de 10 aplicagdes para tratamentos de aplicacdo mensal
(tratamento 2) e 4 aplicacOes para tratamentos de aplicacdo trimestral (agosto/2015,

novembro/2015, fevereiro/2016 e maio/2016).

Durante o periodo experimental, os produtos bioldgicos foram mantidos em
camara friaa uma temperatura de 4°C. As doses dos produtos biolégicos foram preparadas
no Laboratorio de Nematologia/UnB, depositadas em recipientes com tampa,

acondicionadas em caixa de isopor e levadas ao campo para dilui¢do e aplicacéo.
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Tabela 4. Tratamentos utilizados no controle de Meloidogyne enterolobii em goiabeiras cv. Cortibel RM cultivadas em campo e em casa de

vegetacgéo.
Vol I Vol [
. . Dose Dose/planta olume ca ?a/. Dose/planta olume ca Eja/.
Ne Tratamento Ingrediente ativo planta/Frequéncia planta/Frequéncia
recomendada (campo) L (vaso) .
aplicagdo (campo) aplicacdo (vaso)
01 TestemunhaAgua - 0L 10 L/més 500 ml 500 ml/més
02 Manipueira 50% Acido cianidricoe CN"  Diluigdo 1:1 05L 10 L/més 250 ml 500 ml/més
Rizotec Pochonia
4 10L 2 |
03 (5,2x107 UFC/ml) chlamydosporia 2 kg/ha 7,48 0 L/3 meses 0,02 g 500 ml/3 meses
Pochonia
i i i 7,4 2
04 Rizotec + Manipueira chlamydosporia + ~ ---—-- LA 20 L/3 meses 0,02g+ 1 L/3 meses
50% o o i O5L 250 ml
Acido cianidrico e CN
05 Rizos (5x10° UFC/ml) Bacillus subtilis 500 ml/ha 1,85 ml 10 L/3 meses 4,84 uL 500 ml/3 meses
Rizos + Manipueira Bacillus subtilis + 1,85 ml + 4,84 pL +
e — 20L 1L
06 50% Acido cianidrico e CN 05L 01/3 meses 250 ml /3 meses
Quality WG Trichoderma
74 10L 2 |
07 (1x10% UFC/g asperellum 200 g/ha 0,74 g 0 L/3 meses 0,002 g 500 ml/3 meses
Trichoderma
Quality + Manipueira o 0,74 g + 0,002 g +
08 50% asp?ergllu.m + Acu_:lo 05 L 20 L/3 meses 550 mi 1L/3 meses
cianidrico e CN
09 Rugby 200 CS Cadusafés 15 L/ha 55 ml 10 L/3 meses 144 uL 500 ml/3 meses
Rizotec + Rizos + @~ Ch/c;’:g’gl‘i’;p;’ ria, B. 7,4g+1,85 0,02 g + 4,84
10 Quality + Manipueira P e ml+0,74 g 40 L/3 meses puL+ 0,002 g 2 L/3 meses
asperellum, Acido
50% . i +05L + 250ml
cianidrico e CN
Rizotec + Rizos + P. chlamydosporia, B. 7,4g+1,85 0,02g+4,84
------ 1,5L/3
11 Quality subtilis, T. asperellum ml+0,74 g 30L/3 meses pL+ 0,002 g SL/3 meses
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3.1.8. Avaliacao

A avaliacdo do ensaio em campo teve inicio um més apds o término dos
tratamentos (junho/2016). As variaveis estudadas foram: a) Analise quimica de solo por
tratamento; b) Analise quimica da manipueira; ¢) Total de formas infectantes J2/300 cc
de solo por goiabeira; d) Massa de 20 frutos (Kg) por goiabeira; €) Numero total de frutos

por goiabeira.
3.1.8.1. Quantificagdo de J2 de Meloidogyne enterolobii

Amostras de solo visando a quantificacdo de estddios infectantes J2 foram
coletadas de acordo com metodologia descrita anteriormente (item 5.1.5). A andlise
nematoldgica foi realizada pela extracdo de solo de goiabeiras individuais, antes do inicio
dos tratamentos (08/2015), apds 6 meses (02/2016) e ap6s 10 meses (06/2016) do inicio

dos tratamentos.
3.1.8.2. Analise quimica da manipueira

Para a determinacdo de composi¢do quimica presentes em uma amostra de
manipueira, 500 ml do liquido foi obtido da fonte de coleta deste estudo e armazenado
em um recipiente de plastico, e logo em seguida foi encaminhada a Solocria Laboratério
Agropecudrio para analise de macro e micronutrientes. Uma aliquota de 50 ml foi retirada
para a determinacdo dos valores de pH e estimativa dos teores de cianeto. Os teores de
cianeto foram estimados pelo teste colorimétrico Quantofix Cyanid, com sensibilidade
para a detec¢do de até 5 mg L de cianeto livre (CN") em agua. Foram utilizadas aliquotas
de 5 ml de manipueira diluida (1:1) em agua para a leitura dos valores de cianeto (mg L
1, a coloragdo formada na reagdo foi comparada com um padrdo previamente

estabelecido pelo fabricante.
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3.1.8.3. Massa de 20 frutos

Inicialmente, para a coleta dos frutos, determinou-se o ramo principal de cada
goiabeira. A partir do ramo principal pré-determinado, contou-se 10 frutos desse ramo e
a partir do décimo primeiro fruto iniciou-se a coleta. Impedindo, dessa forma, que nédo
houvesse a escolha dos melhores frutos/goiabeira. Dessa maneira, os frutos foram
coletados de todos os tratamentos e repeticbes. Assim, 20 frutos de goiaba foram
coletados de cada repeticao/tratamento, totalizando 1.100 frutos ao final da coleta,
separados devidamente em sacos plasticos e identificados por tratamento/repeticdo. Os
frutos de cada tratamento/repeticdo foram pesados em balanca digital e a leitura foi obtida
pelo peso de 20 frutos. Foi realizada também uma estimativa do nimero total de

frutos/planta por meio da contagem de frutos por ramo de producao.
3.2. ENSAIO EM CONDIC}@ES CONTROLADAS
3.2.1. Caracterizacgéo do ensaio

Os ensaios em casa de vegetacdo foram conduzidos na Estacdo Experimental de
Biologia (EEB) da Universidade de Brasilia (UnB) localizada na Asa Norte, Gleba C. Os

ensaios foram realizados no periodo de dezembro/2015 a maio/2016.

3.2.2. Coleta, purificacdo, identificacdo e multiplicacdo de Meloidogyne

enterolobii em tomateiros
3.2.2.1. Coleta

A populagéo de M. enterolobii utilizada para o ensaio em casa de vegetacao foi

coletada na mesma propriedade rural do ensaio em campo. Solo infestado foi coletado da
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rizosfera de goiabeiras infectadas com M. enterolobii e utilizado para o cultivo de

tomateiros (Solanum lycopersicum L.) cv. Santa Cruz Kada Gigante.

3.2.2.2. Purificacdo e multiplicacdo do inoculo

A purificagdo da populacdo de M. enterolobii foi realizada, a partir do indculo
inicial, pela extracdo de massas de ovos individuais e inoculagdo em tomateiros. Os
tomateiros inoculados foram mantidos em casa de vegetacdo para multiplicagdo do

indculo com temperatura entre 25 e 40 °C e umidade do ar de 50 a 80%.

3.2.2.3. Identificagdo

Apds trés meses da inoculacdo das massas de ovos, a identidade do nematoide foi
confirmada pelo fendtipo de esterase através de corrida eletroforética com fémeas
individuais, coletadas de raizes infectadas de tomateiros. Mesmo procedimento do item
3.1.6 realizado em equipamento de sistema vertical de eletroforese Loccus do Brasil,

modelo LCV-10X10 NC.

3.2.2.4. Renovacao do indculo

O ind6culo foi renovado a cada trés meses mediante a extracdo de ovos e J2 das
raizes pela técnica de Hussey & Baker (1973) com trituramento das raizes em
liquidificador com hipoclorito de sodio (NaOCIl) a 0,5%. A suspensdo obtida foi
novamente inoculada em tomateiros cultivados em sacos plasticos com capacidade para

2 litros de substrato.

3.2.3. Obtencéo e plantio de mudas de goiabeiras

Para os ensaios em casa de vegetacdo foram utilizadas mudas (clones) de raiz nua
de goiabeiras Cortibel RM, com cinco meses de idade, cedidas pela empresa FruCafé -

Mudas e Plantas, localizada no municipio de Linhares, Estado de Espirito Santo. Antes
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do transplantio para vasos, as raizes das mudas foram imersas em solucdo fungicida por
3 minutos. Utilizou-se o fungicida Derosal 500 SC (Carbendazim/Benzimidazol) na
dosagem 1 ml/L &gua. Apos o tratamento fungicida, as mudas foram transferidas para
sacos pléasticos, proprios para mudas, contendo 5 L de substrato estéril constituido por
mistura de solo e areia na propor¢do 1:1 e adubo NPK da formulagéo 4-14-8, na dosagem
de 2 g/vaso.

Durante o periodo experimental, as goiabeiras foram tratadas com solucfes
fungicidas de forma preventiva e inseticidas para o controle curativo de cochonilhas,
pulgdes e formigas. As goiabeiras receberam mensalmente complementagdo mineral de

2 g/vaso de 4-14-8.

3.2.4. Extracdo de ovos de Meloidogyne enterolobii para inoculacdo em

goiabeiras

Os tomateiros inoculados com M. enterolobii foram utilizados como fonte de
indculo para as goiabeiras mantidas em casa de vegetacdo. Assim, a parte aérea dos
tomateiros foi cortada com auxilio de tesoura de poda e o sistema radicular das plantas
foi lavado e cortado em pedacos de 2-3 cm de comprimento, com posterior trituracdo em
liquidificador em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 0,5%, sob baixa rotacao, por
30 segundos. A suspensdo foi passada em peneiras de 60, 150 e 500 mesh. O contetdo

da peneira de 500 mesh foi recolhido em béquer e quantificado sob microscopio de luz.

3.2.5. Inoculacgéao de ovos de Meloidogyne enterolobii em goiabeiras

Foram inoculados aproximadamente 10.000 ovos e eventuais juvenis de segundo
estadio de M. enterolobii em mudas de goiabeira com 16 meses de idade. O indculo foi
aplicado com auxilio de uma micropipeta de 1 ml e depositado em 4 orificios opostos e

distantes 5 cm do caule.
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3.2.6. Delineamento experimental

Seguiu-se 0 delineamento inteiramente casualizado com 11 tratamentos e 5
repeticdes para 0 ensaio em campo e para 0 ensaio em casa de vegetacdo. Cada repeticao
correspondeu a uma goiabeira infectada e cada tratamento constituido por 5 plantas de
goiaba. Os tratamentos utilizados foram: 1. Somente &gua; 2. Manipueira 50%; 3.
Produtos comercial Rizotec (Pochonia chlamydosporia); 4. Manipueira 50% + Rizotec;
5. Produto comercial Rizos (Bacillus subtilis); 6. Manipueira 50% + Rizos; 7. Produto
comercial Quality (Trichoderma asperellum); 8. Manipueira 50% + Quality; 9.
Nematicida Rugby 200 CS (Cadusafés); 10. Manipueira 50% + Rizotec + Rizos +

Quality; 11. Rizotec + Rizos + Quality (Tabela 4).

3.2.7. Aplicagéo dos tratamentos

Os tratamentos foram iniciados 27 dias ap6s a inoculacdo de ovos/J2 nas
goiabeiras. Os produtos foram diluidos em &gua e aplicados com auxilio de provetas de 1
litro. O tratamento 2 (Manipueira 50%) foi realizado mensalmente a um volume de 500
ml de calda/goiabeira, sendo 250 ml de manipueira industrial mais 250 ml de agua. Os
demais tratamentos foram aplicados trimestralmente com 500 ml de calda por produto. O
volume méximo de calda aplicado por tratamento foi de 2L/goiabeira e relativo a mistura
de 4 produtos. A dosagem dos produtos foi aplicada de acordo com a recomendacao de

cada fabricante (Tabela 4).

O ensaio foi conduzido no periodo de dezembro/2015 a maio/2016. Dessa
maneira, o tratamento 2 recebeu 06 aplicagdes de Manipueira 50% e o0s demais
tratamentos receberam 02 aplicagdes nos meses dezembro/2015 e margo/2016. A

avaliacdo foi realizada em junho/2016.
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3.2.8. Andlise Estatistica
O programa ASSISTAT foi utilizado para as analises estatisticas do ensaio em vaso.
Os dados obtidos foram submetidos & anélise de variancia e teste de Scott- Knott a 5% de
probabilidade.

3.2.9. Avaliacao

Ap0s seis meses de aplicacdo dos tratamentos, avaliou-se as seguintes variaveis:
a) Massa de raiz/goiabeira; b) NUmero de galhas e massas de ovos; c) Total de

ovos/raiz/goiabeira; d) Total de J2 por 300 cc de solo/goiabeira.

3.2.9.1. Massa de raiz

Goiabeiras individuais tiveram o sistema radicular separado da parte aérea,
lavadas em &gua corrente e secas ao ar. A massa das raizes foi determinada pela leitura

em balanca digital.

3.2.9.2. Galhas e massas de ovos em raizes de goiabeiras

Ap0s lavagem em agua corrente, raizes individuais de goiabeira foram imersas em
solucdo de fucsina acida (3,59 de fucsina acida em 250 ml de &cido acético 99,7% e 750
ml de 4gua destilada) por 15 minutos, de acordo com BYBD et al. (1983) e posteriormente

lavadas em agua corrente para eliminacdo do excesso de corante.

3.2.9.3. Analise da infec¢do de raizes por escala de notas

Todo sistema radicular de goiabeiras inoculadas com M. enterolobii, tanto as
tratadas quanto as ndo tratadas, apresentavam galhas e massa de ovos acima de 100,
assim, foi desenvolvida uma escala de notas para avaliacdo das raizes em substituicdo ao
indice de galhas e de massas de ovos proposto por Taylor & Sasser (1978). A escala foi
desenvolvida com base no nivel de infeccdo separado em 11 notas (classes de infecgdo)

e observadas as seguintes caracteristicas: galhas superficiais ou galhas por toda raiz;
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massa da raiz superior ou igual a 469 ou inferior a 46g; ovos/g de raiz superior ou igual a
1000 ou inferior a 1000; e fator de reproducdo (FR) superior ou igual a 5 ou inferior a 5.
Os valores de massa da raiz (MR) foram determinados de acordo com o item 3.2.9.1; 0s
ovos/g de raiz (O/g) foram obtidos pela soma do nimero total de ovos (TO) e J2 extraidos
de raizes individuais (item 3.2.4) dividido pela massa de raizes (O/g=TO +J2/ MR). O
fator de reproducdo (FR) foi obtido pela expressdo (FR = Pf / Pi, onde Pf = populagéo
final por sistema radicular e Pi = populagdo inicial inoculada), de acordo com
Oostenbrink, 1966. Dessa maneira, as classes de infeccdo foram distribuidas de acordo

com a descri¢do da severidade dos sintomas. (Tabela 7).
3.2.9.4. Extracdo de ovos e J2 de raizes de goiabeiras

Ovos e eventuais J2 foram extraidos de raizes individuais, segundo metodologia
ja descrita (3.2.4). O nimero total de ovos foi estimado em ldmina de contagem e leitura

em microscépio 6tico, em objetiva de 40X.
3.2.9.4. Extracéo de J2 de solo

Visando a quantificacdo de estadios infectantes J2, amostras de 300 cm?3 de solo
foram coletadas de acordo com metodologia ja descrita (5.1.5). A analise nematologica
foi realizada pela extracdo de solo em goiabeiras individuais 30 dias apds ao término dos
tratamentos. A quantificacdo de J2 foi estimada em lamina de contagem com leitura em

microscopio otico.
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4. RESULTADOS

A populacdo utilizada neste estudo foi identificada pelo fenotipo de esterase (Est)

apresentando o fenotipo M2 (Figura 3).

Figura 3: Perfis de esterase (EST) de Meloidogyne spp. (A) M. javanica usado como
padrdo de EST — Fendtipo J3; (B), (C), (D) M. enterolobii — Feno6tipo M2, da populagéo
utilizada neste estudo.

A amostra de manipueira analisada, como suporte aos ensaios em campo e em
vasos, apresentou em sua composicdo 0s macronutrientes nitrogénio, fosforo, célcio,
potassio, enxofre e magnésio e 0s micronutrientes zinco, manganés, cobre, ferro, cobalto,
molibdénio e boro (Tabela 5).

Os valores de nitrogénio e potassio foram os mais elevados, seguidos de magnésio,
fosforo, calcio e enxofre. Os micronutrientes em maior concentracéo foram ferro, seguido
de zinco, cobre e manganés, sendo que sédio ndo foi detectado. O pH em &dgua da amostra
analisada foi de 5,95 e o teor de cianeto estimado em 30 ppm. Analise quimica
comparativa da amostra analisada neste estudo com amostras de manipueira de outras

fontes esta apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5. Composicao quimica de amostra de manipueira da fonte de coletas deste estudo e comparacdo com a de outras fontes da

literatura.

Nutrientes (mg.L?)  Este Trabalho® Barreto (2012)> Duarte (2012)2 Melo (2010)* Marques (2009)°
Potassio 2.800,0 5.900,0 1.977,0 1.060,0 3.456,3
Fésforo 400,0 667,5 740,0 198,0 32,7

Calcio 200,0 376,0 240,0 661,0 278,3
Magnésio 600,0 1.532,3 360,0 408,0 617,2
Sodio - 126,0 460,0 - 22,1
Nitrogénio 3.300,0 1.592,3 980,0 1.950,0 1.626,7
Zinco 1,20 - 2,60 17,0 4,89
Manganés 0,80 - 2,80 2,4 1,07
Cobre 1,0 - 20,0 1,3 0,64
Ferro 15,0 - 10,0 6,6 7,13
Enxofre 300,0 - - - -
Cobalto 0,01 - - - -
Molibdénio 0,01 - - - -
Boro 0,02 - - - -
CN- 30 - - - -
pH H20 5,95 5,83 4,08 - 4,73

1 — Fecularia Panero localizada em Nerdpolis/GO; 2 — Fecularia localizada em Pombos/PE; 3 — Fecularia localizada em Pombos/PE;
4 — Fecularia localizada em Itabaiana/SE; 5 — Fecularia da Coopatan (Cooperativa de Produtores Rurais de Presidente Tancredo

Neves) localizada em Tancredo Neves/BA.
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4.1. Ensaio em Campo
4.1.1. Andlise quimica e fisica de solo
A &rea experimental apresentou, antes da aplicacdo dos tratamentos, pH em CaCl de
4,7, teor de matéria organica 43, relagdo Ca+Mg 3,0 cmolc/dm?® e teor de aluminio 0,2
cmolc/dm3. Os macronutrientes em ordem decrescente de concentracdo foram Ca, Mg, K e P.
O micronutriente Zn foi detectado na concentracdo de 3,6 mg/dm? (Tabela 6). O solo da area
experimental, antes do inicio dos ensaios, era composto por 34% de argila, 56% de areia e 10%

de silte.

N&o houve diferenca estatistica entre os minerais detectados em solo tratado apenas
com 4gua (Testemunha) e em solo tradado com manipueira 50%. No entanto, houve reducéo
significativa nos teores de Al no solo de goiabeiras tratadas com manipueira 50% em relacao a

testemunha somente agua (Tabela 6).
4.1.2. Avaliacéo populacional de Meloidogyne enterolobii

As goiabeiras selecionadas para compor 0 ensaio em campo apresentaram diferentes
niveis de inoculo inicial. A maior populacdo inicial foi encontrada para o tratamento 2
(manipueira 50%) e tratamento 8 (manipueira + Quality) (Figura 4). Ap6s 6 meses do inicio
dos tratamentos (22 leitura), houve reducdo de J» de M. enterolobii em goiabeiras tratadas e nao
tratadas. Apos 10 meses (32 leitura), a testemunha, juntamente com os tratamentos 8 e 10,
sofreram aumento populacional, este Gltimo com aumento populacional superior ao da

populagéo inicial (Figura 4).
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Tabela 6. Analise quimica de solo da area experimental em Jaragué (GO), antes da aplicacéo
dos tratamentos e em parcelas tratadas apenas com agua e tratadas com manipueira 50%.

Unidade Nutrientes Ci?]r;((::iear:tg?g:o Testemunha Agua Manipueira 50%

Ca 2,1 l4a 127a

cmole/dm? Mg 0,9 04a 0,66 a
(ME/100ml) Al 0,2 0,76 a 0,33b
H+AI 2,9 2,6a 2,43 a

K 0,31 0,33a 0,29 a

ma/dm? (ppm) K _ 120,0 131,33 a 117 a
P (Melich) 35,4 90,33 a 70,83 a

mg/dm? (ppm) Zn 3,6 8,33a 2,76 a

pH em CaCl: H 4,7 4,6 a 4,7 a
CTC 6,27 4,73 a 4,66 a

Relacao Ca/Mg 2,33 34a 2,02a
Sat. Bases 53,69 44,14 a 47,85 a
Sat. Al 16,50 27,48 a 13,37 a
% Ca/CTC 33,49 28,75 a 27,33 a
Mg/CTC 14,35 8,36 a 1431 a

K/CTC 4,94 7,02 a 6,35 a
H+AI/CTC 46,25 56,85 a 52,14 a

Mat. Org. 43,00 24,33 a 27,0a

g/dm?

Carbono 24,94 14,11a 15,66 a

Considerando a ultima leitura (10° més), os tratamentos que causaram maior reducao
de J2 no solo, em ordem decrescente, foram 2, 4, 9, 6, 3, 11, 5, 7, 1, 10 e 8 (Figura 4). Tendo
em vista a média das leituras do 6° e 10° meses, 0s tratamentos apresentaram valores médios
de J2/300 cc de solo inferiores a populacao inicial, sendo os tratamentos com menor nimero

de J», em ordem decrescente, 9, 3 e 2.
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Figura 4. Flutuacdo populacional de estadios infectantes J> de Meloidogyne enterolobii em
amostras de 300cc de solo, coletadas em goiabeiras individuais em ensaio de campo, antes e

apo6s o inicio dos tratamentos. *10. Manipueira 50% + Rizotec + Rizos + Quality.

Considerando que houve reducéo de J> de M. enterolobii em plantas tratadas apenas
com 4agua, os tratamentos, em ordem decrescente de eficacia, que apresentaram reducao
superior a testemunha foram 9, 2, 3, 4, 5 e 6. Ja os tratamentos cuja reducéo de J> foi inferior a

testemunha foram 10, 7, 8 e 11 (Figura 5).

51



J2/300 cc de solo

40% A
30% - —
20% -

10% -

I

1 2 3 4 5 6 7 |E| 9 10 |-].-]:l

-10% -

-20% -
Tratamentos

Figura 5. Porcentagem de reducdo de J2/300cc, de amostras coletadas em goiabeiras
individuais em ensaio de campo sob diferentes tratamentos, em relacdo a testemunha: 1.
Somente agua; 2. Manipueira 50%; 3. Produtos comercial Rizotec (Pochonia chlamydosporia);
4. Manipueira 50% + Rizotec; 5. Produto comercial Rizos (Bacillus subtilis); 6. Manipueira
50% + Rizos; 7. Produto comercial Quality (Trichoderma asperellum); 8. Manipueira 50% +
Quality; 9. Nematicida Rugby 200 CS (Cadusafés); 10. Manipueira 50% + Rizotec + Rizos +
Quality; 11. Rizotec + Rizos + Quality.

4.1.3. Variaveis de producao

A producdo por goiabeira foi avaliada com base na massa de 20 frutos. Os tratamentos
que, em ordem decrescente, proporcionaram producdo de frutos superior a testemunha foram
7 (16%), 4 (15%), 10 (11%), 6 e 3 (10%) e 2 (6%). A maior média de producéo foi obtidas com
0s tratamentos 7 (16%) e 4 (15%). Os tratamentos com médias inferiores a testemunha foram

5 (-16%), 9 (-15%), 8 (-10%) e 11 (-4%) (Figura 6).

52



Média da massa de 20 frutos

20% A
15% - ]
10% -
5% - H
0%

-5% -

-10% -

-15% - —

-20% -

Tratamentos

Figura 6. Média da massa total de 20 frutos em relacéo a testemunha. Ensaio em campo com
0s seguintes tratamentos: 1. Somente agua; 2. Manipueira 50%; 3. Produtos comercial Rizotec
(Pochonia chlamydosporia); 4. Manipueira 50% + Rizotec; 5. Produto comercial Rizos
(Bacillus subtilis); 6. Manipueira 50% + Rizos; 7. Produto comercial Quality (Trichoderma
asperellum); 8. Manipueira 50% + Quality; 9. Nematicida Rugby 200 CS (Cadusafés); 10.

Manipueira 50% + Rizotec + Rizos + Quality; 11. Rizotec + Rizos + Quality.

A producéo por planta também foi avaliada pela contagem do namero total de frutos
em goiabeiras sob os diferentes tratamentos. Maior quantidade de frutos em relacdo a
testemunha foi contabilizada para os tratamentos 7 (13%), 10 (7%), 11 (6%), 6 e 4 (4%) e 3
(1%) e quantidade inferior a testemunha para os tratamentos 5 (-13%), 2 (-31%), 8 (-39%) e 9

(-34%) (Figura 7).
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Figura 7. Média do total de frutos de goiaba produzidos em goiabeiras sob diferentes
tratamentos em relacdo a testemunha. Ensaio em campo com 0s seguintes tratamentos: 1.
Somente agua; 2. Manipueira 50%; 3. Produtos comercial Rizotec (Pochonia chlamydosporia);
4. Manipueira 50% + Rizotec; 5. Produto comercial Rizos (Bacillus subtilis); 6. Manipueira
50% + Rizos; 7. Produto comercial Quality (Trichoderma asperellum); 8. Manipueira 50% +
Quality; 9. Nematicida Rugby 200 CS (Cadusaf6s); 10. Manipueira 50% + Rizotec + Rizos +
Quality; 11. Rizotec + Rizos + Quality.

4.2. Ensaio em Condi¢fes Controladas

No geral, plantas inoculadas com M. enterolobii apresentaram maior massa radicular
do que plantas ndo inoculadas. Valores de massa radicular superiores a testemunha inoculada
foram encontrados para os tratamentos 11 (31%), 5(20%), 4(16%), 8(14%), 6(10%), 7(5%) e
2(2%) e inferiores a testemunha inoculada nos tratamentos 9 (-7%), 10 (-6%) e 3 (-4%) (Figura

8).
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Figura 8. Porcentagem da massa radicular de plantas inoculadas com Meloidogyne enterolobii
em relacdo a testemunha. Ensaio em casa de vegetacdo sob o0s seguintes tratamentos: 1.
Somente agua; 2. Manipueira 50%; 3. Produtos comercial Rizotec (Pochonia chlamydosporia);
4. Manipueira 50% + Rizotec; 5. Produto comercial Rizos (Bacillus subtilis); 6. Manipueira
50% + Rizos; 7. Produto comercial Quality (Trichoderma asperellum); 8. Manipueira 50% +
Quality; 9. Nematicida Rugby 200 CS (Cadusafés); 10. Manipueira 50% + Rizotec + Rizos +
Quality; 11. Rizotec + Rizos + Quality.

Com relacdo ao total de ovos produzidos por M. enterolobii em raizes de goiabeiras,
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 9). Maior reducdo de ovos, em
ordem decrescente de eficacia, ocorreu para os tratamentos 2, 3,9, 4, 8,6, 7,1, 10, 11 e 5. Essa
mesma ordem foi mantida para o fator de reproducédo e reducdo do fator de reproducdo em
relacdo a testemunha (Figura 10). Essa ordem foi alterada apenas para ovos/g de raiz, sendo o
tratamento 4 com menor producgéo de ovos gque o tratamento 9. Os demais seguiram a mesma

sequéncia de eficiéncia (Figura 11).
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Figura 9. Total de ovos produzidos em raizes de goiabeiras inoculadas com Meloidogyne

enterolobii, em ensaio em casa de vegetacao sob diferentes tratamentos.
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Figura 10. Fator de reproducéo e porcentagem de reducgéo do fator de reproducdo em relacéo
a testemunha, em casa de vegetacdo sob os seguintes tratamentos: 1. Somente agua; 2.
Manipueira 50%; 3. Produtos comercial Rizotec (Pochonia chlamydosporia); 4. Manipueira
50% + Rizotec; 5. Produto comercial Rizos (Bacillus subtilis); 6. Manipueira 50% + Rizos; 7.
Produto comercial Quality (Trichoderma asperellum); 8. Manipueira 50% + Quality; 9.
Nematicida Rugby 200 CS (Cadusafos); 10. Manipueira 50% + Rizotec + Rizos + Quality; 11.

Rizotec + Rizos + Quality.
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Figura 11. Ovos de M. enterolobii por grama de raiz extraidos de goiabeiras inoculadas, em

ensaio em casa de vegetacdo sob diferentes tratamentos. *10. Manipueira 50% + Rizotec +

Rizos + Quality **Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade (Dados transformados em X= log (X); Média geral = 1.271,67;

CV% = 11,17). Analise estatistica pelo programa Assistat (SILVA & AZEVEDO, 2016).

Com relacdo aos J2 do solo dos vasos com goiabeiras inoculadas, a testemunha e o

tratamento 5 diferiram dos demais tratamentos por apresentarem o0s mais altos valores. Ja os

tratamentos 3, 7 e 11 diferiram da testemunha, mas nao entre si, enquanto os tratamentos 4, 6,

8 e 9 diferiram dos anteriores, mas ndo entre si. Os tratamentos com menor niimero de J, foram

2 e 10 por diferirem dos anteriores, mas ndo entre si (Figura 12).
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Figura 12. Quantificacdo de J2 em solo de vasos cultivados com goiabeiras inoculadas com
Meloidogyne enterolobii sob diferentes tratamentos. *10. Manipueira 50% + Rizotec + Rizos
+ Quality **Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a nivel
de 5% de probabilidade (Dados transformados em X= log (X); Média geral = 4.181,52; CV%
= 8,44) Analise estatistica pelo programa Assistat (SILVA & AZEVEDO, 2016).
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Figura 13. Escala de notas aplicada a raizes de goiabeiras cultivadas em vasos e inoculadas

com Meloidogyne enterolobii. *Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de
Scott-Knott a nivel de 5% de probabilidade (Média geral = 8,84; CV% = 8,22). Analise
estatistica pelo programa Assistat (SILVA & AZEVEDO, 2016).
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Tabela 7. Escala de notas para avaliagdo do sistema radicular de goiabeiras infectadas por
Meloidogyne enterolobii.

Classe de infecgao

indice galhas/ massa ovos

Descri¢ao da severidade dos sintomas

0

0

Sem galhas

1

Tracos, menos de 10 galhas

25

Muito leve, chegando até 25 galhas

1
2
3

26-99

Leve, de 26 a 99 galhas

Acima de 100

Raizes com 100 ou mais galhas superficiais,
massa de raiz inferior a 46 g, ovos/g de raiz
inferior a 1000, FR inferior a 5,0.

Acima de 100

Raizes com 100 ou mais galhas superficiais,
massa de raiz inferior a 46 g, ovos/g de raiz
superior ou igual a 1000, FR superior ou igual
a5,0.

Acima de 100

Raizes com 100 ou mais galhas superficiais,
massa de raiz superior ou igual a 46 g, ovos/g
de raiz inferior a 1000, FR inferior a 5

Acima de 100

Raizes com 100 ou mais galhas superficiais,
massa de raiz superior ou igual a 46 g, ovos/g
de raiz superior ou igual a 1000, FR superior

ouigual a 5,0.

Acima de 100

Raizes com 100 ou mais galhas por toda raiz,
massa de raiz inferior a 46 g, ovos/g de raiz
inferior a 1000, FR inferior a 5,0.

Acima de 100

Raizes com 100 ou mais galhas por toda raiz,
massa de raiz inferior a 46 g, ovos/g de raiz
superior ou igual a 1000, FR superior ou igual
a5,0.

10

Acima de 100

Raizes com 100 ou mais galhas por toda raiz,
massa de raiz superior ou igual a 46 g, ovos/g
de raiz inferior a 1000, FR inferior a 5,0.

11

Acima de 100

Raizes com 100 ou mais galhas por toda raiz,

massa de raiz superior ou igual a 46 g, ovos/g

de raiz superior ou igual a 1000, FR superior
ouigual a5,0.
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5. DISCUSSAO
5.1. Manipueira: composicao e efeito sobre plantas e solo

Em goiabeiras, o parasitismo por M. enterolobii altera fortemente a nutri¢éo das plantas,
as quais absorvem menos célcio e magnésio e acumulam manganés em seus tecidos,
apresentando sintomas de deficiéncia de nitrogénio, fosforo e potassio (GOMES et al., 2008a).
Em pomares de goiabeira moderadamente infestados por M. enterolobii é possivel a
convivéncia com a doenca, mediante a aplicacdo combinada de adubagfes quimicas e
compostos organicos adicionados ao solo, tornando o pomar produtivo por mais tempo

(GOMES et al., 2010).

Os teores de macro e micronutrientes e pH encontrados em manipueira variam em
funcdo da amostra, cultivar, manejo, condi¢bes edafoclimaticas do cultivo e tipo de
processamento industrial da mandioca (FIORETTO, 1994; MARQUES, 2009). Segundo
Cereda e Fioretto (1981), a manipueira é rica em potassio, sendo composta também por

nutrientes como nitrogénio, calcio e magnésio e por micronutrientes.

Nesse estudo, foram detectados teores maiores de nitrogénio do que potassio, de acordo
com Melo (2010). No entanto, outros estudos apontam potassio como 0 nutriente mais
abundante em manipueira (MARQUES, 2009; BARRETO, 2012; DUARTE et al., 2012).
Segundo Nasu (2008), os teores de macronutrientes e micronutrientes em manipueira variaram
em funcdo da cultivar de mandioca e da fecularia, alvo das coletas. Assim, os dados
encontrados nesse estudo permitem concluir que a manipueira industrial é fonte de
macronutrientes e micronutrientes, podendo ser utilizada em agricultura para a nutricdo de

plantas.

A aplicacéo de manipueira na agricultura foi observada por diversos autores, tanto no
aumento da produtividade das plantas (ARAGAO e PONTE, 1995; CARDOSO et al., 2009;

SILVA JUNIOR et al., 2012), como no aumento do comprimento e didmetro de raizes,
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melhorando o desenvolvimento das plantas (VIEITES e BRINHOLI, 1994; SANTOS et al.,
2010; SALVADOR et al.,, 2012; DUARTE et al.,, 2012). Além de um aumento da
disponibilidade de fdsforo, zinco, potéssio total e potdssio disponivel as plantas, quando

aplicada ao solo (SARAIVA et al., 2007; INOUE et al., 2010).

Apesar dos efeitos benéficos da aplicacdo de manipueira como fonte nutricional as
plantas, a aplicacdo indevida sem o conhecimento prévio da fertilidade dos solos pode provocar
dispersao de argilas e/ou desequilibrio nutricional, afetando negativamente as plantas (MELO

et al., 2006).

Segundo Duarte et al. (2013), a incorporacdo de manipueira aos solos pode contribuir
também para o aumento do pH devido a elevada concentracdo de cations trocaveis em sua
composicdo como potassio, magnésio e calcio. Uma das maiores limitagcbes a producao
agricola é a acidez dos solos, a qual reduz a disponibilidade de nutrientes e matéria organica as
plantas. Segundo o autor, sdo considerados valores 6timos de pH aqueles situados entre 6,0 e

6,5 (MALAVOLTA, 1997).

Nesse estudo, detectou-se reducdo significativa dos teores de Al em solo cultivado com
goiabeiras tratadas com manipueira 50% em relagcdo a testemunha tratada com agua. Essa
reducdo pode ser explicada pela adi¢do de cations trocaveis ao solo via manipueira e aumento
da saturacéo de bases. Segundo Fageria (2001) e Souza et al. (2007), o aumento da saturagédo
de bases em solos aumenta a adsor¢cdo de minerais no complexo de troca, favorecendo a CTC
do solo e deslocando aluminio e hidrogénio do complexo de troca para a solucdo do solo, 0s
quais sdo responsaveis pela acidez potencial. Na solucéo do solo, o Al se complexa com sulfato
formando Al(SOa)s. lons aluminio na solugdo do solo podem inibir o crescimento radicular,

com reflexos negativos ao desenvolvimento vegetal (BEUTLER, 2001).
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O teor de CN em manipueira é dependente da concentracdo de glicosideos
cianogénicos presentes em raizes de mandioca por ocasido da prensagem, sendo variavel entre
cultivares. Cultivares denominadas de "bravas" apresentam teores de glicosideos cianogénicos
acima de 100 mg L%, enquanto cultivares tidas como "moderadas" apresentam entre 50 e 100
mg L™ de CN" e aquelas tidas como "mansas”, niveis inferiores a 50 mg L™ (CARVALHO,

1992).

O teor de CN" da amostra coletada, nesse trabalho, foi estimado em 30 mg L (Tabela
8), eficiente no controle de M. enterolobii em goiabeiras. Teores variados de CN™ em
manipueira (25 a 52,2 mg L) tém sido relatados por diferentes autores como eficientes no
controle de Meloidogyne spp. (PONTE, 1992; CHISTE e COHEN, 2011; PANTAROTO,
2001; LEONEL e CEREDA, 1995 e NASU et al., 2015). Como a manipueira utilizada no
controle de M. enterolobii foi diluida 50%, considera-se apenas metade da concentracéo
original, ou seja, 15 mg L™ para a amostra analisada caso fosse aplicada. Embora a dose letal
(DL50) de CN"em nematoides ainda néo tenha sido determinada, em ratos a (DL50) para CN-
foi relatada em 35 mg L Cereda e Lopes (2003). Os teores de cianeto sdo variaveis entre
cultivares de mandioca (CARVALHO, 1992). Apesar da manipueira de origem industrial ser
oriunda da prensagem da mistura de cultivares, os teores de cianeto detectados até entdo tém
sido eficientes no controle de nematoides fitoparasitas. Este € o primeiro estudo de controle de

M. enterolobii com manipueira 50%, atravées de testes em campo e em vasos.

Neste estudo, o volume aplicado de calda de manipueira 50%, em campo, foi de 10
L/goiabeira. Ha relatos de volumes variados aplicados em agricultura para diferentes fins
(NASU et al., 2010; NASU et al., 2015, PONTE et al., 1987; FRANCO et al., 1990). Estudos
iniciais relacionados ao volume de calda de manipueira, aplicado no controle de nematoides,
foram desenvolvidos por Ponte et al. (1987) e Franco et al. (1990), com o relato de controle
eficiente com 4 L m?. Nesse estudo, em se tratando de goiabeiras com 7 anos de idade, o volume
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de 10 L m? foi eficiente no controle de M. enterolobii em campo, mas ndo o suficiente para

aumentar a concentracédo de nutrientes no solo.
5.2. Andlise geral dos tratamentos e testemunha negativa

Neste estudo, houve reducédo de J» de M. enterolobii em campo, em goiabeiras tratadas
somente com agua e aquelas tratadas com diferentes produtos, ao longo de 13 meses de ensaio
(Figura 4). O fato de goiabeiras tratadas apenas com agua terem sofrido reducdo da populacao
de J2 no solo pode ser explicado pelas variaveis climaticas, temperatura e umidade, ao longo

do periodo de realizacéo do experimento e também pelo declinio das plantas ndo tratadas.

No geral, plantas tratadas com produtos visando o controle de M. enterolobii
apresentaram variaveis de producdo e variaveis do nematoide superiores a testemunha. No
entanto, o tratamento a base de B. subtilis (5) ou aqueles em mistura, 10 (Manipueira 50% +
Rizotec + Rizos + Quality) e 11 (Rizotec + Rizos + Quality), tiveram um desempenho inferior

ao da testemunha para a maioria das variaveis analisadas em ambos 0s ensaios (campo e vasos).

O nematicida Rugby 200 CS (Cadusafos) foi utilizado como controle positivo nos
ensaios em campo e em vasos, tendo sido um dos melhores tratamentos na redugdo de J, em
campo. Em vasos, reduziu significativamente ovos e J. e, em consequéncia, o fator de

reproducédo de M. enterolobii.

Apesar do efeito nematicida, goiabeiras tratadas com Cadusafds produziram massa de
frutos inferior a testemunha. Esta molécula ndo havia sido testada anteriormente em goiabeiras
no controle deste nematoide, ndo havendo recomendacao do Ministério da Agricultura para seu
uso em goiabeiras. Em se tratando de uma molécula altamente tdxica ao homem e ao meio
ambiente, o uso de Cadusafos e de outros nematicidas deve ser observado com restri¢ao antes
de qualquer recomendacéo. Dados da literatura (FERREIRA, 2015) e os encontrados neste

estudo, permitem concluir que Cadusafés (Rugby 200 CS) é um nematicida que pode ser
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utilizado como controle positivo em ensaios de controle de testes de produtos no controle de

nematoides.
5.3. Manipueira no controle de Meloidogyne enterolobii

O tratamento mais eficiente na reducéo de J. e ovos de M. enterolobii foi manipueira
50%. Goiabeiras cultivadas em vasos e tratadas com manipueira 50% apresentaram, em média,
FR=1,28 e, a mais elevada porcentagem de reducéo do FR em relacdo a testemunha (78,74%),

culminando com uma massa de 20 frutos 6% superior a testemunha.

Vaérios estudos relatam o potencial nematicida de manipueira no controle de
fitonematoides, como para M. javanica e M. incognita em quiabeiros (PONTE et al., 1979;
PONTE e FRANCO, 1981); Meloidogyne spp. em cenoura (Daucus carota L.) (SENA &
PONTE, 1982; BALDIN et al., 2012); M. incognita em mamoeiros e tomateiros
(DAMASCENO et al., 2008; NASU et al., 2010; NASU et al., 2015); e M. ethiopica em yacon

(OLIVEIRA e JACOMINI, 2009).

O efeito in vitro de manipueira foi relatado para diferentes espécies de nematoide das
galhas como M. incognita (NASU, 2010; MAZZONETTO et al., 2015), M. javanica, M.
enterolobii e M. exigua (CAMARA, 2015) e também para outros nematoides como Tubixaba
tuxaua Monteiro & Lordello, 1980 (GRABOWSKI et al., 2007), Scutellonema bradys Steiner
e LeHew, 1933 (BARBOSA et al., 2010b) e Heterodera glycines Ichinohe, 1915

(COMERLATO, 2009).

A flutuacdo populacional de estadios infectantes J/300 cc de solo infestado com M.
enterolobii no ensaio em campo, demonstra a eficiéncia de manipueira 50% na reducao de 35%
de J2 em plantas tratadas. Em vasos, também houve forte redu¢cdo com o mesmo tratamento.
Reducéo de J2 de M. incognita em campo para a cultura do figo e de M. paranaensis para a

cultura do café, foi relatada por FORMENTINI (2009) e ESTEVEZ (2008), respectivamente.
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5.4. P. chlamydosporia no controle de Meloidogyne enterolobii

Os fungos nematofagos testados nesse estudo foram P. chlamydosporia e T.
asperellum. Ambos os géneros, Pochonia e Trichoderma, abrigam espécies muito utilizadas
em estudos envolvendo o biocontrole de nematoides fitoparasitas. Para alguns desses fungos
ja existem produtos comerciais disponiveis no mercado brasileiro e internacional.

Pochonia chlamydosporia é um fungo oportunista que vive saprofiticamente no solo,
ndo dependendo de nematoides para a sua alimentagdo, além de apresentar clamiddsporos
como eficiente mecanismo de sobrevivéncia. No entanto, na presenca de nematoides, P.
chlamydosporia parasita ovos e fémeas (STIRLING, 1991; SHARON et al., 2001).

Considerando os resultados deste estudo para o tratamento envolvendo apenas P.
chlamydosporia, houve reducéo significativa de J> no solo dos vasos em casa de vegetacao
(43% reducdo) em relagdo a testemunha e outros tratamentos. Em campo, houve reducéo de J>
em solo coletado da rizosfera de goiabeiras infectadas, provavelmente pela acdo do fungo como
parasita de ovos. Considerando os resultados obtidos da analise de outras varidveis como total
de ovos e ovos/g de raiz, observa-se forte reducdo de ovos produzidos pelo nematoide, tendo
em vista o fator de reproducdo (FR= 3,4) e a porcentagem de reducdo de 43% em relacdo a
testemunha. Resultados obtidos por outros autores corroboram com 0s encontrados neste
estudo.

Relatos da literatura mostram o grande potencial de reducdo dos isolados de P.
chlamydosporia, como no controle de M. incognita em soja (HAHN et al., 2015) e em
tomateiros (YANG et al., 2012); de M. javanica também em tomateiros (COUTINHO et al.,
2009; DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2014), na cultura do pepino (VIGGIANO et al.,
2014) e em tabaco (REDOLFI, 2014). Carneiro et al. (2011) observaram que P.
chlamydosporia pode ser utilizado como agente de biocontrole contra M. enterolobii em

goiabeiras, 0 que corrobora com os resultados obtidos neste trabalho.
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Nesse estudo, a varidvel producdo, avaliada pela massa de 20 frutos, obteve-se como
resultado para goiabeiras em campo tratadas com P. chlamydosporia o valor de 6% superior a
testemunha. O aumento na producdo ocorreu provavelmente devido a redugdo da taxa
reprodutiva do nematoide.

Como fémeas de Meloidogyne depositam grande quantidade de ovos em massa
gelatinosa protetora, é provavel que esta agdo potencialize o parasitismo pelo fungo cujas hifas
colonizam a rizosfera das plantas. Ao se deparar com as massas de ovos, 0 fungo penetra a
barreira protetora e encontra muitos ovos aglomerados, favorecendo o seu parasitismo. No
entanto, a sua agdo ndo ocorre para massas de ovos depositadas internamente aos tecidos das
raizes, como ocorre em algumas hospedeiras, mas sim para massas de ovos depositadas na

rizosfera das plantas infectadas (ATKINS et al., 2003; BAILEY et al., 2008).

5.5. Trichoderma asperellum no controle de Meloidogyne enterolobii

As espécies de Trichoderma mais utilizadas no controle de fitopatégenos sdo T. viride,
T. harzianum, T. atroviride e T. asperellum. Além da acdo sobre nematoides, T. asperellum
promove também o desenvolvimento vegetal, atuando como fungo endofitico (BETTIOL,
2009).

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que T. asperellum reduziu a populacéo de
J2 de M. enterolobii em campo. Em vasos, houve reducéo significativa de J> no solo em relagéo
a testemunha, com 1,66% de reducdo do FR em relacdo a testemunha, o que sugere reducdo na
producdo de ovos. Este é o primeiro estudo envolvendo T. asperellum no controle de M.
enterolobii.

A reducdo de J2 no solo, ja havia sido observada por Jindapunnapat et al. (2013) com o
uso de produto comercial a base de T. harzianum no controle de M. enterolobii em goiabeiras

infectadas em campo. Trichoderma harzianum foi observado reduzindo a populacdo de M.
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javanica em solo cultivado com quiabeiros (SIDDIQUI et al., 2001), com tomateiros
(SHARON et al., 2001; AL-HAZMI et al., 2016)); de M. incognita em pepinos (MASCARIN
et al. (2012) e em quiabeiros (MUKHTAR et al., 2013). Estes resultados reforcam o relato de
Eapen et al. (2005) sobre os mecanismos de acdo de Trichoderma contra nematoides, ou seja,
parasitismo e producdo de metabdlitos secundarios toxicos.

Em estudo realizado com isolados de Trichoderma harzianum (produto comercial
Trichodermil) e T. asperellum (produto comercial Quality), observou-se melhor desempenho
de T. asperellum na reducéo da populagéo do nematoide no solo (AGUIAR et al., 2014). O que
corrobora com o encontrado neste estudo em que T. asperellum reduziu a populacéo de M.
enterolobii em solo e nas raizes de goiabeiras.

Além da acdo sobre M. enterolobii, o tratamento a base de T. asperellum proporcionou
0s maiores valores para as variaveis massa de 20 frutos e nimero total de frutos por goiabeira,
utilizadas como indicativo da producio em campo. E provavel que T. asperellum tenha
estimulado a producéo das goiabeiras que receberam as trés aplicagdes do produto Quality em

campo, atuando como fungo endofitico.

5.6. Bacillus subtilis no controle de Meloidogyne enterolobii
Nesse estudo, o tratamento & base de B. subtilis na concentracdo 5 x 10° UFC/ml, ndo
proveu um controle efetivo para M. enterolobii, permitindo o aumento populacional do
nematoide em vasos (J2 e ovos) e um fator de reproducdo mais alto que o obtido para a
testemunha agua. Em campo, as variaveis de producdo massa de 20 frutos e total de frutos por
goiabeira também indicaram uma producéo inferior que a da testemunha.
De acordo com os resultados encontrados neste trabalho, outros ja relatados na literatura

também apresentaram acdo ndo efetiva de B. subtilis, como em testes com M. javanica e M.
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incognita no tomateiro (VAZ et al., 2011) e na cultura da cana de aglicar em ensaios em vaso

(FERREIRA, 2015).

Relatos envolvendo reducéo de ovos e J2 de Meloidogyne e promocéo de crescimento
em plantas com aplicacdo de B. subtilis foram realizados por diferentes autores, como no
controle de Meloidogyne spp. na cultura do tomateiro (ARAUJO e MARCHESI, 2009;
FERNANDES et al.,, 2014) e no controle de M. incognita na cultura da cebola (Allium
fistulosum L.) (MUNSHID et al., 2013), ambos em casa de vegetacao.

Os resultados obtidos nesse trabalho para B. subtilis indicam a ndo efetividade no
controle de M. enterolobii para o produto aplicado (Rizos), o qual contém uma determinada
estirpe desta bactéria. A efetividade de B. subtilis pode variar dependendo da estirpe utilizada
como demonstrado por outros autores (ARAUJO e MARCHESI, 2009; FERNANDES et al.,

2014; MUNSHID et al., 2013).
5.7. Combinacdes de produtos no controle de Meloidogyne enterolobii

O controle de nematoides com produtos alternativos e bioldgicos muitas vezes nao
apresentam resultado efetivo quando os produtos séo aplicados individualmente. Nesse estudo,
observou-se este efeito para B. subtilis (Rizos). Entretanto, ha produtos que podem ser
potencializados quando aplicados em conjunto ou em mistura. Assim, a combinagdo de
moléculas quimicas com produtos biolégicos, ou mesmo a combinacao de um ou mais produtos
biol6gicos pode agregar ao controle de nematoides. Essa tatica ja vem sendo utilizada
comercialmente com a combinacdo de organismos antagdnicos a nematoides em um Gnico

produto.

A combinacdo de B. subtilis com P. chlamydosporia resultou em controle efetivo de M.
javanica. (FERNANDES et al., 2014). Esse mesmo nematoide sofreu reducdo populacional

com a aplicacdo em conjunto de P. chlamydosporia, Bacillus cereus Frankland & Frankland,
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1887 e fibra de coco (DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2010). Outras combinag¢fes como
Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens resultaram na redugdo populacional de M.
incognita em cebola (Allium fistulosum) (MUNSHID et al., 2013). M. arenaria teve reducéo
populacional com Trichoderma. hamatum (Bon.) Bain. associado a T. harzianum Rifai e T.

viride Per. Ex Gray) (MOKBEL, 2013).

Nesse estudo combinou-se, em aplicacdo sequencial, manipueira com produtos
bioldgicos como Rizos e Rizotec, além de Quality, comercializado como indutor de
crescimento vegetal. A combinacdo manipueira + Rizos (B. subtilis) teve um desempenho
superior ao obtido para o produto Rizos individualmente com relacéo a variaveis do nematoide.
A combinagéo proporcionou reducédo de Jz e de ovos e do Fator de Reprodugéo do nematoide,
com reflexos positivos na producdo, avaliada pela massa de 20 frutos e total de frutos por
goiabeira. Para massa de 20 frutos, goiabeiras tratadas com a combinagdo manipueira + Rizos
produziram 10% a mais que a testemunha, enquanto goiabeiras com manipueira 50%
produziram 6% e com Rizos producdo inferior a testemunha agua em -16%. Provavelmente, B.
subtilis atuou na promocgéo do desenvolvimento vegetal o que contribuiu para 0 aumento da
producdo, a qual foi superior a do tratamento manipueira 50%. De fato, o efeito nematicida e
nutricional da manipueira é conhecido ha algum tempo. Portanto, a associacdo de manipueira
com produtos biolégicos promotores de crescimento podem causar efeito aditivo, ou seja,
manipueira 50% atuando no controle de nematoides e B. subtilis como promotor de

crescimento.

A combinacdo manipueira 50% com T. asperellum (Quality) apresentou um
desempenho inferior ao dos tratamentos manipueira 50% e Quality com relagdo as variaveis de
producdo (massa de 20 frutos e nimero total de frutos por goiabeira). Com relagdo as variaveis
do nematoide, a associagdo de T. asperellum com manipueira reduziu o Fator de Reproducéo
de M. enterolobii em relacdo ao de cada tratamento aplicado individualmente. Entretanto, a
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acdo individual de T. asperellum, mesmo com pouca agdo sobre M. enterolobii, possibilitou
um aumento de 15,6% para a variavel massa de 20 frutos e 13,4% para a variavel total de frutos
por goiabeira em relagdo a testemunha. E bem provavel que algum componente quimico
presente na manipueira utilizada nesse estudo tenha acdo sobre T. asperellum. Isto explicaria a
baixa producéo encontrada em goiabeiras tratadas com essa combinacgdo. Enxofre e cobre séo
nutrientes presentes em manipueira com acdo fungicida (OLIVER e HEWITT, 2014). E
provavel que T. asperellum seja sensivel a um desses componentes. A aplicacdo individual de
T. asperelum proporcionou a maior porcentagem de producdo por goiabeira em relacdo a

testemunha.

A combinacdo manipueira com P. chlamydosporia (Rizotec) teve um desempenho
superior a dos tratamentos manipueira 50% e Rizotec, quando aplicados individualmente, com
relacdo as variaveis de producdo. No ensaio em campo e em vasos, houve maior reducdo de J»
da combinacao em relagdo a aplicacdo individual de Rizotec, mas ndo em relagcdo a manipueira.
No ensaio em vasos, 0 FR do nematoide em goiabeiras que receberam a combinacao foi maior
que o dos produtos aplicados individualmente. Em campo, a massa de 20 frutos e o nimero
total de frutos por goiabeira da combinacdo foi maior que a de ambos os tratamentos
individualmente. A maior producdo foi obtida com a aplicacdo de manipueira e P.
chlamydosporia em conjunto do que em separado, € um indicio de que esse fungo é tolerante
a manipueira. Como P. chlamydosporia produz clamiddsporos, é provavel que manipueira nao
tenha efeito sobre os esclerddios desse fungo, diferentemente do que ocorre com T. asperellum,

fungo que n&o produz este tipo de estrutura.

Considerando a combinacdo dos trés produtos bioldgicos (Rizotec + Rizos + Quality)
com manipueira, o efeito na produgéo (massa de 20 frutos e total de frutos por goiabeira) foi
superior ao da testemunha e a dos tratamentos Rizotec, Rizos e manipueira 50%, mas ndao em
relacdo ao produto Quality, o qual foi responséavel pela maior producdo por goiabeira quando
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aplicado individualmente. Com relacdo as variaveis do nematoide, os produtos em conjunto
ndo tiveram controle efetivo, o que refletiu num elevado FR. No ensaio em vasos, € provavel
que a reducdo de J, tenha ocorrido em funcio da aplicacio de manipueira 50%. E também
provavel que a reducdo em 75% em relacdo a testemunha tenha sido obtida pela acéo de T.

asperellum, como ocorreu para o tratamento individual com esse fungo.

Considerando a combinacéo dos trés produtos bioldgicos, ndo houve controle efetivo
do nematoide e nem aumento da producdo por goiabeira. Este resultado aponta alguma
incompatibilidade entre os fungos quando aplicados ao solo em conjunto. Trichoderma é
utilizado no controle biologico de fungos como Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 1884,
por exemplo. E provavel que T. asperellum tenha tido acéo contra P. chlamydosporia, deixando
de atuar como promotor de desenvolvimento vegetal. Ja B. subtilis ndo se mostrou eficiente no

controle de M. enterolobii quando aplicado individualmente.
6. Consideracdes Finais

Manipueira 50% foi o melhor tratamento no controle de M. enterolobii, contribuindo
para os maiores valores de reducgéo de J> em solo, de reducdo de ovos e reducdo de ovos/grama
de raiz. A forte supresséo da taxa reprodutiva de M. enterolobii por manipueira 50% culminou
com a menor média de Fator de Reproducdo em vasos. No entanto, dos tratamentos que
superaram a testemunha em porcentagem de producéo/goiabeira, manipueira 50% foi o

tratamento que apresentou menor aumento de producéo.

Considerando as varidveis de producdo, os tratamentos a base de T. asperellum
(Quality) e Manipueira 50% + P. chlamydosporia (Rizotec), foram os que proporcionaram a
maior massa de frutos/goiabeira. No entanto, T. asperellum se comportou como excelente
promotor de desenvolvimento vegetal, mas sem controle algum do nematoide. J4 a combinacao

Manipueira 50% + P. chlamydosporia, alem de reduzir sensivelmente J2 e ovos de M.
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enterolobii, e em consequéncia 0 FR do nematoide, também proporcionaram uma producao

préxima a do tratamento Quality, a base de T. asperellum.

Todos os tratamentos aplicados em conjunto, com exce¢do de Manipueira 50% +
Quality (T. asperellum), também proporcionaram aumento de producdo, mas sem um controle
efetivo do nematoide. Levando-se em consideracdo o controle ndo efetivo do nematoide e o
aumento dos custos de producdo com a aplicacao de trés produtos biolégicos e manipueira, este

tratamento se torna inviavel.

A aplicacdo de manipueira 50% em conjunto com B. subtilis (Rizos) e P.
chlamydosporia melhorou o desempenho desses produtos quando aplicados individualmente,
havendo, portanto, compatibilidade entre manipueira e esses agentes de controle bioldgico.
Portanto, a combinacdo de manipueira, um potente nematicida, com fungos ou bactérias
compativeis é desejavel. Os resultados apresentados nesse trabalho demonstraram que a
aplicacdo em conjunto potencializa a acdo, culminando com aumento da producdo por

goiabeira.

Trata-se do primeiro relato da aplicagdo conjunta de manipueira com produtos
bioldgicos. Considerando os resultados positivos para um ano de ensaio em campo e apenas
uma producéo avaliada, espera-se um aumento ainda maior da producéo por goiabeira em anos
subsequentes de tratamento. Ressalta-se também que, foram realizadas quatro aplicacdes de

manipueira em combinacdo com produtos biolégicos ao longo de um ano de tratamento.

A combinacdo de agentes de controle bioldgico com manipueira pode ser uma
alternativa ao controle de M. enterolobii em campo enguanto cultivares resistentes ndo sao
desenvolvidas ou até que o uso de porta-enxertos resistentes seja viabilizado para plantio

comercial. Os resultados obtidos nesse estudo apontam caminhos para a convivéncia com esse
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patdgeno em pomares infestados. Sugere-se aplicagdes trimestrais de manipueira em relacéo

as mensais, reduzindo os custos de producdo e a periodicidade de aplicacéo.

7. CONCLUSOES

v

A manipueira apresentou 0s macronutrientes N, P, Ca, K, S e Mg e os
micronutrientes Zn, Mn, Cu, Fe, Co, Mo e B; pH de 5,95 e teor de cianeto estimado
em 30 ppm;

Manipueira a 50% reduziu a populacdo de M. enterolobii em campo e em casa de
vegetacéo;

A combinacdo Manipueira 50% e P. chlamydosporia (Rizotec) aliou reducéo
populacional de M. enterolobii com aumento de producgéo de goiabeiras;

T. asperellum (Quality) aumentou a producdo de goiabeiras no campo, porém sem

controle do nematoide M. enterolobii;
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