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Resumo - Favoreto, L., G.H. Pereira, A. M. S. Jesus & B.R. Oliveira. 2013. Ocorréncia e hospedabilidade de
nematoides em mudas de espécies florestais utilizadas no sistema agrossilvipastoril.

Este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento populacional de nematoides em espécies florestais
utilizadas no sistema de integra¢ao lavoura-pecuaria-floresta (ILPF) e avaliar a hospedabilidade de 15 espécies
florestais a Pratylenchus brachyurus. Foram coletadas 58 mudas em viveiros e hortos florestais nas cidades de
Araxa, Campina Verde, Ibid, Patrocinio, Uberaba e Uberlandia, todas situadas em Minas Gerais. Dessas, 56
(96,55 %) estavam infestadas por fitonematoides. Os nematoides encontrados, com as respectivas porcentagens
de ocorréncia, foram: Ditylenchus sp. (63,79 %), Aphelenchoides sp. (58,89 %o), Helicotylenchus sp. (46,55 %v), Pratylenchus
sp. (32,75 %), Aphelenchus sp. (18,96 %), Meloidogyne sp. (6,89 %o), Mesocriconema sp. (3,44 %), Paratrichodorus sp.
(1,72 %) e Tylenchus sp. (1,72 %). Os resultados indicaram que fitonematoides com importincia econdmica
para as culturas utilizadas na ILPF, tais como Melvidogyne sp. e Pratylenchus sp., foram encontrados em mudas de
espécies florestais que estdo sendo comercializadas para integrar este sistema. O teste de hospedabilidade foi
realizado em casa de vegetacio na EPAMIG, em Uberaba (MG). Utilizou-se o delineamento experimental de
blocos ao acaso, com cinco repeti¢des, sendo inoculados 600 nematoides por planta. Todas as espécies florestais
estudadas, neste experimento, multiplicaram P. brachyurus.

Palavras-chaves: fitonematoides, integracao lavoura-pecuaria-floresta, Meloidogyne sp., Pratylenchus sp.

Summary - Favoreto, L., G.H. Pereira, A. M. S. Jesus & B.R. Oliveira. 2013. Nematode host suitability and
occurrence in forest species seedlings used in the agrosilvopasture system.

The aim of this work was to survey nematode in forest species used in the agricultural-forest integration
system (AFIS), as well to evaluate the host suitability of 15 forest species to Pratylenchus brachynrus. Fifty eight
samples were collected from nurseries in the municipalities of Araxa, Campina Verde, Ibia, Patrocinio, Uberaba
and Uberlandia (Minas Gerais State). Fifty six (96.55 %) of them were infested with phytonematodes. The
nematodes detected and the frequency of occurrence are: Ditylenchus sp. (63.79 %), Aphelenchoides sp. (58.89 %),
Helicotylenchus sp. (46.55 %), Pratylenchus sp. (32.75%), Apbelenchus sp. (18.96 %), Melvidogyne sp. (6.89 %),
Mesocriconema sp. (3.44 %), Paratrichodorus sp. (1.72 %) and Tylenchus sp. (1.72 %). The results indicated that
forestry seedlings available in nurseries are infested with major phytonematodes, as Melozdogyne sp. and Pratylenchus
sp. A host suitability trial was carried out in a greenhouse, in a randomized blocks design with five replications.
The initial population density was 600 nematodes per plant. All forestry species evaluated multiplied P. brachyurus.
Keywords: phytonematodes, agricultural-forest integration system, Melvidogyne sp., Pratylenchus sp.
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Introdugio

A preservagio da biodiversidade é fundamental
para a produc¢io agropecudria, que utiliza processos
bioldgicos naturais para a produgao de alimentos, além
de outros produtos e servigos. As praticas de
monocultivo em 4areas extensas, dependentes de
pesadas mecanizacoes e fertilizacio quimica,
desequilibraram de tal forma os ambientes naturais
que os agrotdxicos sdo essenciais para o controle de
pragas (Baggio & Medrado, 2003).

Atualmente, a producio florestal integrada a
agropecuaria ¢ uma modalidade de grande
importancia, pelas seguintes vantagens: amortizagao
dos altos custos envolvidos na implantagio e
manutengao de florestas; resposta a crescente pressio
da sociedade para que os empreendimentos
econdmicos sejam harmoniosos com o ambiente
(Bezerra, 1997; Macedo et al., 2000).

O sistema integracdo lavoura-pecuaria-floresta
(ILPF) ¢é caracterizado pela distribuicao regular de
arvores ao longo da area, podendo ser constituido
de linhas simples de arvores plantadas, nas quais as
entrelinhas sao utilizadas para exploracio agricola e
pastoril. O componente pasto pode vir em sucessao
aos cultivos agricolas ou entrar no sistema desde o
primeiro ano, sempre com o cuidado de evitar a
competicio da graminea com as 4arvores,
especialmente nos primeiros anos da instalagdo
(Macedo ¢t al., 2000).

Em um sistema dinamico como este, a escolha
dos seus componentes (arboreo, agricola e pastoril)
deve ser extremamente criteriosa, pois os efeitos
interativos e de convivéncia aparecem com o tempo
e podem ser cumulativos (Venturin e a/., 2010).

Segundo Engel (1999), estas associagdes de culturas
podem contribuir para a solug¢do de problemas no
uso dos recursos naturais, devido as fun¢des biologicas
e socioeconomicas que cumprem. A presenga de
arvores no sistema traz beneficios diretos e indiretos,
tais como o controle da erosio e manutenciao da
fertilidade do solo, o aumento da biodiversidade, a
diversifica¢dao da producio e o alongamento do ciclo
de manejo de uma area.

As culturas mais utilizadas no sistema ILPF sao
milho, café, arroz, feijao, soja e cana-de-agtcar; as

espécies florestais mais utilizadas sdo acicia, amoreira,
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cedro-australiano, eucalipto, gliricidia, grevilea, leucena,
mangueira, mogno, pinus, araucaria, aroeira, angico,
bracatinga, coqueiro, ipé, macatba, 6leo-vermelho,
sucupira, samauma, paricd, tatajuba, teca, algaroba,
canaffstula, caroba, dlamo, guanandi e pau-ferro; e as
forrageiras mais utilizadas sao Brachiaria spp. e Panicum
spp. (Venturin ez al., 2010).

O processo produtivo de sementes e mudas das
espécies florestais deve ser embasado em parametros
técnicos consistentes e elaborados. As mudas destinadas
a comercializacdo devem possuir excelente qualidade,
sem problemas fitossanitarios e que se estabelecam
eficientemente apds o plantio (Dias ez al., 2000).

A ocorréncia de nematoides de importancia
econdmica, para as culturas anuais e forrageiras,
utilizadas no sistema ILPF, deve ser considerada. A
presenca de Pratylenchus brachyurus é particularmente
importente, pois essa espécie tem como hospedeiras
tanto culturas de importancia agricola quanto
forrageiras, o que faz sua multiplicacdo ser
potencializada neste sistema. Assim, todos os cuidados
devem ser tomados com as mudas que entram em
uma propriedade, sejam elas de frutiferas, sejam
ornamentais (Campos, 2002; Silva, 2005) ou florestais.

A hipétese de mudas de florestais estarem
disseminando nematoides motivou a realizacao do
presente estudo. O levantamento foi realizado com o
objetivo de verificar a ocorréncia de nematoides em
espécies florestais utilizadas no sistema integracao
lavoura-pecuaria-floresta, e o experimento, de avaliar
a hospedabilidade de espécies florestais ao P.

brachynrus.

Material e Métodos

Para o estudo da ocorréncia de nematoides, foram
coletadas mudas em idade de plantio, em viveiros e
hortos florestais nos municipios de Araxd, Campina
Verde, Ibi4, Patrocinio, Uberaba e Uberlandia, todos
situados no estado de Minas Gerais. Em cada local
visitado, coletaram-se trés subamostras de cada
espécie florestal disponivel, que foram
homogeneizadas para formar uma amostra composta.
Ao todo foram coletadas 58 amostras compostas,
conforme Tabela 1. Todos os viveiros e hortos
florestais visitados mantinham as mudas sobre o solo,

que por vezes era coberto por uma lona (Figura 1).
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Tabela 1 - Mudas de espécies florestais estudadas e municipios onde foram coletadas.

Espécies Florestais Municipios
Nome comum Nome cientifico Uberlindia Uberaba  Patrocinio Araxa Ibia Campina Verde
1 Mogno-africano  Khaya ivorensis X
2 Oleo-vermelho  Copaifera langsdorffii X X
3 Ipé-roxo Tabebuia heptaphylla X X X
4 Acacia- imperial  Acacia manginm X
5  Acicia-rosa Cassia grandis X X
6 Grevilea Grevillea robusta X
7  Jacaranda X
8  Aroecira Myracroduon nrundenva X X X
9  Teca Tectona grandis X X
10 Pau-ferro Caesalpinia ferrea X X X X X
11 Araucaria Araucaria angustifolia X X
12 Amoreira Morus alba X X X
13 Mangueira Mangifera indica X X X X
14 Guanandi Calophyllum brasiliense X X X
15 Angico Piptadenia paniculata X X X X
16 Eucalipto Euncalyptus spp. X
17 Caricacea Carica papaya X
18 Falso-pau-brasil — Adenanthera pavonina X
19 Paineira-rosa Chorisia speciosa X
20 Alamo Populus nigra X
21 Flamboyant Delonix regia X X
22 Ipé-mirim Stenolobinm stans X X
23 Canafistula Peltophorum dubium X X
24 Pinus Pinus spp. X
25 Sibipiruna Caesalpinia peltophoroides X
26 Ipé-branco Handoanthus albus X
27 Cassia-rosa Cassia grandis X
28 Ipé-amarelo Tabebuia alba X
29 Bacupari Garcinia brasiliensis X
30 Nim-indiano Agzadirachta indica X
31 Gameleira Ficus adhatodifolia X
32 Balsamo Cotyledon orbiculata X
33 Inga Inga nruguensis X

Figura 1 - Viveiros de produ¢ao de mudas.

Apbs serem coletadas, as mudas foram levadas
para a Fazenda Experimental Gettlio Vargas,
pertencente a Unidade Regional Epamig Triangulo e
Alto Paranaiba, onde foi conduzido todo o estudo.

Em casa de vegetagdo as mudas ja identificadas

foram separadas por procedéncia (municipio de
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coleta) e espécie. Separou-se, entdo, o solo a a raiz da
parte aérea, seccionando-se com auxilio de uma
tesoura de poda a regido do coleto, descartando-se a
parte aérea. O solo e as raizes das trés mudas de cada
espécie foram homogeneizados e acondicionados em
saco plastico e levados ao laboratério. A andlise

NematologiaBrasileira| 33
Piracicaba (SP) Brasil



Luciany Favoreto, Gabriel H. Pereira, Adriana M. S. Jesus & Bruna R. Oliveira

nematologica foi realizada em 10 gramas de raizes, das
quais os nematoides foram extraidos pelo método de
Coolen & D’Herde (1972), e em 100 cm® de solo,
segundo Jenkins (1964). A suspensdo aquosa de
nematoides obtida de cada amostra foi concentrada para
4 m/, homogeneizada e transferida para uma lamina de
Peter para a identificacdo e estimativa do nimero de
nematoides, a0 microscopio 6ptico comum.

No experimento de casa de vegetaciao,
selecionaram-se 15 espécies florestais, dentre aquelas
mais comercializadas nos municipios do Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba, a saber: jatoba (Hymenaca
courbaril), guanandi (Symphonia globulifera), eucalipto
(Encabptus spp.), amoreira (Myracrodruon urundenvay,
angico-cangalha (Peltophorum dubinm), aroeira
(Myracrodunon urundeuva), ipé-branco (Tabebuia cassinoides),
ipé-roxo (Tabebuia heptaphylla), ipé-rosa (Tabebuia
impetiginosa), mogno-africano (Khaya ivorensis), inga (Inga
ednlis), balsamo (Myroxylon baisanmm), gameleira (Ficus
insipida), sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides) e paineira
(Eriotheca pubescens). Utilizou-se o delineamento
experimental de blocos ao acaso, com cinco
repeti¢oes. Para obtencdo do inéculo de P. brachyurus,
os nematoides provenientes do campo de soja da
regidao de Barretos (SP) foram multiplicados em plantas
de amendoim (Arachis hypogaea). As mudas,
provenientes dos viveiros comerciais foram
transplantadas para vasos plasticos com capacidade
de 3 litros, contendo como substrato a mistura de
solo e areia (2:1). Apés 10 dias, inocularam-se 600
nematoides por planta. Os vasos foram mantidos em
telado e irrigados diariamente.

Ap6s 120 dias da inoculagao, efetuou-se a extragao
de nematoides no solo e nas raizes, conforme descrito
anteriormente. A populagio final (Pf) foi calculada
com base na média das cinco repeti¢oes e na estimativa
do somatério do numero total de nematoides no
sistema radicular e no substrato, por vaso. O fator de
reproducido (FR) foi calculado pela raziao entre
populacdo final e populaciao inicial, conforme
Oostenbrink (1960). As plantas que apresentaram FR
< 1 foram consideradas resistentes e as que

apresentaram FR >, suscetiveis.

Resultados e Discussio

Do total de 58 mudas coletadas em viveiros e
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hortos florestais, 56 (96,55 %) estavam contaminadas
por nematoides. Os nematoides detectados nas mudas,
com as respectivas quantidades de amostras positivas,
toram: Ditylenchus sp. — 37 amostras (63,79 %),
Apbhelenchoides sp. — 33 amostras (58,89 %),
Helicotylenchus sp. — 27 amostras (46,55 %), Pratylenchus
sp. — 19 amostras (32,75 %), Aphelenchus sp. — 11
amostras (18,96 %), Meloidogyne sp. —quatro amostras
(6,89 %), Mesocriconema sp. —duas amostras (3,44 %),
Paratrichodorus sp. — uma amostra (1,72 %) e Tylenchus
sp. — uma amostra (1,72 %). Pratylenchus sp. foi
encontrado em quatro municipios dos seis municipios
mineiros e em 13 espécies florestais das 33 analisadas
(Tabela 2). Meloidogyne sp. foi encontrado dois
municipios e em quatro espécies florestais (Tabela 3).

No teste de hospedabilidade, todas as mudas
testadas apresentaram reacio de suscetibilidade a P.
brachyurus (Tabela 4), considerando-se a populagao
total (solo + raiz). Apenas quatro das 15 espécies
testadas teriam sido classificadas como suscetivelis, se
os resultados do substrato nao fosse utilizado para o
calculo do FR. Apesar do P. brachyurus ser um
endoparasita migrador, neste estudo ele foi encontrado
em maior quantidade no substrato, provavelmente
pela grande lignificacdo das raizes das espécies
florestais, que pode ter dificultado a infec¢do das
mesmas.

Nematoides de importancia econémica ja foram
detectados, em estudos anteriores, na rizosfera de
espécies florestais. Solano ¢f al. (2002) encontraram
prevaléncia de espécies de Melvidogyne e Tylenchorhynchus
em cultivos de Euwcalyptus sp. Em levantamento
realizado por Cruz et al. (2003), em diferentes
genotipos de Eucalyptus sp. e em Pinus caribaea,
observou-se que somente E. camaldulensis nio
apresentou infestagao por Pratylenchus sp. Estes autores
ainda observaram que Melidogyne sp. foi encontrado
tanto no solo quanto nas raizes em E. citriodora, E.
tereticornis € L. toreliana.

Almeida (2007) encontrou Pratylenchus spp. e
Meloidogyne spp. associados as raizes de angico em
levantamento realizado em areas reflorestadas da
Amazonia. Cruz et al. (1986) observaram indice de
ocorréncia de 60 % do género Pratylenchus spp., na
espécie florestal pau d’arco (Tabebuia serratifolia), em

cinco unidades produtoras de Alagoas e Sergipe.
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Tabela 2 - Média de Pratylenchus spp. encontrada nas mudas das espécies florestais.

Espécie florestal Municipios Pratylenchus spp.
Solo Raiz
Aciacia Uberlandia 112 188
Angico Uberlandia - 8
Araucaria Uberlandia 8 32
Aroeira Uberlandia 236 188
Grevilea Uberlandia - 4
Jacaranda Uberlandia 16 4
Mangueira Uberlandia 8 28
Pau-ferro Uberlandia 20 52
Araucaria Ibia 4 -
Aciacia-rosa Ibia 32 32
Mangueira Ibia 12 16
Pau-ferro Ibia 4 4
Alamo Patrocinio 4 -
Amoreira Patrocinio 4 -
Falso-pau-brasil Patrocinio 8 24
Paineira-rosa Patrocinio - 8
Pau-ferro Patrocinio 8 -
Mangueira Uberaba - 24
Pau-ferro Uberaba 4 260
Tabela 3 - Média de Melvidogyne spp. encontrada nas mudas de espécies florestais.
Espécie florestal Municipios Meloidogyne spp.
Solo Raiz
Aroeira Campina Verde - 4
Gameleira Campina Verde 16 100
Inga Campina Verde 4 4
Ipé Patrocinio 80 -

Tabela 4 - Fator de reproducao de Pratylenchus brachynrus nas raizes e no total (raizes + solo) aos 120 dias ap6s a inoculagio.

Espécie florestal Fator de reprodugio (Pf / Pi) !
Raizes Raizes + Solo

Angico-cangalha 0,19 5,92
Aroeira 1,36 41,10
Aroeira-vermelha 0,72 17,52
Bélsamo 0,49 10,62
Eucalipto 0,65 15,45
Gameleira 0,64 8,37
Guanandi 0,49 10,35
Inga 1,20 10,66
Jatoba 0,67 13,47
Mogno 0,96 12,02
Paineira 3,81 18,47
Sibipiruna 0,61 9,01
Ipé-branco 0,53 14,13
Ipé-rosa 4,56 19,90
Ipé-roxo 0,47 10,87

'Fator de reprodugio, FR > 1 indica plantas suscetiveis, FR < 1, resistentes (Oostenbrink, 1966).

A ocorréncia de fitonematoides de importancia  cultura no campo. O prejuizo desta disseminagio
econOmica ja foi relatada também em mudas  passiva pode ser ainda mais grave quando se considera
provenientes de viveiros a céu aberto (Campos, 2002; o sistema de ILPE, pois a espécie de nematoide que
Santos ¢# al., 1998). A producdo de mudas isenta de  esta sendo introduzida na lavoura pode ser hospedeira

nematoides é essencial ao bom estabelecimento da  de mais de uma cultura integrante do sistema. A
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fartura de raizes de plantas suscetiveis nesta area fara
com que os niveis populacionais da praga cres¢cam
exponencialmente, dificultando ou impedindo a
formacao adequada da cultura e causando uma
reducio consideravel nas producdes atual e
subsequente.

O estudo da reacdo de P. brachyurus em espécies
florestais é pouco conhecido. Contudo, este problema
fitossanitario em viveiros vem sendo discutido ha
tempos (Curi ez al., 1984), porém, como se constatou
neste estudo, com pouco sucesso. Novos estudos
devem ser realizados para que se possa viabilizar o
uso de espécies florestais no sistema de ILPF em areas
infestadas com este nematoide.

As espécies florestais estudadas nao devem ser
indicadas para integrar o sistema lavoura-pecuaria-
floresta em area infestada por P. brachyurns, uma vez
que irdo propiciar a manuten¢do ou o aumento

populacional da espécie.
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Resumo - Rack, V.M., E. Vigolo, R.A. Silva, G.A. Gomes Filho & P.S Santos. 2013. Reacio de cultivares de
arroz de terras altas a dois isolados de Pratylenchus brachyurus.

Foram conduzidos trés experimentos em telado de sombrite com o objetivo de avaliar a reagao de cultivares
e hibridos de arroz a dois isolados de Pratylenchus brachyurus. Os isolados foram coletados em Lucas do Rio
Verde (MT) e Rio Verde (GO); as cultivares avaliadas foram AN Cambara, BRS Cirad, BRSMG Curinga, AN
Ipé, BRS monarca, BRS Pepita, BRS Primavera, BRS Sertaneja; e os hibridos Ecco CL e Ecco. A crotalaria e
o quiabo foram o controle resistente e o suscetivel, respectivamente. A reproducio de P. brachyurus foi estimada
60 dias ap6s a inoculagdo no primeiro experimento e 62 dias nos demais. As variaveis analisadas foram fator
de reproducao (FR), nimero de nematoide por grama de raizes e massa fresca das raizes. Os resultados
mostraram que todas as cultivares e o hibrido Ecco CL foram suscetiveis ao isolado de Lucas do Rio Verde,
com FR variando de 1,22 a 2,94. As cultivares BRSMG Curinga, BRS Ipé e BRS Sertaneja foram resistentes ao
isolado de Rio Verde, e o hibrido Ecco foi resistente a ambos os isolados.

Palavras-chaves: Oryza sativa, nematoide das lesoes, resisténcia genética, manejo.

Summary - Rack, V.M., E Vigolo, R.A. Silva, G.A. Gomes Filho & PSS Santos. 2013. Suitability of upland rice
cultivars to two Pratylenchus brachyurus isolates.

Three experiments were conducted in a lathhouse in order to evaluate the suitability of rice cultivars and
hybrids to two isolates of Pratylenchus brachyurus. The isolates collected were used in Lucas do Rio Verde (Mato
Grosso State) and Rio Verde (Goias State); the cultivars were AN Cambara, BRS Cirad, BRSMG Curinga, AN
Ipé, BRS Monarca, BRS Pepita, BRS Primavera, BRS Sertaneja; the hybrids were CL Ecco and Ecco. Showy
crotalaria was used as resistant control, and okra as susceptible control. The reproduction of P. brachyurus was
estimated 60 days after inoculation in the first experiment and 62 days and in the other. The variables analyzed
were reproduction factor (RF), the number of nematodes per gram of roots and the weight of the roots. The
results showed that all cultivars and the hybrid CL. Ecco were susceptible to the isolate from Lucas do Rio
Verde, with RF ranging from 1.22 to 2.94. Cultivars BRSMG Curinga, BRS Ipé and BRS Sertaneja were
resistant to the isolated from Rio Verde, and the hybrid Ecco was resistance to both isolates.

Key words: Oryza sativa, lesion nematode, genetic resistence, management.

Introdugao esta concentrado nos maiores produtores (Embrapa,
A producio de arroz esta concentrada na Asia, 2009). Segundo o IBGE (2011), a producio brasileira

que responde por aproximadamente 90 % da  na safra 2010/11 foi de 12,8 milhGes de toneladas, a

producio mundial, seguida das Américas (4,5 %), qual foi 12,6 % superior a obtida na safra anterior.

Africa (4,5 %), Europa e Oceania. O consumo também Ha dois grandes ecossistemas para a cultura: de
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varzea, irrigado por inunda¢io controlada, e o de
terras altas, sem irrigacdo e ou com irrigacdo
suplementar por aspersio (Guimaries ¢ al., 2000). A
cultura do arroz de terras altas, também chamado de
sequeiro, ¢ baseada no emprego de cultivares de arroz
pouco exigentes em insumos e tolerantes a solos
acidos, e teve destacado papel como cultura pioneira
durante o processo de ocupagio agricola dos cerrados,
iniciado na década de 60 (Ferreira & Villar, 2003). No
estado de Mato Grosso, essa cultura ainda ¢é
considerada desbravadora, apesar dos avancos
tecnologicos alcangados nos dltimos anos. A atividade
continua carregando o estigma de pioneira na
expansdo da fronteira agricola, sendo usada para a
“domesticacao” da terra e posterior substituiciao
principalmente por soja ou pastagens (Perozzi, 2004).

Durante o ciclo, a cultura é afetada por fungos e
nematoides que reduzem a qualidade dos grios ¢ a
produtividade. Muitas espécies de nematoides ja foram
relatadas na cultura, dentre os quais Pratylenchus
brachynrus, que é reconhecida atualmente como um
dos maiores problemas na cultura da soja.
Considerando os impactos economicos mundiais para
diferentes culturas agricolas, o género Pratylenchus
ocupa o segundo lugar em importancia entre todos
os fitonematoides (Goulart, 2008).

Levantamentos realizados em areas de plantio de
algodao e soja demonstraram que P. brachynrus era o
fitonematoide mais frequente, com frequéncias de 94
e 98 % das amostras coletadas no estado de Mato
Grosso (Silva e# al., 2004; Ribeiro ef al., 2010).

Uma caracteristica ainda pouco estudada em P.
brachynrus é a diferenca de agressividade dos isolados.
Machado (2006) demonstrou diferenca de
agressividade em trés isolados de P. brachyurus, pela
avaliacdo da reproducdo do nematoide em raizes de
algodoeiro. Siqueira (2007), trabalhando com feijao
caupi, também demostrou diferenca de agressividade
entre isolados.

Considerando a importancia da cultura do arroz
para o estado de Mato Grosso e a elevada distribuicao
de P. brachyurus, informacoes sobre a reaciao de
cultivares de arroz ao nematoide seriam valiosas para
seu manejo. Porém, tais informaces sdo ausentes na
literatura, razao pela qual o presente estudo teve por

objetivo avaliar a reacdo de diferentes cultivares de
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arroz a dois isolados de P. brachynrus.

Material e Métodos

Trés experimentos foram conduzidos em telado
de sombrite 50 %, no campo experimental do
UNIVAG, Centro Universitario, em Varzea Grande
(MT). O primeiro foi conduzido de setembro a
novembro de 2009 e o segundo e terceiro de marco
a junho de 2010, com temperatura do solo dentro
copos variando de 22 a 38 °C.

Obtencgdo dos isolados. A populacio de P.
brachyurus (Pb.UNIVAG) fot1 originaria de trinta fémeas
retiradas de plantas de soja (Glyine max) oriunda do
municipio de Lucas do Rio Verde (MT) e multiplicada
em plantas de quiabeiro (Abelmoschus esculentus). O
isolado de Rio Verde (GO) (Pb.FESURYV), foi cedido
pela Universidade de Rio Verde (FESURV). Para a
identificacdo de P. brachyurus, algumas laminas
contendo fémeas foram observadas em microscopio
optico e as caracter{sticas morfoldgicas foram
comparadas com as descritas por Handoo & Golden
(1989). O indéculo de Pratylenchus brachynrus (ovos,
juvenis e adultos) foi preparado a partir de raizes de
quiabeiro, processadas pelo método do liquidificador
e centrifuga (Coolen & D’herde, 1972).

Obtengiao das plantas. As plantas foram obtidas
por semeadura direta em recipientes de isopor com
capacidade de 390 cm’, contendo 380 cm’de
substrato. Foram semeadas seis sementes por recipiente
e, apds a emergéncia, foi realizado o desbaste, de
modo a obter a popula¢io final de duas plantas por
copo. O substrato utilizado foi autoclavado a 121 °C
por 2 horas, 30 dias antes do inicio do experimento.
As composicOes granulométricas dos substratos nos
trés ensaios foram de 66,12 % de areia; 3,68 % de
silte e 30,20 % de argila. O inéculo foi depositado
com auxilio de pipetador automatico, em dois orificios
de 2 cm de profundidades, abertos a 1 centimetro
do colo das plantas.

Experimentos 1. As cultivares de arroz de terras
altas recomendadas pela Embrapa (2010) para o estado
de Mato Grosso sio BRS Primavera, BRS Bonanca,
BRSMG Curinga, BRS Sertaneja, BRS Pepita, BRS
Monarca, Cirad 141, Best 2000, AN Jatoba, AN
Cambari, além do hibrido Ecco. Com base nessa

informacao, foram escolhidos como tratamentos, para



o experimento 1, as cultivares BRS Primavera BRS,
BRS Curinga, BRS Sertaneja, BRS Pepita, BRS
Monarca e Cirad 141 e os hibridos: Ecco e Ecco CL.
A crotalaria (Crotalaria spectabilis ‘Comum’) foi
escolhida para controle resistente a P. brachynrus e o
quiabeiro ‘Santa Cruz’ como suscetivel. O indculo
utilizado foi de Pb.UNIVAG. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso com 10
tratamentos e seis repeticOes para cada tratamento.
Vinte dias apds a emergéncia, as plantas foram
inoculadas individualmente com uma suspensio
contendo 500 ovos, juvenis e adultos de P. brachyurus.
Durante o periodo do experimento, as plantas foram
irrigadas de acordo com a necessidade. A cada quinze
dias ap6s a inoculagio, as plantas receberam adubacoes
na dosagem de 0,3 g / copo do adubo Ouro Verde
(5 %N, 12 % PO, 18 % KO, 2 % Ca, 2,5 % Mg,
1,5 % B, 0,5 % Cu, 0,1 % Fe, 0,5 % Mn, 0,2 % Mo,
0,4 % Zn).

Ao final do periodo experimental, 60 dias apds a
inoculacao, os nematoides foram extraidos das raizes
pelo método do liquidificador, peneiramento e
centrifugacao (Coolen & D’Herde, 1972). A
populacao final (Pf) foi estimada pela contagem em
lamina de Peters, utilizando microscopio 6ptico. Apos
a contagem, foram calculados os fatores de
reproducio (FR = Pf / Pi) segundo Oostenbrink
(19606). Plantas com valor médio de FR < 1,0 foram

consideradas resistentes, enquanto as com FR = 1,0
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foram consideradas suscetiveis. Além disso, foi
determinada a massa fresca das raizes (MFR), nimero
de ovos (NO) e o valor médio de nematoide por
grama de raizes (Nem./g) em cada parcela.
Experimentos 2 e 3. Os experimentos foram
conduzidos entre os meses de marco a julho de 2010.
Os tratamentos consistiam nas cultivares de arroz BRS
MG Curinga, BRS Sertaneja, AN Ipé e AN Cambara;
no hibrido Ecco; na crotalaria; e no quiabeiro. Cada
tratamento teve cinco repeticoes. Os isolados foram
Pb.UNIVAG para o experimento 2 ¢ Pb.FESURV
para o experimento 3. Semeadura, inoculacio,
adubac¢do e avaliacao foram realizadas conforme
mencionada para o experimento 1, porém as
avaliagoes foram realizadas 62 dias ap6s a inoculagao.
Analise estatistica. Os dados obtidos das
varidgveis NO e Nem./g foram submetidos a analise
de varidancia e as médias foram comparadas pelo teste
de Scott-Knott a 5 % de probabilidade utilizando o

programa Sisvar (Ferreira, 2000).

Resultados e Discussio

Os altos valores de 'R obtidos no quiabeiro em
todos os trés experimentos comprovaram a viabilidade
dos in6culos estudados (Tabela 1). Nos experimentos
1 e 2, com o isolado Pb.UNIVAG, as cultivares BRS
Sertaneja, AN Cambara e AN Ipé, Cirad 141, BRS
Primavera, BRS Pepita ¢ BRS Monarca, e o hibrido

Ecco CL foram caracterizados como suscetiveis. A

Tabela 1 - Massa fresca das raizes (MFR), nimero de ovos (NO), nematoides por grama de raizes (Nem./g), fator de reproducio (FR)
e reacdo (R) de dois isolados de Pratylenchus brachynrus em cultivares de arroz. Isolado de Lucas do Rio Verde (MT) (Pb.UNIVAG) e

de Rio Verde (GO) (Pb.FESURV).

Experimento 1!

Experimento 2* Experimento 3*

Pb.UNIVAG Pb.UNIVAG Pb.FESURV

Tratamentos MFR NO Nem./g FR R MFR NO Nem./g FR R MFR NO Nem./g FR R
Crotalaria 5,76 7.8a 36,42 007 R 17,89 72,0a 40a 015 R 12,89 20a 09a 002 R
Arroz ‘Ecco’ 481 126,2a 169,9a 036 R 435 68,0 a 59,4 a 054 R 395 20,0a  16,9a 0,13 R
Arroz ‘Ecco CI 465 10453b  1046,8c 254 S - - - - - - - -

Arroz ‘BRS Sertaneja’ 6,37 4215b  4236b 122 S 8,57 536,0 a 194,12 294 S 109 8,0a 9,7a 0,22 R
Arroz ‘BRS Monatrca’ 7,05 570,4b  5594c 187 S - - - - - - - - -

Arroz ‘BRSMG Curinga’ 662 4189b 3089b 097 R 743 9202 938a 134 S 107  460a 203a 043 R
Arroz ‘BRS Pepita’ 4,46 562,6b  745,1c 152 S - - - - - - - -

Arroz ‘BRS Primavera’ 4,58 6328b  0648,1¢ 142 S - - - - - - - - -

Arroz ‘Cirad 1417 4,94 405,8b  541,5¢ 135 S - - - - - - - - -

Arroz ‘AN Ipe’ - - - - - 7,62 646,0a  2009a 292 S 9,99 42,0a 20,52 040 R
Arroz ‘AN Cambara’ - - - - - 9.2 520,02 153,7a 274 S 9,81 1540a 82,6a 144 5]
Quiabeiro 361 9318b  12932¢ 219 S 779 22700b  6345b 988 S 891 10740b 40892 68 S
CV (%) - 531 38,0 - - - 51,6 39,6 - - - 51,6 39,6 -

Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Scott Knott a0 nivel de 5% de probabilidade.
"Médias de seis repeti¢oes.

2Médias de cinco repetigdes.

SR= resistente; *S = suscetivel.
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cultivar BRSMG Curinga e o hibrido Ecco foram
resistentes ao isolado Pb.UNIVAG. Porém, as raizes
do hibrido Ecco apresentaram escurecimento,
possivelmente indicando intolerancia ao nematoide.
O hibrido Ecco tem baixa aceitacio pelos rizicultores,
apesar da alta produtividade, por niao possui boa
aceitacao do mercado, devido a caracteristicas como
presenca de muitos graos gessados. Portanto, seu valor
¢ o de fonte de resisténcia, em programas de
melhoramento, visando a obtencdo de cultivares ou
hibridos de arroz resistentes a P. brachyurus.

A cultivar BRS Curinga apresentou resultados
divergentes nos experimentos 1 e 2, possivelmente
em funcao de diferncas ambientais.

As cultivares BRS Sertaneja, BRSMG Curinga e
AN Ipé, e o hibrido Ecco foram resistentes ao isolado
Pb.FESURV (experimento 3), e a cultivar AN
Cambara foi suscetivel. Nenhum dos genétipos de
arroz apresentou escurecimento de raizes.

Portanto, o hibrido Ecco e a cultivar Curinga sao
alternativas para rotagdo em areas infestadas com P.
brachyurus.

O isolado Pb.UNIVAG mostrou maior
agressividade que o isolado Pb.FESURYV, com base
nos valores de NO, Nem./g ¢ FR (Tabela 2).
Diferengas de agressividade entre os isolados da
mesma espécie de nematoide devem ser levadas em
consideracdo por programas de melhoramento
genético, pois se uma cultivar for desafiada por um
isolado de baixa agressividade, essa pode ser
considerada resistente. Porém, se essa cultivar for
semeada em areas infestadas com isolados de elevada
agressividade, o resultado provavelmente serd
desastroso. Anteriormente, Siqueira (2007) e Machado
et al. (20006), em avaliacoes de cultivares de feijoeiro-
caupi e algodoeiro, obtiveram resultados que
indicaram a existéncia de isolados de P. brachyurus no
Brasil com diferentes graus de agressividade.

A escolha do isolado do nematoide a ser utilizada

em avaliagdes da resisténcia de cultivares representa
parte crucial nos programas de melhoramento. De
acordo com Boerma e Hussey (1992), plantas com
altos nfveis de resisténcia a0 nematoide podem ser
identificadas ao se utilizar isolados agtressivos. Por outro
lado, ¢ viavel a selecao de plantas com resisténcia a
varios isolados do nematoide com a utilizacio de
mistura de popula¢oes do nematoide proveniente de
diferentes regides geograficas (Hussey & Boerma,
1981). Portanto, na avaliacio da resisténcia de cultivares
a nematoides, deve-se levar em consideracio o local
onde foi realizado o experimento. O ideal é o uso de
uma mistura de isolados de diferentes regides,
resultando na selecdo de cultivares com resisténcia a

uma ampla gama de isolados do nematoide.
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Resumo - Asmus, G.L. & R. Galbieri. 2013. Densidade populacional e distribuicao espacial de Melvidogyne
incognita e Rotylenchulus reniformis em algodoeiro em sistema de plantio adensado.

O cultivo de algodoeiro no sistema adensado, com menor espagamento entre as linhas de plantio, ¢ uma
pratica que esta se consolidando no Cerrado brasileiro. Embora haja uma série de vantagens de tal sistema,
ainda hd necessidade de ajustes agrondémicos e de melhor entendimento sobre varias questoes, dentre as quais
o impacto sobre nematoides fitoparasitos. Assim, foram implantados trés experimentos de campo, em areas
naturalmente infestadas por Meloidogyne incognita (em Campo Verde e Primavera do Leste, MT) ou Rotylenchulus
rentfornis (em Dourados, MS), visando conhecer o impacto da reducido do espagamento entre as linhas de
plantio, sobre a densidade populacional e a distribui¢io horizontal desses nematoides. Nos trés experimentos,
foram comparados os espagamentos de 0,90 m (convencional) e 0,45 m (adensado). Foram analisadas amostras
de solo (0,20 m de profundidade) obtidas da linha de plantio, da entrelinha e entre as duas anteriores, e das
raizes das plantas de algodoeiro. Ao final do ciclo, estimou-se a produtividade de algodiao em caroco (nos
experimentos de MT) e da matéria seca da parte aérea (no experimento de MS). A densidade populacional
média de M. incognita e R. reniformis no solo nao foi alterada pela reducdo do espacamento entre as linhas de
plantio. No entanto, houve concentracao de M. zncognita nas linhas de plantio, onde a densidade populacional
foi significativamente superior aquelas da entrelinha e da posi¢ao intermediaria. Nao houve diferenca significativa
entre a distribuicao horizontal de R. reniformis, independentemente do espagamento entre as linhas de plantio.
Com base nos resultados, conclui-se que o sistema de plantio de algodoeiro adensado nio causa aumento da
densidade populacional de M. incognita e R. reniformis e, tampouco, alteragdes no padrio de distribui¢ao horizontal
desses nematoides no solo.

Palavras-chaves: Gossypium hirsutum, nematoide das galhas, nematoide reniforme.

Summary - Asmus, G.L. & R. Galbieri. 2013. Population density and spatial distribution of Melozdogyne incognita
and Ro#ylenchulus reniformis in narrow row cotton.

Narrow row cotton is a practice that has been adopted by several farmers in the Brazilian “savanna”.
Although there are a number of advantages of using such a system, there is still need for technical adjustments
and better understanding on several issues, among which the impact on plant-parasitic nematodes. Thus, three
experiments were carried out in field areas naturally infested with Melidogyne incognita (in Campo Verde and
Primavera do Leste, Mato Grosso State, Brazil) and Ro#ylenchulus reniformis (in Dourados, Mato Grosso do Sul
State, Brazil), to determine the impact of reducing the spacing between cotton planting rows on the population
density and the horizontal distribution of these nematodes. In three experiments, the spacing of 0.90 m
(conventional) and 0.45 m (narrow row) were compared. Soil samples (0.20 m deep) were taken at three

lateral distances from the rows: on the planting rows, between planting rows, and in between the former two.
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Roots of cotton plants were also sampled and nematode extracted and counted. Seed cotton yield and shoot

dry matter were estimated at maturity. The average population densities of M. incognita and R. reniformis in the

soil were not affected by reducing the spacing between rows. However, there was a concentration of M.

incognita in the rows (rhizosphere) where the population density was significantly higher than that between the

row and in the intermediate position. There was no significant difference between the horizontal distributions

of R. reniformis, regardless of the spacing between the rows. Based on the results, it is concluded that the narrow

row cotton causes no increase in the population densities of M. incognita and R. reniformis as well as no changes

in the horizontal distribution patters of these nematodes in the soil.

Key words: Gossypiunm hirsutum, root-knot nematode, reniform nematode.

Introdugio

O nematoide das galhas (Meloidogyne incognita) e o
nematoide reniforme (Rotylenchulus reniformis)
constituem-se em importantes entraves para a
producao de algodao (Starr, 1998; Silva ez al., 2003;
Koenning et al., 2004).

A distribuicao de nematoides em solos agricolas
apresenta um padrio tipicamente em agregados
(McSorley, 1998; Monfort ez al, 2008), em
decorréncia, entre outros motivos, de sua limitada
capacidade de dissemina¢ido por movimentagao
propria. Assim, as densidades populacionais dos
nematoides sdo maiores quanto mais proéximos as
plantas hospedeiras que lhes servem de alimento. Por
conta disso, uma das estratégias possiveis utilizadas
para o manejo do nematoide reniforme em
algodoeiro tem sido a semeadura nas entrelinhas do
cultivo anterior (Wright & Rich, 2002), onde a
populacao é menor.

O cultivo de algodiao em sistema de plantio
adensado tem-se tornado uma pratica comum no
Brasil-Central (Yamaoka, 2010). Em 2013, em
aproximadamente 10,5 % da area cultivada com
algodoeiro em sucessio a soja (safrinha), foi utilizado
o sistema de plantio adensado, com espacamento entre
linhas de plantio de 0,45 m (IMEA, 2013).

No plantio convencional, o espacamento entre
linhas ¢ de 0,90 m. No plantio adensado, pela maior
proximidade entre as plantas e, consequentemente das
raizes, possivelmente hd uma mudanca no padrio de
distribuicao espacial dos nematoides, que passariam a
ter distribui¢do mais generalizada na lavoura,
dificultando o manejo “sitio-especifico” e causando
danos a um maior numero de plantas na area.

Embora, sob o ponto de vista do efeito sobre

fitonematoides, a pratica do cultivo adensado nio
tenha sido avaliada no pais, alguns trabalhos realizados
no estado da Flérida, nos EUA, com algodao super
adensado (0,25,m entre plantas), indicam haver
aumento na producao de algoddo em areas infestadas
pelo nematoide reniforme na ordem de 43 %,
supostamente porque plantas menos ou nio afetadas
pelo nematoide compensariam com maiot producdo
as perdas ocorrentes naquelas mais severamente
afetadas (Wright e# al., 2008). Os mesmos trabalhos
indicam a necessidade de uso de quantidades maiores
(normalmente o dobro) de nematicidas, para que
sejam obtidos os mesmos resultados de culturas nao
adensadas.

Objetivou-se com o presente trabalho conhecer
os efeitos do plantio de algodoeiro com menor
espacamento entre linhas sobre a densidade
populacional e a distribuicdo espacial de M. zncognita e

R. reniformis no solo.

Material e Métodos

Foram conduzidos trés experimentos de campo,
nos municipios de Campo Verde (15°27°33,1”’S;
054°54°35,7”W) e Primavera do Leste (15°23°20,2”S;
054°18°18,2”W), em Mato Grosso, e Dourados
(22°17°06,3S; 054°48’17,6”W), em Mato Grosso do
Sul, em 4reas naturalmente infestadas por,
respectivamente, M. incognita (270 ¢ 105 nematoides /
200 cm’ de solo, respectivamente) e R. reniformis (1040
nematoides / 200 cm® de solo).

Nos trés experimentos, foram comparados os
espacamentos entre linhas de plantio de algodoeiro
de 0,90 m e 0,45 m em delineamento de blocos ao
acaso com dez (Campo Verde e Primavera do Leste)

ou seis (Dourados) repeti¢des. Padronizou-se a
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semeadura para uma populacdo final de dez plantas
de algodoeiro por metro de plantio. A adubacio e
tratos culturais foram realizados de acordo com as
recomendagdes técnicas para a cultura.

Em Campo Verde, o solo era constituido por 34,8
% de areia, 8,1 % de silte e 57,1 % de argila. Utilizou-
se a cultivar BRS 269, semeada em 16 / 12 / 2009,
em parcelas de quatro ou oito linhas de 10 m de
comprimento, que constituiram a unidade
experimental, com espagamento de 0,90 m ou 0,45
m, respectivamente. A 4rea util das parcelas foi de
10,8m* Aos 70 e 110 dias apds a semeadura, foram
realizadas amostragens de solo e raizes de algodoeiro
para a quantificacao de M. incognita. As amostras de
solo foram coletadas no perfil de 0,0 a 0,2 m, em trés
pontos equidistantes: na linha de plantio (rizosfera),
na entrelinha de plantio e num ponto intermediario
entre as duas anteriores, ou seja, a aproximadamente
zero, 0,12 ¢ 0,22 m (para o espacamento de 0,45 m) e
zero, 0,22 e 0,45 m (para o espagamento de 0,90 m)
de distancia lateral da linha de plantio. Esse
procedimento foi repetido trés vezes de forma
aleatéria, de maneira a formar, para cada distancia
lateral a linha de plantio, amostras compostas de quatro
subamostras. As raizes, em numero de dez por parcela,
foram coletadas com enxadido. Para a extracdo dos
nematoides do solo foi utilizado o método de
peneiramento seguido de flutuagdo em centrifuga
(Jenkins, 1964). Para a extracio dos nematoides das
raizes, utilizou-se o método de Hussey & Barker
modificado (Boneti & Ferraz, 1981) no caso de M.
incognita, ou Coolen & D’Herde (1972), no caso de R.
reniformis. Apbs a extragdo, os nematoides (ovos e
juvenis) foram inativados em banho-maria (55 °C por
5 minutos) e conservados em formalina (2 %) até a
realizacdo das contagens em camara de Peters, sob
microscépio 6ptico binocular. Em 15 / 07 / 2010
foi realizada a colheita dos capulhos de 10,8 m* da
area central das parcelas para a estimativa da
produtividade de algoddao em caroco.

Em Primavera do Leste, o solo era constituido de
59,1 % de areia, 3,1 % de silte e 37,2 % de argila. A
cultivar utilizada foi a FM 993, semeada em 23 / 12/
2009. As amostragens de solo e rafzes foram realizadas
aos 50 e 110 dias ap6s a semeadura, e a colheita em
23 / 07 / 2010. Todos os demais procedimentos
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experimentais foram similares aos realizados em
Campo Verde.

Em Dourados, foi utilizada a cultivar BRS Cedro,
semeada em 22 / 12 / 2009. O solo apresentava 6,3
% de areia, 21,2 % de silte e 72,6 % de argila.
Diferentemente das demais localidades, o
comprimento das parcelas foi de 5,0m. O numero
de sementes por metro linear foi mantido constante,
de forma que o nimero de plantas por hectare
correspondeu a 110 mil e 220 mil, respectivamente.
Aos 114 dias ap6s a semeadura foram realizadas as
amostragens de solo e rafzes para a estimativa da
populacao do nematoide. Em fung¢do de ocorréncia
de estiagem, no foi realizada a colheita de capulhos e
sim a determina¢do da matéria seca da parte aérea
das plantas, em 10,8m?* centrais das parcelas. Todos
os demais procedimentos experimentais foram
similares aos realizados nos demais experimentos.

Foram comparadas as densidades populacionais
dos nematoides e suas distribuicbes horizontais no
solo em funcdo do espacamento das entrelinhas de
plantio. Os dados obtidos foram submetidos a analise

de variancia (teste de F).

Resultados e Discussao

O numero de espécimes de M. incognita no solo e
nas rafzes de algodoeiro foi estatisticamente semelhante
nos espacamentos entre as linhas de plantio de 0,45
m e 0,90 m, em ambas as amostragens, nos
experimentos conduzidos em Campo Verde e
Primavera do Leste (Tabelas 1 e 2). Nao foram
observadas interacOes significativas entre
espacamentos e épocas de amostragem. As
produtividades de algodio em caroco foram
significativamente superiores no espagamento
adensado (0,45 m entre linhas de plantio), tanto em
Campo Verde quanto em Primavera do Leste.

No experimento em Dourados, o nimero de
nematoides de R. reniformis no solo e nas raizes de
algodoeiro foi semelhante em ambos espacamentos
entre linhas de plantio (Tabela 3). A producao de
matéria seca da parte aérea do algodoeiro foi supetior
no tratamento com espacamento convencional (0,90
m entre linhas de plantio).

A distribuicao de M. incognita apresentou diferencas

em funcio da distancia lateral 2 linha de plantio (Tabela
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Tabela 1 - Numero de espécimes de Meloidogyne incognita ¢ produgao de algodao em func¢io do espagamento entre linhas de plantio
em experimento conduzido em Campo Verde (MT). Agosto de 2013.

Espagamento 1°. amostragem' 2°. amostragem’ Produgio?®
Solo (200 cm’) Raiz (g) Solo (200 cm?) Raiz (g) kg / ha

0,45 m (adensado) 755,52 357,6 a 2585,3 a 1119 a 3100 a

0,90 m (convencional) 7745 a 389,0 a 21853 a 1381 a 2389 b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nio diferem entre si pelo teste F a 5 % de significancia.
170 dias ap6s o plantio — DAP.

110 DAP.

*Producio em caroco.

Tabela 2 - Numero de espécimes de Meloidogyne incognita e produgao de algodao em fungao do espacamento entre linhas de plantio em
experimento conduzido em Primavera do Leste (MT). Agosto de 2013.

Espagamento 1°. amostragem' 2°. amostragem’ Produgio?®
Solo (200 cm?) Raiz (g) Solo (200 cm’) Raiz (g) kg / ha

0,45 m (adensado) 198,7 a 49,0 a 133,0 a 1623 a 2595 a

0,90 m (convencional) 178,7 a 60,8 a 240,2 a 137,0a 2024 b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nio diferem entre si pelo teste I a 5 % de significancia.
150 dias ap6s o plantio — DAP.
110 DAP.

‘Producio em carogo.

Tabela 3 - Numero de espécimes de Rotylenchulus reniformis e produgio de matéria seca da parte aérea de algodoeiro em funcio do
espacamento entre linhas de plantio em experimento conduzido em Dourados, MS. Agosto de 2013.

Espagamento Solo (200 cm?)* Raiz (g)! Matéria seca (g)
0,45 m (adensado) 899,4 a 334a 975,2 a
0,90 m (convencional) 805,7 a 62,4 a 1.813,7 b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste Fa 5 % de significancia.
114 dias ap6s o plantio.

Tabela 4 - Densidade populacional de Melvidogyne incognita (Mi) e Rotylenchulus reniformis (Rr) no solo em fungio da distancia lateral
da linha de plantio de algodoeiro, em dois espacamentos entre linhas, nos experimentos de Campo Verde, Primavera do Leste ¢
Dourados. Agosto de 2013.

Espagamento Distancia lateral Campo Verde Primavera do Leste Dourados
(cm) Mi / 200 cm?) Mi / 200 cm®) (Rt / 200 cm?)

0,45m (adensado) 0 4032 a 272a 1052 a

12 1250 b 86 b 1168 a

22 1635 b 40 b 1308 a
0,90 m (convencional) 0 4491 a 680 a 1100 a

22 1105 b 221 b 873 a

45 960 b 17 b 882a

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas e em cada espacamento, nio diferem entre si pelo teste de Duncan (5%).

4) que, no entanto, nao foi influenciada pelo
espacamento. A densidade populacional do
nematoide foi maior na regiao do solo mais proxima
as linhas de plantio, em ambos os experimentos. De
forma contraria, a distribuicdo de R. reniformis foi
uniforme, nao havendo diferencas em funciao da
distancia da linha de semeadura, independente do
espacamento entre linhas (0,45 m ou 0,90 m). Neste
caso, no entanto, observou-se tendéncia de aumento
da densidade populacional nas entrelinhas de plantio

de algodoeiro no espagamento adensado (Tabela 4).

A concentracao de M. incognita junto as linhas de
plantio do algodoeiro, observada nos experimentos
de Campo Verde e Primavera do Leste, conduz a
hipétese de que menores espacamentos entre as linhas
de plantio ocasionariam distribuicdo mais uniforme
do nematoide e, por maior disponibilidade de raizes
mais proximas umas das outras, o aumento da
densidade populacional no espacamento reduzido,
fato este nio observado no presente trabalho. E
possivel que em adensamentos supetiores, tal como

o de 0,25 m entre linhas de plantio, ou ao longo do
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tempo, tais efeitos sejam mais pronunciados. A
distribuico mais uniforme de R. renzformis observada
no experimento realizado em Dourados, confirma
observages anteriores (Starr, 1998) de que esta espécie
apresenta, em geral, distribuicdo mais regular em solos
agricolas. Mesmo assim, estd em desacordo com
Wright & Rich (2002), que evidenciaram a concentra¢ao
de R. reniformis na linha de plantio e postularam a
possibilidade do cultivo de algodoeiro nas entrelinhas
do ano anterior, como forma de manejo desse
nematoide em areas infestadas. Segundo McSotley
(1998), a estratificacdo da populagdo ao longo das
linhas de plantio exerce importante influéncia sobre a
distribuicdo horizontal de nematoides fitoparasitos. E
possivel, no entanto, que a alta densidade populacional
inicial de R. reniformis na area experimental, em
Dourados, tenha limitado a expressao dessa tendéncia.

Rafzes de algodoeiro podem apresentar
crescimento lateral de até dois metros, condicionado
a fatores fisicos, quimicos e biol6gicos. Este
crescimento, normalmente, nao ultrapassa um metro
de profundidade (McMichael ez /., 2010).
Considerando tais caracteristicas, seria esperado que
o adensamento entre as linhas de plantio do algodoeiro
propiciassem a concentraciao de raizes laterais nas
entrelinhas e, consequentemente, o aumento da
densidade populacional de nematoides fitoparasitos.
Em 20 campos de producio de algodio, nos EUA,
por exemplo, 50 % do total das raizes encontravam-
se na profundidade média de aproximadamente 0,24
m (intervalo de 0,11 a 0,49 m), coincidindo em boa
parte com o perfil do solo em que ocorre maior
concentracao de R. reniformis (Robinson ez al. 2005).

A maior produtividade de algodio em carogo,
observada nas parcelas com plantio adensado em
Campo Verde e Primavera do Leste, e a maior
quantidade de matéria seca observada nas parcelas
com plantio convencional em Dourados, seguiram o
esperado e ja consistentemente relatado na literatura
(Wright ez al., 2008; Yamaoka & Belot, 2011).

Com base nos resultados, conclui-se que o sistema
de plantio de algodoeiro adensado nao causa aumento
da densidade populacional de M. incognita e R. reniformis
e tampouco alteracdes no padrio de distribuicao

horizontal desses nematoides no solo.
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Resumo - Oliveira, S.A. & C.M.G. Oliveira. 2013. Efeito de diferentes densidades populacionais iniciais de
Pratylenchus brachyurus no desenvolvimento de plantas de lirio.

O efeito de diferentes densidades populacionais iniciais (Pi) de Pratylenchus brachynrus no desenvolvimento
de plantas de lirio ‘Muscadet’ foi estudado em condicdes de casa de vegetacdo comercial. As Pi foram de 0, 50,
100, 500, 1000, 5000 e¢ 10000 nematoides por vaso. Cento e dois dias ap6s a inoculagao, determinaram-se a
massa fresca do sistema radicular (MFSR) e o fator de reproducio (FR). Os valores de MFSR foram ajustados
pelo modelo nio linear de Seinhorst: Y = m + (1-m).Z"". De acordo com os resultados da equagio, o limite
de tolerancia (T) foi igual a 8500 nematoides, o que comprova que o lirio somente sofrerd danos a partir de
altas densidades populacionais inicias de P. brachynrus, com redugao de 12,8% (m = 0,876) da MFSR das
plantas. Porém, ndo houve multiplicacio do nematoide (FR < 1) em lirio, indicando resisténcia a P. brachyurus.

Palavras-chaves: Lil/ium sp., Muscadet, modelo de Seinhorst, nematoide das lesoes.

Summary - Oliveira, S.A. & C.M.G. Oliveira. 2013. Effect of initial population densities of Pratylenchus brachyurus
on the growth of lily plants.

The effect of initial population densities (Pi) of Pratylenchus brachyurus on the growth of Lillium sp. ‘Muscadet’
was studied in a commercial greenhouse. The Pi of P. brachynrus consisted of 0, 50, 100, 500, 1000, 5000 and
10000 nematodes per pot. Fresh root weight (FRW) and reproduction factor (RF) were evaluated 102 days
later. The data of FRW were fitted to the Seinhorst nonlinear model Y = m + (1 - m).Z”". The tolerance limit
(T) was 8500 nematodes, showing that lily only will be damaged under high initial population density of P.
brachynrus infection and that FRW of lily plants was reduced up to 12.8 % (m = 0.8706). However, the reproductive
rate was low (RF<1), indicating that lily ‘Muscadet’ was resistant host for the nematode.

Key words: Li/liunm sp., Muscadet, root lesion nematodes, Seinhorst model.

Conteado

No Brasil, mais de 20 géneros de fitonematoides
foram detectados em associa¢io a plantas ornamentais
(Oliveira, 20006; Oliveira ez al., 2007). De forma geral,
as espécies pertencentes aos géneros Meloidogyne,
Pratylenchus, Radopholus e Aphelenchoides sio consideradas
as principais, devido a frequéncia com que ocorrem e
aintensidade das perdas causadas (Oliveira ez a/., 2007).

Porém, o conhecimento disponivel na literatura a
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respeito da ocortréncia, danos causados e medidas de
controle de nematoides em plantas ornamentais
bulbosas ¢ ainda limitado.

Com relacao ao lirio, importante cultura
ornamental, tanto como flor de corte quanto de vaso,
Adekunle ¢t a/. (2000) relataram os seguintes
nematoides fitoparasitas e vetores de viroses,
associados aos hibridos asiaticos e orientais na India:

Aphelenchoides avenae, Criconemoides spp., Hoplolaimus spp.,
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Longidorus spp., Paratylenchus spp., Pratylenchus spp.,
Trichodorus spp., Tylenchorhynchus spp., Tylenchulus spp. e
Xiphinema diversicaudatum. Por outro lado, as perdas
causadas por nematoides de parte aérea (A. fragariae)
e das lesoes radiculares (Pratylenchus penetrans) em lirio
sao conhecidas (Siddiqi, 1975; Westerdahl ez /., 1993;
1998). Ademais, cabe ressaltar que bulbos de lirios
podem disseminar nematoides, constituindo em fator
limitante para sua comercializa¢io devido as restricGes
nas legislacoes fitossanitarias.

Recentemente, Oliveira ez a/. (2007), durante
levantamento de nematoides em plantas ornamentais
cultivadas nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais,
reportaram a ocorréncia de P. brachyurus em diversos
cultivares de lirios, mas, segundo os autores, futuros
experimentos deveriam ser realizados para comprovar
a patogenicidade e os danos causados por essa espécie
de nematoides das lesGes.

Assim o presente estudo foi elaborado com o
objetivo de avaliar, em casa de vegetacio, o efeito de
diferentes densidades populacionais iniciais de P.
brachyurus no desenvolvimento de plantas de lirio.

Os bulbos de litio (L#/fium sp. ‘Muscadet’), isentos
de nematoides e outros patégenos, foram importados
da Holanda, sendo que o experimento foi conduzido
em casa de vegetacio de produgio comercial
localizada no municipio de Holambra (SP). Os bulbos
(trés bulbos por vaso) foram cultivados seguindo os
padroes agronémicos adotados pelo produtor, em
vasos de 1 litro com substrato (85% de acicula de
pinus + 15% turfa, pH 06,2) esterilizado com calor
umido.

A populacio de P. brachyurus, utilizada como fonte
de indculo, foi isolada a partir de rafzes de café,
provenientes de Dracena (SP) e multiplicadas em
plantas de milho, mantidas em casa de vegetagdao. A
extracio dos nematoides foi feita pelo método de
Coolen & D’Herde (1972).

A inoculagao foi realizada imediatamente apds o
plantio dos bulbos, depositando-se a suspensao de
nematoides (juvenis e adultos) em orificios no substrato,
ao redor dos bulbos. A concentracao do indculo foi
variavel, de modo a se obter os niveis de populacao
iniciais (Pi), segundo os tratamentos pré estabelecidos.

Para verificacdo da viabilidade do inéculo, plantulas de

milho hibrido Dow 2B710, obtidas previamente por
semeadura direta em vasos de 1 litro, foram inoculadas
com 1000 nematoides por recipiente.

O experimento foi realizado seguindo-se o
delineamento inteiramente 20 acaso, com sete tratamentos
e cinco repeti¢oes. Os tratamentos foram sete niveis de
Pi: 0, 50, 100, 500, 1000, 5000 e 10000 nematoides
por vaso.

Seguindo as técnicas de cultivo do lirio, apds a
inoculacio, as parcelas foram mantidas em uma camara
fria (cerca de 12 °C), onde permaneceram pelo
periodo de uma semana. Apods esse periodo, foram
realocadas para casa de vegetacido (temperatura
ambiente), onde permaneceram por 102 dias. Esse ¢é
o procedimento padrdo realizado para toda a
producgio, sendo que as parcelas experimentais
permaneceram nas mesmas condi¢oes das plantas
destinadas a comercializacdo. Cabe ressaltar que as
plantas de milho nio passaram por esse processo de
resfriamento a 12 °C, sendo mantidas em temperatura
ambiente desde a inoculacio.

Passado esse perfodo, as amostras foram levadas
para o Laboratério de Nematologia do Instituto
Biolégico (IB), em Campinas (SP), onde foram realizadas
as analises das plantas. Dessa forma, os nematoides
presentes nas raizes (10 g) foram extraidos pelo
método Coolen & D’Herde (1972), sendo os
espécimes obtidos mortos pelo calor, fixados e
conservados em formalina 2 %. A estimativa
populacional foi obtida por meio de contagem em
laminas de Peters, utilizando-se microscépio de luz,
quantificando-se os ovos, juvenis e fémeas de P.
brachynrus. A populagdo final (Pf) correspondeu ao
numero de nematoides extraidos do total de rafzes
de cada planta, em cada repeti¢do. A seguir,
determinou-se o fator de reproducio (FR = Pf /
Pi), segundo o critério de Oostenbrink (1966).

Os dados de massa fresca do sistema radicular
(MFSR) foram analisados de acordo com o modelo
nio linear proposto por Seinhorst que, segundo
Oliveira ez al. (1999), fundamenta-se na seguinte
equagdo: Y= m + (1-m).Z""; em que Y é a razdo
entre a variavel estimada para crescimento da planta
numa densidade populacional inicial do nematoide

(Pi) dividida pelo valor obtido na testemunha; m é o
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rendimento minimo da planta obtido sob altas
densidades populacionais do nematoide; Z é uma
constante menor que 1 (Z<1); Pi é densidade
populacional inicial do nematoide; e T € o limite de
tolerancia, ou seja, a densidade populacional minima
de nematoides capaz de influenciar o crescimento da
planta. Assim, abaixo desse nivel, 0 nematoide nao causa
danos na planta. Para execucio das andlises foi utilizado
o programa Seinkit, versio DOS, desenvolvido por
Viaene ez al. (1997).

A partir da analise dos dados obtidos no presente
experimento, verificou-se que os nematoides nio se
estabeleceram nas plantas de lirio ‘Muscadet’, o que

mostra que o lirio ndo ¢ uma boa hospedeira a P.

brachyurus. A populagio tinal em todos os tratamentos
foi bastante reduzida, havendo um unico caso no qual
o FR foi maior que 1, o que ocorreu justamente no
tratamento onde foi inoculado o menor nimero de
nematoides (Tabela 1). No milho hibtido Dow 2B710
obteve-se FR = 4,8, comprovando a viabilidade do
inéculo.

As médias de MFSR de lirio ‘Muscadet’, 102 dias
apos a inoculago, para a testemunha e nas densidades
populacionais de 50, 100, 500, 1000, 5000 e¢ 10000
nematoides foram, respectivamente, 60,2; 58,7; 56,6;
56,6; 54,6; 57,0; 50,2 g. A equacio Y = 0,876 +
(0,124).0,9917%% (Figura 1) foi a que melhot ajustou

a relagao entre MFSR e a densidade populacional de

Tabela 1 - Numero de Pratylenchus brachyurns extraidos das raizes de lirio ‘Muscadet’ e do milho hibrido Dow 2B710, aos 102 dias apds a
inoculagdo (populagdo final, Pf), de acordo com o nivel de populacio inicial testado (populacio inicial, Pi), e fator de reproducio (FR).

Valores médios de cinco repeti¢des.

Tratamentos (Pi) Ovos Juvenis e fémeas Total (Pf) FR!
Controle (0) 0,0 0,0 0,0 -
Nivel 1 (50) 0,0 71,5 71,5 14
Nivel 2 (100) 40,1 9,3 49,4 0,5
Nivel 3 (500) 274 44,6 72,0 0,1
Nivel 4 (1000) 67,2 145,1 212,3 0,2
Nivel 5 (5000) 238,3 659,5 897,8 0,2
Nivel 6 (10000) 791,9 791,9 2680,0 0,3
Milho (1000) 504,8 4356,2 4861,0 48
'FR = Pf/ Pi.
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Figura 1 - Relacio entre a populac¢io inicial de Pratylenchus brachyurus e a massa fresca relativa (YR) do sistema de raizes de lirio

‘Muscadet’, 102 dias apds a inoculagio.
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P. brachynrus. Interpretando a equacio obtida, o valor
T = 8500 indica que a ‘Muscadet’ apresentou grande
tolerancia ao ataque do nematoide, sendo que a MESR
foi influenciada negativamente somente a partir de Pi
maior que 8500. Ainda, de acordo com a mesma
equagao, o valor da massa fresca relativa minima (m)
foi igual a 0,876, indicando, numa escala percentual,
que 87,6 % da MFSR das plantas dessa cultivar nao
foi afetada pelo nematoide, ou entdo, de maneira
inversa, o nematoide das lesGes radiculares promoveu
reducdes médias de 12,4 % somente a partir de altas
densidades populacionais iniciais. Dessa forma, para
que P. brachyurus possa promover algum dano no lirio
‘Muscadet’, os bulbos devem ser cultivados em solo
ou substrato contendo alta populagdo do nematoide
e que, mesmo assim, os prejuizos esperados sao
pequenos, de 12,4 % na reducdo do desenvolvimento
do sistema radicular. Cabe ressaltar que nio foram
observadas lesdes radiculares ou sintomas de
desenvolvimento insatisfatério na parte aérea.

Os nematoides do género Pratylenchus sio
considerados fitoparasitos de elevada relevancia em
ornamentais bulbosas, gracas a sua frequéncia e aos
danos causados as plantas, o que resulta na reducio
da produg¢io e desvalorizacio do produto devido
sua baixa qualidade (Oliveira ¢z a/., 2007). Por exemplo,
P. penetrans é bastante conhecido pelos danos causados
em lirios e em diversos outros tipos de plantas. Os
principais sintomas sio: baixo desenvolvimento da
parte aérea da planta e crescimento limitado das raizes,
muitas vezes com presenca de lesdes (Westerdahl e#
al., 1998). Ja P. brachyurus, espécie amplamente
disseminada no Brasil e responsavel por perdas em
diversas plantas cultivadas (Castillo & Vovlas, 2007),
apresentou baixo potencial de dano a cultura do lirio,
pois se reproduziu pouco e aparentemente causou
danos apenas sob elevadas densidades populacionais,
nao sendo, portanto, problema a cultivar estudada.
Além disso, o cultivo de lirio é de ciclo curto, de no
maximo trés meses, mantidos em vasos, em casa de
vegetacdao, onde dificilmente tais densidades
populacionais (por exemplo, a partir de 8500
nematoides por planta) podem ser atingidas.

Por outro lado, o resfriamento a temperatura de

12 °C por uma semana, técnica essencial para o

desenvolvimento inicial das raizes de lirio, a qual os
nematoides foram expostos logo apds a inoculacio,
pode ter comprometido a sobrevivéncia ¢ a
penetracao de P. brachynrus. Nesse caso, sao necessarios
novos estudos visando esclarecer se a condicao de
baixa temperatura exerce influencia na hospedabilidade

e patogenidade de P. brachyurus na cultura do lirio.
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Resumo - Gongalves Junior, D.B., M. Roldi, EM. Namur & A.C.Z. Machado. 2013. Tratamento de sementes
de fefjoeiro no controle de Pratylenchus brachyurus, Meloidogyne incognita e M. javanica.

O feijio ¢ umas das culturas agricolas de importancia econémica no Parana. Entretanto, o manejo de
nematoides na cultura é atualmente um grande desafio. Objetivou-se avaliar a eficiéncia da abamectina,
tiametoxam, difenoconazole e Trichoderma harzianum, utilizados via tratamento de sementes, no controle de
Pratylenchus brachynrus, Meloidogyne incognita raca 3 e M. javanica na cultura do feijio. Sementes de feijao foram
tratadas com a dosagem recomendada pelos fabricantes e semeadas em vasos contendo solo estéril. No
momento da semeadura, fez-se um orificio, onde foi depositada a semente e o indculo, sendo a densidade
populacional utilizada de 1.000 espécimes dos respectivos nematoides. As avaliagcdes foram realizadas aos 3, 9,
15 e 60 dias ap6s a germinacao das sementes de feijao. Nas trés primeiras datas quantificou-se o numero de
nematoides penetrados nas raizes das plantas. Aos 60 dias, os nematoides foram extraidos das raizes e, a partir
de sua quantificagdo, foram calculados o fator de reproducio (FR) e o nimero de nematoides/g de raiz
(nema/g). A abamectina foi o tratamento que mais reduziu a penetracio dos trés nematoides avaliados, o FR
e nema/g, em relacdo ao controle. Em geral, o tratamento de sementes pode set considerado uma importante
ferramenta no manejo de P. brachynrus, M. incognita ¢ M. javanica na cultura do feijoeiro. Entretanto, serdo
necessarios testes em campo para confirmacio da efetividade do tratamento de sementes na cultura do feijao.

Palavras-chaves: manejo, nematoide das lesGes radiculares, nematoides das galhas, Phaseolus vulgaris.

Summary - Gongalves Junior, D.B., M. Roldi, EM. Namur & A.C.Z. Machado. 2013. Seed treatment of
common bean on the control of Pratylenchus brachynrus, Meloidogyne incognita and M. javanica.

Common bean is one of the most important economic crops in Parana State. However, nematode
management in this culture crop is challenging. The objective of the present work was evaluate the efficacy of
abamectin, tiametoxan, difenoconazol, and Trichoderma harzianum, as seed treatment, in the control of Pratylenchus
brachynrus, Meloidogyne incognita race 3, and M. javanica in common bean. For this, seeds were treated with the
recommended dosage and sowed in plastic pots containing sterilized soil. In the sowing, a hole was made
where seed and inocula were deposited, in which 1,000 specimens from each nematode were inoculated.
Evaluations were done at 3, 9, 15, and 60 days after germination; at 3, 9, and 15 days, number of nematodes
that penetrated roots were observed. At 60 days, nematodes were extracted from roots and reproduction
factor (RF) and number of nematodes per gram of roots (nema/g) were calculated. Abamectin was the
treatment more efficient in the reduction of nematode penetration, RF, and nema/g for the three species, in
relation to the control. Therefore, seed treatment should be considered an important tool for the management
of P. brachynrus, M. incognita, and M. javanica in common bean. However, field tests are necessary in order to
confirm the effectiveness of seed treatment.

Key words: management, root lesion nematode, root knot nematode, Phaseolus vulgaris
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Conteado

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é, atualmente, uma
das culturas agricolas de grande importancia
econoémica no cenario paranaense. Nao obstante, o
modelo de exploracdo agricola vigente, baseado no
monocultivo sucessivo de culturas suscetiveis, tem
acarretado o aparecimento e/ou intensificacio dos
mais diversos problemas fitossanitarios. Entre estes,
destacam-se as doencas causadas por nematoides,
sobretudo os nematoides das galhas radiculares
(Meloidogyne spp.) e o nematoide das lesdes (Pratylenchus
spp.). Na cultura do feijoeiro, as perdas de
produtividade causadas por nematoides tém sido
frequentemente relatadas por produtores e
pesquisadores (Inomoto, 2011). Dentre as principais
praticas para o controle de nematoides estdo o controle
quimico, o uso de cultivares resistentes, a rotacao de
culturas, o tratamento de sementes com produtos
nematicidas, a adi¢do de matéria organica ao solo e o
controle biolégico (Machado, 2012).

O tratamento de sementes, por ser eficiente, menos
danoso ao ambiente e facil de ser aplicado, surge como
op¢do de manejo dos fitonematoides em culturas
como soja e algodoeiro. Nesse sentido, Bessi ¢f al.
(2010) e Lovato e al. (2007a) verificaram que o
tratamento de sementes de algodao (Gossypzum hirsutum
L.) com abamectina foi eficiente para o controle de
Meloidogyne incognita, ndo sendo observada fitotoxidez
do produto a cultura. Faske & Starr (2007)
verificaram, em teste 7z vitro, que a maior mortalidade
de juvenis de segundo estadio (J,) de M. incognita e
Rotylenchulus reniformis na cultura do algodoeiro estava
associada a maior concentracao de abamectina na
casca da semente em relacao as radicelas. Para R.
reniformis, o efeito da abamectina também ja foi
verificado no tratamento de sementes de algodio, sob
condicGes de casa de vegetagido, por Lovato ef al.
(2007b) e Kubo ez al. (2012).

O tratamento de sementes também tem sido
utilizado para o controle de nematoides na cultura da
soja. De acordo com a Embrapa Soja, o tratamento
de sementes representa apenas 0,6 % do investimento
na produg¢io da cultura. Resultados de pesquisa e
trabalhos em andamento tém demonstrado que o uso
em tratamento de sementes de produtos dos grupos

quimicos abamectina, neonicotinoides e carbamatos
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oferece protecdo contra nematoides (Cassetari Neto
et al., 2011).

Entretanto, a eficiéncia de produtos com a¢io
nematicida ainda nio foi estudada no tratamento de
sementes de feijoeiro para o controle de nematoides.
Portanto, no presente trabalho objetivou-se avaliar a
eficiéncia do nematicida abamectina (Avicta®), do
inseticida tiametoxam (Cruiser®), além do fungicida
difenoconazole (Spectro®) e do fungicida bioldgico
Trichodermil®, a base do fungo Trichoderma harzianum,
utilizados via tratamento de sementes, no controle de
M. incognita raga 3, M. javanica ¢ P. brachyurus em
feijoeiro, em condi¢Oes de casa de vegetacio.

Para tal, sementes de feijoeiro TAPAR 81, suscetivel
a20s nematoides, foram tratadas com abamectina
(Avicta® 500 FS, 500 ¢ / /), tiametoxam (Cruiset®
350 FS, 350 g / /), difenoconazole (Spectro®, 150 g /
1) e T. harzianum (Trichodermil® SC 1306, 2 x10°
conidios vidveis / m/), nas doses de 125, 200, 33,4 e
500 m/dos produtos comerciais / 100 kg de sementes,
respectivamente, segundo recomendac¢des dos
fabricantes, e semeadas em copos de plastico (uma
por copo) de 500 cm® de capacidade, contendo 400
cm® de uma mistura de solo e areia (3:1, vv),
previamente autoclavada por 2 horas a 120 °C. A
inoculagao foi realizada concomitantemente com a
semeadura, pela pipetagem de suspensio aquosa
contendo 1.000 espécimes de M. incognita (origem:
Londrina, PR), M. javanica (origem: Londrina, PR) ou
P. brachynrns (origem: Sao Luis, MA), no orificio de
semeadura. Plantas oriundas de sementes nao tratadas
foram também inoculadas com os nematoides e
consideradas como testemunhas.

As avaliacoes foram realizadas aos 3, 9, 15 ¢ 60
dias apds a emergéncia das plantulas de feijoeiro. Em
cada data experimental, seis plantulas de cada
tratamento foram retiradas dos copos e o solo
eliminado por meio de agua, em balde de 4 litros.
Nas trés primeiras datas de avaliacdo aos 3, 9 e 15
dias ap6s a germinagio (dag), procedeu-se a contagem
dos individuos dentro das raizes das plantas de
feijoeiro, previamente coloridas pelo método de
hipoclorito-fucsina acida (Byrd ez al., 1983), que
consiste na descoloragdo das rafzes com hipoclorito
de sédio e posterior coloracio dos nematoides em

seu interior, sob fervura, com fucsina acida 1 %. Aos
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60 dias, os nematoides foram extraidos das raizes
(Boneti & Ferraz, 1981; Coolen & D Herde, 1972) ¢
contados sob microscépio 6ptico no aumento de 100
x, em lamina de contagem de Peters. Tal quantificacdo
foi utilizada para o calculo do fator de reproducao
(FR) e nimero de nematoides por grama de raizes
(nema/g).

O delineamento experimental foi o inteiramente
a0 acaso, com seis repeti¢des por tratamento / data
de avaliacdo. Os valores de numero de nematoides,
FR e nema/g obtidos nas avalia¢des foram
submetidos a analise de variancia, utilizando o
programa SAS. Apés anilise, as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de LSD, a

5 % de significancia.

Todos os produtos utilizados foram eficientes no
controle de M. zncognita e M. javanica, aos 3,9 e 15 dag
(Tabelas 2 e 3). Porém, somente abamectina (3,9 e 15
dag) e tiametoxam (3 e 15 dag) foram eficientes na
reducao da penetracao de P. brachyurus nas raizes de
feijoeiro.

Na avalia¢do final (60 dag), todos os tratamentos
foram eficientes na reducio do FR e do nema/ g no
experimento com P. brachynrus, com destaque patra
abamectina, que se diferenciou dos demais (Tabela
1). Todos os tratamentos reduziram o FR de M.
incognita € M. javanica, com maior eficiéncia da
abamectina. Porém, somente abamectina e
tiametoxam reduziram o nema/g (Tabelas 2 e 3).

Em geral, abamectina foi o produto mais eficiente

Tabela 1 - Numero de nematoides no interior de raizes de feijoeiro aos 3, 9 e 15 dias ap6s a inoculagao, fator de reproducao (FR) e
Pratylenchus brachynrus ¢ naumero de nematoides por grama de raizes (nema/g), aos 60 dias ap6s a inoculagio.

Tratamento Dias apés inoculagio FR nema/g
3 9 15
Controle 53 a 34a 52a 455 a 1.649 a
Abamectina 2c 7b 3¢ 0,55 d 158 ¢
Tiametoxam 14 be 15 ab 12 be 1,70 ¢ 336 b
Difenoconazole 20 ab 17 ab 18 ab 2,35 be 425 b
Trichoderma harzianum 21 ab 19a 17 ab 2,85 b 378 b
CV % 27,51 23,81 22,65 19,41 10,23

Valores correspondem a média de 6 repeticdes. Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 5 % de probabilidade.

Tabela 2 - Nimero de nematoides no interior de raizes de feijoeiro aos 3, 9 e 15 dias apds a inoculagio, fator de reproducio (FR) de
Meloidogyne incognita ¢ numero de nematoides por grama de raizes (nema/g), aos 60 dias ap6s a inoculagio.

Tratamento Dias ap6s inoculagio FR nema/g
3 9 15

Controle 36a 79 a 197 a 76,5 a 10.818 a
Abamectina 2c 5d 94 d 21,0 ¢ 2.889 ¢
Tiametoxam 10 b 38 ¢ 146 ¢ 53,3 b 7.377 b
Difenoconazole 12 b 42 bc 170 b 58,5 b 11.567 a
Trichoderma hargianum 16 b 49 b 154 ¢ 57,7 b 8.551 ab
CV % 19,54 15,45 15,23 14,97 8,53

Valores correspondem a média de 6 repeti¢des. Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 5% de probabilidade.

Tabela 3 - Numero de nematoides no interior de raizes de feijoeiro aos 3, 9 e 15 dias ap6s a inoculagio, fator de reproducio (FR) de
Meloidogyne javanica e nimero de nematoides por grama de raizes (nema/g), aos 60 dias apds a inoculagao.

Tratamento Dias ap6s inoculagio FR nema/g
3 9 15

Controle 47 a 76 a 206 a 77,60 a 10.684 a
Abamectina 2d 11d 101 d 20,1 ¢ 2.706 d
Tiametoxam 8 cd 41 ¢ 151 ¢ 523 b 5.968 c
Difenoconazole 14 be 52 bc 177 be 58,8 b 8.388 b
Trichoderma hargianum 17 b 65 ab 159 b 58,2 b 8.825 ab
CV % 26,51 22,78 2131 18,10 8,94

Valores correspondem a média de 6 repeti¢coes. Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de LSD a 5 % de probabilidade.
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para o controle de nematoides por tratamento de
sementes, conferindo redugdes no FR de 88 % para
P. brachynrus, 72,5 % para M. incognita e 74 %0 para M.
Jjavanica, com valores proporcionais para nema,/ (90,4
%, 73,3 % e 74,68 %, respectivamente). Apesar disso,
os FR de M. incognita e M. javanica nas raizes dos
feijoeiros do tratamento abamectina foram elevados
(21,0 e 20,1, respectivamente), evidenciando que o
efeito do tratamento de sementes ¢ mais acentuado
na fase inicial da cultura, fato comprovado pela menor
incidéncia de nematoides no interior das raizes dos
feijoeiros aos 3, 9 e 15 dias da germinagio, em todos
os tratamentos utilizados.

O controle da populagdo de nematoides na fase
inicial da cultura é fundamental para que a
produtividade possa atingir elevados patamares.
Entretanto, essa tatica de manejo de nematoides nao
deve ser utilizada como uma medida isolada, pois,
passado o periodo residual dos produtos, a
populagao do nematoide cresce acentuadamente,
como visto no presente trabalho, com a producio de
grandes quantidades de inéculo para a proxima safra.
A adoc¢io de medidas complementares, como a
rotacdo de culturas ou as cultivares resistentes, deve
ser incentivada para garantir o adequado manejo dos
fitonematoides.

Conclui-se que o tratamento de sementes de feijao
com abamectina e tiametoxam ¢ eficiente no controle
de Pratylenchus brachynrus, Meloidogyne incognita e M.

Javanica.
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Resumo - Silva, S.L..S., T.ES. Santos, N.R. Ribeiro, A.T. Silvério & T.S. Morais. 2013. Reagido de plantas daninhas
a Meloidogyne incognita e M. javanica.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de 22 espécies de plantas daninhas a Melvidogyne javanica e M.
incognita, em dois experimentos. As plantas daninhas foram individualmente inoculadas com 5000 ovos e
juvenis de segundo estadio (J,) e mantidas em casa de vegetacao por 60 dias. ApSs esse periodo, os ovos e |,
foram extraidos, quantificados e os fatores de reproducio (FR = populagio final / populacio inicial) foram
estimados. As seguintes espécies de plantas daninhas comportaram-se como suscetiveis (FR > 1) para M.
incognita € M. javanica: Amaranthus hybridus, Echinochloa colonnm, Euphorbia beterophylla, Alternanthera tenella, Aeschynomene
rudis, Chenopodinm ambrosioides, Commelina benghalensis, Hyptis suaveolens, Solanum americannm e Pobjgonum persicaria. Por
outro lado, Digitaria horizontalis, Pennisetum setosum e Bidens pilosa mostraram-se resistentes a M. incognita (FR < 1),
mas suscetiveis a M. javanica.

Palavras-chaves: hospedabilidade, nematoide das galhas, plantas daninhas.

Summary - Silva, S.LL.S., T.ES. Santos, N.R. Ribeiro, A.T. Silvério & T.S. Morais. 2013. Host response of weed
species to Meloidogyne incognita and M. javanica.

Two experiments were carried out in order to evaluate the host status of 22 weed species to Meloidogyne
Javanica and M. incognita. The weed plants were individually inoculated with 5,000 eggs and second stage juveniles
(J,) and kept in a greenhouse for 60 days. After this period, the eggs and ], were extracted, counted and the
reproduction factors (RF = final population / initial population) were estimated. The following weed species
were all susceptible (RF > 1) to both M. incognita and M. javanica: Amaranthus hybridus, Echinochloa colonuns, Euphorbia
heterophylla, Alternanthera tenella, Aeschynomene rudis, Chenopodinm ambrosioides, Commelina benghalensis, Hyptis suaveolens,
Solanum americanum and Pobygonum persicaria. In contrast, Digitaria horizontalis, Pennisetum setosum and Bidens pilosa
were resistant to M. incognita (RF < 1) but susceptible to M. javanica.

Keywords: host reaction, root knot nematode, weed species.

Conteudo espécies de nematoides e de plantas daninhas, os

Os nematoides das galhas (Melidogyne incognita ¢ prejuizos causados sao mais significativos, pois algumas
M. javanica) podem se multiplicar em plantas daninhas  dessas plantas podem ser hospedeiras desses
presentes nas lavouras, tanto durante a safra comona  patbgenos, possibilitando que os nematoides se

entressafra. Em areas onde ocorrem infestagoes dessas  multipliquem mesmo quando na auséncia das plantas
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cultivadas (Lordello e# al., 1988; Roese, 2003). De
acordo com Pitelli (1987), ja foram relatadas 57
espécies de plantas daninhas que atuam como
hospedeiras alternativas de M. javanica, destacando-se
entre elas espécies de ocorréncia frequente nos
ambientes agricolas do Brasil, como Brachiaria
plantaginea e Bidens pilosa.

Dessa maneira, se faz importante a caracterizacao
das espécies de plantas daninhas que sdo boas
hospedeiras dos nematoides, para que se mantenha a
area livre destas plantas. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a hospedabilidade de diferentes
espécies de plantas daninhas a M. incognita e M. javanica.

Dois experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo da Aprosmat (Associacdo dos Produtores
de Sementes de Mato Grosso), localizada no
municipio de Rondondpolis (MT). Foram avaliadas
22 espécies de plantas daninhas (Tabela 1) para M.
Javanica e M. incognita. Soja ‘BRS/MT Pintado’ foi

utilizada como controle e para verificacdo da

viabilidade dos inéculos.

A semeadura ocorreu em vasos de argila com
capacidade de 1,0 litro contendo a mistura de areia e
solo (proporcao 2:1), que foi desinfestada por
autoclavagem. Foram colocadas cinco sementes por
vaso, realizando-se o desbaste apés o quinto dia da
emergéncia das plantulas, deixando-se apenas uma
plantula por vaso. A semeadura ocorreu de forma a
comecar pelas sementes das plantas infestantes que
possufam uma menor velocidade de germinagio e
desenvolvimento, terminando com as espécies de
rapido  desenvolvimento. Nesse sentido,
primeiramente, foi semeado a erva-quente e a seguir
as demais plantas daninhas, com um intervalo de 14
dias entre a primeira e a ultima semeadura.

Os ino6culos utilizados nos experimentos foram
obtidos de populacdes puras de M. javanica e M.
incognita, mantidas e multiplicadas em cultivar de soja
‘BRS/MT Pintado’, em casa de vegetacio por 60 dias.

Decorrido este periodo, as raizes foram lavadas e

Tabela 1 - Reacdo de plantas daninhas a Meloidogyne incognita e M. javanica, determinada pela populagio final (Pf = ovose J,) e

pelo fator de reproducio (FR = Pf / Pi).
Espécie Nome vulgar
Glycine max (L.) Merril
Amaranthus hybridus var. paniculatus
Echinochloa colonum (L..) Link
Euphorbia heterophylla 1.
Alternanthera tenella Colla

Soja ‘BRS/MT Pintado’
Caruru-roxo
Capim-arroz
Amendoim-bravo
Apaga-fogo
Aeschynomene rudis Benth Angiquinho
Chenopodinm ambrosioides Erva-de-santa-maria
Commelina benghalensis 1.. Trapoeraba
Hyptis suaveolens (1..) Point. Hortela
Solanum americanum Mill. Maria-preta
Pobygonum persicaria 1. Erva-de-bicho
Senna occidentalis 1.. (Link) Fedegoso
Pennisetum setosum (Sw.) Rich Capim-custodio
Digitaria horizontalis Wild Capim-colchio

Brachiaria plantaginea (Iink) Hitchc Capim-marmelada

Sida cordifolia 1.. Guanxuma
Senna obtusifolia (1) H. S. Irwin & Barnett Fedegoso
Acanthospermum australe (Loeft) Carrapichinho

Bidens pilosa 1.. Picio-preto
Acanthospermum bispidum

Spermacoce latiofolia Aubl.

Carrapicho de carneiro
Erva- quente
Cenchrus echinatus 1.. Capim-carrapicho

Desmodium tortuosum (Sw.) DC. Pega-pega

Meloidogyne incognita Meloidogyne javanica

Pf! FR? Reagio? Pf! FR*> Reagio®
60373 a 12,1 a S 6619833 a 38,7 a S
56800 a 11,4 a S 85867 b 17,2 b S
46293a 7,6 b S 59573 b 132 b S
37813 b 79 b S 46667 b 93 ¢ S
30613 b 6,1 b S 16107 ¢ 32 d S
26027 b 52 b S 52427 b 105 ¢ S
26560 b 53 b S 65813 b 141 b S
10453 ¢ 2,1 ¢ S 38133 b 7,6 S
8427 ¢ 1,7 ¢ S 19147 b 38 d S
5707 ¢ 12 ¢ S 34720 b 7,0 ¢ S
5493 ¢ 1,1 ¢ S 6507 c 13 e S
2287 d 05 d R 3413 c 07 f R
1600 4 03 d R 9547 c 19 e R
1280 4 03 d R 20053 b 40 d R
907 d 02 d R 213 c 01 f R
518 d 01 d R 480 c 01 f R
587 d 01 d R 1440 c 03 f R
480 d 0,1 d R 960 c 02 f R
373 d 01 d R 6613 c 13 e R
373 d 0,1 d R 1333 c 03 f R
320 d 0,1 d R 1813 c 04 f R
213 d 0,1 d R 107 c 00 f R
160 d 00 d R 160 c 00 f R

Média de 6 repetigoes. Médias seguidas da mesma letra na coluna, nao diferiram entre si pelo Teste de Scott Knott a 5 % de probabilidade.

1Pf = populagio final de J, e ovos.
’FR = Pf / populagio inicial (Pi = 5.000).
‘R = Resistente (FR < 1); S = Suscetivel (FR > 1).
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trituradas em liquidificador como proposto por Boneti
& Ferraz (1981). Para ambas as espécies de Melvidogyne,
as concentracoes das suspensdes de ovos e juvenis
(J,) foram determinadas como o auxilio de
microscopio de luz e camara de Peters. A seguir, foram
inoculados 5 m/das respectivas suspensoes de ovos e
J, (1000 ovos + J, / m/) diretamente no sistema
radicular das plantulas, a 2 cm de profundidade.

No sexagésimo dia posterior a inoculagao, a parte
aérea das plantas daninhas foi eliminada e as raizes
retiradas dos vasos, lavadas em 4dgua corrente para a
eliminacdo de substrato e, em seguida, o sistema
radicular de cada planta foi triturado em liquidificador
como proposto por Boneti & Ferraz (1981). Para cada
espécie de planta daninha avaliada foi calculado o fator
de reproducio (FR) do nematoide (FR = populacio
final / populacio inicial) e consequentemente a
determina¢ao da reacao das plantas segundo
Oostenbrink (1966), ou seja, as plantas que
proporcionaram FR < 1 foram consideradas
resistentes ¢ FR > 1 suscetiveis.

Para as andlises estatisticas, os dados de producio
de ovos foram transformados em|x + 0,5. As médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Scott- Knotta 5 % de probabilidade. Os dados foram
analisados usando o programa estatistico Sisvar
(Ferreira, 2003). A viabilidade dos in6culos de M.
incognita ¢ M. javanica foi confirmada pelos nimeros
de ovos produzidos na cultivar de soja ‘BRS/MT
Pintado’ (Tabela 1).

Das 22 espécies de plantas daninhas testadas para
M. incognita, 45,5 % delas foram caracterizadas como
suscetiveis: amendoim-bravo, apaga-fogo, angiquinho,
caruru-roxo, capim-arroz, erva-de-santa-maria,
trapoeraba, horteld, maria-preta e erva-de-bicho. As
plantas caracterizadas como suscetiveis a M. javanica
foram: caruru-roxo, erva-de-santa-maria, capim-arroz,
angiquinho, amendoim-bravo, maria-preta, capim-
colchio, hortela, apaga-fogo, capim-custodio, erva-
de-bicho, picao-preto e trapoeraba, ou seja, 59 % das
espécies avaliadas (Tabela 1).

No Brasil, a reacao de hospedabilidade de
nematoides em plantas daninhas ja foi estudada por
varios autores (Zem, 1977; Anténio & Lehman, 1978;
Lordello ez al. , 1988; Monaco ez al., 2009). No presente

trabalho, confirmou-se a suscetibilidade de
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amendoim-bravo a M. javanica, anteriormente relatada
por Lordello ez al. (1988), porém divergente da reacao
de resisténcia encontrada por Monaco e7 al. (2009).

A suscetibilidade do apaga-fogo a M. incognita e a
M. javanica concorda com os resultados de Lordello
et al. (1988) e Monaco ez al. (2009). Da mesma forma,
areago de suscetibilidade de maria-preta a M. incognita
ja foi relatada anteriormente por Zem (1977) e
Anténio & Lehman (1978), enquanto que picao-preto
comportou-se como suscetivel a M. javanica,
confirmando relato de Lordello ez a/. (1988), e
guanxuma comportou-se como suscetivel em relagio
a M. incognita, em concordancia com Antdnio &
Lehman (1978). A reacdo de resisténcia de
carrapichinho e capim-marmelada a M. javanica
observada neste trabalho confirma as observacoes
do estudo de Zem (1977).

Ja o capim-carrapicho comportou-se como
resistente a M. javanica, mas esse resultado ¢ divergente
quando comparado ao encontrado por Lordello ez
al. (1988), que o caracteriza como suscetivel.

De acordo com Moénaco ¢ al. (2009), as diferencas
de reacdo encontradas entre as mesmas plantas
daninhas nos diferentes trabalhos podem ser
decorrentes de variabilidade intraespecifica das plantas
daninhas ou dos nematoides.

Espera-se que as informagdes geradas no presente
trabalho sejam uteis no manejo de Melvidogyne incognita

e M. javanica.
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Resumo - Pinheiro, J.B., FJ.B. Reifschneider, R.B. Pereira & A.W. Moita. 2013. Reproducio de Melvidogyne
enterolobii em pimentas Capsicum dos grupos Habanero e Murupi.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a reproducdo de Melvidogyne enterolobii em 22 gendtipos de pimentas do
grupo Habanero e 25 do grupo Murupi. Aos 30 dias de idade, as mudas foram transplantadas para vasos,
inoculadas com M. enterolobii e mantidas em casa-de-vegetagdo. Genodtipos de pimenta, pimentao e tomateiro
foram utilizados como testemunhas. Genétipos de Murupi e Habanero apresentaram fatores de reprodugao
de 1,75 a 35,33 e 1,33 a 8,43, respectivamente. Gendtipos de Habanero, no geral, apresentaram fatores de
reprodugio inferiores aos do grupo Murupi.

Palavras-chaves: nematoide das galhas, resisténcia a doengas, Capsicum chinense, fator de reproducio.

Summary- Pinheiro, J.B., FJ.B. Reifschneider, R.B. Pereira & A.W. Moita. 2013. Reproduction of Melvidogyne
enterolobiz in Habanero and Murupi peppers.

The aim of this study was to evaluate the reproduction of Melidogyne enterolobii in 22 Habanero group and
25 Murupi group pepper genotypes. Thirty day-old seedlings were transplanted to pots, inoculated with M.
enterolobii and maintained in a greenhouse. Genotypes of pepper, sweet pepper and tomato were used as
controls. Murupi and Habanero genotypes showed reproduction factors ranging from 1.75 to 35.33 and 1.33

to 8.43, respectively. Habanero genotypes, in general, showed lower reproductive factors when compared to

genotypes from the Murupi group.

Key words: root-knot nematode, disease resistance, Capsicum chinense, reproduction factor.

Conteudo

Em pimentas do género Capsicum, os nematoides
das galhas assumem grande importincia economica,
pois atacam o sistema radicular das plantas e
prejudicam a absorcao e translocagio de nutrientes e,
consequentemente, a produtividade das culturas. A
espécie mais comumente relatada causando danos em
pimentas é Meloidogyne incognita (McSotley & Thomas,
2003), ocorrente principalmente em regides de clima
quente, incluindo as regides tropicais e subtropicais.
Em hortaligas, outra espécie que tem causado

preocupacgido entre os pesquisadores é Meloidogyne

enterolobii (sin. M. mayaguensis), devido a capacidade de
infestar ou colonizar gendtipos resistentes a outras
espécies de Meloidogyne (Bitencourt & Silva, 2010).
Apesar de muitas pesquisas terem sido realizadas ao
longo dos anos, pouco conhecimento foi obtido sobre
a resisténcia de genotipos de Capsicum spp. a M.
enterolobii. Oliveira (2007) relatou que somente a espécie
C. frutescens foi considerada resistente a M. enterolobii no
género. Contudo, esta foi incompativel para a enxertia
com cultivares comerciais de pimentio suscetiveis a0
nematoide.

Este trabalho teve como objetivo verificar a
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reproducio de M. enterolobii em gendtipos de pimenta
dos grupos Habanero e Murupi (Capsicun chinense) do
banco de germoplasma de Capsicun da Embrapa diante
da necessidade de obtencio de cultivares de Capsicun:
resistentes a M. enterolobii.

O experimento foi realizado em casa de vegetacao
e as avaliacbes no Laboratério de Nematologia,
Embrapa Hortalicas, Brasilia (DF), no periodo de
outubro de 2008 a marco de 2009.

Ap6s a confirmacio da espécie M. enterolobii,
identificada mediante caracterizacio isoenzimatica
(Carneiro & Almeida, 2001), plantas de tomateiro
‘Rutgers’ foram inoculadas mediante a deposicao de
5,0 m/de suspensiao em agua, contendo 5000 ovos e
juvenis de segundo estddio (J,), em orificio na
superficie préximo a regido do colo das plantas e
mantidas em casa de vegetacdo na temperatura de 27
°C £ 3 °C, para a producio e manutencio do inéculo.
Quarenta e cinco dias apds a inoculagdo, ovos e J,
foram extraidos dos sistemas radiculares das plantas
de acordo com Bonetti &Ferraz (1981) para a imediata
inoculagiao do experimento.

Vinte e dois genétipos de pimenta do grupo
Habanero (CNPH 0780, CNPH 2825, CNPH 2850,
CNPH 2851, CNPH 3040, CNPH 3188, CNPH
3234, CNPH 3269, CNPH 3272, CNPH 3278,
CNPH 3375, CNPH 3471, CNPH 3480, CNPH
3522, CNPH 3573, CNPH 3627, CNPH 38064,
CNPH 3871, CNPH 3937, CNPH 4137, CNPH
4159 e CNPH 4160), 25 genétipos do grupo Murupi
(CNPH 0060, CNPH 0436, CNPH 0578, CNPH
3260, CNPH 3283, CNPH 3429, CNPH 3449,
CNPH 3454, CNPH 3458, CNPH 3459, CNPH
3466, CNPH 3467, CNPH 3485, CNPH 3511,
CNPH 3521, CNPH 3523, CNPH 3536, CNPH
3543, CNPH 3553, CNPH 3572, CNPH 3633,
CNPH 3713, CNPH 3714, CNPH 3717 ¢ CNPH
3883), as testemunhas de pimenta ‘BRS Mari’, ‘BRS
Moema’, ‘BRS Sarakura’, ‘BRS Garc¢a’, ‘BRS
Brasilandia’ e de pimentao ‘California Wonder’, ‘Silver’
‘CNPH 148’, assim como o tomateiro ‘Rutgers’,
utilizado para avaliar a viabilidade do indéculo, foram
semeados em bandejas de isopor de 72 células
contendo substrato composto de vermiculita
expandida, matéria organica, macro e micronutrientes.

Trinta dias apdés a semeadura, as mudas foram
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transplantadas para vasos com capacidade de 2,0 litros
contendo substrato autoclavado, composto de solo
de cerrado, areia lavada, esterco de gado e palha de
arroz carbonizada, na propor¢io de 1:1:1:1. A
inoculagao das plantas com M. enterolobii toi realizada
mediante a deposi¢do de 5,0 m/ de suspensio em
agua, contendo 5000 ovos e J,, distribuidos em
orificios na superficie préoximos a regido do colo das
plantas, em cada vaso. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado com seis
repeticoes e parcelas compostas por uma planta.

As variaveis nematoldgicas indice de massa de
ovos (IMO), indice de galhas (IG), numero de ovos
por grama de raizes (NOGR) e fator de reprodugio
(FR) foram avaliadas 84 dias apds a inoculacdo. As
plantas foram retiradas dos vasos e avaliadas
separadamente. Os sistemas radiculares foram lavados
cuidadosamente em dgua corrente até a retirada do
excesso de solo e as massas de ovos coloridas
conforme metodologia de Taylor & Sasser (1978).
Em seguida, procederam-se as contagens dos
numeros de massas de ovos dos nematoides presentes
no sistema radicular das plantas sob estereoscopio. O
IMO e o IG foram determinados conforme Huang
et al. (1986) e Charchar e al. (2003), respectivamente.
Para avaliacio do NOGR, as raizes de todos os
tratamentos foram lavadas, secas em temperatura
ambiente por cinco horas e pesadas antes de serem
processadas de acordo com a técnica Bonetti & Ferraz
(1981). O FR dos nematoides nos diferentes
gendtipos foi obtido pela divisdao entre as densidades
populacionais finais e iniciais (FR = Pf / Pi)
(Oostenbrink, 1966). Foi considerado como
populacao inicial (Pi) o indculo extraido, quantificado
e calibrado para conter 5000 ovos e J, por vaso. As
analises estatisticas dos dados foram realizadas no
programa estatistico Genes (v. 2006.4.1) (Cruz, 1997)
e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p <
0,05).

A inoculagdo realizada no experimento foi bem
sucedida, visto que houve uma boa multiplicagdo de
M. enterolobii nas plantas testemunhas, onde M. enterolobii
apresentou FR de 3,45 a 6,55, enquanto nas de
pimentio este apresentou FR de 3,07 a 6,13 (Tabela
1). No tomateiro ‘Rutgers’; M. enterolobii apresentou

FR de 1,93. Embora o tomateiro seja comumente
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Tabela 1 - Reacdo de genétipos de pimentas (Capsicum chinense) dos grupos Habanero e Murupi a Meloidogyne enterolobii. Brasilia,
Embrapa Hortaligas, 2012.

Genotipos IMO! 1G* NOGR? FR*

Murupi CNPH 3467 5,00 a 4,67 a 5.248,11a 35,33 a

CNPH 3572 5,00 a 3,67 a 3.281,57 a 21,82 b

CNPH 3521 4,50 a 3,33 b 2.578,85 b 16,23 ¢

CNPH 3536 4,50 a 383a 1.912,00 b 14,42 ¢

CNPH 3717 4,67 a 4,33 a 2.515,57 b 14,32 ¢

CNPH 3523 4,00 b 2,67 ¢ 2.179,61 b 13,83 ¢

CNPH 3459 4332 3,33 b 1.733,08 b 11,38 ¢

CNPH 3543 5,00 a 3,00 b 1.765,05 b 10,53 ¢

CNPH 3553 4,17 a 2,50 ¢ 1.364,84 b 10,05 ¢

CNPH 3449 4,33 a 2,33 ¢ 1.692,84 b 9,27 ¢

CNPH 3714 4832 3,832 1.652,68 b 8,50 ¢

CNPH 3713 4,00 b 3,67 a 2.020,55 b 7,45 d

CNPH 3466 4,50 a 4,00 a 953,60 ¢ 7,17 d

CNPH 3511 4832 3832 949,81 ¢ 6,13 d

CNPH 3429 333 b 3,50 b 821,42 ¢ 595d

CNPH 3883 4,67 a 4,00 a 794,48 ¢ 575d

CNPH 3458 4,17 a 333 b 734,29 ¢ 5,18 d

CNPH 3283 4,17 a 3,67 a 727,87 ¢ 4,95 d

CNPH 0060 2,83 b 2,33 ¢ 562,57 ¢ 4,40 d

CNPH 0578 3,00 b 3,00 b 1.095,96 ¢ 4,32 d

CNPH 3485 4,17 a 3,00 b 680,66 ¢ 387 d

CNPH 3454 317 b 2,67 ¢ 577,35 ¢ 2,50 e

CNPH 3633 4,00 b 3,67 a 379,90 ¢ 2,30 e

CNPH 3260 3,67 b 3,17 b 303,47 ¢ 1,98 e

CNPH 0436 3,50 b 3,50 b 322,82 ¢ 1,75 e

Habanero CNPH 2850 3,67 b 333 b 1.372,75 b 8,43 ¢

CNPH 3573 4,80 a 5,00 a 2.140,11 b 8,17 d

CNPH 3480 4,50 a 4,00 a 1.171,75 b 6,40 d

CNPH 2825 4,50 a 3,67 a 735,39 ¢ 577 d

CNPH 2851 4,33 a 4332 622,41 ¢ 4,67 d

CNPH 3522 4,50 a 4,17 a 723,06 ¢ 4,50 d

CNPH 0780 4,17 a 3,67 a 1.314,23 ¢ 3,80 d

CNPH 3471 3,67 b 4,00 a 635,81 ¢ 3,49 d

CNPH 3627 383 b 383a 1.170,33 b 2,83 ¢

CNPH 3272 3,17 b 3,00 b 716,13 ¢ 2,71 e

CNPH 3188 383 b 4,00 a 738,77 ¢ 2,62 ¢

CNPH 3864 417 a 3,33 b 487,57 ¢ 2,35 e

CNPH 3937 383 b 3,50 b 979,53 ¢ 225 ¢

CNPH 3040 383 b 4,00 a 367,57 ¢ 2,18 ¢

CNPH 3278 4,00 b 333 b 632,56 ¢ 1,88 ¢

CNPH 3269 3,83 b 3,832 464,65 ¢ 1,87 e

CNPH 4160 383 b 417 a 730,81 ¢ 1,83 ¢

CNPH 3234 4,17 a 3,83a 349,46 ¢ 1,78 e

CNPH 3871 4,33 a 417 a 617,84 ¢ 1,55 ¢

CNPH 4159 333 b 3,00 b 464,72 ¢ 1,48 e

CNPH 4137 3,17 b 383a 44841 ¢ 1,33 ¢

CNPH 3375 4,00 b 3,67 a 359,03 ¢ 1,27 e

Pimenta BRS Mari 4,50 a 4,17 a 1.305,51 b 6,55 d
BRS Moema 417 a 4,17 a 1.670,40 b 6,48 d

BRS Sarakura 4,33 2 4,33 2 1.160,87 b 585d

BRS Garca 4,67 a 4,67 a 750,29 ¢ 3,48 e

BRS Brasilandia 4,17 a 4,00 a 565,04 ¢ 3,45 ¢

Pimentio Silver 4,50 a 4,50 a 1.239,61 b 6,13 d
CNPH 148 4,67 a 3,17 b 1.008,55 ¢ 4,55 d

California Wonder 4,67 a 4,83 a 549,70 ¢ 3,07 e

Tomate Rutgers 3,83 b 5,00 a 29211 ¢ 193 ¢
Média 4,13 3,70 1.102,63 6,05
C.V. (%) 9,28 9,93 42,98 34,58

Dados transformados para log (x+1). Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
'Indice de massa de ovos.
“Indice de galhas.
*Numero de ovos por grama de raiz.
‘Fator de reproducio.
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utilizado como padrio de susceptibilidade em
experimentos visando a selegiao de materiais resistentes,
o valor do FR observado foi baixo em relacio aos
demais tratamentos. Tal resultado ¢ atribuido ao severo
dano causado no sistema radicular das plantas e ao
pequeno numero de raizes. A susceptibilidade das
testemunhas pode ser confirmada pelos altos valores
obtidos nas variaveis IMO e 1G.

Os genotipos de pimenta dos grupos Murupi e
Habanero apresentaram FR de 1,75 a 35,33 e de 1,33
a 8,43, respectivamente. Os IMO avaliados nos
genotipos dos grupos Murupi e Habanero foram
semelhantes as testemunhas de pimenta, pimentio e/
ou tomateiro. Alguns genétipos do grupo Murupi
(CNPH 3523, CNPH 3553, CNPH 3449 ¢ CNPH
3454) apresentaram IG inferiores as testemunhas. Com
relacio ao NOGR, verificou-se que todos os
gendétipos dos grupos Habanero e Murupi
apresentaram valores semelhantes ou superiores as
testemunhas.

De forma geral, gendtipos de pimenta pertencentes
ao grupo Habanero apresentaram FR inferiores aos
observados no grupo Murupi. Dentre os gendtipos
do grupo Murupi, os que apresentaram FR menores
foram CNPH 3454, CNPH 3633, CNPH 3260 e
CNPH 0436. No grupo Habanero, os gendtipos
CNPH 3627, CNPH 3272, CNPH 3188, CNPH
3864, CNPH 3937, CNPH 3040, CNPH 3278,
CNPH 3269, CNPH 4160, CNPH 3234, CNPH
3871, CNPH 4159, CNPH 4137 ¢ CNPH 3375
apresentaram menores valores em relacao aos FR. Este
comportamento sugere que genoétipos de pimenta do
grupo Habanero sio menos suscetiveis a M. enterolobii
do que gendtipos do grupo Murupi. Alguns genes de
resisténcia em Capsicum (Med, Mechl e Mech2) sao
especificos a certas espécies ou populacdes de
Meloidogyne, enquanto outros (Mel, Me3 e Me7) sao
efetivos contra varias espécies de Meloidogyne (Dijian-
Caporalino et al,, 2006). Assim, genes podem
apresentar diferentes padrdoes de resposta,
dependendo da linhagem de Capsicum e espécie de
nematoide. A maior susceptibilidade de gendtipos do
grupo Murupi em relagdo a Habanero sugere que um
menor numero de genes de resisténcia parcial esta

presente nos gendtipos do grupo Murupi (Berge ef
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al., 1974) ou que os grupos possuem genes de
diferentes mecanismos de defesa a nematoides em
Capsicum (Fuller et al., 2008). Segundo Dijian-
Caporalino ef al. (2006), a resisténcia a0 nematoide
das galhas em C. annuum esta associada a varios genes
de resisténcia dominante.

Plantas de pimenta do grupo Murupi apresentaram
IG e NOGR médios de 3,39 e 1316,7,
respectivamente, enquanto plantas de Habanero
apresentaram IG e NOGR médios de 3,79 e 783,7,
respectivamente. De modo geral, plantas do grupo
Habanero, apesar de apresentarem maiores I1G,
apresentaram menor producdo de ovos e menor FR.
Vale ressaltar que a busca por fontes de resisténcia a
M. enterolobii em gendtipos de pimenta C. chinense é
essencial, visto que alguns destes apresentam
caracteristicas interessantes, como resisténcia a oidio
(Blat ¢ al., 2006), a0 mosaico amarelo do pimentao
(Bento e# al, 2009) ¢ a murcha bacteriana
(Demosthenes & Bentes, 2011).

Atualmente, encontram-se disponiveis
comercialmente no Brasil os hibridos intraespecificos
de pimentao ‘Silver’ e ‘Snooket’, com resisténcia a M.
incognita ragas 1,2, 3 e 4, M. javanica e Phytophthora capsici
Leonian (Sakata, 2012; Syngenta, 2012), uma cultivar
de pimenta BRS Sarakura com resisténcia a M. incognita
raca 1 e M. javanica e quatro cultivares - BRS Mari,
BRS Moema, BRS Garca e BRS Seriema - todas com
resisténcia a M. javanica (Pinheiro ef al. 2009). Contudo,
estes apresentam suscetibilidade a M. enterolobir. Assim,
a busca por gendtipos de pimenta resistentes a esta
espécie, bem como o desenvolvimento e a adogiao
de estratégias de controle para evitar a infestacio de
novas areas sao essenciais, visto que em Capsicun spp.,
relatos de danos causados por M. enterolobii tém sido

mais frequentes a cada ano.
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Resumo - Dell"Acqua, R., M.D.O. Tomazini, R. Harakava, CM.G. Oliveira, ].M.O. Rosa & L.G. Leite. 2013.
Caracterizacao molecular de nematoides entomopatogénicos (Rhabditida: Steinernematidae e Heterorhabditidae)
dos Estados de Mato Grosso do Sul e Sio Paulo.

A relacdo mutualistica com bactérias patogénicas a insetos torna os nematoides dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis uma eficiente alternativa para o controle biolégico de pragas de solo. Consequentemente, a busca
por novos isolados e os estudos taxonémicos tém se intensificado cada vez mais. O objetivo do presente trabalho
foi caracterizar 15 isolados de nematoides entomopatogénicos (NEPs) por métodos moleculares. Para tanto, foi
amplificada a expansio D2/D3 do 28S DNA ribossémico (tDNA) dos isolados de NEPs e, posteriormente, feita
analise filogenética juntamente com outras sequéncias depositadas no GenBank. A caracterizacdao dos isolados
de NEPs revelou duas espécies de Heterorbabditis, H. indica e H. amazonensis. Os isolados de Steinernema estudados
foram identificados como: S. riobrave, S. glaseri, S. puertoricense, S. brazilense e S. australe.

Palavras-chaves: Szeinernena, Heterorhabditis, taxonomia, 28S rDNA.

Summary - Dell Acqua, R., M.D.O. Tomazini, R. Harakava, C.M.G. Oliveira, ] M.O. Rosa & L.G. Leite. 2013.
Molecular caracterization of entomopathogenic nematodes (Rhabditida: Steinernematidae e Heterorhabditidae)
from Mato Grosso do Sul and Sao Paulo States, Brazil.

The mutualistic relationship between bacteria pathogenic and insects makes the nematodes of the genera
Steinernema and Heterorhabditis efficient alternatives for the biological control of soil pests. Consequently, the
search for new isolates and taxonomic studies has continuously increased. The objective of this study was to
characterize 15 populations of entomopathogenic nematodes (EPNs) by molecular methods. For this purpose,
the D2/D3 expansion of 28S ribosomal DNA (tDNA) of populations of EPNs was amplified, sequenced
and compared with other sequences deposited in GenBank. The characterization of populations of EPNs
revealed two Heterorbabditis species: H. indica and H. amazonensis; and five Steinernema species: S. riobrave, S. glaseri,
S. puertoricense, S. brazilense and S. australe.

Key words: Steinernema, Heterorhabditis, taxonomy, 28S rDNA.

Introducgao tempo adotada especialmente pelo uso de nematoides
O controle biolégico de pragas de solo tem sido  entomopatogénicos (NEPs) dos generos Szeznernema e

amplamente estudado, sendo uma pratica ha muito  Hezerorhabditis. Esses agentes apresentam um conjunto
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de atributos peculiares, que os tornam alternativas
promissoras para o controle de pragas. NEPs vivem
em associacao com bactérias mutualisticas, localizadas
no trato intestinal de juvenis infectivos, e apresentam
a habilidade de localizar e invadir o corpo de insetos
hospedeiros através de aberturas naturais ou até mesmo
através de rompimentos da cuticula. Apos invadir
o corpo do inseto, alcancam a hemocele e liberam
a bactéria simbidntica, a qual provoca septicemia,
matando-o dentro de 24 a 48 horas (Ferraz, 1998).

Dentre os motivos para o avango nessa area, além
dos progressos alcancados na tecnologia de producio e
formulacio, destaca-se também a descoberta de novas
espécies e isolados com mais caracteristicas desejaveis
para a exploragdo como bioinseticida (maior viruléncia,
menor duragio do ciclo de desenvolvimento, maior
taxa de reproducio e maior capacidade de busca do
hospedeiro).

Os estudos relacionados a taxonomia de NEPs
realizados antes de 1980 eram confusos, as descricGes
de novas espécies eram frequentemente duvidosas, e
as identificagbes das espécies mais comuns do género
Steinernema (S. carpocapsae, S. feltiae e S. bibionis) eram
incertas (Poinar, 1989). Na década de 90, a identificacao
em nivel de espécie comecou a se tornar mais confiavel
com a utilizacdo de técnicas moleculares e chaves
taxonOmicas mais elaboradas. Atualmente, ja sio
conhecidas no mundo pelo menos 61 espécies de
Steinernema e 14 de Heterorbabditis Nguyen et al., 2010).

Apesar do avanco nos estudos de identificagdo e
caracterizagdo de NEPs, a taxonomia desses agentes
ainda se mostra complexa, especialmente pela
irregularidade observada nos dados biométricos das
fémeas de primeira e segunda geragdes, resultantes

principalmente das varia¢oes na qualidade e quantidade

(R bditida: Steine

itidae) dos Estados de Mato Grosso do Sul e Sao Paulo

de nutrientes obtidos pelos nematoides nos insetos
parasitados (Doucet & Doucet, 1990; Poinar, 1990;
Nguyen & Smart, 1992; Dolinski ez al., 2008).

Comparativamente a taxonomia descritiva, as
técnicas moleculares diferem principalmente quanto
a quantidade de amostra necessaria, assim, com
apenas um individuo, independente do estadio de
desenvolvimento, pode-se obter sua identificacao
precisa, ao contrario da taxonomia descritiva em que 0s
diversos espécimes devem estar bem preservados, além
da necessidade de um taxonomista especializado. Com
isso, a identificagdo por meio das técnicas moleculares
¢ rapida e altamente sensivel, nao estando sujeita as
variagdes fenotipicas, a acio do ambiente, ao estadio de
desenvolvimento do nematoide e a outros fatores que
possam alterar a morfologia do organismo (Oliveira ez
al., 2011).

O objetivo do presente estudo foi caracterizar
quinze isolados de nematoides entomopatogénicos
coletados nos estados de Mato Grosso do Sul e Sao
Paulo, por meio de métodos moleculares, baseando-se
nas relagoes filogenéticas das sequencias da expansao
D2/D3 do 28S rDNA e aplicagio da técnica do cddigo
de barras do DNA.

Materiais e Métodos

Isolados de nematoides entomopatogénicos
(NEPs). Foram estudados 15 isolados de NEPs
disponiveis no banco de nematoides entomopatogénicos
da cole¢io de entomopatdogenos Oldemar Cardim
de Abreu, do Laboratério de Controle Biologico
localizado no Centro Experimental Central (Campinas
/ SP) do Instituto Bioldgico - Sao Paulo, provenientes
de municipios dos Estados de Sao Paulo e Mato Grosso
do Sul (Tabela 1).

Tabela 1 - Isolados de nematoides entomopatogénicos provenientes dos Estados de Sio Paulo e Mato Grosso do Sul.

Isolado Género Cultura/Ecossistema
IBCBn 1 Steinernema -
IBCBn 5 Heterorbabditis Citros
IBCBn 9 Steinernema Floresta
IBCBn 10 Heterorbabditis Manga
IBCBn 24 Heterorhabditis -

IBCBn 25 Steinernema Floresta
IBCBn 27 Steinernema Floresta
IBCBn 28 Steinernema Floresta
IBCBn 36 Steinernema Pastagem
IBCBn 38 Steinernema Pastagem
IBCBn 40 Heterorhabditis Pastagem
IBCBn 44 Heterorhabditis Cana-de-Agtcar
IBCBn 46 Heterorhabditis Cana-de-Agticar
IBCBn 48 Steinernema Citros
IBCBn 49 Steinernema -

Fonte Cidade (Estado)
Ovos de Migdolus sp. Araras (SP)
Solo Itapetininga (SP)
Solo Porto Mutrtinho (MS)
Solo Santa Fé do Sul (SP)
Sphenophorus levis Piracicaba (SP)
Solo Mogi Guagu (SP)
Solo Mogi Guacu (SP)
Solo Mogi Guagu (SP)
Percevejo Navirai (MS)
Solo Navirai (MS)
Solo Tabopora (SP)
Solo Santa Adélia (SP)
Solo Sto. Antonio de Posse (SP)
Solo Itapetininga (SP)

- Jaboticabal (SP)

Nematologia Brasileira | 67
Piracicaba (SP) Brasil



Raphacela Dell " Acqua, Melissa D. O. Tomazini, Ricardo Harakava, Clandio Marcelo G. de Oliveira, Juliana M. O. Rosa' & Luis G. Leite

Anailise molecular dos NEPs

Extragao do DNA. Inicialmente cada isolado de
NEP foi reproduzido em lagartas de 3°. /4°. instar de
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) seguindo os
métodos descritos por Kaya & Stock (1997). O DNA
foi extraido a partir de um tunico individuo adulto
(fémea), utilizando-se o roteiro da Proteinase-I<,
segundo Willians et al. (1994).

Amplificacio da expansio D2/D3 do 28S
tDNA. A expansio D2/D3, localizada no 28S
DNA ribossémico (tDNA), foi amplificada a
partir do DNA genémico, com os primers D2,
5-CCTTAGTAACGGCGAGTGAAA 3’ (anverso),
e primer D3, 5-CAGCTATCCTGAGGAAAC-3
(reverso), segundo metodologia sugerida por Mracek et
al. (20006). Todas as reacoes de PCR foram conduzidas
em termociclador Techne TC -3000 com o seguinte
petfil de ciclo: 1 ciclo de 94 °C por 7 minutos, seguido
de 35 ciclos de 94 °C por 60 segundos (s), 55 °C por
60 s, 72 °C por 60 s. O dltimo passo foi um ciclo de
72 °C por 10 minutos. Os produtos da amplificacdo
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1%, corados com brometo de etidio, e visualizados em
fonte de luz ultra violeta.

Purificagcido do DNA, sequénciamento e
alinhamento dos fragmentos de DNA. A purificagio
dos fragmentos de DNA foi realizada com o auxilio do
kit GFX PCR DNA produzido por GE Healthcare.
O sequenciamento dos fragmentos amplificados da
regidzo D2/D3 do tDNA, foi feito por meio de PCR
utilizando o kit Big Dye Terminator (Perkin Elmer,
Norwalk, CT, EUA), de acordo com os procedimentos
descritos por Oliveira e al. (2009). As sequéncias
obtidas foram alinhadas e comparadas com auxilio
do software BioEdit Sequence Alignment Editor com a
finalidade de identificar polimorfismo nas seqiiéncias
nucleotidicas. Ademais, as sequéncias dos isolados de
Steinernema spp. e Heterorbabditis spp. foram comparadas
as sequéncias de espécies de nematoides depositadas
no banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.
nih.gov) para a identificagdo de homologia através da
aplicacdo da tecnologia do cédigo de barras do DNA
(Oliveira et al., 2009).

Analises filogenéticas. As analises filogenéticas
foram realizadas por meio do programa TREE-
PUZZLE (Strimmer & Von Haeseler, 1996) e dos
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aplicativos do programa PHYLIP (Felsenstein &
Churchill, 1996).

Resultados e Discussio

Steinernema spp. As sequéncias dos isolados
de NEPs do género Steinernema amplificadas pelos
primers D2 e D3 variaram de 502 a 630 nucleotideos de
comprimento. O menor e maior comprimento foram
apresentados pelos isolados IBCBn 49 (Jaboticabal
/ SP) e IBCBn 36 (Navirai / MS), respectivamente,
nao ocorrendo uma faixa padrao de comprimento de
sequéncias quando amplificada a regiao D2/D3. Esses
valores revelam a heterogeneidade e diversidade de
comprimento de sequéncias de nucleotideos dentro do
género Steinernema com relagio aos isolados estudados.

A partir do estudo e alinhamento das sequéncias da
regido D2/D3 dos isolados de Steinernema, incluindo
as sequéncias de outras espécies de Steinernema obtidas
no GenBank e a espécie outgroup (Panagrellus redivivus),
foi possivel obter uma sequéncia consenso de 428
caracteres, dos quais 153 (35,7 %) foram constantes.
A frequéncia média de nucleotideos entre as espécies
estudadas foi: 26,2 % (T), 22,3 % (A), 31,6 % (G) e
19,9 % (C).

Baseando-se na técnica do coédigo de barras do
DNA, obtiveram-se porcentagens de similaridade entre
as sequéncias dos isolados de Steinernema estudados e
as depositadas no GenBank que variaram de 98% a
100 %, conforme apresentado na Tabela 2. Concluiu-
se, portanto, que o isolado IBCBn 1 (Araras / SP) é
coespecifico com S. glaseri, pois foram encontrados 100
% de bases idénticas entre as sequéncias em andlise
com as sequéncias desse organismo provenientes de
um isolado dos EUA (Tabela 2). Da mesma forma, os
isolados IBCBn 9 (Porto Murtinho / MS) e IBCBn 49
(Jaboticabal / SP) apresentaram 99 % de similaridade
com S. bragilense e S. riobrave, respectivamente. Com
relacdo aos isolados IBCBn 27 (Mogi Guagu / SP),
IBCBn 36 (Navitai / MS) e IBCBn 38 (Navirai / MS),
os resultados evidenciaram que ¢ S. puertoricense, uma
vez que apresentou alto grau de homologia, 99 %,
com um isolado dessa espécie. Os isolados IBCBn 25
(Mogi Guagu / SP) e IBCBn 28 (Mogi Guacu / SP)
apresentaram similaridade genética de 98% com S.
australe, correspondendo a 5 pares de bases de diferenca
genética. O isolado IBCBn 48 (Itapetininga / SP)
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Tabela 2 - Valores de similaridade (%) entre as sequéncias de nucleotideos dos isolados de S#einernema estudados e as depositadas no

GenBank.
Isolado Espécie (GenBank)
IBCBn 1 S. glaseri
IBCBn 9 S. brazilense
IBCBn 25 S. australe
IBCBn 27 S. puertoricense
IBCBn 28 S. australe
IBCBn 36 S. puertoricense
IBCBn 38 S. puertoricense
IBCBn 48 S. puertoricense
IBCBn 49 S. riobrave

apresentou 98% de similaridade com S. puertoricense.
Foi possivel criar uma arvore filogenética consenso
(Figura 1) em que os isolados foram separados em
subgrupos diferentes com suporte nos valores de
bootstrap. Foi produzido um subgrupo compreendendo:
IBCBn 49 (Jaboticabal / SP), proximo a S. riobrave;
assim como de IBCBn 1 (Araras / SP), agrupado com
S. glasers; IBCBn 28 ¢ IBCBn 25 (Mogi Guacu / SP),
agrupados com S. australe; IBCBn 9 (Porto Murtinho
/ MS), agrupado com S. brazilense; e outro subgrupo
formado por IBCBn 27 (Mogi Guacu / SP) ¢ IBCBn 38
(Navirai / MS), agrupados com S. puertoricense. IBCBn
36 (Navirai / MS) e IBCBn 48 (Itapetininga / SP), sem
agrupamento definido com nenhuma espécie.
Steinernema puertoricensis e S. cubanum apresentam
grande proximidade filogenética com §. glaseri (Roman
& Figueroa, 1994; Saux et al., 1999; respectivamente).
Fato observado na arvore gerada a partir da avaliacio
das relagbes filogenéticas entre os isolados estudados
no presente trabalho e aquelas ja descritas, onde .
glaseri agrupou-se a S. cubanum e a0 isolado IBCBn 1.
Nguyen ez al. (2010), a partir da analise filogenética
da regiao D2/D3, utilizando-se o método da maxima
parsimoénia, observaram a formacdo de um grupo
contendo . puertoricense e S. bragilense. De maneira
semelhante, no presente trabalho, S. bragilense se
agrupou a S. puertoricense. Qiu et al. (2005) e Nguyen
et al. (2008), ao estudarem as relagoes filogenéticas
de duas novas espécies, S. aciari e S. cholashanense, em
relacio a outras espécies de Steinernema, baseados no
dominio D3 e D2/D3, respectivamente, de sequéncias
da regidao 28S do rDNA, produziram uma drvore
filogenética contendo um grupo formado por S. affine
e S. intermedinm, e outro grupo incluindo as espécies
S. bicornutum, S. ceratophorum, S. riobrave e S. abbasi.

Ambos os grupos foram reproduzidos pela arvore

Numero de acesso Mixima identidade (%)

GU177832.1 100
FJ410326.1 99
FJ235126.1 98
AF331903.1 99
FJ235126.1 98
AF331903.1 99
AF331903.1 99
AF331903.1 98
AF331893.1 99

filogenética criada no presente trabalho, porém Qiu
et al. (2005) apresentaram a formacdo de um outro
grupo com as espécies S. monticolum, S. scapterisci, .
siamkayai € S. carpocapse, as quals nao se agruparam
no presente trabalho. Essa diferenca de arranjo pode
estar relacionada com o fato de Qiu ¢z a/. (2005) terem
utilizado somente o prolongamento D3, enquanto
que no presente estudo foram utilizadas a expansio
D2/D3.

As seis espécies, S. cholashanense, S. feltiae, S. kraussei,
S. kushidai, S. monticolum ¢ S. oregonense formaram
um grupo de alto valor pela propor¢io de bootstrap
(99 %) no trabalho desenvolvido por Nguyen ez
al. (2008) enquanto que no presente estudo essa
propor¢ao baixou para 74%, possivelmente, devido
ao agrupamento de mais espécies diferentes nesse

mesmo grupo.

Heterorbabditis spp. As sequéncias dos isolados de
Heterorhabditis sp., amplificadas pelos primers D2/D3
variaram de 550 a 626 nucleotideos de comprimento.
O menor e maior comprimento foram apresentados
pelos isolados IBCBn 24 (Piracicaba / SP) e IBCB n46
(Sto. Antonio de Posse / SP), respectivamente.

Visando obter um ponto comum de inicio e fim
entre o multiplo alinhamento das sequéncias, incluindo
a espécie outgroup (Caenorbabditis elegans) e as demais
sequéncias de outras espécies de Heterorhabditis obtidas
no GenBank, excluiu-se o excesso de nucleotideos
de ambas extremidades 5 e 3’. Assim, obteve-se
uma sequéncia consenso de 633 caracteres, dos quais
453 (71,6 %) foram constantes. A frequéncia média
de nucleotideos entre as espécies de Heterorhabditis
estudadas foi: 25,3 % (T), 25,3 % (A), 29,7 % (G) e
19,8 % (C).

Na Tabela 3 sio apresentadas as porcentagens
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Panagrellus redivivus (af331910)

Steinernema sichuanense (gi116292912)

93 [ 's. affine (gi16269578)
S. beddingi (gi47834356)
S. intermedium (gi16269588)

S. rarum (gi16269584)
100 r S- carpocapsae (gi37727485)
S. anatoliense (gi58826775)
S. websteri (gi58826797)
S. neocurtillae (gi226446405)
—_ S. unicornum (gi295314689)
S. yirgalemense (gi58429973)

%
- —1___S. abbasi (gi237664209)
S. riobrave (gi16269572)

— 97
IBCBn 49 (Jaboticabal/SP)
87— S. bicornutum (gi16269583)
S. ceratophorum (gi16269567)

99 | S. ashiuense (gi219718200)
—1 S. monticolum (gi149207261)
— S. kushidai (gi16269576)
S. weiseri (gi219718199)
74| | s. silvaticum (gi90017832)
S. puntauvense (gi237861315)
S. feltiae (gi195964387)

S. hebeiense (gi90017833)
S. oregonense (gi16269570)
S. kraussei (gi16269575)
S. cholashanense (gi154466687)
S. texanum (gi139538775)
S. xueshanense (gi258518187)
S. costaricense (gi219718201)
S. karii (gi16269581)
100, S. scarabaei (gi37727852)
S. hermaphroditum (gi51105398)
S. guangdongense (gi37727491)
S. longicaudum (gi16269580)
S. aciari (gi55669179)
S. khoisanae (gi83779027)
S. arenarium (gi16269571)
89~ S. cubanum (gi16269568)
IBCBn 1 (Araras/SP)
S. glaseri (gi16269587)
993, diaprepesi (gi62946645)
IBCBn 36 (Navirai/MS)
S. puertoricense (gi16269582)
9

o1

67

1
IBCBn 27 (Mogi Guagu/SP) e IBCBn 38 (Navirai/MS)
S. australe (gi226440547)

" -{IBCBn 25 (Mogi Guagu/SP) e IBCBn 28 (Mogi Guacgu/SP)

IBCBn 48 (Itapetininga/SP)
90[[ S. brazilense (gi237825139)

79| IBCBn 9 (Porto Murtinho/MS)

0.1

Figura 1- Arvore filogenética mostrando as relagdes entre os isolados de Steinernema spp. estudados no presente trabalho, em compara-
¢io com outras espécies de Steinernema disponiveis no Genbank (nimero de acesso entre parénteses), baseada nas sequéncias da regiio
28S do tDNA. Panagrellus redivivus foi utilizado como outgroup.

de similaridade entre as sequéncias dos isolados de  apresentaram 99 % a 100 % de similaridade com H.
Heterorhabditis estudados e aquelas depositadas no  amazonensis.

banco do GenBank. Assim, concluiu-se que o isolado Pela analise filogenética, baseada nas sequéncias
IBCBn 5 (Itapetininga / SP) € coespecifico com H.  da regido D2/D3 (Figura 2), observou-se que as
indica, pois foram encontrados 99 % de bases idénticas  relacSes entre os isolados de Heterorhabditis foram bem
entre as sequéncias em andlise com as sequéncias  definidas, uma vez que houve grande embasamento

desse organismo. Os demais isolados estudados estatistico para separar claramente as espécies em dois
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Tabela 3 - Valores de similaridade (%) entre as sequéncias de nucleotideos dos isolados de Hezerorhabditis estudados e as depositadas
no GenBank.

Isolado Espécie (GenBank) Numero de acesso Mixima identidade (%)
IBCBn 5 H. indica GU177840.1 99
IBCBn 10 H. amazonensis EU099036.1 100
IBCBn 24 H. amazonensis EU099036.1 100
IBCBn 40 H. amazonensis EU099036.1 100
IBCBn 44 H. amazonensis EU099036.1 100
IBCBn 46 H. amazonensis EU099036.1 99

Caenorhabditis elegans (X03680.1)

Heterorhabditis megidis (gi158867043)

— H. zealandica (gi158939137)

|| H. marelatus (gi158867042)

100
| H. safricana (gi158867046)

53
H. georgiana (gi158939135)

H. bacteriophora (gi158939139)

IBCBn 5 (Itapetininga/SP)
100
H. indica (gi158867045)

88 H. floridensis (gi158939136)

77

H. mexicana (gi158867044)

H. amazonensis (gi1568939138)

IBCBn 10 (Santa Fé do Sul/SP)

IBCBn 24 (Piracicaba/SP)

IBCBn 40 (Tabopora/SP)

IBCBn 44 (Santa Adélia/SP)

IBCBn 46 (Santo Antbnio de Posse/SP)

0.1

Figura 2 - Arvore filogenética mostrando as relagdes entre os isolados de Heterorhabditis spp. estudados no presente trabalho, em com-
paracdo com outras espécies de Hezerorhabditis disponiveis no Genbank (nimero de acesso entre parénteses), baseada nas sequéncias da
regido 28S do tDNA. Caenorhabditis elegans foi utilizado como outgroup.
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subgrupos distintos. A arvore filogenética consenso
produziu um subgrupo compreendendo IBCBn 5
(Itapetininga / SP), geneticamente idéntico a H. indica
e outro subgrupo formado pelos isolados IBCBn 10
(Santa Fé do Sul / SP), IBCBn 24 (Piracicaba / SP),
IBCBn 40, IBCBn 44 (Santa Adélia / SP) e IBCBn 46
(Santo Antdnio de Posse / SP), todos agrupados com
H. amazonensis.

Andalé ef al. (2006), ao descreverem a espécie H.
amazonensis, observaram que as relacoes filogenéticas
da regiao ITS entre espécies desse género indicaram
a formagdo de um grupo contendo H. baujardi, H.
Sfloridensis, H. indica ¢ H. mexicana chamado de grupo
indica, enquanto que H. amagonensis é proxima do
grupo formado por H. floridensis, H. baujardi e H.
mexicana. Apesar da regido de estudo do presente
trabalho ser a regiao 28S do rDNA, foram observadas
semelhancas com as analises filogenéticas conduzidas
por Andalé et al. (2006). Assim a partir da andlise
da arvore filogenética observou-se a formacao
de um grupo com alto valor de bootstrap (88 %)
compreendendo as espécies H. indica, H. floridensis,
H. mexica e IBCBn 5, enquanto que H. amazonensis
¢ proxima desse grupo juntamente com 0s outros
isolados de nematoides estudados.

Andal6 et al. (2009), a partir do estudo de dois
isolados de H. amazonensis provenientes de Lavras /
MG, verificaram que a espécie mais proxima desses
isolados era H. indica, a qual possufa um comprimento
da sequéncia similar ao dos isolados estudados,
enquanto que as espécies H. bacteriophora e H. georgiana
foram as mais divergentes. Fato confirmado no
presente trabalho, em que os grupos formados por H.
indica, e por H. bacteriophora e H. georgiana apresentaram
valores de bootstrap de 88 % e 67 %, respectivamente,
em relagao ao grupo formado por H. amazonensis.

A distribuicdo geografica de Heterorhabditis spp.
indica que esses nematoides sdo cosmopolitas
(Hominick e# al., 1996; Griffin ef al, 1999; Stock ez
al., 1999). No entanto, a partitr de uma amostragem
usando iscas de G. mellonella realizada por Choo et al.
(1995), na Coreia, foram recrutados quatro espécies
de Steinernema (8. carpocapsae, S. glaseri, S. longicandum

e S. monticolun) e uma espécie de Heterorbabditis (H.
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bacterigphora) de 499 amostras.

Segundo Rosa ez al. (2000), H. bacteriophora ndo exibe
nenhuma preferéncia de habitat, tendo sido isolado a
partir de terras agricolas, de vegetacao nativa, florestas,
pastagens e¢ pomares. Pesquisas recentes em florestas
tropicais indicam que as espécies mais comuns neste
tipo de habitat sio H. indica ¢ H. banjardi (Mason et
al., 1996; Josephrajkumar & Sivakumar, 1997; Phan ez
al., 2003). No presente trabalho, da mesma forma, o
isolado IBCB n5, idéntico filogeneticamente a H. indica,
foi isolado de uma plantagdo de Citrus sp. localizada
em Itapetininga (SP), regido subtropical.

Andal6 ef al. (2006) descreveram H. amazonensis
obtido de solo coletado em uma area florestal na
parte norte do Estado do Amazonas, perto da cidade
de Benjamin Constant, e mais recentemente, em 2009,
esses mesmos autores identificaram dois isolados de
nematoides provenientes de Lavras / MG, como sendo
H. amazonensis. De modo semelhante, foi observado
no presente trabalho cinco isolados de Heterorhabditis
isolados de diferentes habitats e regides do Estado de
Sao Paulo (Santa Fé do Sul, Piracicaba, Tabopora, Santa
Adélia e Sto. Antonio de Posse) filogeneticamente
semelhantes a H. amazonensis.

No presente estudo, as técnicas moleculares
permitiram a caracterizacdo genética e identificagao
de parte dos NEPs da Cole¢io de Nematoides
Entomopatogénicos do Banco de Entomopatégenos
“Oldemar Cardim Abreu”, do Instituto Bioldgico.
Baseando-se nessas técnicas foi possivel diagnosticar
duas espécies de Hezerorhabditis, H. indica IBCBn 5) e H.
amazgonensis IBCBn 10, IBCBn 24, IBCBn 40, IBCBn 44
e IBCBn 406) e cinco espécies de Steinernema: S. riobrave
(IBCBn 49), S. glaseri IBCBn 1), S. australe (IBCBn
25 ¢ IBCBn 28), S. puertoricense 1IBCBn 27 e IBCBn
38) e S. brazilense IBCBn 9). O isolado de Steznernema
IBCBn 36, apesar do alto valor de similaridade com .
puertoricense e de estar proxima dessa espécie da arvore
filogenética construida, merece melhor investigacio,
principalmente através da integracio com a taxonomia
classica. Dentre as espécies identificadas, as seguintes
constituitam novas ocorréncias no Brasil: S. australe,

8. puertoricense e S. riobrave.
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