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Controle de Meloidogyne enterolobii em mudas de goiabeira com
fungos micorrizicos isolados do Cerrado baiano

Control of Meloidogyne enterolobii in guava seedlings with mycorrhizal fungi
isolated from Bahia Savanna

Aracy Camilla Tardin Pinheiro'", Leila Tatiane Oliveira Souza?, Jodo Luiz Coimbra®

Resumo - O nematoide Meloidogyne enterolobii causa severos danos a goiabeira, sendo um fator limitante a produgio. Os
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) podem prejudicar o desenvolvimento de algumas espécies de nematoides fitoparasitos,
reduzindo a ovoposi¢ao e o nimero de galhas no sistema radicular de plantas infectadas. Com o presente trabalho, objetivou-
se avaliar o potencial de FMA, isolados de solos de cerrado nativo, em reduzir a infectividade de M. enterolobii em mudas
de goiabeira. Para tanto, foi conduzido um experimento em casa de vegetagdo, em blocos casualizados com oito repetigdes,
no qual se avaliou a porcentagem de colonizagdo micorrizica, o nimero de galhas e de ovos do nematoide citado por grama
de raiz, na presenca de oito diferentes isolados fingicos, e a testemunha, sem presenca de fungo, em goiabeira. Todos os
isolados de FMA oriundos do bioma cerrado foram eficientes na colonizagao das raizes, reduziram o ntimero de galhas do
nematoide e afetaram a reprodugio; no entanto, o grau de colonizag@o radicular pelos fungos micorrizicos, isoladamente,
ndo ¢ um indicativo de controle da infectividade desse patogeno, ja que alguns isolados que apresentaram maior colonizagio
foram menos eficazes na sua redugio, de forma que os isolados de FMA avaliados diferiram quanto a eficiéncia em reduzir a
reproducdo de M. enterolobii em mudas de goiabeira.

Palavras-chave - Micorrizas. Nematoide das galhas. Psidium guajava.

Abstract - The nematode Meloidogyne enterolobii causes severe damage to guava tree, being a limiting factor to production.
Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can impair the development of some species of plant parasitic nematodes by reducing
oviposition and the number of galls in the roots of infected plants. The present research aimed to evaluate the potential of AMF,
isolated from soils of native savanna, in reducing the infectivity of M. enterolobii in guava tree seedlings. For this purpose,
an experiment was conducted in a greenhouse in randomized block design with eight replications, in which we evaluated the
percentage of mycorrhizal colonization, the number of galls and eggs of the mentioned nematode per gram of root, in the
presence of eight different fungal isolates, and the control without the presence of the fungus, in the guava tree. All AMF
isolates from the savanna were effective on root colonization, reduced the number of nematode’s galls and affected their
reproduction; however, the degree of root colonization by mycorrhizal fungi, alone, is not indicative of infectivity control of
this pathogen, since some isolates showing increased colonization were less effective in reducing it, so that the evaluated AMF
isolates differed regarding the efficiency in reducing the reproduction of M. enterolobii in guava tree seedlings.

Key words - Mycorrhizae. Root-knot nematode. Psidium guajava.
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Controle de Meloidogyne enterolobii em mudas de goiabeira com fungos micorrizicos isolados do cerrado baiano

Introducao

o nematoide Meloidogyne enterolobii
(sin: Meloidogyne mayaguensis) ¢ uma espécie polifaga,
com grande capacidade de disseminagdo e elevada taxa de
reprodugdo (CASTRO; SANTANA, 2010). Esse patogeno
¢ um dos principais problemas sanitarios da cultura da
goiabeira no Brasil (MARTINS et al., 2013), onde a
area infestada pelo nematoide foi estimada em 5.000 ha,
distribuida por 16 estados, e o impacto econdmico sobre a
producdo devido ao declinio vegetativo causado por essa
espécie foi calculado, no ano de 2008, em cerca de 66
milhoes de dolares (PEREIRA et al., 2009).

Esse nematoide ¢ um fator limitante ao cultivo da
goiabeira - causando severos danos a planta - e infecta
todos os tipos de raizes de goiabeira, desde as radicelas
superficiais até a raiz pivotante mais lignificada, localizada
a mais de 50 cm de profundidade (REIS et al., 2011). Nas
areas infestadas, as plantas atacadas exibem sintomas
de amarelecimento e forte bronzeamento de bordos de
folhas e ramos, seguidos de amarelecimento completo das
folhas, intensa desfolha, galhas radiculares de dimensdes
variadas, associadas com necrose e redugdo no niumero de
radicelas (SILVA; OLIVEIRA, 2010).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
formam simbiose com as raizes de quase todos os géneros
das Gimnospermas e Angiospermas, além de alguns
representantes de Briofitas e Pteriddfitas, sendo de grande
importancia no aspecto tanto nutricional quanto ecologico
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Um dos efeitos benéficos
mais pronunciados e estudados dos FMA ¢ o aumento
no desenvolvimento das plantas hospedeiras devido a
maior absor¢do de nutrientes (MALUSA et al., 2012) e
acesso aos nutrientes pouco disponiveis (CARDOSO et
al., 2010), particularmente os de baixa mobilidade no
solo, pelo desenvolvimento de estruturas internas nas
raizes e de hifas extrarradiculares. Outra vantagem ¢ a
maior resisténcia a estresses fisico-quimicos e biologicos
(SMITH; READ, 2008), como a alteragdo dos parametros
de resisténcia e tolerancia das plantas a doengas.

Plantas micorrizadas tém maior tolerancia a
patogenos radiculares (SOARES et al., 2012) e sofrem
alteragdes bioquimicas e fisiologicas que refletem no seu
sistema de defesa ao ataque de nematoides (SOUZA et al.,
2010). Estudos mostraram que a colonizacdo por FMA
também tem alterado a reproducdo desses patogenos,
reduzindo a ovoposi¢do ¢ o nimero de individuos no
sistema radicular de plantas atacadas (ANJOS, 2004;
HADDAD, 2008; ZHANG et al., 2008). Esse efeito tem
sido apontado como dependente de um elevado percentual
de colonizagao da raiz por esses fungos (COFCEWICZ et
al.,2001).

Nesse sentido, objetivou-se com este trabalho
avaliar o potencial de controle do nematoide M. enterolobii
na presenca de FMA isolados de solo do Cerrado em
mudas de goiabeira e a colonizag@o das raizes por esses
fungos.

Material e métodos

Os FMA foram isolados de 100 amostras de solo,
coletadas em areas de cerrado natural, na rizosfera de
plantas nativas, no oeste do Estado da Bahia. Os locais de
coleta das amostras foram georreferenciados com auxilio
de GPS. Em cada ponto de amostragem, foi delimitado um
quadrilatero de aproximadamente 1 ha, sendo coletadas 5
amostras simples, que foram misturadas em balde plastico
para formar uma amostra composta de aproximadamente 1
kg. Essas amostras foram armazenadas em sacos plasticos,
identificadas ¢ levadas para o laboratério.

Para multiplicar os fungos micorrizicos, sementes
de Urochloa decumbens foram desinfestadas com
uma solu¢do aquosa de 1% de hipoclorito de sédio e 3
lavagens em agua corrente e, em seguida, semeadas em
vasos plasticos com capacidade para 2 L, contendo 1 L
de solo coletado, os quais foram mantidos em casa de
vegetacdo, sob irrigagdes diarias com agua deionizada,
durante 120 dias.

Apds o periodo de multiplicagdo, foi retirada uma
amostra de 100 mL de solo, do qual se extrairam os esporos
por peneiramento umido (GERDEMANN; NICOLSON,
1963), utilizando-se peneiras com malhas de 38 mm,
passando, em seguida, por centrifugagdo com sacarose.
Os esporos foram transferidos para uma placa de Petri,
na qual se observou, com auxilio de microscopio ptico,
as caracteristicas morfologicas e, posteriormente, foram
agrupados pelas caracteristicas de tamanho, cor e forma,
por meio de consulta ao site do International Culture
Collection of Vesicular and Arbuscular Mycorrhizal
Fungi (INVAM, 2012). Esporos com caracteristicas
semelhantes foram separados em vasos individualizados
e novamente multiplicados utilizando-se sementes de U.
decumbens, em solo esterilizado, conforme a metodologia
citada anteriormente. Foram obtidas 15 populagdes
fingicas; no entanto, empregaram-se neste estudo apenas
8 isolados que apresentaram maior multiplicagdo de
esporos fungicos, os quais foram extraidos do solo em
que eram mantidos e quantificados com auxilio de um
hemacitdmetro e microscopio optico.

O experimento foi conduzido em delineamento
experimental em blocos casualizados (DBC), com oito
repeticdes. Os tratamentos testados consistiram em
oito diferentes isolados de FMA, conforme Tabela 1. O

Revista Agro@mbiente On-line, v. 8, n. 3, p. 398-403, setembro-dezembro, 2014



A. C.T. Pinheiro et al. (2014)

Tabela 1 - Caracteristicas dos isolados micorrizicos utilizados no experimento

Table 1 - Characteristics of mycorrhizal isolates used in the experiment

Isolado fingico Municipio da coleta

Coloragao do esporo

Forma do esporo

Barreiras
Barreiras
Luiz Eduardo Magalhaes
Luiz Eduardo Magalhiaes
Riachdo das Neves
Formosa do Rio Preto

Sao Desidério

0 N N L AW N~

Sao Desidério

Marrom escuro Subgloboso
Vermelho marrom Globoso
Amarelo claro Subgloboso
Laranja Globoso
Branco Globoso
Amarelo escuro Subgloboso, alguns irregulares
Hialino Globoso
Marrom escuro Irregular

tratamento testemunha foi formado de plantas de goiabeira
ndo colonizada por fungos micorrizicos, mas parasitado
por nematoide.

Para montagem do experimento, foram depositadas
trés sementes de goiabeira cultivar Paluma, em sacos
plasticos contendo substratos formados da mistura de solo
e areia, na propor¢do de 3:1, devidamente esterilizados
em autoclave, a 120°C durante uma hora e meia, em 3
dias alternados. Apds essa operagdo, foi feito desbaste,
deixando uma planta por vaso, e, na sequéncia, o solo
foi infestado com uma solucao aquosa contendo cerca de
200 esporos de FMA por planta, depositada proximo ao
sistema radicular das mesmas, em 2 orificios de 1 cm de
profundidade, com auxilio de uma pipeta.

Trinta dias ap6s a infestagdo do substrato com os
esporos, foi realizada a infestagdo com 3.000 ovos de
nematoide e eventuais juvenis de segundo estagio (J2) por
muda de goiabeira, provenientes de drea infestada cultivada
com goiabeira, multiplicados em casa de vegetagdo
em tomateiro por 120 dias; na sequéncia, foi realizada
extracdo pela metodologia de Hussey e Barker (1973),
modificada por Boneti ¢ Ferraz (1981). Os ovos foram
distribuidos em 2 mL de solugdo aquosa em 4 orificios
no solo, com auxilio de uma pipeta, a aproximadamente 1
cm de distancia do colo da muda. A espécie de nematoide
utilizada foi identificada por eletroforese da isoenzima
esterase pela Universidade Federal de Lavras (MG).

Sessenta dias apos essa infestacdo, cada planta foi
retirada cuidadosamente dos vasos e cortada na altura do
coleto para separar a parte aérea das raizes. No sistema
radicular das mudas de goiabeira, foi efetuada a contagem
do niimero de galhas empregando-se um contador manual
e lupa.

Ap6s a quantificacdo das galhas, aproximadamente
metade do volume total das raizes foi separado,

aleatoriamente, para extragdo de ovos de nematoide,
utilizando-se a metodologia de Hussey e Barker (1973),
modificada por Boneti e Ferraz (1981). O ntimero total
de ovos foi contado com auxilio de microscopio Optico
e camara de Peters; posteriormente, esse numero foi
dividido pela massa da raiz, obtendo-se o parametro ovos
por grama de raiz.

A outra parte das raizes foi diafanizada em
KOH 10% a 90°C em banho-maria durante 30 minutos,
acidificada em HCIl 5% por 1 minuto e, em seguida,
colorida com azul de metila 0,05% em lactoglicerol a 90°C
em banho-maria por 15 minutos (PHILLIPS; HAYMAN,
1970) para quantificacdo da colonizagdo micorrizica. As
raizes coloridas foram preservadas em frascos de vidro
contendo glicerol acido, at¢ a montagem das laminas
microscopicas com segmentos de 1 cm de comprimento
das raizes, cobertas com glicerol 4cido e laminula.
Foram montadas cinco laminas por repeticdo, com dez
segmentos de raiz por lamina. A contagem dos segmentos
colonizados foi feita com auxilio de microscopio 6tico
(100x), conforme descrito por Melloni e Cardoso (1999). A
colonizacao micorrizica foi estimada em valor percentual,
considerando-se os segmentos colonizados em relacdo ao
total de segmentos analisados.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia, ¢ as médias foram agrupadas pelo teste
de Scott e Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-se
software estatistico Assistat versdo 7.6 beta de 2011.

Resultados e discussao

Todos os isolados reduziram significativamente
(p<0,05) o niimero de galhas e o numero de ovos por
grama de raiz quando comparados com a testemunha
(Tabela 2). Quanto ao parametro nimero de galhas, houve
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Tabela 2 - Ntimero de galhas, nlimero de ovos de nematoide por grama de raiz e colonizagdo micorrizica nas mudas de

goiabeira

Table 2 - Number of galls, number of nematode’s eggs per gram of root and mycorrhizal colonization in guava tree

seedlings

Colonizagao radicular

Isolado fangico Galhas® Ovos/g de raiz™ %)™
1 135¢ 159b 80a
2 117 ¢ 157b 77 a
3 84 a 106 a 67b
4 8la 110 a 57¢c
5 125 ¢ 170 b 71b
6 123 ¢ 220 ¢ 71b
7 108 b 168 b 84 a
8 108 b 157b 80a
Testemunha (ndo inoculado com FMA) 154 d 385d -

Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade. *Coeficiente de variagao - CV%=20,54; **CV%=22,31;

***CV%=14,83. FMA: fungos micorrizicos arbusculares.

Equal letters do not differ by means of the Scott & Knott test, at 5% probability. *Coeficient of variation - CV%=20.54; ¥**CV%=22.31; ***CV%=14.83.

AMF: arbuscular mycorrhizal fungi.

redugdo superior a 45% para os isolados 3 e 4, quando
comparados a testemunha. O mesmo comportamento foi
observado quanto ao nimero de ovos por grama de raiz,
sendo que os isolados 3 e 4 causaram reducdo superior a
70%, ratificando estudos os quais evidenciam que os FMA
podem afetar a reprodugao destes, reduzindo o ntimero de
individuos no sistema radicular e a ovoposigdo.

Em estudo com varias espécies nativas de FMA
em solo do Cerrado, Diederichs (1987) demonstrou que
a presenga desses fungos promoveu reducdo nos efeitos
patogénicos causados pelo nematoide Meloidogyne
Jjavanica nas raizes de grdo-de-bico (Cicer arietinum).
Scherer et al. (2011), em trabalho com cafeeiro (Coffea
arabica), constataram que os FMA apresentaram bom
potencial para uso como agente de biocontrole de
Meloidogyne paranaensis. Anjos et al. (2010) verificaram
que o estabelecimento de micorrizas antes da infec¢do por
M. incognita contribuiu para a redugdo da gravidade dos
sintomas causados pelo mesmo em maracujazeiro-doce
(Passiflora alata).

Outros trabalhos ja demonstraram a potencialidade
dos fungos micorrizicos em reduzir o parasitismo do
nematoide das galhas no sistema radicular das plantas.
Souza et al. (2010) observaram a redugdo do parasitismo
de M. incognita em raizes de tomateiro. A reducdo da
infec¢do pode ser dada devido a presenca de substancias
quimicas antagdnicas ao nematoide produzidas pela
planta em resposta a colonizagao do sistema radicular pela

micorriza. Siddiqui e Mahmood (1996) relataram que a
presenca de FMA induz a planta a produzir compostos
fenodlicos e fitoalexinas, além de incrementar a produgdo
de lignina e aminodcidos, como fenilalanina e serina, o
que poderia explicar a redu¢@o da infeccdo de nematoides
em plantas micorrizadas.

Outro mecanismo da planta micorrizada que
pode explicar o aumento da tolerancia ao ataque de
fitopatdgenos radiculares ¢ a melhora no estado nutricional
da planta hospedeira, resultante da maior absor¢do de
nutrientes pelas hifas dos fungos, especialmente fosforo,
possibilitando a planta melhores condigdes para enfrentar
o ataque de micro-organismos patogénicos (BENEDETTI,
2005; DANTAS et al., 2011). Os ultimos autores citaram
ainda alteragdes na qualidade e quantidade de nutrientes
na rizosfera, alteragdes na fisiologia das raizes e aumento
de espessura na parede de células corticais.

Para que o efeito positivo da simbiose seja mais
efetivo, os FMA deverdo associar-se com o sistema
radicular antes do contato do mesmo com o nematoide,
como foi observado no presente experimento, visto que o
patogeno pode infectar a raiz em algumas horas, ao passo
que amicorrizagdo necessita de um periodo mais longo para
ser estabelecida. Em alguns experimentos, a inoculagdo
simultanea do fungo e do patdgeno tornou as plantas
intolerantes ao parasitismo do mesmo (TALAVERA et al.,
2001; ANJOS et al., 2010).
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Areducdodonumerodeovosnasraizes micorrizadas
foi expressiva e ocorreu devido a menor reprodugdo do
nematoide; outra explicag@o para esse fato ¢ a competigao
direta dos FMA com os nematoides pelos nutrientes das
raizes, assim como a competi¢do por locais de infecgdo
e colonizacdo. Haddad (2008) evidenciou o efeito dos
FMA Glomus clarum contra M. incognita em bananeira
¢ observaram que o fungo reduziu o nimero de galhas e
ovos. Zhang et al. (2008) verificaram que G. intraradices,
G. mosseae ¢ G. versiforme reduziram a reprodugdo de
M. incognita em raizes de pepino. O mesmo ocorreu em
maracujazeiro-doce quando inoculado com Scutellospora
heterogama quatro semanas antes da inocula¢do com M.
incognita, observando-se redugdo significativa de massas
e numero de ovos, quando se considerou a contagem por
grama de raiz (ANJOS, 2004).

Os oito isolados fungicos avaliados apresentaram
alto grau de colonizagdo radicular (Tabela 2); segundo
Benedetti (2005), o efeito dos FMA sobre a reprodugao de
nematoides tem sido apontado como dependente do grau
de colonizagdo das raizes por esses micro-organismos.

Entretanto, no presente estudo, notou-se que os
isolados 3 e 4, que tiveram menor coloniza¢ao micorrizica,
apresentaram menor nimero de galhas e ovos que outros
isolados com maior colonizagdo fungica, a exemplo
do isolado 7, demonstrando que o grau de colonizagdo,
isoladamente, ndo confere maior tolerancia das raizes
ao ataque desse patdgeno. Cofcewicz et al. (2001),
estudando a interacdo entre o fungos G. etunicatum e
Gigaspora margarita e o nematoide M. javanica em
tomateiro, encontraram, no geral, maior nimero de galhas
e, consequentemente, maior numero de ovos nas plantas
micorrizadas do que na testemunha. O resultado deveu-
se, provavelmente, ao maior desenvolvimento do sistema
radicular das plantas micorrizadas, determinando maior
disponibilidade de sitios de infec¢do para o nematoide,
fato também observado neste estudo.

A diversidade de resultados sugere que a interag@o
planta-fungo-nematoide (trindmio) ocasiona diversos
efeitos, ¢ essa variagdo de respostas pode ser explicada
pela especificidade do trindmio e alteragdes no ambiente,
gendtipo da planta, espécie do nematoide e isolado fungico.
A variabilidade na interagdo de FMA e fitonematoides é
bastante especifica, ¢ a alteragdo em um dos componentes
pode levar a diferentes resultados (HOL; COOK, 2005).
Portanto, cada combinacdo fungo-planta-nematoide pode
ser unica.

Como o controle de nematoides ¢ dificil e
dispendioso, a inoculagdo de mudas de goiabeira com
FMA, antes do transplantio para o campo, pode constituir
valiosa alternativa como componente do controle
integrado, tendo em vista que houve redu¢do dos danos

com a inoculagdo de fungos micorrizicos obtidos de solos
do Cerrado.

Conclusoes

Os isolados de FMA avaliados foram eficientes
em reduzir o numero de galhas de M. enterolobii e sua
reproducdo em mudas de goiabeira.

O grau de colonizacdo radicular pelos FMA,
isoladamente, ndo constituiu um indicativo de controle
desse nematoide.
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