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RESUMO

A goiabeira € uma cultura importante no Brasil, com ampla distribuicdo e possuindo
producdo comercial significativa. No entanto, o declinio da goiabeira é um problema
fitossanitario sério, especialmente em areas de monocultura, onde a doenca pode se
espalhar rapidamente. O manejo convencional, incluindo o uso de produtos quimicos, tem
sido insuficiente para conter a doenga. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é
desenvolver um manejo eficaz no controle do declinio da goiabeira. O trabalho foi
conduzido no Laboratério de Fitopatologia no Departamento de Tecnologia e Ciéncias e
Sociais na Universidade do Estado da Bahia (DTCS/UNEB) em Juazeiro-BA. Foi
avaliado a sensibilidade in vitro do Fusarium sp. aos produtos bioldgicos em diferentes
dosagens: T2= Bacilillus velezensis 400mL.ha-1, T3= Bacilillus velezensis 200mL.ha-1,
T4= Bacillus amyloliquefaciens + Tricodherma hazianun 200 g.ha-1 e T5= Bacillus
amyloliquefaciens + Tricodherma hazianun 500 g.ha-1. Para o célculo do indice de
crescimento micelial, foram realizados medicgéo diaria do diametro das col6nias formadas
do Fusarium sp. (média das duas medidas diametricamente opostas), até que a testemunha
atingisse o diametro da placa. A coleta e extracdo de nematoides (Meloidogyne
enterolobii) foram realizadas em raizes de goiabeiras infestadas, utilizando o método de
extracdo por flutuacdo em solucdo de sacarose. Os nematoides extraidos foram usados
para testar a eficacia dos tratamentos na eclosdo e mortalidade das juvenis de segundo
estagio (J2). Os tratamentos utilizados para controle da eclosdo in vitro e na mortalidade
de juvenis de Meloidogyne enterolobii foram T2= Bacillus velezensis 400 mL.ha-1, T3=
Bacillus velezensis 200 mL.ha-1, T4= Bacillus subtilis e licheniformis 200 g/60L e T5=
Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis + Purpureocilium lilacinum 250 g/300L. Os
dados foram analisados estatisticamente utilizando andlise de variancia e teste de Tukey
(p<0,01). Os tratamentos com Bacillus amyloliquefaciens + Trichoderma harzianum nas
doses de 200 e 500 g/60L.ha-! mostraram maior eficiéncia no controle in vitro do
Fusarium sp. Os tratamentos com Bacillus velezensis (400 e 200 mL/60L.ha-?) e Bacillus
subtilis + Bacillus licheniformis + Purpureocilium lilacinum (250 g@/300L.ha-1)

apresentaram altas taxas de mortalidade do nematoide, superiores a 70%.

Palavras-chaves: Controle biologico; Doengas complexas; Nematicida; Fungicida.
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INTRODUCAO

A goiabeira (Psidium guajava L.) é uma planta pertencente a familia Myrtaceae,
originaria das regides tropicais americanas e esta mundialmente distribuida. No Brasil,
esta cultura é produzida por pequenos e médios produtores, estendendo-se por milhares
de hectares e oferecendo boa rentabilidade (Pommer et al., 2013).

A goiaba pode ser consumida in natura ou industrializada, sendo comum a
fabricacdo de produtos como geleias, base para bebidas, xaropes e suco, dentre outros
produtos. Possui ainda uma grande importancia nutricional, sendo rica em licopeno,
vitamina C e betacaroteno, além de célcio e fibra (Francisco et al., 2010). Dentre as
regides brasileiras de cultivo, destacam-se o0 Sudeste e o Nordeste, sendo Pernambuco o
estado que detém as maiores produgdes com aproximadamente 565.000 toneladas
produzidas no ano de 2022 gerando um valor de producéo de cerca de 1 milhdo de reais
(IBGE, 2024).

A expansdo das areas de producdo da goiabicultura no Brasil trouxe alguns
problemas fitossanitarios, 0s quais se agravaram mais nas grandes areas onde ha
0 predominio da monocultura (Gomes, 2007; Pereira et al. 2009), dentre esses

problemas, destaca-se o declinio da goiabeira.

O declinio da goiabeira é uma doenca complexa, que acarreta ampla podridao
radicular devido a acdo de um fungo de solo, chamado Fusarium solani, que aproveita a
“porta aberta” pelo nematoide, para acelerar o processo de definhamento ¢ a morte das
goiabeiras infectadas. E importante destacar que a infeccdo causada pelo nematoide

Meloidogyne enterolobii é fundamental para que a doenca ocorra (Gomes et al. 2011).

A doenca se instalou no Brasil ha alguns anos e tem sido responsavel pela
erradicacdo de inimeros pomares. E uma condicdo multifacetada induzida pelo
parasitismo do nematdide Meloidogyne enterolobii que torna a planta suscetivel a grave

podriddo radicular provocada pelo fungo Fusarium solani (Gomes et al., 2011).

Esta, até 0 momento, ja foi responsavel pela erradicacdo de mais de 5.000 ha de
pomares de goiabeira em ambito nacional, o que resultou em perda econémica aos
produtores de aproximadamente US$ 70 milhdes de ddlares (Gomes et al. 2011; Gomes
et al., 2012; Pommer et al., 2013; IBGE, 2019).
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O manejo de patdégenos de solo ndo é tarefa facil; o emprego de produtos
quimicos, por exemplo, como nematicidas e fungicidas sintéticos tem se mostrado cada
vez mais desaconselhavel, pois sdo produtos caros, muito tdxicos, e que podem

contaminar solo e &guas subterraneas (Kimati et al., 2005).

Vérias tentativas de manejo do declinio da goiabeira tém sido pesquisadas, porém
sem resultados satisfatorios, como por exemplo, a utilizacdo de nematicidas, plantas
resistentes, rizobactérias, adicdo de materiais organicos ao solo, entre outros (Burla et al.,
2007; Carneiro et al., 2011; Almeida et al.; 2011; Cruz, 2013).

A rotacdo de culturas € uma das principais taticas de manejo de patégenos de
solo, porém, na maioria das vezes, € rejeitada pelos produtores devido a necessidade de
se obter lucros e, nem sempre, as plantas indicadas para rotacdo tém valor comercial.
Vale ressaltar que, o emprego de variedades resistentes pode se tornar um problema
se esse uso for continuo, pois podem surgir populagdes do patdgeno capazes de
parasitar essas plantas. Além disso, ndo ha variedades comerciais resistentes a todas as
espécies de nematoides e fungos, como Fusarium spp. (Camargo e Bergamim Filho,
1995).

Devido a essas dificuldades relacionadas ao manejo de fitonematoides e fungos
de solo, a busca por métodos alternativos de controle como o uso de produtos bioldgicos,
vem se tornando cada vez mais constante. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é

desenvolver um manejo eficaz no controle do declinio da goiabeira.
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REVISAO DE LITERATURA
Aspectos gerais de Psidium guajava L.

A goiabeira (Psidium guajava L.) pertence a Classe Dicotyledoneae, a Ordem
Myrtiflorae, a Subordem Myrtineae, a Familia Myrtaceae e ao género Psidium (Rozane
et al., 2009), sendo amplamente distribuida em paises de clima tropical, subtropical e
mesmo em paises de clima mais frio, sem geadas (Medina, 1991). E um arbusto de
pequeno porte, que, em pomares adultos, pode atingir de trés a seis metros de altura. As
folhas sdo opostas e caem apds a maturagdo; as flores sdo brancas e hermafroditas. O
fruto é constituido de uma baga, carnoso, casca verde, amarelada ou roxa, com superficie
irregular, de cerca de oito centimetros de diametro (Giacomino, 2012).

Existem mais de 400 espécies de goiaba no mundo, apesar de somente algumas
dezenas serem plantadas comercialmente (Pommer; Murakami; Watlington, 2006).
Destacando-se como variedades de polpa vermelha a ‘Paluma’, ‘Rica’, ‘Pedro Sato’ e
entre as variedades de polpa branca a ‘Ogawa’, e ‘Kumagai’.

A goiaba é uma das mais importantes frutas do Brasil e do mundo, pois apresenta
lugar de destaque entre as frutas tropicais, devido ao seu alto valor nutritivo, com elevados
teores de vitamina C, A e B, e ao sabor e aroma caracteristicos, que lhe conferem
excelente qualidade organoléptica (Pereira; Martinez Junior, 1986; Pommer et al., 2013).

A goiabeira apresenta excelentes condi¢6es para exploracdo em escala comercial,
em funcdo de seus frutos atingirem bons precos no mercado e serem muito apreciados
pelas suas caracteristicas tanto para o consumo de mesa como para a fabricacdo de
produtos industrializados (Manica et al., 2000; Cafiizares et al., 2003; Chase; Reveal,
2009; Pommer et al., 2013).

O Brasil € 0 maior produtor mundial de goiabas vermelhas, sendo a Franca, o
Canada, o Reino Unido e os Paises Baixos 0s maiores compradores. As regides de
destaque na producdo comercial de goiaba sdo os Estados de Sdo Paulo, Bahia, Minas
Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Parana (Marques et al., 2012;
IBGE, 2022).

A producdo de goiaba no Brasil é realizada em grande parte em pequenas
propriedades com dimensdo de 3 a 5 ha e, na maioria das vezes, sdo utilizadas mao-de-
obra familiar. Desta forma, a cultura da goiabeira é considerada uma 6tima alternativa

de fonte de renda para os produtores familiares (Gomes, 2007).
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Fitonematoides

A maioria dos fitonematoides pertence a fauna do solo e depende diretamente da
producdo primaria, constituindo seu sitio de acdo o sistema radicular das plantas
(Coleman et al., 1995).

Os fitonematoides podem causar injurias ou alteracBes teciduais nas raizes,
predispor a planta a outras doencas e aumentar a sensibilidade a estresses ambientais. Os
sintomas diretos nas raizes concorrem, com frequéncia, para a manifestacdo de sintomas
indiretos ou reflexos na parte aérea das plantas, decorrentes principalmente de
dificuldades na absorcdo e/ou transporte de agua e nutrientes disponiveis no solo (Barker,
2003).

As perdas mundiais devidas aos fitonematoides foram estimadas entre 12 e 15%
do valor total da producédo agricola. No Brasil, a quantificagdo de perdas ndo é precisa
devido principalmente as interagdes com danos provocados por pragas e outras doengas,
condicdes climaticas adversas presenca de plantas invasoras e inadequacdo de tratos
culturais (Ritzinger & Francelli, 2006).

Em vista da importancia econdémica dos nematoides, devido as perdas por eles
causadas, esses organismos tém sido frequentemente negligenciados nos
agroecossistemas, somente assumindo “status” de patdégeno quando sua populacdo se

encontra muito elevada, com prejuizos acentuados.

Fusarium solani

Fusarium solani foi descrito por Snyder e Hansen em 1941 como um fitopatdgeno
pertencente a familia Tuberculariaceae (Hyphomycetes). Possui hifas extensas, felpudas
e septadas que formam micélio que varia entre as cores rosa, roxo, amarelo a branco-
acinzentado, variando de esparso a denso. O fungo possui ainda dois tipos de esporos
assexuados, denominados de microconidios e macroconidios (Sharma, 2004; Amorim et
al., 2011).

Em condicdes desfavoraveis ao seu desenvolvimento sdo produzidas estruturas de
resisténcia chamadas clamiddsporos, que sdo constituidos por uma unica célula que
condensa seu citoplasma devido ao acimulo de reservas nutritivas, formando-se nas hifas
de maneira intercalar ou terminal (Michereff et al., 2005).

Os sintomas tipicos causados pela fusariose nas plantas podem inicialmente ser
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0 amarelecimento e enrolamento de folhas e ramos mais novos, seguidos de
avermelhamento e queda das folhas. Os frutos produzidos nos ramos atacados tém
seu desenvolvimento paralisado, sendo os sintomas mais avangados caracterizados pela

murcha e desfolhamento da planta (Gupta et al., 2010).

Meloidogyne enterolobii

O M. enterolobii é uma espécie tropical e subtropical, cuja ocorréncia ja foi
relatada no Brasil, Cuba, Porto Rico, Senegal, Africa do Sul, Cuba, Malasia, Martinica,
Porto Rico, Senegal, Trinidad Tobago, Venezuela e Africa ocidental (Cab International,
2001).

No Brasil, M. enterolobii foi relatado pela primeira vez nos municipios de
Petrolina (PE), Curaca e Manicoba (BA) causando danos severos em plantios
comerciais de goiabeira (Carneiro et al., 2001). Posteriormente, a presenca do nematdide
foi relatada nos estados de Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro, Piaui, Rio Grande do
Norte, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Parand, Ceard, Maranhdo e Sao Paulo
(Torres et al., 2005; Silva et al., 2006; Lima et al., 2008; Silva et al., 2008).

Meloidogyne enterolobii € um parasita biotrofico obrigatorio e ndo é capaz de
completar seu ciclo de vida sem um hospedeiro vivo (Eisenback e Triantaphyllou, 1991;
Agrios, 2005; Elling, 2013). As fémeas adultas de nematoides depositam ovos em uma
matriz gelatinosa protetora expelida da raiz para o solo, que mantém os ovos juntos e 0s
protege da predacdo e de condigdes ambientais extremas. Apds a embriogénese, 0
nematoide se desenvolve em um primeiro estagio juvenil (J1) e passa por uma primeira
muda para um J2 infeccioso. A eclosdo depende da temperatura e umidade do solo. Os
J2s migram para o sistema radicular de um novo hospedeiro, penetram nos tecidos
epidérmicos da raiz e migram para o cilindro vascular, onde estabelecem locais de
alimentacdo. Essas células sdo aumentadas e multinucleadas, fornecendo nutricdo aos
nematoides. Os J2s mudam mais trés vezes até atingirem o0s estagios adultos, sendo que
0s estagios J3 e J4 ndo se alimentam devido a auséncia de um estilete funcional
(Eisenback e Triantaphyllou, 1991; Chitwood e Perry, 2009; Moens et al., 2009; Elling,
2013; Jones et al., 2013; Castagnone-Sereno e Castillo, 2014; Kirkpatrick et al., 2018;
Overstreet et al., 2019;).
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O M. enterolobii constitui um dos fatores limitante para o cultivo da goiabeira,
devido ao elevado numero de ovos produzidos por fémea (500 ovos/ciclo), ampla
distribuicdo geografica e gama de hospedeiro (Guimaraes et al., 2003).

Declinio da goiabeira

O declinio da goiabeira € uma doenca complexa causada pela associacdo
sinergistica entre M. enterolobii e Fusarium solani, mostrando que o nematoide, devido
ao parasitismo inicial, predispde as plantas a intensa degeneracdo radicular subsequente
pelo fungo (Gomes et. al 2011).

Figura 01. Sintomas do declinio da goiabeira. A — Goiabeira com sintomas de clorose; (B, C e D) - Sistema
radicular infectado por M. enterolobii e F. solani.

Fonte: Silva, M. F. A. 2024.

Goiabeiras em declinio apresentam clorose, necrose das bordas foliares,
murchamento, queda das folhas e necroses radiculares (Figura 1), deficiéncia nutricional,
galhas e apodrecimento radiculares (Figura 1). As plantas em declinio tém seu sistema
radicular apodrecido ao longo da evolugdo da doenga, ndo se recuperando e morrendo
dentro de alguns meses. Nesta doenga, goiabeiras imunes a F. solani tornam-se
susceptiveis a este fungo quando parasitadas por M. enterolobii. Além disso, os frutos
atingem sua maturidade fisioldgica prematuramente com tamanho reduzido e abaixo do
padrdo de comercializa¢do. (Gomes, 2007; Gomes et al., 2008; Amorim et al, 2011;

Gomes et al., 2012; Moreira; Henrique Neto, 2001).

Manejo do declinio da goiabeira
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Muitas tentativas de manejo do declinio da goiabeira ndo tém se mostrado
eficientes, como utilizacdo de nematicidas, fungos nematéfagos (Paecilomyces lilacinus
e Pochonia chlamydosporia), bactérias nematéfagas (Pasteuria penetrans), rizobactérias,
resisténcia genética, adicdo de materiais organicos ao solo, entre outras (Cruz, 2013).

Almeida et al. (2011), testou isolados de rizobactérias para 0 manejo do
declinio e observou que eles ndo foram capazes de reduzir a densidade de J2 de M.
enterolobii no solo.

Carneiro et al. (2011), avaliaram a adicdo dos fungos Paecilomyces lilacinus
(Thom Samson) o e Pochonia chlamydosporia (Zare e Gams) por um periodo de seis
meses e relataram que, embora 0 nimero de ovos de M. enterolobii tenha reduzido os

sintomas nas plantas ndo foi atenuado.

Trabalhos com o intuito de encontrar fontes de resisténcia a M. enterolboii
também tém sido desenvolvidos. Burla et al. (2007), por exemplo, avaliaram a
reacdo a M. enterolobii de vinte e seis acessos de goiabeira e um de araga e encontraram

que todos 0s materiais eram suscetiveis.

Utilizacdo de produtos bioldgico

Entende-se por controle biolégico de patdgenos a total ou parcial reducdo da
populacdo destes por outros organismos, 0 que ocorre rotineiramente na natureza (Agrios,
2004).

O controle bioldgico baseia-se na relacdo antagdnica entre microrganismo e
patdgeno, podendo ser caracterizado por diferentes modos de acéo, tais como: competicao
por espaco e nutrientes, antibiose, parasitismo e inducdo de resisténcia da planta
hospedeira (Moraes, 1991; Melo & Azevedo, 1998; Papavizas, 1985).

Mais de 200 diferentes organismos sdo considerados inimigos naturais dos
fitopatdgenos. Fungos, bactérias, nematoides predadores e acaros tém sido encontrados
predando ou parasitando nematoides (Soares, 2006). Dentre esses, os fungos tém se
destacado como agentes potenciais para controle bioldgico (Dijksterhuis et al., 1994),
seguidos das bactérias. Cerca de 75% dos antagonistas ja identificados sdo fungos e outros
7% séo bacteérias, encontrados normalmente nos solos e inofensivos as culturas. Parasitam

ovos, predam juvenis, adultos ou cistos, ou ainda produzem substancias tdxicas aos
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nematoides (Jatala, 1986; Stirling, 1991).

O controle biolégico vem sendo viabilizado apds décadas de pesquisa em varios
paises com a selecdo de antagonistas e o desenvolvimento de formulacdes estaveis.
Porém, ainda existem limitacOes técnicas e comerciais para que os produtos bioldgicos
possam fazer parte do manejo integrado de nematoides em definitivo. O mercado global
de produtos bioldgicos para o controle de pragas e doencas na agricultura representa cerca
de 2% do mercado de defensivos agricolas mundial. Foram primeiramente desenvolvidos
para culturas de alto valor agregado, vegetais e cultivos protegidos, para reducédo dos
residuos. Atualmente, tém sido utilizados em praticamente todas as culturas agricolas.
Produtos a base de Bacillus thuringiensis dominam o mercado, mas outros agentes tém
tido destaque, como Beauveria, Metarhizium, Trichoderma, Bacillus subtilis, Bacillus
firmus, Pseudomonas fluorescens, aléem dos nematoides entomopatogénicos. Destes,
apenas alguns tém potencial de controle de nematoides parasitas de plantas (Machado et
al. 2016).
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MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Fitopatologia no Departamento de
Tecnologia e Ciéncias Sociais na Universidade do Estado da Bahia (DTCS/UNEB) em
Juazeiro-BA (9°25'11.5" S; 40°29'08.3" W), durante os meses de mar¢o a junho de 2024.

Obtencao do indculo e teste de patogenicidade

O isolado de Fusarium sp. foi obtido de um pomar de goiabeira da cultivar
‘Paluma’ com sintomas de declinio da goiabeira, e 0s tecidos coletados do colo e da raiz
da planta (Figuara 02 a, b). Para o isolamento, foram utilizadas placas de Petri de 90 x
15 mm com meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar), preparado com 200 g de
batata, 20 g de dextrose e 20 g de &gar por litro de dgua, com 500 mg L? de antibidtico
Tetraciclina para evitar contaminacdo por bactérias. As mesmas foram incubadas por 7
diasa 25 £2 °C.

Figura 02. Obtencédo do indculo do Fusarium sp. A — Goiabeira com sintomas de declinio; B - Sistema
radicular infectado por F i; C — Crescimento micelial do Fusarium sp.

Fonte: Silva, M. F. A.

Para o teste de patogenicidade do isolado obtido, procedeu-se com a inoculagéo
da suspensdo em estacas de goiabeira (10 cm de comprimento) com um par de folhas de
goiabeira cultivar 'Paluma’, obtidas em uma area experimental (Figura 03 a). As estacas
foram imersas separadamente por cinco segundos em uma suspensdo de conidios
(10%/mL) do isolado de Fusarium sp. (Gomes et al., 2011) (Figura 03 b). Posteriormente,
as estacas foram colocadas individualmente em copos plastico com solo esterilizado
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como substrato (Figura 03 ¢), e mantidas a 27 £ 2 ° C, 95% de UR e fotoperiodo de 12h.
Seis estacas inoculadas por isolado e quatro imersas em agua destilada estéril, como
controle. Foram avaliados o aparecimento de sintomas da doenca. Foram avaliados o

aparecimento de sintomas da doenca através da escala proposta por (Gomes et al., 2011)

Figura 03. Teste de patogenicidade. A — Estacas de goiabeira; B — Suspenséo de Fusarium sp.; C — Estacas
em solo esterilizado.

Fonte: Silva, M. F. A.

Figura 04. Descricdo de sintomas do Fusarium sp. em estacas de goiabeira.

MNota Descrigdo dos sintomas

0 saudavel (auséncia de sintomas).

1 presenca de lesdes necroticas abrangendo pequena area das folhas e
no peciolo @ murcha leve com gqueda ocasional de pelo menos uma
folha.

2 lesGes necrdticas cobrindo grandes areas das folhas, peciolo, e na

base da estaca que se apresenta moderadamente retorcida e murcha
com queda de ambas as folhas.

Fonte: Gomes et al., 2011.

As estacas imersas na solugcdo aquosa da suspensao de micronidios e macronidios
(10%/mL) de Fusarium sp. apresentaram sintomas de grau dois. Ja a testemunha néo

apresentou sintomas (Figura 05).
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Figura 05. Sintomas de Fusarium sp em estacas de goiabeira apds a imersas em suspensao aquosa de
conidios. (A e B) — A Testemunha apresentou o grau zero, e as estacas que receberam o inoculo de

macronidios e micronidios apresentaram sintomas de grau dois.

Fonte: Silva, M. F. A.

Sensibilidade in vitro Fusarium sp. aos produtos biologicos

Para a sensibilidade in vitro do Fusarium sp adicionou-se os produtos biologicos
a0 meio de cultura BDA fundente, acrescido de Tween?® (0,05mL) e vertidos em placa de
Petri. Os produtos e concentragdes testados foram T2= Bacilillus velezensis 400mL.ha,
T3= Bacilillus velezensis 200mL.ha-1, T4= Bacillus amyloliquefaciens + Tricodherma
hazianun 200 g.ha* e T5= Bacillus amyloliquefaciens + Tricodherma hazianun 500 g.ha"
!, Posteriormente, um disco de 5 mm das bordas da col6nia do patdgeno em crescimento
ha 8 dias foi adicionado ao centro da placa de Petri. A testemunha consistiu no disco do

fungo cultivado em meio BDA sem adi¢édo de produto (Tabela 1).

Tabela 01: Tratamentos e o ingrediente ativo dos produtos comerciais utilizados.

TRATAMENTOS PRODUTOS
T1 Testemunha
T2 Bacillus velezensis 400 ml.ha*
T3 Bacillus velezensis 200 ml.ha*
T4 Bacillus amyloliquefaciens + Tricodherma hazianun 200 g.ha*

T5 Bacillus amyloliquefaciens + Tricodherma hazianun 500 g.ha*
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As placas foram vedadas e mantidas na temperatura média de 25°C e baixa

luminosidade.

A avaliacdo ocorreu ap0s 24h, através da medicdo diaria do didametro das coldnias
formadas do Fusarium sp. (média das duas medidas diametricamente opostas), até que a
testemunha atingisse o didmetro da placa. Para o célculo da taxa de inibicdo do

crescimento micelial, utilizando a formula:

(Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento)
k

[.C.M = 100

Crescimento da testemunha

Coleta e extracdo dos nematoides

Para a extragdo, foram coletadas raizes de goiabeiras (Psidium guajava L.)
infestadas com o M. enterolobii em uma area de producéo na Fazenda JB (9,16202° S,
41,00593° O) no municipio de Casa Nova, Bahia. Essas raizes foram levadas para o
Laboratorio de Fitopatologia onde foi realizada a extracdo de ovos de acordo com a
metodologia proposta por Coolen ¢ D’Herde (1972), onde 0s nematoides sdo extraidos
das raizes pelo método conhecido como “método do liquidificador, peneiramento e
flutuagdo em centrifuga com solu¢do de sacarose”, efetuando-se as seguintes etapas: 1)
coleta, lavagem cuidadosa, e corte das raizes infectadas em pedacgos de aproximadamente
2 cm; 1) transferéncia das raizes para um copo de liquidificador e adi¢do de solucdo de
hipoclorito de sodio (NaClO), na concentracéo de 0,5%, até cobri-las; I11) trituracdo das
raizes por 60 segundos na velocidade minima; 1V) ao final do tempo, a suspensdo
contendo os ovos do nematoide foram passada em peneira de malha de 20 mesh, sobre
outra peneira de malha de 500 mesh; V) utilizando jatos fortes de adgua para retirar o
excesso de NaClO, e o conteddo da peneira de 500 mesh foi recolhido para um béquer
com capacidade de 500 mL com auxilio de uma pisseta; V1) a suspensao foi transferida
para tubos de centrifuga tomando-se cuidado para balancea-los; VII) a centrifugacdo por
5 min a 1.800 rpm; VIII) retirou-se os tubos da centrifuga; o liquido sobrenadante foi
eliminado, limpando as bordas dos tubos. Logo apds essa etapa, adicionou-se a solugédo
de sacarose (450 g de acucar misturado em 1,0 L de 4gua) misturada com um bastdo de
vidro para desfazer o “pelet”; IX) os tubos serdo colocados novamente na centrifuga e

submetidos a 1.800 rpm por um minuto; X) em seguida, os tubos serdo retirados da
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centrifuga e o sobrenadante vertido sobre uma peneira de 500 mesh, devidamente
inclinada. Recolhendo a suspensdo para um béquer com capacidade para 500 mL, e 0
excesso da sacarose sera eliminado com agua de torneira e, com jatos fortes de agua de
pisseta. Tomando-se aliquotas de 1 mL, faz-se a contagem de ovos em Camara de Peters
sob microscopio estereoscopio (Figura 06) e calibracdo da suspensao para o teste in vitro.

Figura 06. Coleta e extracdo nematoide. A — Coleta das raizes com galhas; B — Trituragdo das raizes; C —
Suspensdo com ovos passados na peneira; D — Centrifugacéo.

Fonte: Silva, M. F. A
Controle in vitro na eclosdo e na mortalidade de juvenis de Meloidogyne

enterolobii

A quantia de 10 mL da solu¢do contendo os produtos descritos na (Tabela 02),
foram colocadas em placas de Petri estéreis. Em seguida, foi pipetado 1 mL de suspensdo
contendo 500 ovos de Meloidogyne enterolobii e a mistura final foi incubada por 7 dias,
a 25°C, em sala climatizada. Apds a incubacéo foi realizada a avaliagdo da percentagem
de J2 eclodidos. Para o teste de mortalidade, foram observados os nematoides
aparentemente inativos. Para que os nematoides fossem considerados inativos, estes
deveriam apresentar um corpo retilineo e imdvel ao microscopio (Machado et al. 2017).
Para calcular a taxa de mortalidade percentual em uma area especifica, utilizando a

seguinte férmula:

N° de mortos

Taxa de mortalidade (%) = Pelo n° total de individuos | 100

O delineamento experimental utilizado foi o Inteiramente Casualizado (DIC) com
cinco tratamentos, cinco repeticfes por tratamento, sendo cada repeticéo representada por
uma placa de Petri. Os dados obtidos foram submetidos & anélise de variancia e as medias
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comparadas pelo teste de Tukey, a 5% (p<0,01) de probabilidade no programa
AGROESTAT (Barbosa & Maldonado, 2015).

Tabela 02: Tratamentos e o ingrediente ativo dos produtos comerciais utilizados.

TRATAMENTQOS PRODUTOS
T1 Testemunha
T2 Bacillus velezensis 400 ml.ha'
T3 Bacillus velezensis 200 + 200 ml.ha™*
T4 Bacillus subtilis e licheniformis 200 g/60L
TS5 Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis + Purpureocilium

lilacinum 250 g/300L

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sensibilidade in vitro Fusarium sp. aos produtos biologicos

De acordo os dados obtidos, verificou-se que os tratamentos com Bacillus
velezensis nas doses de 400 e 200 mL/60L.ha-t, apresentaram uma reducéo significativa
na Area Abaixo da Curva do Crescimento Micelial (AACCM), indicando um efeito

inibitorio no crescimento micelial do Fusarium sp (Figura 7).

Os tratamentos, Bacillus amyloliquefaciens + Tricodherma hazianun nas doses

200 e 500 g/60L..ha-* foram significativamente mais eficazes do que 0s outros tratamentos
(Figura 7).

Figura 07. Area Abaixo da Curva do Crescimento Micelial

AACCM
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Testemunha Bacillus velezensis 400  Bacillus velezensis 200 Bacillus Bacillus
mL/60L mL/60L amyloliquefaciens + amyloliquefaciens +

Tricodherma haziammn  Tricodherma hazianun
200 g/60L 500 g/60L
Tratamentos

Fonte: Silva, M. F. A.

O AACCM é o somatdrio do crescimento médio diario do Fusarium sp., nesse
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sentido, observa-se que os tratamentos com Bacillus velezensis 400 e 200 mL/60L ha?
expressaram um menor AACCM em comparagdo com a testemunha. Resultados
corroboram com Montalvdo (2017) com a realizacdo das observacdes ao microscopio
eletronico de varredura (MEV) das areas de confronto entre patégeno e antagonista foi
possivel visualizar deformagfes de hifas do patdgeno, com a conglobacdo, hidrolise e
morte de hifas devido a atuacdo toxica dos metabdlitos do Bacillus sobre o Fusarium

oxysporum.

Os tratamentos com Bacillus amyloliquefaciens + Tricodherma hazianun 200 e
500 g/60L.ha* apresentaram reducdo na AACCM em relacdo aos tratamentos Bacillus
velezensis 400 e 200 mL/60L.hat. A testemunha apresentou a maior AACCM, indicando
que ndo houve inibicao do crescimento micelial. Conforme Vinale et al. (2008) a reducgéo
do crescimento micelial de Fusarium spp. pelo fungo T. harzianum pode ser atribuida a

competicao por espaco e por nutriente presentes no meio de cultura e/ou hiperparasitismo.

A eficécia superior Bacillus amyloliquefaciens + Tricodherma hazianun 200 e 500
g/60L.ha-! aos tratamentos com Bacillus velezensis 400 e 200 mL/60L.ha-t, pode ser
explicada pela combinacdo de mecanismos de agdo distintos, como a producdo de
substancias antimicrobianas por Bacillus amyloliquefaciens e a competicdo e

hiperparasitismo por parte de Trichoderma harzianum (Vinale et al. 2008).

A figura 8 ilustra a curva de crescimento micelial de Fusarium sp. nos tratamentos

ao longo de dez avaliagdes.
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Figura 08. Curva de crescimento micelial.

Curva de crescimento micelial
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Fonte: Silva, M. F. A.

Observa-se que a curva de crescimento micelial da testemunha segue uma
tendéncia linear crescente, indicando que o micélio do fungo cresceu continuamente ao
longo das avaliacfes, sem qualquer inibicdo. Entretanto para os tratamentos com Bacillus
amyloliquefaciens + Trichoderma hazianum (500 g/ha-1 e 200 g/ha-1), ambas as doses
apresentaram uma curva polinomial com crescimento micelial substancialmente menor
em comparacdo a testemunha. Observa-se que a dose de 500 g/ha-1 apresentou uma
inibicdo ligeiramente maior que a dose de 200 g/ha-1, indicando uma eficacia dose-

dependente.

Os tratamentos com Bacillus velezensis, nas doses de 200 mL/ha-1 e 400 mL/ha-
1 também apresentaram curvas polinomiais que indicam um crescimento micelial
reduzido em comparacéo a testemunha. Contudo, a dose de 400 mL/ha-1 foi ligeiramente
mais eficaz que a de 200 mL/ha-1, mas ambas mostraram menos eficacia em comparacao

ao Bacillus amyloliguefaciens + Trichoderma hazianum.

Esses resultados indicam que os tratamentos combinados de Bacillus
amyloliquefaciens + Trichoderma hazianum na dose de 500 g/ha-1, mostraram a maior
inibicdo do crescimento micelial. Isso demonstra a sinergia entre os dois microrganismos,
combinando a producdo de antibidticos de Bacillus com a competicdo por espaco e

nutrientes de Trichoderma.

Para a varidvel de percentual de inibicdo do crescimento micelial do Fusarium sp.,
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os resultados indicaram que todos os tratamentos, apresentaram efeito inibitério

significativo, em relacéo a testemunha (Figura 09).

Figura 09. Percentual de inibicdo de crescimento micelial do Fusarium sp.

Fusarium sp.
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400 mL/60L 200 mL/60L amyloliquefaciens + amyloliquefaciens +
Tricodherma hazianun Tricodherma hazianun
200 g/60L 500 g/60L

Tratamentos

Fonte: Silva, M. F. A.
Os resultados dos tratamentos com Bacillus velezensis nas doses 400 e 200

mL/60L.hat mostraram efeito inibitério significativo no crescimento micelial quando
comparados a testemunha (Figura 10). Corroborando com o resultado obtido, Ferreira et
al. (2021), ao estudar Bacillus velezensis AP-03 encontrou resultados na reducdo do
crescimento micelial de F. verticillioides em 62,1%. Kupper, Gimenes-Fernandes e Goes
(2003), afirmam que microrganismos que agem por antibiose, geralmente tém amplo
espectro de acdo, de forma que na inibi¢do dos fungos a producdo de substancias toxicas

é mais efetiva do que qualquer outro mecanismo de acdo envolvido.

Figura 10 — Controle in vitro de Fusarium sp. A-Testemunha; B- T2: Bacillus velezensis 400 mL/60L.ha

1. C- T3: Bacillus velezensis 200 mL/60L.ha.

Fonte: Silva, M. F. A.

Ja os tratamentos Bacillus amyloliquefaciens + Tricodherma hazianun nas doses
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de 200 e 500 g¢/60L.ha-* demonstraram uma inibicdo significativamente maior do
crescimento micelial do fungo, sendo os mais eficazes entre os tratamentos avaliados. Um
estudo realizado por Maciel (2014), indica que o Trichoderma spp. e Bacillus subtilis
(UFV3918) apresentaram acao antag6nica sobre o patdgeno F. sambucinum, entretanto
essa acdo foi mais pronunciada quando se utilizou o agente Trichoderma spp., que inibiu
em mais de 60% o crescimento da colonia (Figura 11).

Figura 11 — Controle in vitro de Fusarium sp. A-Testemunha; B- T4: Bacillus amyloliquefaciens +

Tricodherma hazianun 200 mL/60L.hat; C- T5: Bacillus amyloliquefaciens + Tricodherma hazianun 500
mL/60L.ha’t;

Fonte: Silva, M. F. A.

Para o antagonista Trichoderma sp., Lopes et al. (2012) relataram 60% de
inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum pela acdo de metabdlitos
volateis de T. harzianum. Segundo Bonfim et al. (2010), Trichoderma spp. produzem
enzimas que degradam as paredes celulares de outros fungos e a esse efeito se soma a
acdo toxica de substancias antifungica produzidas pelo antagonista, reduzindo ou mesmo

paralisando (efeito fungistatico) o crescimento e a esporulacdo do patdgeno.

Os dados indicaram que tratamentos com Bacillus amyloliquefaciens +
Tricodherma hazianun 200 e 500 g/60L.ha* foram significativamente superiores aos
tratamentos com Bacillus velezensis 400 e 200 mL/60L.ha* em termos de inibicdo do
crescimento micelial. Alcancaram inibicbes de 73,31%; 78,91%; 65,40% e 65,24%,
respectivamente, quando comparados a testemunha, esses resultados podem estar
associados a uma combinacdo de fatores. Maciel (2014), destaca que o0 género
Trichoderma apresenta crescimento rapido, disputando area com o patdégeno enguanto
segundo Asaka e Shoda (1996) a eficiéncia na atividade in vitro apresentada por B.
subtilis esta associada a capacidade que essa bactéria tem em produzir antibiéticos como
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iturina A e sufactina, capazes de atuar na inibicdo do crescimento micelial de fungos.
Dessa forma, a acdo conjunta desses fatores possivelmente potencializa o desempenho
desse tratamento.

Efeito in vitro de produtos bioldgicos na mortalidade do Meloidogyne
enterolobii

Os tratamentos com Bacillus velezensis nas doses 400 e 200 mL/60L.ha™ e
Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis + Purpureocilium lilacinum 250 g/300L.ha’,
estatisticamente ndo apresentaram diferenca significativa entre si, apresentando melhores
taxas de mortalidade quando comparadas com a testemunha e demais tratamentos. J4, o
tratamento com Bacillus subtilis e licheniformis 200 g/60L.ha* apresentou uma taxa de
mortalidade intermediaria em comparacdo aos demais tratamentos (Figura 12 e 13).

Figura 12 — Mortalidade de Meloidogyne enterolobii e o Percentual da Taxa de Mortalidade.

MORTALIDADE DE Meloidogyne enterolobii
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mlha-1 mlha-1 licheniformis 200 g.ha-1 Bacillus licheniformis +
Purpureocilivm lilacinum
TRATAMENTOS 250 g ha-1

Fonte: Silva, M. F. A.

Huang et al. (2010) observaram que Bacillus megaterium YMF inibiu a eclosdo
de ovos de nematoides e reduziu a infeccdo de M. incognita mediante a producdo de
volateis nematicidas como benzenoacetaldeido, 2-nonanona, decanal, 2-undecanona e
dissulfeto de dimetila, ativos contra juvenis e ovos. Esses relatos indicam que o modo de
acdo de Bacillus spp. com atividade nematicida esta provavelmente relacionado a
producdo de metabdlitos bioativos, corroborando com resultados apresentados nesse
trabalho, onde os tratamentos com Bacillus velezensis 400 e 200 mL/60L.ha* e Bacillus

subtilis + Bacillus licheniformis + Purpureocilium lilacinum 250 g¢/300L.ha*
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apresentaram uma taxa de mortalidade acima de 70%. A alta taxa de mortalidade
observada nesses tratamentos indica a eficAcia dessas combinacBes bacterianas na

reducdo da populacdo de nematoides.

Figura 13 — Efeito in vitro de produtos biolégicos na mortalidade do Meloidogyne enterolobii. A —
Testemunha; B — Mortalidade do J2 no tratamento com Bacillus velezensis na dose de 400 mL/60L.ha’t; (C
e D) - Inibigdo da ecloséo dos ovos e mortalidade de J2 Bacillus velezensis na dose de 200 mL/60L.ha"

Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis + Purpureocilium lilacinum 250 g/300L.ha™.

Fonte: Silva, M. F. A.

Os tratamentos reduziram a ecloséo dos ovos e aumentaram a mortalidade J2 de
Meloidogyne enterelobi (Figura 13 b,c,d). Bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas
produzem proteases que degradam a cuticula do nematoide e podem destruir a massa
gelatinosa dos ovos, diminuindo sua eclosdo (Tavakol-Norabadi et al. 2013).

Wille (2019), observou-se que os isolados do género Bacillus (FO8, F25, F71 e
FB27) produziram proteases nos dois testes realizados e apresentaram elevados indices
de mortalidade de J2 de M. incognita. Resultados semelhantes foram encontrados por
Ludwig et al. (2013), que observaram in vitro a reducdo da eclosdo de ovos imaturos e
maduros de Meloidogyne graminicola, bem como aumento da mortalidade de J2 em 24 e

48 horas, utilizando rizobactérias e cepas de Bacillus.

O tratamento com Bacillus subtilis e licheniformis a 200 g/60L.ha- resultou em
uma mortalidade significativa em comparacdo a testemunha, embora tenha sido menos
eficaz que os demais tratamentos (Figura 12 e 14). A menor eficiéncia desse tratamento
pode ser explicada pelo fato de que as bactérias nematdfagas constituem um grupo natural

de microrganismos que podem atuar de diferentes maneiras antagdnicas sobre 0s
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nematoides, especialmente por parasitismo, producdo de toxinas, antibioticos, enzimas,
inducdo de resisténcia vegetal sistémica e como promotores do crescimento (Tian et al.,
2007).

Figura 14 — Efeito in vitro de produtos bioldgicos na mortalidade do Meloidogyne enterolobii. (A e B) —

Testemunha; (C e D) — J2 vivo e morto no tratamento com Bacillus subtilis e licheniformis 200 g/60L.ha!

Fonte: Silva, M. F. A.

CONSIDERACOES FINAIS

Os tratamentos com Bacillus amyloliquefaciens + Trichoderma harzianum nas
doses de 200 e 500 g/60L.ha-* mostraram maior eficiéncia no controle in vitro do

Fusarium sp.

Os tratamentos com Bacillus velezensis (400 e 200 mL/60L.ha-t) e Bacillus
subtilis + Bacillus licheniformis + Purpureocilium lilacinum (250 g¢/300L.ha-1)

apresentaram altas taxas de mortalidade do nematoide, superiores a 70%.

Dada a eficacia demonstrada dos tratamentos biolégicos no controle de Fusarium
sp. e Meloidogyne enterolobii, é recomendavel dar continuidade a este estudo. Realizar

trabalhos em campo para que possa validar a efeito desses produtos.
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