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Resumo — Dolinski, C. & A. Moino Jr. 2006. Utiliza¢3o de nematoides entomopatogénicos nativos ou exdticos: O Perigo das
Introdugdes.

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) vém se tornando uma ferramenta importante no Manejo Integrado de Pragas. Sua
utilizagdo no Brasil vem crescendo ano a ano e O Perigo das Introdugdes de espécies exdticas € iminente. Neste artigo é dada
uma visdo geral sobre os NEPs e discute-se sobre os perigos destas introdugdes. Sdo abordadas também as maneiras corretas
de se fazer introdugdes e qual a legislago existente no Brasil que as rege. Faz-se men¢do também a legislacéo referente a
utilizagdo dos NEPs no controle bioldgico de pragas e a necessidade do Registro Especial Temporario (RET) durante os testes
em laboratdrio e campo.

Palavras-chave: controle biologico, pragas agricolas, deslocamento de espécies, ecologia, legislagdo, quarentena.

Summary —Dolinski, C. & A. Moino Jr. 2006. Use of native and exotic entomopathogenic nematodes: the risk of introductions.

Entomopathogenic nematodes (EPNs) are becoming an important tool in Integrated Pest Management. Year after year,
EPNss are being used more often in Brazil and the risk of exotic introductions is increasing. In this article there is an overview
of EPNs and a discussion on the danger of these introductions. The correct way to introduce an exotic organism and the
pertinent legislation is also discussed. In addition, the legislation that rules the EPNs usage in the field and the necessity of
the Temporary Special Register (TSR) for lab and field tests is commented .

Keywords: biological control, agricultural pests, species relocation, ecology, legislation, quarantine.

Introdugﬁo Steinernema, uma do género Neosteinernema ¢ 11 do gé-
nero Heterorhabditis (Tabela 1), sendo que mais de 70%
dessas foram descritas nos ultimos 20 anos (Adams et al.,
2006; Nguyen, 2005).

Os NEPs sdo assim conhecidos por serem patogénicos
a diferentes espécies de insetos, causando-lhes morte com
rapidez (24 a 72 horas) (Dowds & Peters, 2002). Esses
nematodides possuem uma particularidade que ¢ a associa-

" S > ¢do simbionte com bactérias entomopatogénicas dos gé-
o género Heterorhabditis Poinar, 1976. Atualmente, exis- neros Xenorhabdus Thomas & Poinar, 1979 e Photorhabdus

tem descritas e validadas cerca de 41 espécies do género Boemare, Louis & Kuhl, 1983 (associagdo com espécies dos

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) pertencem a
ordem Rhabditida (Nematoda: Secernentea), na qual estdo
localizadas as familias Steinernematidac e Heterorhabdi-
tidae. A familia Steinernematidae possui dois géneros:
Steinernema Travassos, 1927 ¢ Neosteinernema Nguyen
& Smart, 1994, enquanto a familia Heterorhabditidae possui
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Tabela 1. Lista de espécies das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae. Informagéo obtida de Adams
& Nguyen, 2002 e atualizada por Adams et al., 2006.

e . . . . Familia
Familia Steinernematidae Chitwood & Chitwood, 1937 Heterorhabditidae Poinar,
1976
Género: Steinernema Travassos, 1927 Ge.n cro: Heterorhabditis
Poinar, 1976

Espécie tipo: S. kraussei (Steiner, 1923) Travassos, 1927 Espécie tipo: H.

bacteriophora Poinar, 1976

S. abbasi Elawad, Ahmad & Reid, 1997 H. baujardi Phan, et al., 2003

S. aciari Qui et al., 2005 H. brevicaudis Liu, 1994

S. affine (Obvien, 1937) Wouts et al., 1982 H. dowesi Stock et al., 2002

S. anatoliense Hazir et al., 2003 H. indica Poinar et al., 1992

S. arenarium (Artyukhovsky, 1967) Wouts et al., 1982 H. marelatus Liu, 1996

S. asiaticum Anis, Shahina, Reid, 2004 H. megidis Poinar et al., 1987

S. apuliae Trigiani, Mracek & Reid, 2004 H. mexicana Nguyen et al., 2004
S. bicornutum Tallosi, Peters & Ehlers, 1995 H. poinari Kakulia & Mikaia 1997
S. carpocapsae (Weiser, 1955) Wouts et al. 1982 H. taysearae Shamseldean etal. ,
S. caudatum Xu, Wang & Li, 1991 1996

S. ceratophorum Jian, Reid & Hunt, 1997 H. zealandica Poinar, 1990

S. cubanum Mracek, Hernandez & Boemare, 1994
S. diaprepesi Nguyen & Duncan, 2002

S. feltiae (Filipjev, 1934) Wouts ef al., 1982

S. glaseri (Steiner, 1929) Wouts et al. 1982

S. guangdongense Qui, Fang, Zhou, Pang & Nguyen, 2004
S. intermedium (Poinar, 1985) Mamiya, 1988

S. jollieti Spiridonov, Krasomil-Osterfeld & Moens, 2004
S. karii Waturu, Hunt & Reid, 1997

S. kushidai Mamiya, 1988

S. loci Phan, Nguyen & Moens, 2001

S. longicaudum Shen & Wang, 1992

S. monticolum Stock, Choo & Kaya, 1997

S. neocurtillae Nguyen & Smart, 1992

S. oregonense Liu & Berry, 1996

S. pakistanense Shahina et al., 2001

S. puertoricense Roman & Figueroa, 1994

S. rarum (De Doucet, 1986) Mamiya, 1988

S. riobrave Cabanillas, Poinar & Raulston, 1994
S. ritteri Doucet &Doucet, 1990

S. robustispiculum Phan et al., 2005

S. sangi Ohan, Nguyen & Moens, 2001

§S. scapterisci Nguyen & Smart, 1990

S. scarabei Stock & Koppenhofer, 2003

S. siamkayai Stock, Somsook & Reid, 1998

S. tami Van Luc, Nguyen, Reid & Spiridonov, 2000
S. thanhi Phan, Nguyen & Moens, 2001

S. thermophilum Gangula & Singh, 2000

S. websteri Cutler & Stock, 2003

S. weiseri Mracek, Sturhan & Reid, 2003

Geénero: Neosteinernema

N. longicurvicauda Nguyen & Smart, 1994
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géneros Steinernema ¢ Heterorhabditis, respectivamen-
te). Essas bactérias sdo as principais responséaveis pela ra-
pida morte do hospedeiro por septicemia. A fase de juvenis
infectantes (JIs), desses nematoides, infecta e mata insetos
em dezenas de familias e ordens, e muitas espécies ja fazem
parte do Manejo Integrado de Pragas (MIP) de varias cul-
turas ao redor do mundo (Wouts, 1991). O MIP objetiva a
utilizag@o de métodos mais adequados visando a produti-
vidade, mas levando em conta fatores importantes como a
preservagdo dos inimigos naturais ¢ a prevengdo do
surgimento de populag¢des resistentes a pragas e doengas.

A faixa de hospedeiros para cada espécie de nematoide
¢ estreita ¢ até especifica, ndo causando portanto mortali-
dade indiscriminada. Devido a essa estreita faixa de hospe-
deiros é necessdria e recomendada a escolha do NEP mais
adequado ao controle de determinada praga (Peters, 1996).

Biologia da familia Steinernematidae

A fase juvenil destes nematdides é composta por qua-
tro estadios (J1,J2, J3 ou Juvenil Infectante e J4). O juvenil
infectante corresponde ao estadio J3 no inseto, € € o esta-
dio encontrado no solo. Esses juvenis buscam o hospedei-
ro e os localizam por seus produtos de excregfo, niveis de
CO,, gradientes de temperatura € substancias volateis libe-
radas por plantas atacadas por insetos (van Tol et al., 2001;
Rasmann et al., 2005). A infecgdo ¢ iniciada com a penetra-
¢fo dos nematdides no inseto pelas aberturas naturais
(boca, dnus e/ou espiraculos). Dentro do inseto migram para
a hemolinfa ¢ liberam as bactérias simbiontes do género
Xenorhabdus. Essas bactérias produzem toxinas e matam o
hospedeiro por septicemia entre 24 a 48 horas. Depois se
multiplicam exponencialmente até atingir um patamar maxi-
mo. Os nematdides se alimentam dessas bactérias e dos
tecidos dos insetos ja decompostos, € passam entdo ao
estadio J4. Desse estadio se originarfo fémeas ¢ machos
(fase adulta) da primeira geragdo; essas fémeas colocam
ovos que darfio origem a segunda gerag8o (Forst & Clarke,
2002) (Figura 1).

Os nematdides podem completar duas ou trés geragdes
dentro do inseto-hospedeiro, dependendo da disponibili-
dade de alimento no inseto-cadaver. Quando ndo h4 mais
alimento disponfvel, juvenis no. segundo estddio sofrem
ecdise, retém células da bactéria simbionte em uma vesicula
em seu interior e conservam a cuticula como protegéo; s6
entdo abandonam o cadaver como JIs. Os JIs permanecem
no solo a procura de um novo inseto-hospedeiro por me-
ses, dependendo da temperatura, da umidade do solo ¢ da
espécie de nematdide envolvida (Patel et al., 1997).

Nematol. Bras., Brasilia, 2006, Vol. 30(2):139-149

Espiraculo

Figura 1. Ciclo de vida esquematico dos nematdides
steinermatideos e heterorhabditideos. Para mais explicagdes
ver o texto. Estadios juvenis: J1,J2, J3 e J4. Primeira gerag@o
em Steinermatidae composta por machos e fémeas, em
Heterorhabditidae por hermafroditas.

A durag@o do ciclo do nematdide no hospedeiro depen-
de de varios fatores, dentre esses: da espécie do inseto-
hospedeiro, do tamanho do JI, da temperatura ambiente, da
quantidade de JIs que penetraram no inseto, dentre outros
(Bofferal., 2000).

O ciclo dos individuos no género Neosteinernema ¢
similar ao de Steinernema, com a diferenga de que
Neosteinernema completa apenas uma geragdo no inseto-
hospedeiro (Nguyen & Smart, 1994). Existe apenas uma
espécie nesse género, descrita como N. longicaudata
Nguyen & Smart, 1994. Essa espécie foi encontrada em cu-
pins da casta das operarias, contudo foi perdida por ndo se
ter conseguido manté-la em laboratorio, ¢ nunca mais foi
encontrada.

Biologia da familia Heterorhabditidae

O ciclo dos heterorhabditideos é muito semelhante ao
dos steinernematideos, com algumas ressalvas. Os JIs des-
sa familia, além de penetrar pelas aberturas naturais do in-
seto, podem também penetrar através da cuticula do hos-
pedeiro, utilizando-se de um dente quitinoso localizado fron-
talmente em sua extremidade anterior. Ao chegarem a
hemolinfa, liberam as bactérias simbiontes do género
Photorhabdus. Na primeira gerag¢do dentro do inseto, ao
invés de surgirem fémeas e machos, ocorrem apenas adul-
tos hermafroditas que produzem os demais estadios (ovos,
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J1, 72, J3 e J4). A partir da segunda gerag@o, os adultos se
diferenciam em machos e fémeas como acontece com os
steinernematideos (Poinar Jr., 1990) (Figura 1).

A duraggo do ciclo, no hospedeiro, também é depen-
dente dos mesmos fatores citados para Steinernema.

Biogeografia

As espécies dos géneros Steinernema e Heterorhabdi-
tis s3o encontradas em uma grande diversidade de éareas
geograficas, solos e ambientes, adaptadas co-
evolutivamente a grandes niumeros de insetos hospedeiros
(Woodring & Kaya, 1988).

Quanto aos estudos da distribuigdo e isolamento de
nematdides no mundo, Hominick (2002) compilou uma lista
com a distribuicdo geogréfica de diferentes espécies de
nematodides entomopatogénicos. Dentro do género
Steinernema, a distribuicdo ¢ cosmopolita para algumas
espécies, como no caso de S. glaseri (Steiner, 1929) Wouts,
Mracek, Gerdin & Bedding, 1982 e S. carpocapsae (Weiser,
1955) Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding, 1982. Algumas
sdo adaptadas a temperaturas mais amenas, como S. feltiae
(Filipjev, 1934) Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding, 1982.
Outras espécies possuem distribuicdo geografica mais res-
trita, como por exemplo S. kushidai Mamiya, 1988, somente
encontrada no Japdo. O género Heterorhabditis encontra-
se amplamente distribuido no mundo, como € o caso de H.
bacteriophora Poinar, 1976, geograficamente distribuida
desde as Américas, Europa Meridional e Central, Australia
até a Asia Oriental (China, Japdo e Coréia). Outro
heterorhabditideo, H. indica Poinar, Karunakar & David,
1992, também possui ampla distribui¢do, mas apenas nas
regides tropicais e subtropicais, e zonas temperadas
subtropicais e quentes do Japdo. Em contraste, H.
zealandica Poinar, 1990 e H. marelatus Liu, 1996 parecem
ser espécies com distribuicdo geografica mais restrita, sen-
do encontradas em poucas areas como Nova Zelandia e
Estados Unidos, nas regides de Oregon e Califdrnia.
Heterorhabditis megidis Poinar, Jackson & Klein, 1987, uma
espécie adaptada a temperaturas amenas, at¢ hoje sé foi
encontra da no hemisfério norte. No Brasil, amostragens de
solo e isolamentos de nematodides entomopatogénicos fo-
ram realizado em Ronddnia (Machado & Dolinski, 2005),
Amazonas (A. Moino Jr., resultados néo publicados), Mi-
nas Gerais (Acevedo et al., 2005), Rio de Janeiro (C. Dolinski,
resultados néo publicados) e Sao Paulo (Fowler, 1988; L.
Leite, resultados ndo publicados); sendo que a maioria dos
isolados obtidos foi identificada como pertencente ao gé-
nero Heterorhabditis.

142

E importante ressaltar que essa distribui¢sio geografica
das espécies de NEPs observada até o momento, € fruto do
trabalho sistematico de isolamento e identificago desses
nas diversas regides do mundo nas quais existam pesqui-
sadores envolvidos com esses nematdides. Como em nos-
sas condigdes esse tipo de pratica vem se intensificando
nos 0ltimos anos, € de se esperar que o nimero de espécies
identificadas na América do Sul, principalmente no Brasil,
aumente a medida que esses estudos venham a se comple-
tar, alterando significativamente essa distribuigéo, em de-
corréncia do maior conhecimento da biodiversidade que
caracteriza os diferentes ecossistemas brasileiros.

Desta forma, como nematdides entomopatogénicos
possuem potencial para serem encontrados em solos de
diferentes lugares e condigdes, recomenda-se que antes
de qualquer introdugfo, seja feita uma amostragem local
ou de maior amplitude, visando obter a maior variabilida-
de de nematdides possivel para uma futura aplica¢fo no
campo.

Mobilidade

Quanto a movimentagdo e estratégia de busca,
nematoides entomopatogénicos podem ser classificados
como “ambusher” (que fica de tocaia) ou “cruiser” (que
busca pelo solo). As espécies “ambusher” promovem mo-
vimentagfo propria chamada de nictagéo, a qual consiste
na suspensdo do corpo, ficando apoiado apenas na ponta
da cauda. A parte anterior do nematdide fica livre aguardan-
do a passagem de um hospedeiro para ento saltar sobre o
mesmo. Exemplos de espécies de NEPs que fazem nictagéo
sdo S. carpocapsae ¢ S. scapterisci Nguyen & Smart, 1990
(Figura 2) (Lewis et al., 1993). Os nematdides “cruiser” ndo
aguardam a passagem do hospedeiro, mas buscam-no ati-
vamente no solo, respondendo positivamente a diversos
compostos volateis € CO,, deslocando-se a uma certa dis-
tancia até localiza-lo (resposta direcional), como € o caso
de espécies como-H. bacteriophora ¢ S. glaseri (Ishibashi
& Kondo, 1990). Ainda assim, existem espécies de NEPs
que apresentam caracteristicas tanto de “ambushers” como
de “cruisers”, de acordo com a proximidade do hospedeiro,
como € o caso de S. feltiae (Grewal et al., 1994).

Legislacio e Regulamentagio

Os pesquisadores norte-americanos sempre lideraram
tanto a utilizag@o dos agentes do controle bioldgico como
as atividades de introdug&o destes agentes. As regras para
introdugdo foram elaboradas pelo Servigo de Inspegéo Sa-
nitaria Animal e Vegetal (APHIS), do Departamento de Agri-

Nematol. Bras., Brasilia, 2006, Vol. 30(2):139-149
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Juvenis infectantes/

Steinernematidae

Penetragdo

Inseto-hospedeiro

i :}.i

Emergéncia T
' Adulto —— Heterorhabditidae

2-3 geragdes

J2

1* geragdo

&

Desenvolvimento

Figura 2. Juvenil infectante de nematdide entomopatogénico do tipo “ambusher”. Apds a nictagdo, o nematoide salta sobre o

inseto-hospedeiro. Desenho estilizado.

cultura dos EUA (USDA). Entre as regras esta a solicitagdo
da Avaliag¢do de Impacto Ambiental (ETIA) ou Declaracdo de
Impacto Ambiental (EIS) para introdugdo de agentes
microbianos de controle. O critério para determinar se um
organismo exige EIS ou EIA esta descrito em Coulston ef al.
(1991) (apud De Nardo et al., 1998). As dificuldades de
implementar esse sistema vao desde a quantidade de infor-
magdes a serem submetidas a analise de impacto, até a de-
fini¢do do tamanho da drea experimental (De Nardo et al.,
1998).

A grande demanda por nematédides entomopatogénicos,
nos Estados Unidos, que surgiu na década de 80, levou
muitos grupos de pesquisadores em varios paises do mun-
do a isolar novas espécies e linhagens de NEPs. Essas
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amostragens € isolamentos expandiram em muito o
germoplasma de nematdides entomopatogénicos disponi-
vel para pesquisa, aumentando o risco da introdugio de
nematodides exoticos. Por exemplo, os nematdides S.
scapterisci e S. feltiae foram introduzidos, multiplicados ¢
comercializados sem critério, visando o controle de pragas
nos Estados Unidos (R. Georgis, 2005; comunicago pes-
soal). Isso resultou em muitas criticas por parte de alguns
pesquisadores, e em 1988, Nickle e colaboradores propuse-
ram um guia para introdugdo de nematdides
entomopatogénicos, que originou, mais tarde, da legisla-
¢do especifica sobre introdugdo de espécies exoticas de
NEPs (Rizvi et al., 1996).
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No caso especifico dos NEPs nos EUA, hoje, todas in-
trodugdes de nematdides devem ser notificadas e todos os
nematdides sfo analisados, identificados e estudados quan-
to a diversos fatores, que foram extensivamente discutidos
por Jansson (1993) antes da legislagdo ser estabelecida.
Dentre esses fatores, o autor destacou como de maior im-
portdncia: 1) o impacto dos nematdides exdticos em orga-
nismos ndo-alvo; 2) os efeitos desses nematdides no mi-
crocosmos local, principalmente com relagdo a outros ne-
matoides; e 3) sua capacidade de deslocar ou eliminar ne-
matbdides entomopatogénicos existentes no local (nativos).

Apds tantas introdugdes aleatdrias, os Estados Unidos
se comportam como exemplo, pois promovem levantamen-
tos do microcosmos ¢ testes de patogenicidade com
invertebrados locais, antes de fazer qualquer introdugéo de
NEPS exdticos.

Na Europa, a situagfo foi um pouco diferente (Ehlers,
1996). Enquanto discussdes estavam ocorrendo nos Esta-
dos Unidos, na Europa, um comité foi estabelecido para
analisar o caso dos NEPs, prevendo problemas associados
com a introdug@o de nematdides exdticos. Os membros des-
se comité concluiram que evidéncias cientificas suporta-
vam a premissa de que nematoides entomopatogénicos sao
in6cuos a animais de sangue quente, € poucos riscos ao
ambiente foram identificados. Recomendaram também que
os nematdides ndo precisariam de registro, mas que a intro-
ducdo dos exdticos fosse regulada. Este comité também
concluiu que nemato6ides entomopatogénicos sdo organis-
mos benéficos, e que véem sendo usados ha muitos anos
sem causar problemas e que sdo mais especificos e repre-
sentam menor ameaga ao ambiente do que os pesticidas
quimicos comumente utilizados (Ehlers & Hokkanen, 1996;
Richardson, 1996).

A legislacdo que vem sendo considerada como das mais
eficientes do mundo € a Australiana, que exige inicialmente
uma permissdo federal para importar um organismo, seguin-
do os procedimentos da Agéncia de Protegdo Ambiental
daquele pais (De Nardo er al., 1998).

O impacto causado por NEPs apos aplicagBes em gran-
des quantidades (inundativas) foi estabelecido por
Barbercheck & Millar (2000). Segundo estes autores, NEPs
teriam o potencial de infectar espécies nio-alvo susceti-
veis, com estagios no solo no momento da aplicagdo dos
nematdides. Vale ressaltar que isto ndo ocorre com a maio-
ria dos parasitéides ou predadores, pois o solo nio ¢ o
local preferencial desses organismos. Alguns testes com
diferentes invertebrados sio mostrados na Tabela 2. E im-
portante enfatizar que as minhocas nfo sfio suscetiveis a
estes nematdides (Akhurst & Smith, 2002).
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Com relagdo aos vertebrados, inimeros nematdides
entomopatogénicos foram testados em diversas espécics,
desde peixes até macacos (Tabela 3). Apenas girinos de
sapos e rds se mostraram suscetiveis quando nematdides
foram adicionados & 4gua onde estavam. Akhurst & Smith
(2002) acreditam que as dosagens usadas em ambos os tes-
tes com girinos tenham sido demasiadamente altas e que
outras menores deveriam ter sido testadas.

Finalizando, as bactérias entomopatogénicas associa-
das aos NEPs n#o sfo consideradas perigosas ao ambien-
te, pois nunca foram detectadas fora do nematdide ou do
hospedeiro, pois aparentemente sua permanéncia no solo €
minima, ja que néo possuem formas de sobrevivéncia, como
algumas bactérias esporulantes (Akhurst & Smith, 2002).

Por outro lado, novas linhas de pesquisas com bactéri-
as dos géneros Xenorhabdus ¢ Photorhabdus, que visam
o isolamento de toxinas dessas bactérias para utilizagdo
direta como ingredientes ativos de inseticidas sintéticos,
ou mesmo a introdugfo de seqiiéncias génicas que codifi-
cam essas toxinas em plantas estdo sendo desenvolvidas
por processos de transformag&o genética. Nesse caso, como
em outros exemplos ja existentes, deve-se também primar
pela realizago de testes de biosseguranga e avaliacdo de
impacto ambiental, por se tratar de algo novo e néo encon-
trado na natureza, como dito anteriormente.

Com relagdo a introdugdo de agentes do controle biolo-
gico no Brasil, a legislagdo foi fundamentada no Decreto
Presidencial 24.114, de 12 de abril de 1934, que regulamen-
tou a Defesa Sanitaria Vegetal, seguido de varias outras
leis, das quais se destacam a Portaria 106, de 14 de novem-
bro de 1991 ¢ a Portaria 74, de 7 de margo de 1994, que se
referem ao Laboratério de Quarentena “Costa Lima”, locali-
zado na Embrapa Meio Ambiente, em Jaguaritina, SP, como
o Orgdo responsavel pelas atividades relativas a introdu-
¢do de agentes de controle biolégico (ACB) no pais, e por
colaborar com instituicdes nacionais e internacionais na
exportagdo de ACBs para o exterior. Esse laboratdrio segue
o Protocolo de Avaliagio de Risco de Introdugdo de Agen-
tes de Controle Bioldgico (Moraes et al., 1996; De Nardo et
al., 1998; Sa et al., 2002). Vale ressaltar que, atualmente,
para exportagdo de organismos € necessario o Termo de
Transferéncia de Material (T'TM) e para os pesquisadores
da EMBRAPA, o Acordo de Transferéncia de Material
(ATM).

Além da legislagdo quanto a introdugdo e exportagdo
dos agentes de controle bioldgico, os NEPs sdo também
regidos pela Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, ¢ seu
Decreto regulador n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que
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Tabela 2. Exemplos de efeitos causados por nematdides entomopatogénicos em invertebrados. Baseado em

Akhurst & Smith, 2002.
Organismo nfo-alvo | Espécie de nematoide testada | Efeito
Parasitéides
Apanteles militares (Hym.: Steinernema carpocapsae, Indireto em laboratério
Braconidae) Heterorhabditis bacteriophora, (hospedeiro morto)
Compsilura concinnata (Dip.: S. carpocapsae Indireto em laboratorio
Tachinidae) (hospedeiro morto)
Cephalcia arvensis (Hym.: S. feltiae Reduzida emergéncia no campo
Ichneumonidae)
Insetos Predadores
Harmonia axyridis (Col.: S. carpocapsae Em placa de Petri algumas
Coccinellidae) joaninhas ficaram temporariamente

paralisadas e outras morreram.

Harpalus sp. e Pterostaticus sp. S. carpocapsae, H. bacteriophora | Em laboratério formas imaturas

(Col.: Carabidae); Cicindela sp. ¢
Tetracha sp. (Col.: Cicindelidae);
Philonthus sp. (Col.:
Staphylinidae); Labidura riparia
(Derm.: Labiduridae)

foram mortas, mas ndo adultos;
nao houve efeito nas populagdes
no campo.

Bembidion proerans, Pterostichus | S. carpocapsae
cupreus (Col.: Carabidae)

Em testes no laboratério adultos
mortos, larvas nio; pequena
redugdo nas populagdes no campo.

Outros invertebrados

Onychiurus (Collembola) S. carpocapsae Reducdo nas populagdes no campo
Scutigerella immaculata S. carpocapsae Mortos em laboratério
(Symphyla)

Armadillidium vulgare, Porcellio | S. carpocapsae, H. bacteriophora, | Mortos em laboratorio pelos dois

scaber (Crusticea: Isopoda) S. glaseri

primeiros, mas néo por S. glaseri

Atyia innocous, Macrobrachium §. carpocapsae
acanthurus (Crustacea: Caridae)

Sem efeito no laboratério

Virias espécies de Arachnida H. bacteriophora Mortos no laboratdrio

Aporrectodea sp. S. carpocapsae Minhocas intactas ndo foram
afetadas

Aporrectodea caligionosa Steinernema sp. Sem efeito nos casulos das
minhocas em laboratorio

Aporrectodea turgida, S. carpocapsae, S. glaseri Sem efeito no laboratorio

Aporrectodea tapezoides,
Lumbricus terrestris ¢ Eisenia sp.

Macrobiotus richtersi (Tardigrada) | S. carpocapsae

Infecgbes no laboratdrio

Dericeras agreste, D. reticulatum | S. carpocapsae
(Gastropoda)

Mortos no laboratério

legislam sobre agrotoxicos e afins. Nessa lei ficou
estabelecida a necessidade do Registro Especial Tempora-
rio (RET) para os agentes de controle biologico antes da
sua libera¢do a campo. A Instru¢cio Normativa Conjunta
(INC)n°25, de 14 de setembro de 2005, reduz as exigéncias
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para a aquisi¢do do RET para agentes de controle biologi-
co, em comparagdo com o que se exige para os agrotoxicos
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2006).

Apo6s inimeras consultas publicas e muita discusséo
entre os Orgfos federais; Ministério da Agricultura, Pecua-
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Tabela 3. Testes dos efeitos de nematodides entomopatogénicos e sua bactérias

Baseado em Akhurst & Smith, 2002.

simbiontes em vertebrados.

Animal testado

Espécie de nematéide

Aplicacio

Efeito

Porquinho da India

Xenorhabdus bovienii

Oral, nasal, intradermal,
subcutinea,

Sem efeito patogénico

intraperitoneal
Rato Steinernema glaseri | Intraperitoneal Sem efeito patogénico
S. carpocapsae Oral, intraperitoneal Sem efeito patogénico ou
efeito no ganho de peso
X bovienii Oral, intradermal, Sem efeito patogénico
subcuténea,
intraperitoneal
Camundongo S. carpocapsae Oral, subcuténea, Ulceras na pele quando
: intraperitoneal administrado
subcutaneamente
S. feltiae, S. glaseri, Oral, subcuténea, Sem efeito patogénico
intraperitoneal
Heterorhabditis Oral Sem efeito patogénico
bacteriophora
S. carpocapsae, H. Subcutinea Sem efeito patogénico
bacteriophora
X nematophila, Subcuténea, intracerebral | Sem efeito patogénico
Photorhabdus
luminescens
X. bovienii Oral, nasal, intradermal, | Sem efeito patogénico
subcutinea,
intraperitoneal
Coelho S. glaseri Oral, abdominal, Sem efeito patogénico
cavidade orbital
X. bovienii conjuntiva Sem efeito patogénico
Macaco S. glaseri Oral, abnominal, nasal Sem efeito patogénico
Galinha S. carpocapsae oral Sem efeito patogénico
X. nematophila, P. subcuténeca Sem efeito patogénico
luminescens
Sapo S. carpocapsae Na agua Girinos mortos
Ra S. carpocapsae, H. Na agua Girinos mortos, adultos
bacteriophora, S. ndo afetados
anomali, S. feltiae,
Heterorhabditis sp.
Peixe S. carpocapsae Na agua Sem efeito patogénico
Salamandra S. carpocapsae, S. oral Sem efeito patogénico;

glaseri, S. anomali, S.
feltiae, Heterorhabditis

sp.

presenca de outras
bactérias no figado
(Peseudomonas
aeruginosa e
Chromobacterium sp.)
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ria e Abastecimento (MAPA), Agéncia Nacional de Vigildn-
cia Sanitaria (ANVISA) e Instituto Brasileiro do Meio Am-
biente ¢ Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), foi for-
mulada uma INC que legisla sobre a produgéo e
comercializa¢io de inimigos naturais € nematoides, que foi
publicada no Diario Oficial da Unifio como INC n°® 2 em 23
de janeiro de 2006. Sendo esse, um importante marco na
utilizag@o dos NEPs no Brasil, pois espécies exoticas
indevidamente introduzidas e produtos ndo registrados,
serdo considerados ilegais (Ministério da Agricultura, Pe-
cuaria e Abastecimento, 2006).

Consideracoes finais

Existe um grande potencial para a utilizagdo dos
nematodides entomopatogénicos como agentes do controle
bioldgico de pragas e vetores. Contudo, para que realmen-
te haja sucesso, a escolha do nematdide/linhagem deve ser
feita com critério e parcimonia.

Nematoides nativos devem ser devidamente identifica-
dos em espécies, e ter sua biologia definida antes de serem
usados a campo. Com relag8o a biologia, existem diferentes
aspectos que podem ser observados como, por exemplo, a
progénie produzida em larvas de Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae) (espécie utilizada como inseto-pa-
dr3o nos estudos com NEPs). Outra caracteristica impor-
tante seria a temperatura otima para migragfo, e reprodugio
desses nematoides. Testes de patogenicidade e viruléncia
em laboratério devem ser feitos para que se conhega a es-
pécie ou linhagem que causaria maior mortalidade em me-
nor tempo a uma determinada praga ou vetor. Alguns
nematodides possuem alta especificidade, outros nem tanto,
por isso o ideal é buscar sempre aqueles com menor espec-
tro de hospedeiros.

A utilizag8o de nematoides nativos deve ter prioridade
sobre os exdticos, que devem ser aplicados em ultimo caso,
respeitando-se as condigdes impostas pela legislagdo vi-
gente. Os nativos ja estdo adaptados as condigdes climati-
cas como também a entomofauna local. Como néo se co-
nhece o impacto real que estes nematdides exdticos podem
causar aos nativos, recomenda-se que, pelo menos, scjam
feitos testes em laboratorio contra os inimigos naturais en-
contrados na érea a ser aplicada. Esses nematdides exoti-
cos devem ser aplicados localmente e cuidados extras de-
vem ser tomados para ndo serem dispersos.

Estudos com NEPs como agentes do controle biologi-
co, no Brasil, estdo no inicio, mas existe grande potencial
para que avancem ¢ tornem-se populares controladores de
pragas e vetores, com o desenvolvimento de produtos co-
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merciais eficientes, de qualidade comprovada, e com carac-
teristicas que garantam seguranca ao ambiente, a0 homem
€ aos organismos néo-alvo.
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Resumo — Inomoto, M.M.; L.C.C. Motta; A.C.Z. Machado & C.S.S. Sazaki. 2006. Reacdo de dez coberturas vegetais a
Pratylenchus brachyurus.

O sistema plantio direto, em que a semeadura é feita em substrato que nfo sofreu aragfo ou gradeagdo, tem sido muito
utilizado em vérios paises agricolas importantes, como Estados Unidos e Brasil. Porém, informagdes sobre o efeito do plantio
direto na populagio de fitonematdides sdo escassas. Pode-se admitir que o uso de coberturas vegetais no outono ou inverno,
pratica freqiiente em areas agricolas sob plantio direto no Brasil, pode afetar a populagio desses parasitas no solo. Em vista
disso, foram feitos trés experimentos em casa de vegetagdo com objetivo de avaliar o efeito de dez espécies ou hibridos
utilizados como coberturas vegetais sobre a populagiio do nematdide das lesdes Pratylenchus brachyurus. As plantas
testadas foram amaranto granifero ‘BRS Alegria’ (Amaranthus cruentus); aveia preta ‘Comum’ e ‘Campeira Mor’ (dvena
strigosa); girassol ‘IAC Uruguai’ (Helianthus annuus); milheto ‘BRS 1501° e ‘BN 2’ (Pennisetum glaucum); nabo forrageiro
‘Comum’ (Raphanus sativus var. oleiferus); quenaf (Hibiscus cannabinus); quinoa ‘BRS Piabiru’ (Chenopodium quinoa);
sorgo forrageiro ‘BRS 800’ (Sorghum bicolor x S. sudanense); sorgo duplo propésito (forrageiro e silageiro) ‘IPA 73010117 (S.
bicolor); e tef (Eragrostis tef). As coberturas foram cultivadas em copos plasticos de 500 cm® ¢ 0 nematoide utilizado como
indculo na proporgéo de 270 individuos por copo nos experimentos I e ITI, e 700 por copo no experimento I1. A reproduggo de
P. brachyurus, nas coberturas vegetais, foi avaliada, 52-67 dias apds a inoculagdo, pela extracdo de espécimes presentes no
solo e raizes e calculo do fator de reprodugfo (FR = P{/Pi). Os sorgos ‘IPA 7301011’ ¢ ‘BRS 800’ foram as coberturas mais
suscetiveis a P. brachyurus (FR > 3,0), enquanto o amaranto granifero ‘BRS Alegria’ e a quinoa ‘BRS Piabiru’ foram as mais
resistentes (FR < 1,0). Portanto, o sorgo deve ser evitado em éreas infestadas por P. brachyurus, enquanto o amaranto
granifero e a quinoa, ndo. Os fatores de reprodugfo em milheto ‘BRS 1501°, aveia preta ‘Comum’ e ‘Campeira Mor’, girassol
‘IAC Uruguati’ e nabo forrageiro ‘Comum’ foram muito préximos a 1,0. Portanto, o uso dessas espécies, como coberturas de
outono ou inverno, provavelmente devera afetar pouco a populagéo de P. brachyurus no solo.

Palavras-chave: Amaranthus cruentus, Avena strigosa, Chenopodium quinoa, Eragrostis tef, Helianthus annuus, Hibiscus
cannabinus, nematoide das lesdes, Pennisetum glaucum, plantio direto, Raphanus sativus var. oleiferus, resisténcia, Sorghum
bicolor, Sorghum sudanense, suscetibilidade.

Summary — Inomoto, M.M.; L.C.C. Motta; A.C.Z. Machado & C.S.S. Sazaki. 2006. Host status of ten cover crops for Pratylenchus
brachyurus.

No tillage system, or planting directly into an untilled seedbed, has been extensively used in many important agricultural
countries, such as in the United States and Brazil, but there is a lack of information regarding the effect of no tillage on
phytonematode populations. The use of autumn or winter cover crops, a very usual practice in cropland under no tillage in
Brazil, may affect the soil population of these parasites. Thus, three greenhouse experiments were catried out in order to
evaluate the effect of ten species or hybrids used as cover crops in no tillage on the population of the lesion nematode
Pratylenchus brachyurus: grain amaranth ‘BRS Alegria’ (Amaranthus cruentus); black oat ‘Comum’ and ‘Campeira Mor’
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(Avena strigosa); sunflower ‘1AC Uruguai’ (Helianthus annuus); pearl millet ‘BRS 1501’ and ‘BN 2’ (Pennisetum glaucum); oil
radish ‘Comum’ (Raphanus sativus var. oleiferus); kenaf (Hibiscus cannabinus); quinoa ‘BRS Piabiru’ (Chenopodium quinoa);
forage sorghum ‘BRS 800’ (Sorghum bicolor x S. sudanense); dual purpose (forage and silage) sorghum ‘IPA 7301011’ (S.
bicolor); and tef (Eragrostis tef). The cover crops were cultivated in 500-mL-pots and the nematode was inoculated at the rate
of 270 specimens per pot in experiments 1 and 3, and 700 specimens per pot in experiment 2. Reproduction of P. brachyurus on
the cover crops was evaluated 52-67 days after inoculation, by extracting soil and root nematodes and calculating the
reproduction factor (FR). Sorghum ‘IPA 7301011° and ‘BRS 800’ were the most susceptible hosts for P. brachyurus (FR > 3.0)
and grain amaranth ‘BRS Alegria’and quinoa ‘BRS Piabiru’ were the most resistant ones (FR < 1.0). Thus, sorghum should be
avoided in croplands infested with P. brachyurus; conversely, grain amaranth and quinoa may be recommended. The
reproduction factors on pearl millet ‘BRS 1501°, black oat ‘Comum’ and ‘Campeira Mor’, sunflower ‘IAC Uruguai’ and oil
radish ‘Comum’ were very close to 1.0. Thereafter, the use of those species as autumn or winter cover crop probably does not
affect the soil population of P. brachvurus.

Keywords: Amaranthus cruentus, Avena strigosa, Chenopodium quinoa, Eragrostis tef, Helianthus annuus, Hibiscus
cannabinus, lesion nematode, no tillage, Pennisetum glaucum, Raphanus sativus var. oleiferus, resistance, Sorghum bicolor,

Sorghum sudanense, susceptibility.

Introducao

O nematodide das lesdes Pratylenchus brachyurus
(Godfrey) Filipjev & S. Stekhoven ocorre com elevada fre-
qliéncia em culturas importantes no Brasil, a exemplo do
algoddo (Gossypium hirsutum L.), batata (Solanum
tuberosum L.), café¢ (Coffea arabica 1. e C. canephora
Pierre), feijdo (Phaseolus vulgaris 1.) e soja [Glycine max
(L.) Merr.] (Lopes & Lordello, 1980; Menten ef al., 1980;
Silvaet al., 2003; Silva et al., 2004; Kubo et al., 2004). Entre-
tanto sua importéncia, muitas vezes, ¢ subestimada devido
a ocorréncia concomitante de espécies mais daninhas, como
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood ¢ M.
Jjavanica (Treub) Chitwood. Pode-se antever aumento
gradativo da importéncia de P. brachyurus, com o uso cada
vez mais freqiiente do sistema plantio direto (SPD) no Bra-
sil, que foi de aproximadamente 21.863.000 ha na safra 2003/
04 (Federagéo Brasileira de Plantio Direto na Palha, 2005).
No SPD, as culturas sdo, temporalmente, muito préoximas
uma das outras, pois além da cultura de verdo, cultivam-se
outras de outono-inverno ou inverno-primavera, geralmen-
te milho safrinha ou uma cobertura vegetal. Teoricamente,
essa caracteristica do SPD favorece o aumento populacional
dos fitonematdides polifagos existentes no solo, caso de P.
brachyurus, ao qual a maioria das plantas cultivadas, tanto
as de verfio como de inverno, é suscetivel, ou seja, causa
seu aumento populacional. Dependendo do grau de
suscetibilidade das coberturas aos nematdides, as popula-
¢des desses parasitos podem aumentar até densidades su-
ficientemente altas para prejudicar a cultura de verdo
(Gallaherer al., 1988).
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No Brasil, atualmente o milheto [Pennisetum glaucum
(L.) R. Brown] ¢ a cobertura vegetal mais utilizada no SPD,
ocupando anualmente 3 a 4 milhdes de ha, ¢ a soja, a princi-
pal cultura de verdo (Alvarenga er al., 2001; Mingardo,
2005). Outras plantas utilizadas como cobertura vegetal sdo
avela preta (4Avena strigosa Schreb.) e nabo forrageiro
(Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg); opgdes para o
futuro so sorgo forrageiro [Sorghum bicolor (1..) Moench
e S. bicolor x §. sudanense (Piper) Stapf], girassol
(Helianthus annuus 1..), os amarantos (Amaranthus spp.),
quinoa (Chenopodium quinoa Willd.), quenaf (Hibiscus
cannabinus L.), pé-de-galinha [Eleusine coracana (L.)
Gaertn.] e tef [ Eragrostis tef (Zuccagni) Trotter], entre ou-
tras (Alvarenga et al., 2001). No entanto, ha poucas infor-
magdes a respeito do efeito dessas plantas sobre a popula-
¢do de P. brachyurus.

Para pesquisar o assunto, trés experimentos foram de-
senvolvidos em condi¢des de casa de vegetagdo, da Esco-
la Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade
de Séo Paulo, campus de Piracicaba, com o objetivo de es-
timar o efeito de algumas coberturas vegetais na densidade
populacional de P. brachyurus e assim fornecer indicagdes
que possam ser recomendadas para plantio em areas infes-
tadas com o nematoide.

Material e Métodos

No experimento 1, foram testadas oito coberturas vege-
tais: amaranto granifero (Amaranthus cruentus L. ‘BRS Ale-
gria’), aveia preta (Avena strigosa ‘Comum’), girassol
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(Helianthus annuus ‘1AC Uruguai’), milheto (Pennisetum
glaucum ‘BRS 1501°), nabo forrageiro (Raphanus sativus
var. oleiferus ‘Comum’), quinoa (Chenopodium quinoa ‘BRS
Piabiru’), sorgo duplo propdsito — silageiro e forrageiro
(Sorghum bicolor ‘IPA7301011’) e tef (Eragrostis tef). Mi-
lho (Zea mays L. ‘BRS 206’) e tagetes ando (Tagetes patula
L.} foram incluidos como padrdes de suscetibilidade e re-
sisténcia a P. brachvurus (Machado & Inomoto, 2001), per-
mitindo a avaliagdo comparativa da reagdo das espécies
testadas a despeito do efeito de outros fatores, como dura-
¢do do experimento e temperatura do solo. O experimento
seguiu delineamento inteiramente casualizado, com dez tra-
tamentos ¢ cinco repetigdes.

O substrato utilizado no experimento foi uma mistura de
solo argiloso e areia, na proporgdo de 1:1, desinfestado
com brometo de metila (150 mL de CH_Br por 1.000 L de
substrato). Amaranto, quinoa, tef e tagetes anfo foram se-
meados em bandejas e, 30 dias depois, transferidos para
copos plasticos de 500 mL, contendo 400 mL de substrato
desinfestado. Tendo por base o tamanho das plantulas des-
sas espécies, uma plantula de amaranto ou quinoa e duas
de tef ou tagetes anfo foram transplantadas para cada copo.
Aveia preta, girassol, milheto, nabo forrageiro, sorgo
forrageiro e milho foram semeados diretamente nos copos
e, logo apds a germinagio, as plantulas foram desbastadas,
deixando-se duas. Cada copo foi considerado uma parcela
experimental.

O isolado de P. brachyurus foi obtido de raizes de qui-
abeiro [Abelmoschus esculentus (L.) Moench], do munici-
pio de Seropédica, RJ, e mantido em laboratorio, em calos
de alfafa (Medicago sativa 1..) segundo a técnica de Riedel
etal. (1973). Aidentificagdo especifica foi feita com base no
exame microscépico de fémeas montadas em l4minas e com-
paragdo das caracteristicas morfoldgicas observadas com
aquelas descritas por Handoo & Golden (1989). Para obten-
¢do do indculo, juvenis ¢ fémeas do nematoide foram extra-
idos dos calos por meio do método do funil de Baermann,
modificado para recipiente raso (Hooper, 1986). As
inoculagdes foram feitas em 27/10/2000, pela pipetagem de
4 mL da suspensdo aquosa, totalizando 270 nematdides por
parcela, em dois orificios de 2 cm de profundidade, distan-
tes 1 cm das pléntulas. As plantas foram mantidas, durante
o periodo experimental, em casa de vegetagio dotada de
sistema de refrigeracio e regulada para entrar em funciona-
mento sempre que a temperatura no seu interior atingisse
31°C.

A avaliagdo foi feita em 18/12/2000, ou seja, 52 dias apos
a inoculag&o (dai). Os copos foram imersos em balde de 10
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L contendo 4 L. de agua de torneira, para separagdo do
substrato das raizes. Depois de lavadas com agua de tor-
neira e enxugadas com papel absorvente, as raizes foram
armazenadas em geladeira a 6°C. O substrato foi processa-
do por peneiramento [peneiras com malha de 0,85 mm (20
“mesh™) e 0,038 mm de abertura (400 “mesh”)} e
centrifugacdo em sacarose para extragdo dos nematoides
(Jenkins, 1964). Ao término do processamento do substrato,
as raizes foram pesadas e 5 g processados pelo método de
liquidificador, peneiramento [malhas com 0,85 (20 “mesh™)
€ 0,025 mm (500 “mesh”)] e centrifugagéio (Coolen & D’Herde,
1972). Os nematoides extraidos foram contados sob micros-
copio optico, com auxilio de ldmina de Peters, obtendo-se
as estimativas populacionais finais (Pf) nas raizes e no
substrato, em cada parcela. As Pf das raizes e do substrato
foram somadas para chegar a Pftotal; esse valor foi dividi-
do pela Pi (= 270), obtendo-se o fator de reproducio (FR)
do nematodide em cada parcela. Os valores de FR foram sub-
metidos a analise de varidncia com auxilio do programa
Sanest (Ciagri e Departamento de Matematica e Estatistica,
ESALQ/ USP, Piracicaba, SP). Como os dados do experi-
mento apresentavam grande variagdo, foram transforma-
dos para /n (x + 1) antes da analise. Apos analise, as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan a
5% de significancia (P = 0,05). As espécies com FR equiva-
lente ao do milho foram consideradas suscetiveis a P.
brachyurus e as com fator equivalente ao tagetes ando,
resistentes.

Os experimentos II ¢ IIT foram realizados com metodologia
idéntica a descrita acima, exceto pela inclusdo ou excluséo
de algumas espécies. O objetivo foi confirmar os resulta-
dos obtidos no experimento I. No experimento I, nove dife-
rentes coberturas foram testadas, com exclusdo da quinoa
e inclus&o do quenaf (Hibiscus cannabinus L. codigo ‘FT84-
65709, sementes fornecidas pela Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF) e da aveia preta ‘Campeira Mor’ (= ‘Embrapa
140); além disso, o inéculo (P1=700) foi maior que o utiliza-
do no experimento I. A inoculagao foi feita em 25/5/2001 e a
avaliacdo 59 dai, ou seja, em 23/7/2001.

No experimento III, oito coberturas foram testadas: as
mesmas do experimento I, exceto aveia preta ‘Comum’,
quinoa e tef, que nfo foram testadas, e aveia preta ‘Campeira
Mor’, milheto ‘BN 2’ e sorgo forrageiro ‘BRS 800’ [S. bicolor
x S. sudanense (Piper) Stapf], que foram incluidas. Neste
experimento, ndo se obteve germinagdo satisfatoria das
sementes de tagetes ando, razdo pela qual o padrio de re-
sisténcia para P. brachyurus passou a ser amaranto ‘BRS
Alegria’, que foi equivalente ao tagetes anfio nos experi-
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mentos anteriores {Tabela 1). A quantidade de indculo foi a
mesma do experimento I (270 nematdides por parcela). A
inoculagdo foi feita em 26/11/2004 ¢ a avaliagdo em 1/2/
2005, 67 dai. A duragéo dos experimentos 11 e III foi mais
longa que do experimento I, porque neste o FR foi baixo,
mesmo na planta padréo de suscetibilidade, demonstrando
a necessidade de periodos longos para P. brachyurus atin-
gir populagdes elevadas.

Resultados e Discussio

De maneira geral, o FR de P. brachyurus nas coberturas
foi menor no experimento II que nos demais, provavelmen-

te porque a reprodugfo do nematdide foi desfavorecida pela
¢época do experimento (maio a junho, meses que na regifio
de Piracicaba sdo mais frios que dezembro a janeiro, época
em que foram conduzidos os experimentos I ¢ I11). A maior
populagdo inicial no experimento II, provavelmente, tam-
bém tenha contribuido para a menor reprodugdo do
nematoide (Tabela 1).

Os resultados mais constantes foram do sorgo ‘IPA
7301011°, mitheto ‘BRS 1501’ e amaranto ‘BRS Alegria’, pela
repeticdo das reagdes nos trés experimentos. Sorgo ‘IPA
7301011’ foi o gendtipo mais suscetivel a P. brachyurus no
experimento I e esse resultado confirmou-se nos demais. O
sorgo ‘BRS 800°, testado apenas no experimento III, mos-
trou-se tdo suscetivel quanto o sorgo ‘IPA 7301011 e o

Tabela 1. Fator de reprodugéo (FR = P{/Pi) de Pratylenchus brachyurus em plantas utilizadas como cobertura
vegetal. Experimento I: inoculagio em 27/10/2000, avaliagdo em 18/12/2000 (52 dai); experimento 1I: inoculagdo
em 25/05/2001, avaliag@io em 23/07/2001 (59 dai); experimento I1I: inoculagdo em 26/11/2004, avaliagdo em

01/02/2005 (67 dai).

Culturas de Cobertura

Experimento I (Pi

Experimento II (Pi

Experimento I11

= 270) = 700) (Pi=270)
Sorgo ‘IPA 7301011° 5,43 a 3,68a 5,55a
Sorgo ‘BRS 800’ - - 3,34 abc
Milho ‘BRS 206’ 4,75a 2,89a 4,57 a
Quenaf - 1,45b -
Tef ’ 2,54 ab 0,70 ¢ -
Milheto ‘BRS 1501° 1,02 be 1,11 be 2,10 abc
Milheto ‘BN 2’ - - 0,43 cd
Girassol ‘TAC Uruguai’ 1,28 be 0,48 ¢ 0,60 cd
Aveia preta ‘Comum’ 1,04 be 0,10d - »
Aveia preta ‘Campeira Mor’ - 0,07d 0,57 cd
Nabo forrageiro ‘Comum’ 1,02 be 0,07d 0,034
Quinoa ‘Piabiru’ ' 0,55 cd - -
Amaranto ‘Alegria’ 0,12 cd 0,03d 0,01d
Tagetes ando 0,00d 0,01d -

Os dados foram transformados para /n (x + 1) antes da andlise, mas os valores apresentados sdo médias dos
dados originais (média de cinco repetigdes); valores seguidos de letras diferentes na coluna diferem

significativamente pelo teste de Duncan (P = 0,05).
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padréo de suscetibilidade (Tabela 1). Infelizmente, os da-
dos disponiveis na literatura sobre o sorgo séo francamen-
te contraditorios. Com efeito, em casa de vegetagdo, Sharma
& Medeiros (1982) testaram 16 gendtipos de sorgo silageiro
(chamado no trabalho de sacarino: as cultivares ‘BR 500°,
‘BR 5017, ‘BR 502°, ‘BR 503", ‘BR 601, ‘BR 602’¢ ‘SART’;
os hibridos intra-especificos ‘CMS xS 516°, ‘CMS x § 603,
‘CMSxS623’,‘)CMSxS8717°,‘CMS xS 719°, ‘CMS x S 723°,
‘CMS xS 733", ‘CMS xS 734’ ¢ ‘CMS x S 735) e obtiveram,
45 dias apos a inoculagdo com 67 espécimes de P.
brachyurus por planta, FR entre 7,2 e 26,17. Por outro lado,
outros trabalhos experimentais mostraram aumentos
populacionais muitos discretos ou mesmo supressdo de P.
brachyurus, em condigdes semelhantes ao do presente tra-
balho (testes de casa de vegetagio, com duracdo de 60 a 90
dias e Pi entre 20 ¢ 200 nematdides por planta ou parcela).
Em casa de vegetagdo, Endo (1959) verificou redugio
populacional de P. brachyurus apés 60 dias em S. bicolor
‘Common’ (FR =0,12), mas crescimento em S. sudanense
‘Common’ (FR =2,18) ¢ em duas cultivares de Z. mays (FR =
2,69 ¢ 2,10 em milho ‘N.C. 27’ e ‘Ioana’). Em experimento
semelhante, mas com duragéo de 90 dias, obteve-se aumen-
to populacional de 1,96 vezes em sorgo ‘MS 399’ e 1,55 em
milho ‘TAC 155’ (Charchar & Huang, 1980).

Motalaote ef al. (1987) testaram dez gendtipos de S.
bicolor do tipo granifero em casa de vegetagdo ¢
microparcelas, obtendo, apds 56 a 70 dias, supressdo de P.
brachyurus em cinco genotipos, com FR entre 0,3 ¢ 0,8 em
‘G522 DR’, ‘P 8333, ‘Tx2784’, “Topaz’e ‘W 839DR’, e
pequeno aumento populacional em quatro, com FR entre
1,2e2,1 em ‘CS3541°, ‘RTx 430’ e “Top Hand’. Ndo houve
variag¢do populacional significativa no sorgo ‘Green Leaf”
(FR = 1,0) e os resultados podem ser considerados incons-
tantes em ‘P 8222°, com FR entre 0,6 e 2,5 em quatro experi-
mentos. Em outra pesquisa de casa de vegetagdo, agora
sob quatro diferentes regimes hidricos (regas a cada dois,
trés, quatro ou seis dias), o FR de P. brachyurus em sorgo
granifero ‘NK 304’ se manteve proximo a 1,0 (McDonald &
Van den Berg, 1993).

As diferencas acima apontadas para sorgo podem ser
atribuidas em parte & metodologia de avaliagdo. Por exem-
plo, em Matalaote et al. (1987), a extrag@o dos nematdides
das raizes foi feita por incubag¢fo em cdmara nebulizada e,
no presente trabalho, pelo método de liquidificador,
peneiramento e centrifugagfo. No entanto, a maior parte
das diferengas provavelmente se deveu a diversidade ge-
nética existente em S. bicolor. Os genétipos testados por
Sharma & Medeiros (1982), que apresentaram elevados fa-

Nematol. Bras., Brasilia, 2006, Vol. 30(2):151-157

tores de multiplicacdo de P. brachyurus, eram do tipo
silageiro, enquanto os gendtipos utilizados nos demais tra-
balhos eram predominantemente graniferos. E importante
ressaltar que no presente trabalho, foi utilizado um genétipo
de sorgo duplo proposito (silageiro e forrageiro), Sorghum
bicolor ‘IPA 7301011, e um forrageiro, Sorghum bicolor x
S. sudanense ‘BRS 800°,

Amaranto ‘BRS Alegria’, nos trés experimentos, € quinoa
‘BRS Piabiru’, no experimento I, foram as espécies mais
resistentes a P. brachyurus (Tabela 1). A resisténcia de
amaranto granifero a P. brachyurus ja havia sido relatada
anteriormente em casa de vegetacdo para trés genotipos de
A. cruentus (Rodriguez-Kabana er al., 1988), mas a reagéo
da quinoa a este nematoide néo havia sido avaliada anteri-
ormente. '

Os resultados obtidos com o girassol, nabo forrageiro,
aveia preta e tef variaram entre os experimentos. Houve
pequeno aumento populacional de P. brachyurus em giras-
sol ‘IAC Uruguai,’ no experimento I ¢ redugdo nos demais.
Embora haja aparente desacordo nos resultados, é impor-
tante observar que o girassol sempre apresentou FR menor
que o padrdo de suscetibilidade ¢ maior que o padrdo de
resisténcia, exceto no experimento 3. Neste, seu FR foi equi-
valente ao do amaranto granifero (Tabela 1). Portanto, é
possivel caracteriz-lo como moderadamente resistente ao
nematodide. Trabalho anterior de Charchar & Huang (1981)
ndo logrou caracterizar a reagdo do girassol (cultivar ndo
determinada), devido a reduzida diferenga estatistica obti-
da entre as plantas comparadas.

O nabo forrageiro ‘Comum’ comportou-se como mode-
radamente suscetivel no experimento I e resistente nos de-
mais, diferenca que pode ser atribuida a variagdo genética
existente dentro da cobertura em questdo. Esse material
tem sido multiplicado pelos agricultores e provavelmente é
originario do nabo ‘Siletina’, cultivar trazida da Alemanha
para o Brasil no inicio da década de 1980. Porém, perdeu
sua identidade e pureza genética, devido a cruzamentos
com outros genotipos de R. sativus e mesmo outras espéci-
es de Raphanus (José Nivaldo Pola, Pesquisador, Instituto
Agrondmico do Parang, Londrina, PR, informag&o pesso-
al). Ndo ha relatos anteriores sobre a reagdo de nabo
forrageiro a P. brachyurus.

Os resultados da aveia preta ‘Comum’ foram discordan-
tes nos experimentos I e 11, pois o FR de P. brachyurus,
nessa planta, foi intermediario em I, menor que o padrio de
suscetibilidade e maior que o de resisténcia, e igual ao do
padrdo de resisténcia em II. Tal diferenga pode ser atribuida
a variagfio genética existente dentro desse material, que na

155



Reacdo de Dez Coberturas Vegetais a Pratylenchus brachyurus

verdade ¢ um conjunto de populagdes heterogéneas de
Avena strigosa (José Carlos de Oliveira, Pesquisador, Insti-
tuto Agrondmico do Parana, Londrina, PR, informac&o pes-
soal). Aveia ‘Campeira Mor’ comportou-se como resistente
nos dois experimentos em que foi testada (Tabela 1). Ndo
existem estudos anteriores sobre a reagfo de aveia preta a
P. brachyurus.

O tef apresentou FR equivalente ao do padrio de
suscetibilidade no experimento I, mas significativamente
menor em II. Atribui-se essa diferenga a provével
desuniformidade genética do material utilizado. O quenaf
foi intermediario entre os dois padrdes (Tabela 1). Nao ha
dados na literatura sobre a reacgéio de tef a P. brachyurus e
ha apenas um registro de ocorréncia do nematéide em quenaf
(Sher & Allen, 1953).

O milheto reduziu (FR = 0,43 em ‘BN 2°) ou aumentou
ligeiramente (FR =1,02a2,10 em ‘BRS 1501°) a populago
de P. brachyurus (Tabela 1), podendo ser caracterizado como
moderadamente resistente. Ndo ha dados anteriores sobre
a reacdo desses gendtipos de milheto a P. brachyurus. Po-
rém, dois hibridos intra-especificos de P. glaucum, HGM
100 e TifGrain 102, reduziram a populago do nematoide (FR
< 1,0 apos 60-61 dias) em casa de vegetacdo (Timper &
Hanna, 2005). Vale destacar que ambos os hibridos eram
graniferos, diferentemente de ‘BN 2’ ¢ ‘BRS 1501°, que sdo
utilizados no Brasil exclusivamente como plantas de cober-
tura ou forrageira. Além disso, o método de extragio utiliza-
do foi incubagio em cdmara nebulizada, considerado pelos
proprios autores como pouco eficiente; neste experimento
amultiplicagfo de P. brachyurus foi baixa em todas as plan-
tas testadas, inclusive no milho (FR = 1,5).

Os resultados ora apresentados podem ser utilizados
para a programacgio de manejo de areas infestadas por P.
brachyurus. O milheto, sendo moderadamente resistente a
P. brachyurus, provavelmente causara pequeno acréscimo
populacional ou mesmo redugéo, dependendo do gendétipo
da cobertura e da época do ano. O mesmo ¢é valido para
girassol ‘IAC Uruguai’, nabo forrageiro ‘Comum’ e as avei-
as pretas (‘Comum’ e ‘Campeira Mor’), que se mostraram
iguais ou mais resistentes a P. brachyurus que o milheto
‘BRS 1501°. Por outro lado, em areas em que se substitua o
milheto pelo sorgo silageiro ou forrageiro, é de se esperar
rapido aumento populacional de P. brachyurus e das per-
das a ele associadas. As coberturas recomendadas para o
manejo de P. brachyurus sdo quinoa ‘BRS Piabiru’ ¢
amaranto ‘BRS Alegria’.
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Resumo — Cameiro, R M.D.G; L.F.G Mesquita; P.A.S. Cirotto; S.I.V.Pereira; P.S. Pereira; D.B. Silva & R.F.Vieira. 2006.. Detecgio
de Meloidogyne spp. em Pfaffia spp. no Distrito Federal e patogenicidade de M. javanica a P. glomerata e P. paniculata

Conhecidas como “Ginseng Brasileiro”, Pfaffia glomerata e Pfaffia paniculata sdo plantas medicinais que possuem
propriedades tOnicas e anti-cancerigenas, respectivamente. Detectou-se no Distrito Federal, Meloidogyne javanica, M.
incognita e Meloidogyne sp., causando sérios danos ao sistema radicular dessas plantas, onde estdo armazenados os
principios ativos medicinais. Essas espécies de Meloidogyne ocorreram em populagdes mistas, em condi¢des de campo, com
a predominéancia de M. javanica. A identificagdo das espécies foi feita através da caracterizago isoenzimatica (esterases) e
configuragdo da regido perineal. O objetivo deste trabalho foi avaliar a patogenicidade de M. javanica a P. glomerata e P
paniculata. Plantas de dois meses de idade (6 repeti¢des/ espécie) receberam aproximadamente 30.000 ovos/planta de M.
Javanica. As plantas ndo inoculadas serviram como testemunhas para cada espécie de fafia. Apds um periodo de 8 meses em
telado, as raizes foram coletadas, avaliadas a massa, a sintomatologia e a reprodugfo do nematdide. P. glomerata e P.
paniculata apresentaram alta suscetibilidade a M. javanica. As duas espécies apresentaram reagdes diferentes, pois em P,
glomerata ocorreu grande nimero de galhas e em P. paniculata raizes engrossadas e necrosadas. Diferengas importantes
foram observadas na massa fresca das raizes. Em P. glomerata infectada, a massa das raizes foi inferior ao da testemunha e, em
P, paniculata, foi superior ao da planta sadia. Quanto & concentrag@o do principio ativo (4 - ecdisterona) nas raizes, pode-se
observar um significativo aumento nas plantas parasitadas pelo nematdide, sobretudo em P. glomerata.

Palavras chave: Nematoide das galhas, Pfaffia spp, fenoétipo de esterase, danos, sintomas, raizes, & - ecdisterona

Summary —Carneiro, RM.D.G; L.F.G Mesquita; P.A.S. Cirotto; S.I.V.Pereira; P.S. Pereira; D.B. Silva & R F.Vieira. 2006. Detection
of Meloidogyne spp. on Pfaffia spp in the Federal District, Brazil and pathogenicity of M. javanica on Pfaffia glomerata and
Ppaniculata

Pfaffia glomerata and P. paniculata, better known as “ Brazilian Ginseng”, are medicinal plants with tonic and anti-cancer
properties, respectively. Meloidogyne javanica, M. incognita and Meloidogyne sp. were detected in the Federal District of
Brazil, causing serious damage to the roots of these plants, where the active medicinal ingredients are stored. Meloidogyne
spp. sometimes occurred in mixed populations in field conditions, with predominance of M. javanica. The identification of
Meloidogyne species was made using isozyme characterization (esterases) and perineal patterns. The objective of this paper
was to evaluate the pathogenic ability of M. javanica in P. glomerata and P. paniculata. Two-month old plants of each species
(replicated 6 times) received approximately 30,000 eggs of M. javanica per plant. No inoculated plants were used as control.
After a period of 8 months, in greenhouse conditions, the roots were collected, weighed and evaluated for nematode symptoms
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and reproduction. P. glomerata and P. paniculata showed high susceptibility to M. javanica. The two species presented
different reactions to the nematode attack: while P. glomerata showed a great number of galls, P paniculata presented
necrosed and enlarged roots. Important differences were observed in fresh weight of roots. For P. glomerata the weight was
lower in infected roots when compared with the control. For P. paniculata, healthy roots presented lower weight. Considering
the concentration of B-ecdisterone in roots, a significant increase was observed in the plants infected by the nematode,

especially for P. glomerata.

Keywords: root-knot nematodes, Pfaffia spp., esterase phenotype, damage, symptoms, roots, 4 - ecdisterone.

Introducéao

As espécies Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen e
Pfaffia paniculata Kuntze, conhecidas como “Ginseng
Brasileiro”, sfo plantas medicinais nativas pertencentes a
familia Amaranthaceae. Suas raizes possuem amplo uso
popular, sendo empregadas como ténicas, estimulantes,
afrodisiacas, antidiarréicas e ainda possuem propriedades
terapéuticas no tratamento de diabetes ¢ hemorrdidas
(Shiobara, 1993 e Nishomoto, 1992). Considerando a grande
demanda do mercado externo e interno, e a forma de
exploracdo por extrativismo, essas espécies sdo de alta
prioridade para conservagio de recursos genéticos (Vieira
etal. 2002).

Pfaffia glomerata é planta perene de habito arbustivo e
contém diversos horménios, dos quais se destaca a B-
ecdisona predominante em suas raizes. Pfaffia paniculata
possui habito trepador, tendo como principal constituinte
o acido pfaffico, e suas raizes possuem propriedades
anticancerigenas (Takemoto & Odajima, 1984).

Entre os paises que importam essas plantas se destaca
o Japdo, onde espécies do género foram amplamente
estudadas tanto do ponto de vista fitoquimico quanto
farmacolédgico. O Brasil € o maior produtor e exportador
de Pfaffia, entretanto, existem varios fatores fitossanitarios
limitantes que podem prejudicar o cultivo do “ginseng
brasileiro”. Entre os patdgenos, se destacam os nematdides
do género Meloidogyne, causando galhas ¢ apodrecimento
nas raizes (Aratjo et al., 1994), onde estdo armazenados
os principios ativos medicinais. O objetivo deste trabalho
foi identificar as espécies de nematodides de galhas que
ocorrem em Pffafia spp. no Distrito Federal e avaliar os
danos causados por Meloidogyne javanica a duas
espécies de ginseng: P. glomerata e P. paniculata.

160

Material e Métodos

Obtencio e propagacio das plantas

Em 2001, clones de Pfafia glomerata e de P. paniculata,
procedentes da Unicamp — CPQBA e mantidas em vasos na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Estacas da
parte aérea de ambas espécies foram plantadas em bandejas
com solo esterilizado. Apos o pegamento, as mudas foram
transplantadas para vasos de 14 litros de solo esterilizado,
corrigido e adubado, totalizando 12 plantas para cada
espécie (1planta/vaso).

Identificacéio de espécies de Meloidogyne spp.

Plantas de P glomerata e Ppaniculata provenientes
do Distrito Federal, apresentando sintomas de
meloidoginose no sistema radicular, foram analisadas no
laboratorio de Nematologia da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia. As fémeas dos nematoides individualizadas
foram extraidas das galhas, processadas e identificadas
através do perfil enzimatico, de acordo com metodologia
descrita por Carneiro & Almeida (2001). A seguir, a espécie
M. javanica e M. incognita foram purificadas, de acordo
com a mesma metodologia. Cortes da regifio perineal das
populagdes purificadas foram realizados em fémeas adultas
de Meloidogyne spp., em 45% de éacido latico e montados
em glicerina (Taylor & Netscher, 1974).

Patogenicidade de M. javanica ao ginseng brasileiro
Seis plantas de cada espécie de P. glomerata e P.
paniculata, com 2 meses de idade, receberam indculo de
aproximadamente 30.000 ovos/planta de M. javanica,em
vaso de 16 litros mantidos em casa de vegetagio, sendo
que outras seis, serviram como testemunhas (n#o
inoculadas). Apds 8 meses da inoculagdo, a altura da parte
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aérea das plantas ¢ a massa fresca das raizes foram avaliadas.
As raizes das plantas inoculadas com o nematéide foram
coradas com floxina B, para visualizagdo ¢ contagem das
massas de ovos e galhas ¢ determinagfio do indice de
Hartman & Sasser (1985). Posteriormente, os ovos foram
extraidos de cada raiz infectada, pelo método de Hussey &
Barker (1973), quantificados em ldminas de Peters, sendo
realizado o célculo do fator de reproducdo (FR) do
nematdide, que é o cociente entre a populagéo final e inicial.

Dosagem de B-ecydisterona: extragio e anilises por CLAE

Vinte gramas de raizes frescas de cada planta (24) foram
secas em estufa de ar circulante a 38°C. As raizes moidas
(200 mg) de cada amostra foram submetidas a extragdo com
5 ml de metanol em ultrassom por 30 minutos. Quatro mililitros
do extrato foram filtrados e o solvente evaporado a
temperatura ambiente.

Os extratos obtidos foram ressuspensos em 1 ml de
MeOH:H,O (1:1), submetidos a parti¢io com 1mL de hexano,
a fase hidroalcdolica filtrada em filtro de nailon, 0,45 um
(Alltech) e analisadas por CLAE . Cada amostra foi
submetida a extra¢@o em triplicata.

Na analise por CLAE, foi utilizado cromatografo liquido
Shimadzu com detector de arranjo de diiodo (modelo SPD-
MI10A vp) e injetor automatico (modelo SIL-10AD vp). A
coluna utilizada foi Supelcosil™ LC18 (4,6 x 250mm,
Supelco). A fase movel foi MeOH:H,O (acido acético, 0.1%),
10:90 a 30:70 gradiente linear por 15 min; 30:70 isocratico
por 10 min; 30:70 a 100:0 gradiente linear por 25 min e 100:0
a 10:90 gradiente linear por 5 min, sendo o tempo total de
andlise de 60 min. O fluxo foi 1,0 ml/min e a detecgéio a 240
nm. O método utilizado para a analise foi a padronizagdo
externa, sendo selecionados 3 pontos para curva.

Resultados e Discussio

Identificacio de espécies de Meloidogyne spp.

A analise dos perfis de esterase (Est) mostraram, nas
quatro amostras analisadas de P. glomerata e P. paniculata
uma mistura de M. javanica (EstJ3,Rm: 1,0,1,25,1,4)e M.
incognita (Est I1, Rm: 1,0, 1,1), predominando a primeira
espécie. Em uma amostra de P. glomerata, proveniente do
Distrito Federal, foi registrada a presenga de um perfil de
esterase atipico (Est G3, Rm: 1,1, 1,2, 1,3), sendo a banda do
meio (Rm: 1,2), muito mais intensa que as outras duas (Fig.
1). Quanto & posigdo das bandas, esse perfil se assemelhou
muito a M. arenaria (Cameiro et al, 2000). Mas em M.
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arenaria, as trés bandas apresentam a mesma intensidade.
A regifio perineal dessa populagdo apresentou uma
cofiguragdo atipica, ora lembrando a M. incognita oraa M.
arenaria. Mais estudos morfoldgicos sdo necessarios para
esclarecer a identidade taxondmica dessa populagio.

Patogenicidade de M. javanica a P. glomerata e
P. paniculata

Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.
Observou-se que ndo houve influéncia dos danos causados
pelo nematoide na altura das plantas. A parte aérea de ambas
as espécies ndo apresentou sintomas de meloidoginose,
ou seja, redugdo de tamanho, queda das folhas e sintomas
de deficiéncia de minerais, tipicos de Meloidogyne spp.
(Lordello, 1973). De maneira geral, pdde-se observar que a
testemunha de P. paniculata apresentou massa média de
raizes muito inferior ao das plantas parasitadas, ndo
ocorrendo formagdo de galhas. O contrario ocorreu com P,
glomerata, com as plantas parasitadas apresentando
massas frescas médias de raiz, estatisticamente inferiores
as plantas testemunhas. Esse sintoma de redugéo de sistema
radicular é caracteristico da meloidoginose e deve-se
sobretudo ao mau desenvolvimento das raizes pimarias e
secundarias (Lordello, 1973).

De uma maneira geral, P. glomerata e P. paniculata
responderam de forma diferenciada ao parasitismo do
nematodide. Pfaffia glomerata apresentou maior indice de
galhas (4,8) e sintomas caracteristicos (Figuras 2C ¢ 2D).
No caso de P. paniculata, ndo ocorreu a formagéio de galhas
e sim, engrossamentos de raizes, com lesdes € necroses
nos locais parasitados por M. javanica (Figura 2 E e 2F). Os
fatores de reproducdo do nematoide foram em média de
10,0 em P, paniculata e 7,9 em P. glomerata, o que caracteriza
serem os acessos estudados das duas espécies altamente
susceptiveis ao nematdide. Entretanto, as duas espécies
de Pfaffia ndo apresentaram reducdo de porte e nenhum
outro sintoma de meloidoginose na parte aérea (Fig. 2 A, B).

Quanto a concentragdo de 4 - ecdisterona pdde-se
observar significativo aumento nas plantas parasitadas pelo
nematdide, sobretudo em P. glomerata. O estimulo ao
aumento do teor de 4 - ecdisterona pode estar relacionado
a resposta quimica da planta ao ataque dos nematoides,
pois é conhecido que metabolitos secundarios possuem
importante fun¢fio ecoldgica na adaptagio de plantas,
atuando como protetores na herbivoria e infec¢do por
patdgenos (Taiz ¢ Zeiger, 1998). Alguns esterdides sdo
produtos do metabolismo secunddrio e estdo associados a
defesa da planta, como os fitoesteréides. Esse aumento foi
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Tabela 1. Comportamento de duas espécies de Pfaffia quanto ao parasitismo de Meloidogyne javanica

Altura das Massa Indice de Numero Fator de | Concentracio
Plantas plantas (m) | média das | Galhas e de | total de ovos | reproducieo | média de B
raizes massas de ecdisterona
frescas (g) ovos mg/g de peso
seco das
raizes

P. paniculata

Sadias 1,89a* 92,72 a 0eO 0eO 0e0 948 a

Infestadas | 1,81 a 414,50b 1,70 ¢ 4,70 301.666 10,0 11,45b
P. glomerata

Sadias 1.86a 718,71b 0 0 0 20,88 a

Infestadas 1,96 a 460,52a 4,80 ¢ 4,30 239.540 7,96 38,25b

*Médias (seis repeticdes/tratamento) seguidas de letras diferentes, duas a duas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %

de probabilidade.
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Figura 2. A - Parte aérea de plantas de P. glomerata. (A) e de

Figura 1. Fenétipo de esterase de Meloidogyne sp. (Est P. paniculata.(B). Raiz sadia de P. glomerata a esquerda ¢

G3). M. javanica (Est J3) foi usada como referéncia. raiz parasitada por M. javanica a direita (C). Galhas em P,
glomerata (D). Planta sadia de P. paniculata a esquerda e

raiz parasitada por M. javanica a direita (E). Necroses e
engrossamentos em P. paniculata (F).
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relativo, uma vez que o nematéide reduziu significativamente
a massa fresca das raizes parasitadas em P. glomerata
(Tabela 1). Considerando que as Pfaffia sdo plantas perenes,
os danos causados pelos nematdides ao longo do tempo
podem ser ainda maiores do que os observados neste
trabalho, no qual as plantas foram avaliadas com 10 meses
de idade. Mais estudos s@o necessdrios no sentido de
quantificar os constituintes quimicos de Pfaffia spp. e
relaciona-los com os danos causados pelos nematdides no
sistema radicular, durante um periodo de tempo maior.
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Resumo — Souza, R.M.; M.S. Nogueira; .M. Lima; M. Melarato & C.M. Dolinski. 2006. Manegjo do nematoide das Galhas da
goiabeira em Sdo Jodo da Barra (RJ) e relato de novos hospedeiros.

Objetivando-se a viabilidade econdmica da goiabicultura em 4reas infestadas por Meloidogyne mayaguensis, um plantio
comercial de goiabeiras naturalmente parasitado pelo nematdide foi conduzido por 17 meses com diferentes combinagdes de
adubagdes minerais de cobertura e foliar, aplicagdes de esterco curtido e torta de neem e plantio de menta e mucuna-preta. As
aplicagdes de esterco reduziram a populagdo de juvenis de segundo estddio de M. mayaguensis no solo, mantendo-se a
produtividade do pomar em 65% daquela obtida em plantios isentos do nematéide. Em outra area naturalmente infestada por
M. mayaguensis, o pousio sem plantas invasoras e sem irrigag@o por 14 meses ndo eliminou o nematdide do solo. A caracterizaggo
eletroforética de fémeas de Meloidogyne extraidas de raizes de plantas invasoras ¢ cultivadas em meio a pomares revelou 14
novos hospedeiros naturais de M. mayaguensis, distribuidos em 12 familias boténicas.

Palavras-chave: Meloidogyne mayaguensis, nematdide da goiabeira, Psidium guajava, controle.

Summary — Souza, R M.; M.S. Nogueira; .M. Lima; M. Melarato & C.M. Dolinski. 2006. Management of the guava root-knot
nematode in Sdo Jodo da Barra, Brazil, and report of new hosts.

In an effort to sustain profitable guava production in Meloidogyne mayaguensis-infested areas, a commercial orchard was
conducted for 17 months with different combinations of soil and foliar fertilization, application of cow manure and neem oil-
cake, and cultivation of mint and velvetbean under the canopy. Manure applications reduced the soil population of M.
mayaguensis second-stage juveniles, while sustaining productivity at 65% of that obtained in nematode-free areas. In another
nematode-infested area, weed-free, no-irrigation fallowing for 14 months did not eliminate M. mayaguensis in the soil. Isozyme
esterase phenotyping of Meloidogyne females recovered from weeds and cultivated plants in M. mayaguensis-infested areas
revealed 14 new hosts of M. mayaguensis, distributed in 12 botanic families.

Keywords: Meloidogyne mayaguensis, guava nematode, Psidium guajava, control.

Introdugﬁo apresenta-se como séria ameaga a goiabicultura e a outras
culturas do agronegdcio nacional. De fato, esse nematdide
O nematéide-das-galhas da goiabeira (NGG) provocou a destruigdo de centenas de hectares de pomares

no nordeste brasileiro, podendo-se antever problemas mai-

Meloidogyne mayaguensis Rammah & Hirschmann, 1988, .
ores caso este parasito se estabelega em lavouras de cafe-
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eiro, tomateiro e soja, dentre outros hospedeiros (Brito et
al., 2004; http://www.doacs.state.fl.us/pi/enpp/nema/m-
ayaguensis.html, visitado em 05/09/2005). No Estado do Rio
de Janeiro, 0 NGG estd presente nos municipios de Cacho-
eiras de Macacu e S0 Joo da Barra. Com a agricultura
baseada nas lavouras e agroindustrias da goiaba, S&o Jodo
da Barra sofreu forte impacto pela morte de extensos poma-
res (Limaetal., 2003).

Desde o relato do NGG no Brasil em 2001 (Carneiro et
al., 2001), tem-se buscado genodtipos de mirtaceas que lhe
sejam resistentes, bem como preconiza-se o controle cultu-
ral (Maranhio ef al., 2001; 2003; http://www.ipa.br/RESP/
resp23.htm, visitado em 05/09/2005). Esse trabalho relata
iniciativas visando o manejo de pomares afetados pelo NGG
em S&o Jodo da Barra, bem como relata novos hospedeiros
naturais de M. mavaguensis.

Material e Métodos

Deteccio de Novos Hospedeiros

Plantas invasoras e cultivadas foram coletadas em meio
a pomares parasitados pelo NGG. Em laboratorio, as raizes
foram examinadas e, quando fémeas de Meloidogyne em
ovoposicdo foram detectadas, procedeu-se a sua extragio
¢ preparo para eletroforese da isoenzima esterase, segundo
Carneiro & Almeida (2001). A parte aérea das plantas foi
enviada ao Setor de Botdnica da Universidade Estadual do
Norte Fluminense para identificagdo taxondmica.

Pousio de Area Infestada

Numa area plana de 1.300 m?, de solo com 98% de areia
e pH 7.4, 36 goiabeiras mortas pelo NGG foram arrancadas
com o auxilio de um trator. A irrigagdo foi suspensa e o solo
foi arado, gradeado e mantido sem ervas daninhas por 14
meses mediante aplicacdes de herbicidas. O nivel
populacional de juvenis de segundo-estadio (J2) do NGG
no solo foi determinado aos seis, oito e dez meses apos o
arranquio das goiabeiras. Para tal fim, a area foi subdividida
em parcelas de 11 m-, das quais trés amostras simples/par-
cela foram coletadas até¢ 40 cm de profundidade, com um
trado tipo holandés. Em laboratdrio, as amostras simples de
cada parcela foram homogenizadas e processadas por
flutuagdo, peneiramento e centrifugagio para extragio e
contagem de J2/100 cc de solo. Aos 14 meses de pousio,
mudas de goiabeira cv. Paluma isentas do NGG foram trans-
plantadas na-area e a incidéncia de galhas radiculares
monitorada periodicamente.
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Convivio em Area Infestada

O experimento foi instalado em um pomar comercial de
goiabeiras cv. Paluma de dois anos ¢ meio de plantio,
conduzida no espagamento de 6 x 6 m, sem podas drésticas,
irrigada por aspersdo e cultivada nas mesmas condi¢des de
solo citadas acima. Das 42 plantas disponibilizadas pelo
agricultor, todas parasitadas por M. mayaguensis, 35 ja apre-
sentavam uma leve queda de folhas, as quais apresenta-
vam uma coloragéo verde menos intensa. Em uma reboleira
central, sete plantas j4 apresentavam a sindrome irreversivel
que mata as plantas (mudangas na coloragio e acentuada
queda de folhas e apodrecimento do sistema radicular).
Analises completas de solo e foliar de todo o pomar indica-
ram caréncias nutricionais de zinco, manganés, magnésio e
cobre, ¢ excessos de calcio, ferro ¢ boro.

Na instalagdo do experimento em 06/10/2003, as 42 plan-
tas foram adubadas com 300 g de superfosfato simples e
inteiramente casualizadas em dois tratamentos nutricionais,
a saber: A: 21 plantas receberam oito aplicagdes de fertili-
zante 20-0-20 (formulado com sulfato de amdnio) entre 07/
10/2003 € 09/12/2004 (média de 56 dias entre aplicac¢Ges), e
B: 21 plantas receberam a adubagdo em cobertura descrita
acima, complementada por sete adubagdes foliares entre
07/10/2003 e 19/08/2004 (média de 52 dias entre aplicagdes),
com sulfatos de zinco (300 g/L), manganés (150 g/L) e
magnésio (500 g/L), cloreto de potéssio (300 g/L) e acido
bérico (75 g/L.). As aplicagdes foliares foram sempre realiza-
das em horéario de pouca ventilagdo para se evitar a deriva
do produto entre as plantas.

Visando reduzir a populagio do NGG, as 42 plantas fo-
ram inteiramente casualizadas em trés tratamentos, a saber:
1) quatro aplicagdes de 60 Kg de esterco bovino curtido/
planta sob a copa, sem incorporagéo, entre 08/10/2003 e 25/
10/2004 (média de 126 dias entre as aplicagdes), 2}
complementagio da adubagio orgdnica acima com quatro
aplicagdes de 200 g/planta de torta de neen (4Azadirachta
indica A. de Jussieu) entre 19/01 ¢ 3/12/2004 (média de 105
dias entre aplicagdes), ¢ 3) complementacgio da adubacao
orgénica acima com o plantio sob a copa de menta (Mentha
sp.) € mucuna-preta (Mucuna aterrina Holl.). A pedido do
agricultor, nenhuma planta foi deixada sem tratamento anti-
nematoide (testemunha).

Na instalagdo do experimento, determinou-se o nivel
populacional do NGG nos diferentes tratamentos acima (A1
aA3,B1aB3). Paratal fim, as sete plantas de cada tratamen-
to foram amostradas sob a copa, em ambos os lados, com
um trado tipo holandes até a profundidade de 40 cm. Assim,
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para cada tratamento, a amostra composta de 14 sub-amos-
tras foi cuidadosamente homogenizada em laboratorio e uma
aliquota de 100 ml foi processada por flutuagio,
peneiramento e centrifugago. O nivel populacional, expres-
so em numero de J2/100 cc de solo, foi determinado oito
vezes entre 6/10/2003 ¢ 28/2/2005 (média de 74 dias entre
avaliagdes).

Ao longo dos 17 meses do periodo experimental,
monitorou-se o aspecto geral das plantas e a produtividade
por planta em duas safras.

Resultados e Discussiao

A caracterizagdo eletroforética de fémeas de
Meloidogyne extraidas de plantas invasoras e cultivadas
(Figura 1) revelou 14 novos hospedeiros naturais de M.
mavaguensis (Tabela 1), conforme caracterizaggo desta es-
pécie por Carneiro ef al. (2001). O polifagismo dessa espé-
cie, cujo circulo de hospedeiros extende-se por diversas
familias botanicas, evidencia o elevado risco desse
nematdide vir a se estabelecer em varias regides brasileiras.

Na 4rea submetida ao pousio, ndo foram detectados J2
de M. mavaguensis no solo apds oito meses. Entretanto,
goiabeiras transplantadas para a area, aos 14 meses de
pousio, apresentaram infecg¢do (galhas) apos seis meses de
plantio. Conclui-se que M. mayaguensis pdde sobreviver
no solo, possivelmente na forma de ovos em dorméncia, em
nivel populacional-indetectavel pelos métodos de
amostragem e processamento utilizados. Este resultado
desaconselha o pousio sem irrigagdo como estratégia de
manejo em areas infestadas pelo NGG.

Considerou-se satisfatoria a convivéncia com o NGG
em area infestada, nfo obstante a reduzida area experimen-
tal disponivel e a auséncia de testemunha tenham impossi-
bilitado uma anélise estatistica apurada. Na instalagdo do
experimento, as diferencas populacionais entre os tratamen-
tos (Figura 2) refletiam a distribuicfo agregada tipica dos
fitonematoides (Barker, 1985; McSorley, 1987). Onde o ni-
vel populacional de J2 de M. mavaguensis era elevado, os
tratamentos anti-nematoéide reduziram de maneira acentua-
da a populag@o do nematodide no solo, sugerindo-se que a
aplicacdo de torta de neem e o cultivo de menta e mucuna-
preta tiveram efeito secundario em relacdo a aplicagdo de
esterco. Ao longo dos 17 meses do periodo experimental,
nfio houve expansfo da reboleira apresentando a sindrome
causada pelo NGG, ndo obstante quatro plantas portadoras
da sindrome tenham morrido.

Nematol. Bras., Brasilia, 2006, i»]. 30(2):165-169

PR

i ' .

Soca

(@

Figura 1. Padrdo eletroforético de esterase J3 de
Meloidogyne javanica (a esquerda) e M2 de populac¢des
de M. mayaguensis de Sdo Jodo da Barra (RJ).

Tabela 1. Hospedeiros naturais de Meloidogyne
mayaguensis no municipio de S&o Jodo da Barra (RJ).

Nomes comuns e cientifico, familia boténica

Acerola, Malphigia punicifolia L., Malpighiaceae

Beldroega-pequena, Chamaesyce prostata Small, Euphorbiaceae

Cacto, Cereus fernambucensis Lemaire, Cactaceae

Caruru-branco, Amaranthus hybridus L., Amaranthaceae

Fedegoso, Sennu occidentalis L., Leguminosae

Gaiolinha, Euphorbia tirucalli L., Euphorbiaceae

Mamado, Carica papaya L., Caricaceae

Maracuja-do-mato, Passiflora mucronata Lam., Passifloraceae

Maria-gorda, Talinum triangulare Willd., Portulacaceae

Maria-preta, Solanum americanum P. Mill., Solanaceae

Mata-pasto, Senna alata L., Leguminosae

Para-sol, Hidrocotvli-bonariensis Comm., Umbelliferae

Serralha, Emilia sonchifolia L., Compositae

Urtiga, Cnidoscolus urens L., Euphorbiaceae
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1000 7
\
800 1 \ — — A, esterco
\ — — A, esterco + neem
\ — — A, esterco + pl. antagdnicas
\ B, esterco
600 -

400 1

200 -

Nivel Populacional (J2/100 cc sob)

B, esterco + neem

— B, esterco + pl. antagdnicas

Amostragens

Figura 2. Flutuagéo populacional de juvenis de segundo-estadio (J2) de Meloidogyne mayaguensis em lavoura comercial de
goiabeira em fungdo de tratamentos nutricionais (A ou B) e aplicagio sob a copa de esterco sozinho ou associado a torta de
neem ou ao plantio de plantas antagdnicas (menta e mucuna-preta). Setas indicam as épocas de aplicagéo de esterco.

Com relagdo a produtividade em duas safras, goiabeiras
infectadas pelo NGG e recebendo adubagdes orgénica e de
cobertura produziram em média 107 Kg de frutos/planta/
safra. A adubagdo foliar utilizada ndo melhorou esta produ-
tividade (102 Kg/planta/safra). Na mesma propriedade agri-
cola e sob as mesmas condigdes de cultivo, goiabeiras isen-
tas do NGG produziram em média 150 Kg/planta/safra. Além
da perda de 30% da produtividade devido ao nematdide, o
agricultor dispendeu cerca de R$ 23,00 planta/safra com
adubaggo orgénica. Considerando-se o valor pago ao agri-
cultor em 2003 € 2004 (R$ 8,50/caixa com 20 Kg da fruta),
conclui-se que o agricultor teve uma rentabilidade bruta de
R$ 20,00 planta/safra na area infestada pelo NGG, o que
poderia ser extrapolado para R$ 5.500,00/hectare/safra.

Novos experimentos estdo em andamento em pomares
maiores e testando-se mais estratégias anti-nematoide. En-
tretanto, a patogenicidade do NGG para com a goiabeira e
outras plantas cultivadas recomenda esforcos urgentes na
busca de gendtipos que lhe sejam resistentes € na
prospecgdo de agentes de controle bioldgico, como sugeri-
do por Gueye et al. (1997) e Duponnois et al. (1998).
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Resumo — Oliveira, F. S; M. R. Rocha; R. B. Costa; V.O.F Machado & E.N. Nogueira. 2006, Efeito da adi¢do de diferentes
residuos culturais ao solo sobre a populagio do nematoide de cisto da soja (Heterodera glycines)

O experimento foi conduzido em Goidnia, GO, sob condigdes de casa-de vegetagiio em um delineamento experimental
inteiramente casualizado, com seis tratamentos e cinco repeti¢des. Os tratamentos foram constituidos da adiggo de residuos
culturais ao substrato, na propor¢do de 30% do volume contido do vaso, sendo: 1) testemunha (sem adigdo de residuo
cultural); 2) bagaco de cana; 3) palha de crotalaria; 4) palha de milheto; 5) palha de milho; 6) torta de filtro de cana. Foram
utilizadas duas plantas de soja da cultivar BRSGO Luziénia em cada vaso, que foram inoculadas com 5000 ovos de H. glycines.
Apo6s a primeira avaliagfo, realizada aos 40 dias apos a inoculagio, o substrato (solo + residuo) foi mantido nos vasos,
replantados e reinoculados com a mesma concentragéo de indculo. Apds 40 dias foi realizada a segunda avaliag@o. Nas
avalia¢des, foram determinados o niimero de fémeas por grama de raiz, cistos por 100 cm? de solo, ovos por fémea e ovos por
cisto. Os resultados obtidos demonstraram redug¢fo no nimero de fémeas e de cistos devido a adi¢@o dos residuos culturais
ao substrato. Este efeito ndo se mostrou consistente na segunda avaliagdo onde, somente a palha de milheto, a torta de filtro
¢ a palha de milho, resultaram em redugio da populagdo de H. glycines. Destaca-se o efeito da torta de filtro que, apresentando
efeito prolongado, reduziu significativamente o niimero de fémeas ¢ de cistos em relagéo aos demais tratamentos, reduzindo
também, o numero médio de ovos por fémea.

Palavras-chave: fitonematdides, manejo, matéria orgénica, efeito antagdnico.

Summary — Oliveira, F. §; M. R. Rocha; R. B. Costa; V.O.F Machado & E.N. Nogueira. 2006. Effect of soil amendments on
soybean cyst nematode (Heterodera glycines) population.

The experiment was conducted in Goiania, GO, under greenhouse conditions in a completely randomized design with 6
treatments and 5 replications. The treatments were composed of different soil amendments added at a rate of 30% of the
volume of the soil: 1) Control (without residues); 2) Crushed sugar-cane; 3) Crotalaria husk; 4) Millet husk; 5) Corn husk; 6)
Sugar-cane filter cake. Each pot was planted with two plants of soybean cultivar BRSGO Luziania and inoculated with 5,000
eggs of H. glycines. After the first evaluation, which occurred forty days after inoculation, the soil and amendments were kept
in the pots and replanted and re-inoculated with the same inoculum concentration. Forty days later the second evaluation was
performed. Evaluation consisted of determining the number of females per gram of roots, number of cysts per 100 cm? of soil,
eggs per female and eggs per cyst. The results showed reduction in number of females and cysts due to soil amendments. This
effect was not consistent with the second evaluation, when only millet husk, corn husk and filter cake reduced the H. glycines
population. A remarkable effect was observed with the use of filter cake, which presented a long-term effect and reduced
significantly the number of females and cysts when compared to the other soil amendments, also reducing the mean number
of eggs per female.

Keywords: nematodes, management, soil amendments, antagonistic effect.

Nematol. Bras., Brasilia, 2006, Vol. 30(2):171-177 171



Efeito da Adi¢do de Diferentes Residuos Culturais ao Solo sobre a Populagdo do Nematdide de Cisto da Soja

Introducio

A soja [Glycine max (L.) Merr.| € a mais importante ole-
aginosa cultivada no mundo. Sua produgéo global esta es-
timada em 200 milhdes de toneladas. O Brasil, como segun-
do produtor mundial, ¢ responséavel por 27% da safra mun-
dial (Embrapa, 2005).

Emrazdo da importéncia da soja para a economia brasi-
leira, a presenca do nematoide de cisto da soja (Heterodera
glycines Ichinohe, 1952) nas lavouras tem representado
grandes desafios aos produtores. Nos paises onde ocorre,
constitui-se num dos principais problemas fitossanitarios,
que limitam a produgio da soja devido aos prejuizos causa-
dos, podendo provocar perdas de até 100% no rendimento
(Silva, 1999).

No Brasil, 0 nematéide de cisto da soja foi detectado
pela primeira vez na safra de 1991/92. Atualmente, encon-
tra-se disseminado em 107 municipios de dez estados brasi-
leiros (MG, MT, MS, GO, SP, RS, PR, BA, TO e MA), infes-
tando uma area superior a 2.500.000 hectares (Embrapa,
2005). Além da importancia dessa doenga para a soja, a
erradicacdo do nematdide em uma area onde ele ja esté es-
tabelecido é muito dificil e o seu controle € bastante com-
plexo.

Existem varios métodos que podem ajudar no controle
de H. glvcines, como o uso de cultivares resistentes, a rota-
¢do de culturas com plantas ndo hospedeiras ¢ 0 emprego
de plantas antagonicas. O manejo adequado do solo, man-
tendo-se niveis mais altos de matéria orgénica, a saturagio
de bases dentro do recomendado para cada regido, o
parcelamento do potassio em solos arenosos, a adubacdo
equilibrada e a suplementago de micronutrientes, também
ajudam a aumentar a tolerancia da soja ao nematéide {Dias
etal.,2000).

Atualmente, o emprego de plantas antagonistas tem tido
destaque dentre as alternativas recomendadas para o con-
trole de fitonematoéides (Ferraz & Valle, 1997; Costa et al.,
2001). Diversas plantas possuem substancias quimicas com
efeito nematicida em suas constituigdes (Dias-Arieira et al.,
2003). Algumas espécies de leguminosas e gramineas, quan-
do empregadas na forma de adubagio verde ou em esque-
mas de rotaco, liberam no solo, substancias com efeito
nematicida ou nematostatico. Qutra possibilidade, € de atu-
arem ap0s a penetragdo do nematoide nas raizes, reduzindo
sua reproduc@o ou impedindo-o de completar o ciclo de
vida (Badra er al., 1979; Tenente et al., 1982; Ferraz & Valle,
1997).
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A incorporagdo de matéria orgénica ao solo tem mostra-
do grande potencial para o controle de nematdides
(Rodriguez-Kabana, 1986; Santos, 2000; Wang et al., 2002;
Widmer et al., 2002). Geralmente, a decomposigéo da maté-
ria orgdnica incorporada ao solo favorece a proliferagfo de
inimigos naturais, como fungos, bactérias e nematéides
predadores. Também pode ocorrer a liberagdo de substan-
cias toxicas aos nematoides (Bird, 2000; Aktar & Malik, 2000).

Virias fontes de matéria organica tém sido testadas para
o controle de nematoides fitoparasitas (Viaene & Abawi,
1998). Teixeira et al. (1997), estudando o efeito da incorpo-
ragdo de casca de café, torta de mamona ou esterco bovino
sobre a populagdo de H. glycines, verificaram que essas
fontes de matéria orgénica afetaram o niumero médio de fé-
meas do nematoide nas raizes. Stechow (1996), utilizando
palha de milheto (Pennisetum glaucum) como cobertura
vegetal do solo, no inverno, conseguiu altos rendimentos
de soja em areas infestadas com H. glycines.

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da incor-
poragdo de diferentes residuos culturais ao solo sobre a
populagdo de H. glycines, sob condi¢des de casa-de-vege-
tagdo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagio, na
Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da Uni-
versidade Federal de Goias, em Goidnia, GO, no periodo de
agosto de 2004 a abril de 2005.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com seis tratamentos e cinco repeti¢des. Os
tratamentos constituiram-se da adi¢do de residuos cultu-
rais ao substrato previamente preparado sendo: 1) teste-
munha; 2) bagaco de cana; 3) palhada de crotalaria; 4)
palhada de milheto; 5) palhada de milho; 6) torta de filtro de
cana. Esses compostos foram adicionados na proporgdo
de 30% do volume do substrato, composto por uma mistura
de solo e areia na proporgdo 1:1, previamente esterilizado
através da autoclavagem a 120°C. Como recipientes foram
utilizados vasos de argila com capacidade para 1,2 L. Esses
residuos adicionados ao solo, em condi¢des de campo,
corresponderiam a uma dosagem de aproximadamente 860
m>.ha'l,

Incorporados os residuos culturais correspondentes a
cada tratamento, foram semeadas quatro sementes da culti-
var suscetivel BRSGO Luziénia. Dez dias ap6s a emergén-
cia, foi realizado o desbaste, deixando-se duas plantas por
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vaso. Em seguida, fez-se a inoculagéo, utilizando-se uma
suspensdo de ovos de H. glycines, raga 4, sendo deposita-
dos aproximadamente 5000 ovos e J2 por vaso. O inéculo
foi obtido da extracio de fémeas multiplicadas em plantas
de cultivar suscetivel BRSGO Luzidnia mantidas em vasos,
em casa de vegetagdo.

Os vasos foram mantidos em bancada, imersos em areia,
visando manter a temperatura do substrato no interior dos
vasos mais baixa e a umidade mais uniforme. As médias das
temperaturas maxima e minima, durante o periodo de con-
dugdo do ensaio, foram, respectivamente, de 37°C e 23°C.

Decorridos quarenta dias da inoculagdo, ocorreu a pri-
meira avaliagfo, que consistiu em se determinar o namero
de fémeas por grama de raiz, o niimero de ovos por fémea, e
também o nimero de cistos por 100 cm? de solo e o nlimero
de ovos por cisto. Retiradas as raizes do vaso, para conta-
gem de fémeas, e aliquota de solo para a contagem dos
cistos, foi semeada novamente, a mesma cultivar de soja.
Ap0s a emergéncia e desbaste, foram deixadas duas plan-
tas por vaso, ¢ feita nova inoculagéo utilizando 5000 ovos.
As plantas foram deixadas vegetar em cada vaso por mais
40 dias, quando foi realizada uma segunda avaliagdo. Fo-
ram avaliadas as mesmas variaveis observadas na primeira
avalia¢do. O objetivo do replantio e reinoculagfo nos va-
sos contendo o mesmo substrato, apds a primeira avalia-
¢do, foi avaliar o efeito da decomposig¢ao dos residuos cul-
turais utilizados sobre a populagdo de H. glycines, realizan-
do uma segunda avaliacfo aos 40 dias apds a inoculagéo
da soja replantada nos vasos. A reinoculagfo se fez neces-
saria pois, com a retirada das plantas para avaliagdo de
fémeas nas raizes, muitas parcelas (vasos) ficaram com uma
quantidade de cistos remanescentes, insuficiente para in-
fecgdo das plantas.

Para a avaliag@o do nimero de fémeas, as raizes das

plantas de soja foram lavadas sob jato forte de dgua, sobre

peneiras de 20 e 60 mesh. O material retido na peneira de 60
mesh foi recolhido, filtrado em papel de filtro sobre calha
telada (Andrade er al., 1995) e examinado ao microscdpio
estereoscopico. De cada amostra foram recolhidas aleatori-
amente 10 fémeas, que foram rompidas sobre um conjunto
de peneiras de 100 e 400 mesh para a liberagéio dos ovos. Os
ovos retidos foram recolhidos em becker e quantificados
com o auxilio de cdmara de Peters e microscépio
estereoscopico. Finalmente, foi determinado o niimero de
ovos/fémea.

Para a determinagdo da populagéo de cistos, o solo de
cada vaso foi homogeneizado e, na seqiiéncia, foi retirada
uma aliquota de 100 cm?. Os cistos foram extraidos utilizan-
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do-se 0 método da suspensfio e penciramento (Tihohod,
1993). A contagem do niimero de cistos e ovos foi realizada
de forma idéntica a descrita anteriormente para a avaliagio
do nimero de fémeas.

Para analise estatistica, os dados obtidos na primeira
avaliacdo foram submetidos a analise de varidncia e as mé-
dias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilida-
de. J4 para a segunda avaliagdo, além dos 5000 ovos usa-
dos como inéculo, os cistos € ovos remanescentes no
substrato apos a primeira avaliacdo, também poderiam atu-
ar como indculo para as plantas. Dessa forma, foi feita uma
analise de covaridncia considerando o total de ovos em
cada vaso, corrigindo assim as diferencas na populacio
inicial. O método de comparagao multipla de Tukey foi en-
tdo aplicado as médias corrigidas.

Resultados e Discussio

Na primeira avaliag3o, a adigdo de qualquer um dos resi-
duos culturais reduziu significativamente os nimeros mé-
dios de fémeas/g de raiz e de cistos/100cm® de solo (Tabela
1). Entretanto, ndo foram constatadas diferencas significa-
tivas entre os varios tipos de residuos. Na segunda avalia-
¢do, mesmo retirando o efeito do indculo remanescente nos
vasos, através da analise de covariancia, verificou-se que,
de uma maneira geral, as médias do nimero de fémeas/g de
raiz e de cistos/100cm’ de solo, aumentaram quando com-
paradas com as médias da primeira avaliagfo.

Embora a primeira avaliagiio ndo tenha sido suficiente
para discriminar o efeito entre os residuos testados sobre a
populagéio de H. glycines, a segunda avaliagdo mostrou
efeito diferenciado no numero de fémeas/g de raiz, sendo
os tratamentos palha de milheto, torta de filtro e palha de
milho, os que promoveram reducdo nestes valores (Tabela
1). Merece destaque a torta de filtro que, além de resultar no
menor numero de fémeas/g de raiz, também reduziu o nime-
ro médio de ovos produzidos por estas fémeas (efeito ob-
servado na segunda avalia¢fo). Na primeira avaliagdo néo
houve efeito dos tratamentos sobre o nimero de ovos/fé-
mea.

Em ambas as avaliagdes o niimero de cistos/100 cm? de
solo foi baixo, provavelmente devido & retirada das plantas
dos vasos para avaliagdo das fémeas nas raizes, removen-
do a maior parte dos nematéides do substrato. Mesmo as-
sim, essa variavel foi influenciada pela adigdo de residuos
culturais ao solo, sendo observado, na primeira avaliag@o,
uma redugdo do nimero de cistos por 100 cm® de solo em
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todos os tratamentos, quando comparados com a testemu-
nha (Tabela 1). Ja na segunda avaliagdo, houve um peque-
no aumento no nimero de cistos em relagéo & primeira ava-
liagdo, mesmo eliminando o efeito do indculo remanescente
através da analise de covaridncia. Nesta segunda avaliagio
observou-se efeito semelhante ao que foi encontrado para
o numero de fémeas nas raizes, sendo a palha de milheto e
torta de filtro os tratamentos que resultaram no menor na-
mero de cistos, com destaque para a torta de filtro que apre-
sentou o menor numero de cistos em relagdo aos demais
tratamentos.

Com relagdo ao nimero de ovos/cisto, foram observa-
das diferencgas significativas apenas na segunda avaliagio,
com destaque novamente para a torta de filtro que induziu
a produgdo de menor numero médio de ovos/cisto.

Os resultados, aqui obtidos, estdo de acordo com aque-
les observados em outros trabalhos descritos na literatura,
nos quais algumas gramineas estudadas apresentaram pro-

dugio de compostos quimicos com atividade nematicida.
Widmer & Abawi (2002) mostraram que a incorporagio de
palhada de sorgo, como adubo verde, resultou na redugio
de 54 % da populagio de Meloidogyne hapla, devido a
presenc¢a de um glicosideo cianogénico. Hershamn et al.
(1995), avaliando o efeito dos residuos da cultura do trigo
sobre a populagdo de H. glycines, verificaram uma redugéo
significativa da populagZo de cistos. Dias-Arieira et al. (2003)
observaram haver inibigdo da eclosdo de ovos de H. glycines
e M. javanica, quando estes eram expostos a extratos obti-
dos dos sistemas radiculares de gramineas forrageiras por
metanol e acetonas.

No presente estudo, a adigdo de residuos culturais ao
substrato também mostrou-se eficiente em reduzir a popu-
lagdo de H. glycines. A agdo dos residuos, na primeira ava-
liagdo, provavelmente ocorreu em fungéo de a maior parte
das substéncias nocivas aos nematoides terem sido produ-
zidas nos estagios iniciais da decomposi¢do da matéria or-

Tabela 1. Efeito de diferentes residuos culturais, adicionados ao substrato, sobre o nimero médio de fémeas, cistos
e ovos de Heterodera glycines em raizes de soja cultivar BRSGO Luziénia.

Tratamentos F ém,eas/g OAvos/ Cisto/100 ¢cm’ O.vos/ Pfeso de
raizes Fémea de solo cisto raizes (g)
12, Avaliagdo
Testemunha 810,00 a 240,00 a 28,20 a 251,00 ab 1,48 ab
Milheto 48400 194,80 a 5,80b 249,20 ab 1,59 ab
Torta de filtro 130,40 b 167,20 a 2,00b 54,85 a 2,76 a
Bagaco de cana 253,00 b 183,60 a 6,40 b 248,20 ab 2,11 ab
Milho 130,00 b 269,20 a 6,40 b 274,00 ab 1,49 ab
Crotalaria juncea 327,00 b 205,20 a 4,60 b 335,00 b 1,19b
CV% 76,49 186,61 108,89 49,10 38,68
2%, Avaliagdo
Testemunha 863,60 ¢ 272,13 ab 20,55 be 376,97 a 1,61a
Milheto 438,20b 391,23 ¢ 10,21 ab 326,40 a 1,55a
Torta de filtro 190,40 a 245,92 a 4,07 a 304,49 a 3,53 ¢
Bagaco de cana 1.089,50 d 277,56 ab 44,75 d 34807 a 1,67 b
Milho 438,60 b 305,16 b 21,65¢ 295,82 a 2,16 b
Crotalaria juncea 1.049,20 cd 308,44 b 13,55b 331,68 a 1,50b
CV% - 55,02 33,70 81,15 42,18 24,40

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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génica. Segundo Stirling (1991), apds a incorporagdo da
matéria orgénica ao solo ocorre a produgio de numerosas
substdncias quimicas, cuja composi¢do e concentragdo
variam ao longo do tempo. No entanto, os resultados indi-
cam que a torta de filtro teve este efeito prolongado, sendo
eficiente na redugdo da populagio de H. glycines na se-
gunda avaliagdo que ocorreu aproximadamente cem dias
ap6s a adicdo dos residuos ao solo.

O pronunciado efeito antagonista do milheto sobre a
populacdo de H. glycines, observado na primeira avalia-
¢éo, esta em acordo com os resultados de Belair ef al. (2001),
que observaram redugdo da populagdo de Pratylenchus
penetrans devido a utilizagfo de restos culturais de milheto
incorporado ao solo.

Redugdes nas populagdes de H. glycines devido & in-
corporagéo da palha de milho ao substrato, também ja havi-
am sido observadas por Riga ef al. (2000). Em razio desse
efeito, sugere-se que essa cultura possa ser utilizada em
rotagdo com a cultura da soja para suprimir a populagio
deste fitonematdide, como tem sido observado em traba-
lhos conduzidos por Noel & Max (2003).

Nos tratamentos em que se utilizou a palha de
Crotalaria juncea ou o bagaco de cana ndo foi verificado
efeito antagdnico consistente sobre a populagfio do
nematodide. Na segunda avaliagfo, inclusive, o numero de
fémeas encontrado nas raizes da soja, nestes tratamentos,
foi maior que aquele encontrado na testemunha. Alguns
autores afirmam que esta espécie de crotalaria, comumente
empregada em adubagdo verde, é hospedeira de H. glycines
(Wutke, 1993 ¢ Yorinori ef al., 1994). No entanto, no presen-
te estudo isso ndo justifica os resultados pois as plantas
nio foram deixadas vegetar. Por outro lado, Schawan er al.
(2003), usando massa verde incorporada ao solo, observa-
ram que, entre as espécies de crotalaria testadas, a C. juncea,
resultou em menores populagdes de H. glycines.

Um fator a ser considerado neste estudo ¢ que a palha
de crotalaria incorporada durante os experimentos foi pro-
veniente apenas dos ramos secos da planta que, ao contra-
rio da massa verde, pode ndo ter proporcionado efeito so-
bre o nematdide. Segundo Fassuolotis & Skucas (1969) e
Freire & Ferraz (1997), a concentragio do alcaldide
monocrotalina, substidncia nematicida, ocorre apenas em
determinadas partes desta planta, como folhas, frutos ¢
raizes, ¢ a liberagfo da mesma depende da fase de desen-
volvimento da planta. A esterilizagdo do substrato utiliza-
do, também pode ter prejudicado a agfio da crotaldria atra-
vés da eliminaco de possiveis microrganismos antagonis-
tas ao nematdide. De acordo com Quiroga-Madrigal et al.
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(1999), Rodriguez-Kébana & Kloepper (1998) e Wang et al.
(2001), a incorporagéo de C. juncea ao solo estimula o cres-
cimento da populacdo de inimigos naturais de nematdides.

O efeito acentuado da torta de filtro sobre a populagio
de H. glycines, indica a possivel presenga nesse residuo,
de certos compostos quimicos com ag¢do nematicida ou
nematostatica. Albuquerque er al. (2001) observaram redu-
¢Oes nas taxas de eclosdo de juvenis de segundo estadio
de M. incognita e M. javanica, decorrentes da exposigéo
dos ovos a extratos de torta de filtro. O fato da adigfo de
torta de filtro ter resultado em formag&o de um maior volu-
me de raizes da soja (Tabela 1), pode levar a inferir que a sua
acdo seja sobre o desenvolvimento das plantas o que, indi-
retamente levaria a certa tolerncia ao ataque de nematoides.
No entanto, no presente trabalho, as avalia¢des da popula-
cdo de H. glycines (fémeas e cistos) foram relativas ao peso
de raizes e ao volume de solo, o que eliminaria este efeito.
Portanto, acredita-se que o uso da torta de filtro de cana
possa ser mais uma medida a ser adotada em um programa
de manejo do nematdide de cisto da soja, visando manter
as populagdes desse nematdide em niveis que ndo causem
prejuizo econémico.
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Resumo: Medina, I.L.; C.B. Gomes; C Rossi & R.M.D.G. Carneiro. 2006. Caracterizagio e identificagio de populagdes de
nematdides de galhas provenientes de figueira (Ficus carica L.) do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo .

Trinta e oito populagdes de Meloidogyne spp., provenientes de pomares de figueira dos Estados do Rio Grande do Sul
(RS) e de S3o Paulo (SP), foram caracterizadas e identificadas usando as isoenzimas esterase (Est) e malato desidrogenase
(Mdh), hospedeiros diferenciadores e configuragfio da regido perineal de fémeas. Populagdes de Meloidogyne com os fenétipos
EstIl (Rm: 1,0) e Est 12 (Rm: 1,0, 1,1) foram identificadas como M. incognita, sendo o fendtipo 12 o mais freqiiente. Essa espécie
foi detectada em 80% das amostras, sendo a espécie que ocorreu com maior freqiéncia em ambos os Estados. Trés fenotipos
atipicos de Meloidogyne spp.: Est S1 (Rm: 0,9), Est F2b (Rm: 0,9, 1,0) e Est F2a (Rm: 1,1, 1,2) foram observados em cerca de 20%
das amostras. Todas as populagdes de nematdides apresentaram bandas monomoérticas com o fenétipo Mdh N1. As ragas 1,
2 e 3 de M. incognita, foram identificadas através do teste com hospedeiros diferenciadores, predominando a raga 1. Néo foi
possivel correlacionar os fendtipos de esterase com as ragas encontradas. Espécies mistas de Meloidogyne foram detectadas
em 17.8% das amostras estudadas. Os padrdes perineais das fémeas de M. incognita (Est I1 e 12) mostraram configuragdes
similares e tipicas dessa espécie. Entretanto, a andlise dos padrdes perineais das populagdes atipicas nfio permitiram a
identificagdo especifica. Mais estudos morfologicos ¢ morfométricos serdo necessarios para esclarecer a identificagéo dessas
populagdes.

Palavras-chave: nematdide de galhas, identificagfo, fendtipo de esterase, ragas, padrédo perineal, Ficus carica.

Summary: Medina, L.L.; C.B. Gomes; C Rossi & R.M.D.G. Carneiro. 2006. Characterization and identification of root-knot
nematodes (Meloidogyne spp.) from fig trees in Rio Grande do Sul and S&o Paulo States of Brazil.

Thirty-eight Meloidogyne spp. populations from fig orchards in Rio Grande do Sul and S&o Paulo States were characterized
by esterase (Est) and malato-dehydrogenase (Mdh) isoenzymes, differential host test and female perineal pattern morphology.
Meloidogyne populations with the phenotypes Est 11 (Rm: 1.0) and I2 (Rm: 1.0, 1.1) were identified as M. incognita with the
Est I2 being the most frequent. M. incognita was detected in about 80% of the samples, and it was the most common species
identified on fig plants in both States. Three atypical phenotypes of Meloidogyne spp.: Est S1 (Rm: 0.91), Est F2b (Rm: 0.91,
1.0) and Est F2a (Rm: 1.0, 1.2) were observed in about 20% of the samples. All nematode populations showed monomorphic
bands with the phenotype Mdh N 1. Races 1,2 and 3 of M. incognita were identified by differential host test, with race 1 being
the most abundant. No correlation was observed among esterase phenotypes and races. Mixed species of Meloidogyne spp.
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were detected in 17.8% of the samples. The morphology of perineal patterns of M. incognita females (Est. I1 and 12) showed
similar and typical patterns of this species for both esterase phenotypes. However, the perineal patterns of atypical esterase
phenotype populations did not allow the species identification. Further morphological and morphometrical studies will be

necessary to clarify the taxonomic status of these populations.

Keywords: root-knot nematodes, esterase phenotype, identification, races, perineal patterns, Ficus carica L.

Introducao

Dentre os problemas fitossanitérios que prejudicam a
figueira (Ficus carica L.), o nematdide das galhas
(Meloidogyne sp.) é considerado um dos fatores mais
limitantes ao seu rendimento e produtividade (Scherb, 1993).
Campos (1997) considerou Meloidogyne incognita (Kofoid
& White) Chitwood, 1949 a espécie mais danosa a cultura
no Brasil. Figueiras infectadas com Meloidogyne sp. apre-
sentam raizes com grande nimero de galhas e necroses nos
tecidos, 0 que compromete a sua capacidade de absorver
agua e nutrientes. Plantas severamente atacadas entram
rapidamente em declinio, exibindo sintomas evidentes de
enfraquecimento, podendo morrer dependendo do manejo
da cultura (Santos & Maia, 1999).

O cultivo da figueira no Brasil esta baseado, predomi-
nantemente, na cultivar Roxo de Valinhos, material extrema-
mente susceptivel ao nematdide das galhas. Medidas de
controle, como o uso de porta-enxertos resistentes, nio
tém sido possiveis devido a inexisténcia de material dispo-
nivel no mercado. A utilizagdio de produtos quimicos para
controle do nematdide em pomares afetados, ou, para
erradicacdo do patdgeno em mudas, além de serem medida
onerosas e pouco eficientes, tém seu uso restringido pela
falta de nematicidas registrados para a cultura. Fertiliza-
¢des constantes parecem prolongar a vida produtiva das
plantas atacadas, entretanto, gradativamente, o pomar en-
tra em declinio (Medeiros, A.C., inf. pessoal). Devido a bai-
xa eficiéncia e altos custos dos métodos de controle em
pomares ja implantados, o plantio de mudas sadias em are-
as livres do nematéide constitui-se na principal medida pre-
ventiva de controle (Campos, 1992).

No Brasil, poucos foram os levantamentos
nematoldgicos realizados para a identificagdo das espécies
de Meloidogyne na cultura da figueira (Lordello, 1958 ¢
Moura, 1967). Nesses estudos, os autores concluiram, com
base em critérios morfoldgicos, que M. incognita foi a tni-
ca espécie prejudicial relacionada a cultura.

A identificagdo das espécies de Meloidogyne ¢ ba-
seada nas configuragdes perineais das fémeas e nos testes
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com hospedeiros diferenciadores (Hartman & Sasser, 1985;
Eisenback, 1985). Entretanto, a identificacio precisa das
espécies, baseada somente nesses critérios, é uma tarefa
dificil mesmo para nematologistas com grande experiéncia
(Carneiro et al., 2000). A utiliza¢do de métodos bioquimicos
usando eletroforese de isoenzimas, tem demonstrado que a
maior parte das espécies do nematdide das galhas pode ser
identificada pelos fenotipos de esterase. Vérios autores re-
conhecem esse método como excelente €, uma ferramenta
indispensavel para uso na taxonomia do género
Meloidogyne spp. (Dalmasso & Bergé, 1978; Esbenshade
& Triantaphyllou, 1985,1990; Carneiro et al., 1996, 2000).
Considerando-se a importincia do nematoide das galhas
na figueira e a necessidade de estudos mais precisos, foi
objetivo do presente trabalho caracterizar bioquimica,
morfolodgica e fisiologicamente populagdes do nematdide
das galhas presentes em diferentes pomares de figueira,
provenientes do Rio Grande do Sul e de Sdo Paulo.

Material e Métodos

Vinte e oito amostras de raizes de figueira infectadas
com o nematoide das galhas e provenientes de diferentes
areas produtoras de figo dos Estados do Rio Grande do Sul
e de S#o Paulo (Tabelas 1 ¢ 2), foram inicialmente
identificadas com base nos fendtipos de esterase, utilizan-
do-se 40 fémeas adultas. Em cada gel foi incluido um extrato
protéico de um isolado de M. javanica. Posteriormente, fo-
ram obtidas populagdes puras de Meloidogyne spp. e mul-
tiplicadas em plantas de tomate (Lycorpesicum esculentum
Mill.) cv. Santa Cruz e mantidas em casa de vegetacfo a 25
+ 5°C, para posteriores estudos morfoldgicos, fisiologicos
¢ sobretudo bioquimicos: esterase(Est) e malato
desidrogenase (Mdh) conforme Carneiro & Almeida (2001).

A caracterizacfo morfologica dos isolados foi feita
com base na regifo perineal de fémeas adultas cortadas em
acido latico a 45% e montados em laminas com glicerina,
para posterior observag¢do ao microscopio otico (Hartmann
& Sasser, 1985).
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Machos e juvenis do segundo estadio (J2) de M.
incognita Est 11 ¢ 12 (Tabela 1) foram fixados a 4°C com
glutaraldeido 2% diluido em tampZo cacodilato por 24 ho-
ras. Posteriormente, foram fixados em Tetrdxido de Osmio
(2%) durante 2 horas, & temperatura ambiente. Apos esse
periodo, os espécimens foram desidratados duas vezes em
acetona nas dilui¢des 30, 50, 70,90 e 100% com intervalos
de 15 minutos. Logo apds, os nematdides foram submeti-
dos ao ponto critico para a completa sublimagio da aceto-
na. Os espécimes foram montados em porta-amostras

(stubs) revestidos por fita dupla-face e montados com apoio
de um fio de cabelo disposto previamente nos stubs. Apds
a metalizagdo, foram feitas observagdes ao microscdopio ele-
tronico de varredura Zeiss DSM-962 (Eisenback, 1985).
Vinte e duas populagdes de M. incognita, previamente
identificadas por eletroforese com os fendtipos de esterase,
Est1l e Est 12 e uma populagéo atipica de Meloidogyne sp.
(Est S1) (Tabelas 1 e 2), provenientes do Rio Grande do Sul,
foram submetidas ao teste de hospedeiros diferenciadoras,
utilizando algoddo cv. Deltapine 61, fumo cv. NC 95, ¢ toma-

Tabela 1. Fendtipos isoenzimaticos de esterase (Est.) e malato desidrogenase (Mdh) e suas respectivas
percentagens de ocdrrencia observados em 25 populagdes de Meloidogyne spp. ,provenientes de plantas
de figueira cv. Roxo Valinhos, coletadas em diferentes locais do Rio Grande do Sul. -

Amostra Procedéncia Espécie Fenétipo Ocorréncia
(Populagdes) (Municipio) Est Mdh (%)
Ala Frederico M. incognita I N1 3,57
Alb Westhphallen M. incognita 12 N1 26,78
Alc Meloidogyne sp.1 S1 N1 69,64
Ala Frederico Meloidogyne sp.1 S1 Ni 25,71
A2b Westhphallen M. incognita 12 N1 74,28
A3 Frederico M. incognita Il N1 100

Westhphallen
A4 Ametistado M. incognita 11 N1
Sul 100
ASa Ametista do M. incognita 11 N1 67,95
ASb Sul M. incognita 12 N1 32,05
Aba Ametista do M. incognita 11 N1 59,70
A6b Sul M. incognita 12 N1 40,29
ATa Planalto M. incognita 12 N1 78,05
A7b Meloidogyne sp.2 F2b N1 21,04
A8a Planalto M. incognita I1 N1 2,94
A8b M. incognita 12 N1 97,05
A9 Planalto M. incognita - 12 N1 100
AlOa Alpestre Meloidogyne sp.1 S1 N1 2,94
Al0b M. incognita N1 97,05
All Alpestre M. incognita 12 N1 100
Al2 Alpestre M. incognita 12 N1 100
Al3 Santana M. incognita 12 N1
. 100
Boavista
Al4 Santana M. incognita 12 N1
. 100
Boavista
AlS Pelotas M. incognita 12 N1 100
Alb6 Pelotas -M. incognita 12 N1 100
Al7 Encruzillada M. incognita 12 N1
100
do Sul
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Tabela 2. Fendtipos isoenzimaticos de esterase (Est.) e malato desidrogenase (Mdh) ¢ suas respectivas
percentagens de ocorrencia observados em 13 populagdes de Meloidogyne spp. em plantas de figueira,

provenientes de diferentes locais do estado de Sao Paulo.

Procedéncia . . Fendtipo % de
Amostra Municipio Cultivar Espécie Est Mdh  ocorréncia
Al8 Valinhos* Roxo de Valinhos M.incognita I N1 100
Al9a Valinhos* Roxo de Valinhos M.incognita 12 N1 83,40
A19b Valinhos* Roxo de Valinhos Meloidogyne sp.2  F2b N1 16,60
A20 Valinhos* Roxo de Valinhos M.incognita 12 N1 100
A21 Valinhos* Roxo de Valinhos M.incognita 12 N1 100
A22a Valinhos* Roxo de Valinhos M.incognita 12 N1 66,67
A22b Valinhos** Roxo de Valinhos M.incognita 1 N1 33,33
A23 Valinhos** Roxo de Valinhos M.incognita 12 N1 100
A24 Valinhos** Roxo de Valinhos M.incognita 12 N1 100
A25 Valinhos** Palestino M.incognita 12 N1 100
A26 Valinhos** Portugués Meloidogyne sp.3  F2a N1 100
A27 Valinhos** Roxo de Valinhos Meloidogyne sp.3  F2a N1 100
A28 Valinhos** Roxo de Valinhos Meloidogyne sp.2  F2b N1 100

* Bairro Frutal; ** Bairro Pinheiro.

te cv. Rutgers (Hartman & Sasser, 1985). As diferentes plan-
tas diferenciadoras, mantidas em sacos plasticos com 2 kg
de solo autoclavado, foram inoculadas com 5000 ovos/planta
de cada populagido testada, em casa de vegetagdo a 25 +2°C
(Hussey & Barker, 1973; Bonetti & Ferraz, 1981). Para cada
espécie vegetal, foram utilizadas seis repeti¢gdes distribui-
das ao acaso. Decorridos 60 dias da inoculagdo, as raizes
das diferentes espécies foram coloridas com Floxina B (150
mg em um litro de dgua), durante 15 a 20 minutos, ¢, avalia-
das quanto ao numero de gathas e massas de ovos, confor-
me escala proposta por Taylor & Sasser (1978). Conside-
rou-se como hospedeiro susceptivel (+) as plantas que apre-
sentaram nota >2 (mais de 10 galhas), e resistentes (-), aque-
las que apresentam indices entre 0 e 2 (0 -10 galhas).

Resultados

Identificacéo das espécies através de analises bioquimicas

No Rio Grande do Sul, foram detectadas seis popula-
¢des de M incognita com o fendtipo de esterase Est I1 (Rm:
1.0) e 15 populagdes com o fendtipo de esterase Est 12 (Rm:
1.0, 1.1) (Figuras 1 € 2, Tabela 1), correspondendo a 25,0 %
¢ 58,0% das amostras, respectivamente. Também foram en-
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contrados os fenotipos Est S1 (Rm: 0,9) em trés populagdes
atipicas (Alc,A2aeAl0a) e Est F2b (Rm 0.9, 1.0) em uma
outra populagéo atipica (A7b), correspondendo a 13,0 e
4,0% das amostras analisadas, respectivamente.

Em amostras provenientes do Estado de Sao Paulo, fo-
ram detectadas sete populagdes de M. incognita com o
fenétipo Est I2 (Rm: 1.0, 1.1), e apenas duas com o fenétipo
especifico EstI1 (Rm: 1.0), correspondendo a 53,84 ¢ 15,38%
das populagdes analisadas, respectivamente. Foram encon-
tradas duas populagdes atipicas com o fendtipo F2a (Rm:
1.1, 1.2), e outras duas com o fendtipo F2b (Rm: 0.9, 1.0) em
25% das amostras. O polimorfismo das bandas esterasticas
do fenétipo F2b revelou a presenga de duas bandas fortes
(Rm: 1.0, 0.9). Nas populagdes com fendtipo F2a, observou-
se a presenca de uma banda mais forte (Rm: 1,1), e outra
com intensidade mais fraca (Rm: 1.2), a qual s6 foi possivel
de ser visualizada quando mais de cinco fémeas foram
maceradas na mesma amostra.

Nos dois Estados verificou-se a ocorréncia de espécies
mistas de Meloidogyne associadas a figueira (Tabelas 1 ¢
2)em 17,8% das amostras.

Em todas as amostras onde foram detectadas popula-
¢Oes mistas, o fendtipo 12 de M. incognita, sempre esteve
presente, ocorrendo na maioria das vezes, em predominén-
cia. Utilizando-se a enzima esterase, nio foi possivel identi-
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ficar as espécies representadas pelos fendtipos atipicos
das populagdes de Meloidogyne sp.1, .2 ¢ .3 (Figuras 1 e 2),
pois esses padrdes nunca foram previamente identificados
em estudos taxondmicos detalhados.

Verificou-se que em todas as populagdes de
Meloidogyne spp. os fendtipos de Mdh apresentaram uma
unica banda, a qual foi designada pela letra N1 que indica
“ndo especifico” (Tabelas 1 e 2).

Caracteriza¢do morfolégica

Constatou-se pela analise da regifo perineal que as po-
pulagdes Est. 11 e 12 (Tabela 1 € 2) de M. incognita, apre-
sentaram caracteristicas tipicas dessa espécie (Figura 3 A,
B): arco dorsal alto composto de estrias finas e onduladas
ao longo de todo o campo lateral.

Os machos apresentaram caracteristicas tipicas de M.
incognita: o disco labial largo e redondo, concavo no cen-
tro ¢ com estrias abaixo dos labios médios (Figura 4 Ae B)
e os juvenis de segundo estadio (Est. I1 e I2) apresentaram
regido anterior tipica dessa espécie; disco labial pequeno e
redondo, levemente levantado abaixo dos ldbios médios,
apresentando na regido anterior, vérias estrias bem visiveis
(Figura4 C).

A populacio atipica de Meloidogyne sp. com fendtipo
S1N1, apresentou configuragdes perineais proxima a de M.
incognita (Figura 3 C), nas quais observou-se a presenca
de mais ondulagdes laterais, conforme ja relatado por Cas-
tro (2001). Os machos dessa populag¢do nio foram analisa-
dos neste trabalho por escassez de material.

As configuragdes perineais da populagdo Est F2a (Fi-
guras 3D, E) foram muito variaveis entre si e semelhantes
aquelas de M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949. A po-
pulagdo Est F2b (Figura 3 F) apresentou configuragdes
perineais também bastante variaveis, proximas a M.
incognita . Ndo foi possivel o estudo dos machos e J2
devido a escassez do material reproduzido em tomateiro.

Caracterizacio fisiologica

Entre as 22 populagdes de Meloidogyne, provenientes
do Rio Grande do Sul, avaliadas através dos testes com
plantas hospedeiras diferenciadoras (Hartmann & Sasser,
1985), caracterizou-se a raga 1 de M. incognita em quinze
populagdes (inclusive o fendtipo S1), araca 2 em seise a
raga 3 em apenas uma populagdo (Tabela 3). Verificou-se
que a raga 1 foi detectada em 12 populagdes com o fendtipo
Est 12 e em trés populag¢des com fendtipo Est11, e, araga 2,

em quatro populag¢des com o fendtipo Est I1, e, duas, com
EstI2.
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Meloidogyne javanica
Meloidogyne incognita
Meloidogyne incognita
Meloidogyne spl
Meloidogyne sp?2
Meloidogyne sp3

1.6

1.2

w o

0.8

Est J3 11 12 S1 F2a F2b

Figura 1. Fendtipos de esterase (Est) e suas respectivas
percentagens de ocorréncia observados em 38 populagdes
de Meloidogyne spp. provenientes de figueiras nos estados
do Rio Grande do Sul e de Sdo Paulo.M. javanica (J3) foi
usada como padrio.

+

ittn. - -—

J3 1 J3 2 J3 S1 J3 F2b J3 F2a

Figura 2. Fenoétipos de esterase detectados em 28
populagdes de Meloidogyne spp. provenientes de figueiras
do Rio Grande do Sul e de Sao Paulo. M. incognita (11 e 12),
Meloidogyne sp.1 (S1); Meloidogyne sp.3 (F2b); e,
Meloidogyne sp.2 (F2a), e o padrdo M. javanica (13).

Discussio

Neste estudo foi feita a caracterizagdo e identificagdo
de populagbes de Meloidogyne coletadas em pomares de
figo nos Estados de Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, usando
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Figura 3. Padrdes perineias de diferentes populacdes de
Meloidogyne spp. provenientes do Rio Grande do Sul e de
S&o Paulo com os fendtipos de esterase: Est. 11 (A), Est 12
(B), EstS1(C), Est F2a(D,E) e F2b (F).

o fenotipo enzimatico (esterase ¢ malato desidrogenase),
caracteres morfoloégicos e hospedeiros diferenciadores.
Embota outros levantamentos tenham sido realizados em
pomares de figo, este foi o primeiro estudo usando
marcadores enzimaticos. A enzima esterase (Est) foi espécie
especifica, enquanto a enzima malato desidrogenase (Mdh)
ndo foi polimérfica, sendo o fendtipo N1 o mais freqiiente
em varios estudos realizados (Esbenshade &
Triantaphyliou, 1985 e 1990; (Pais & Abrantes, 1989;
Esbenshade & Triantaphyllou, 1985, 1990; Carneiro et al.,
1996 € 2000; Cofcewicz et al., 2004; 2005), Carneiro et al.,
1996 ¢ 2000, Cofcewicz e al., 2005).
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Figura 4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da
regido anterior de machos M. incognita, com os fendtipos
Est. I1 (A) e 12 (B) e de juvenis de segundo estadio da
populagdo com o fenétipo Est 12 (C). Cauda de macho

mostrando campos laterais da popula¢io com o fendtipo
Est12.

A predominéncia de M. incognita em 80% das amostras
esté de acordo com o que j& havia sido relatado por Lordello
(1958) e Moura (1967), que detectaram apenas essa espécie
em figueiras. A predominéncia do fenotipo Est 12 em relagio
ao Est 11 foi observada, mostrando a sua maior ocorréncia.
Estudos similares realizados em outras culturas também
demonstraram a predominéancia desse fenotipo em algumas
culturas (Carneiro ef al., 1996, 2000, 2005; Castro, et al. 2003;
Cofcewicz, et al. 2004, 2005). A separagdo dos fendtipos I1
¢ 12 de M. incognita muitas vezes nio ¢ facil, pois a segun-
da banda, que caracteriza 12 é ténue e de dificil observagio.
A intensidade depende do estado de conservagdo da fé-
mea macerada, sendo mais nitida em fémeas mais jovens
(Cameiro et al., 1996).

Estudos morfoldgicos (configuragdo da regifio perineal
e regido labial de machos e J2) confirmaram que esses dois
fenotipos (11 e 12) representam realmente dois variantes de
M. incognita (Eisenback & Triantaphyllou, 1991). Esses
resultados.discordam da afirmag&o feita por Favoreto (2001),
que sugere que o fendtipo 12 seja um nova espécie de Me-
loidogyne do cafeeiro. Estudos moleculares (PCR-RAPD)
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Tabela 3. Identificac@o de racas de M. incognita, através do teste de plantas hospedeiras diferenciadoras
em 22 populagdes de Meloidogyne spp. provenientes do Rio Grande do Sul e seus respectivos fen6tipos

de esterase.

Espécie vegetal e reacio

Racas e Fenotipos

Amostras Tomate cv. Ru tgers Algodao cv Fumo cv. Nc65 de esterase
Deltapine 61

Ala +°2 -2 - Racal (I1)
Alb + - - Ragal (I2)
Alc + - - Racal (S1)
A2b + - - Ragal (12)
A3 + - - Ragal (I1)
A4 + - + Raca2 (I1)
ASa + - + Raca2 (I1)
A5b + - - Ragal (I2)
Aba + - + Raca2 (I1)
ATa + - + Raga2 (I2)
ABa + - - Racal (I1)
AS8b + - - Racal (I2)
A9 + - - Racal (I12)
Al0Oa + - + Raga2 (I1)
A10b + - - Ragal (12)
All + - - Racal (I2)
Al2 + - - Ragal (I2)
Al3 + - - Ragal (I12)
Al4 + - - Ragal (I2)
AlS + - + Raca2 (I2)
Al6 + + - Raca3d (I2)
Al7 + - - Ragal (I2)

* (+) indica um hospedeiro suscetivel.(-) indica o hospedeiro resistente.

também demonstraram que os fendtipos Est I1 e 12 se refe-
rem a diferentes isolados que se agruparam com M. incog-
nita com 100% de ‘bootstraps’ nas andlises filogenéticas
(Randig et al., 2002). Neste estudo néo ocorreu, nenhuma
correlagdo entre os perfis de esterase I1 e 12 e as ragas de M.
incognita detectadas, diferindo do que foi observado por
Cameiro ef al. (2000). Estudos semelhantes realizados por
Castro et al. (2003), estudando populagdes de Meloidogy-
ne da soja, também demonstraram baixa correlaggo entre
esses fendtipos de esterase € as ragas detectadas.

Por outro lado, o uso de hospedeiros diferenciadores
ndo é considerado um critério consistente para identifica-
¢do de variabilidade intraespecifica do nematdide devido a
variabilidade do patdgeno, ao longo do tempo. Dessa ma-
neira, as ragas parecem ser mais uma adaptagao fisiologica
do nematodide do que uma caracteristica genética da popu-
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lagdo (Randig et al., 2002). Com base nessas observacdes,
trabalhos adicionais devem ser conduzidos para elucidar
essa questdo.

Trés populagdes atipicas minoritarias (Est S1, F2a e F2b)
foram detectadas em 20 % das amostras e foram observa-
das pela primeira vez, em raizes de figueira, embora ja te-
nham sido relatadas em outras culturas. O fenétipo S1, que
as vezes se revela como S2 (Carneiro ef al., 2005) foi inicial-
mente detectado e considerado por Janati et al. (1982),
Fargette(1987) e Esbenshade & Triantaphyllou, (1985) como
um fendtipo atipico. Esses tltimos autores, estudando a
variabilidade isoenzimatica de 291 populagdes de
Meloidogyne spp. provenientes de varios locais do globo,
identificaram os fenétipos Est S1 e Mdh N1 em trés diferen-
tes populagdes. Entretanto, dependendo do polimorfismo
de outras enzimas (Superoxido Dismutase e Glutamato-
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oxalacetato-transaminase) ¢ do niimero de cromossomos
de cada populagdo, o fendtipo Est S1 foi identificado como
M. incognita (SIN1), M. chitwoodi Golden et al.,1982
(SIN1a) e M. platani Hirschmann, 1982 (S1N1a). Em traba-
lhos de caracteriza¢do do nematdide das galhas realizados
no Brasil, Cofcewicz et al. (2004) detectaram a mesma popu-
lagdo atipica com o fendtipo de Est S1 (denominado B1) e
Mdh N1, em uma unica amostra proveniente de bananeira
coletada no Estado de Séo Paulo. Castro et al. (2003) tam-
bém verificaram a ocorréncia desse fendtipo em uma amos-
tra de soja juntamente com uma populagfio de M. incognita
no Estado de S&o Paulo. Porém, estudos realizados por
Castro (2001), demonstraram que essa populaggo atipica
apresentava diferencas morfométricas quando comparada
a M. chitwoodi Golden et al,. (1980) e M. incognita poden-
do tratar-se de uma outra espécie. Neste trabalho, essa po-
pulag@o apresentou configuracfio perineal proxima a M.
incognita (Castro, 2001). Nos estudos com hospedeiros
diferenciadores, essa populagiio se comportou como M.
incognita raga 1, como tinha sido mesmo foi observado por
Fargette (1987).

A populagéo Est F2b foi relacionada com populagdes
atipicas de M. arenaria provenientes da Nigéria, Costa do
Marfim, Filipinas, Samoa e uma populagio nio identificada
dos EUA, sendo denominada S1-M1. O estudo da regido
perineal mostrou configuragdes bastante variaveis, poden-
do essa populacdo ser incluida no grupo 6, que agrupa M.
incognita e outras espécies com perineais proximas (Jepson,
1987).

O fendtipo Est F2a néo foi ainda descrito, mas os pa-
drdes perineajs dos dois isolados que apresentaram esse
fendtipo, foram semelhantes aos do grupo 4 (Jepson, 1987),
onde esta incluida M. arenaria (Neal, 1989) Chitwood, 1949,

Considerando que neste trabalho, foi detectada a pre-
senca de trés populacdes atipicas de Meloidogyne spp.,
que infelizmente se reproduzirm mal no tomateiro, estudos
morfolégicos mais detalhados deverfio ser efetuados para
a caracterizagdo e identificagfio desses isolados. Além dis-
so, devem ser realizados ensaios para avaliar a viruléncia
dos vérios isolados (Est: 1, 12, S1, F2a e F2b) em diferentes
cultivares de figueira. E importante salientar, que esta vari-
abilidade até hoje ndo foi considerada em trabalhos cienti-
ficos que enfatizam a reag@o de porta enxertos de figueira
ao nematoide das galhas. Essas informagdes poderiam con-
tribuir no futuro para a adogo de medidas de controle mais
racionais.
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Resumo - GOMES, A.CM.M; J.C. MATTOS; PA.S. CIROTO & R.M.D.G. CARNEIRO. 2006. Resisténcia de acessos de Pfaffia
glomerata a Meloidogyne incognita.

Pfaffia glomerata, comumente denominada “ginseng brasileiro”, € planta da familia Amaranthaceae que ocorre nas Américas
e Africa, sendo que o Brasil ¢ o mais importante centro de coleta dessa espécie para fins medicinais, alimenticios e cosméticos.
Os nematdides de galhas, Meloidogyne spp, podem causar sérios sintomas de galhas no sistema radicular, onde estdo
armazenados os principios ativos fito-quimicos. Acessos de P, glomerata foram selecionados, a partir de uma colegdo de
plantas mantidas na Universidade de Brasilia (UNB) e Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) para serem
testados quanto a resisténcia a Meloidogyne incognita raga 1,. Plantulas foram obtidas por mini- estaquia a partir da planta
mée e inoculadas com 5000 ovos quando tinham aproximadamente 15 cm de comprimento. Noventa dias apds a inoculagio
foram avaliados os sistemas radiculares quanto aos indices de galhas e de massas de ovos ¢ os fatores de reprodugéo (FR).
Os acessos Sdo Luiz (MA), UFV (MG), Cenargen 1 (DF), Pedra de Guaratiba (RJ), Itabaiana (SE) e Cenargen 2213-6 foram
considerados altamente resistentes (FR<1); IAPAR (PR), Cenargen 2216-10 e Cenargen 2216-16, medianamente resistentes
(FR=de 1,9 22,3); Cenargen 2217-10 e UFC (CE), suscetiveis (FR=10,0) e os demais acessos (Farmacotécnica, DF e Cenargen
2217-9) altamente suscetiveis (FR >80,0).De acordo com esses resultados, a utilizagdo de acessos resistentes € uma medida
bastante promissora para o controle de M. incognita, em cultivos comerciais de P. glomerata.

Palavras-chave: resisténcia, nematoide de galhas, ginseng brasileiro.

Summary - GOMES, A.CM.M; J.C. MATTOS; P.A.S. CIROTO & R.M.D.G. CARNEIRO. 2006.Resistance of Paffia Glomerata
accessions to Meloidogyne incognita.

Pfaffia glomerata, commonly denominated “Brazilian ginseng”, is a plant of the Amaranthaceae family that occurs in
America and Africa. Brazil is the most important center of assessment of this species for medicinal, nutritional and cosmetic
use. Some disease problems can damage this plant, among them, the root-knot nematodes, Meloidogyne spp., cause serious
gall symptoms on the roots, where the phyto-chemical compounds are stored. Accessions of P. glomerata were selected from
a collection maintained in the University of Brasilia (UNB) and Embrapa Genetic Resources and Biotecnology (Cenargen).
Plants were obtained by cuttings from the plant mother and were inoculated with 5000 eggs when they were approximately 15
cmin length. Ninety days after egg inoculation the roots were evaluated using gall index and the reproduction factor (RF). The
accessions Sdo Luiz (MA), UFV (MQG), Cenargen | (DF), Pedra de Guaratiba (RJ), Itabaiana (SE) and Cenargen 2213-6 were
considered highly resistant (RF<1); IAPAR (PR), Cenargen 2216-10 and Cenargen 2216-16, moderately resistant (RF= from 1.9
to 2.3); Cenargen 2217-10 and UFC (CE), susceptible (FR=10) and the other accessions (Farmacotécnica, DF and Cenargen
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2217-9) highly susceptible (RF >80). Considering these results, the use of resistant accessions is a promising control method

for commercial crops of P. glomerata.

Keywords: resistance, root-knot nematodes, Brazilian ginseng.

Introducio

Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen,1967
(Amaranthaceae) € uma espécie nativa de amplo uso popu-
lar, submetida a uma alta pressdo antrdpica devido ao
extrativismo (Vieira ef al., 2002). O género possui cerca de
33 espécies distribuidas nas Américas Central e do Sul. No
Brasil ocorrem 21 espécies em formagdes florestais e cam-
pestres, mais precisamente em orlas de matas, beira de rios,
capoeiras Umidas e campos rupestres (Siqueira, 1988). Uti-
lizada ha séculos pelos indios brasileiros na cura e preven-
¢do de doengas, P glomerata teve suas propriedades me-
dicinais comprovadas cientificamente no Japdo, apresen-
tando propriedades terapéuticas no tratamento de diabe-
tes, hemorroidas, além de mostrar efeito bioenergético, to-
nico, afrodisiaco e antidiarréico (Mashio, 1993).

O interesse pela P. glomerata teve origem no uso popu-
lar de suas raizes, recebendo o nome comum de “Ginseng
brasileiro”. Apos a identifica¢fio de substdncias hormonais
(Nishimoto et al 1987 e Shiobara ef al., 1992), com caracte-
risticas de efeito adaptdgeno, verificou-se uma grande de-
manda mundial pelas raizes desta planta, principalmente
pelo Japdo, onde a espécie foi bastante estudada sob o
ponto de vista fitoquimico e farmacoldgico (Nishimoto et
al., 1987; Nishimoto 1990; Nishimoto, 1992 e Shiobara e al.,
1992). O Brasil tem sido o maior fornecedor mundial de raizes
dessa planta. Aproximadamente 30 toneladas de raizes de
Pfaffia sp. sdo oriundas de extrativismo, e exportadas men-
salmente para o Japdo. O procedimento extrativista, inten-
sificado a partir da validagdo cientifica de suas proprieda-
des terapéuticas, tem reduzido a variabilidade das popula-
¢des e conseqlientemente o fornecimento de matéria-pri-
ma, além de causar prejuizos ao meio ambiente (Alcintara,
1994). Dessa forma, torna-se imprescindivel o desenvolvi-
mento de técnicas de cultivo como alternativa de produgio
agricola, para reduzir o processo de extrativismo. Em levan-
tamentos fitossanitarios realizados em coleg¢des brasileiras,
localizadas em diferentes regides foi registrada a ocorrén-
cia de diversas pragas que limitaram a produgio de Pfaffia.
Entre essas pragas destacam-se os nematdides do género
Meloidogyne, causando galhas e apodrecimento nas raizes
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(Aragjo et al., 1994). Recentemente, M. javanica, M.
incognita ¢ Meloidogyne sp. foram detectadas no Distrito
Federal, causando danos a essas plantas (Mesquita et al.,
2005).

Tendo em vista que os nematodides parasitam as raizes
de P. glomerata, que sio a sede da extragio de substincias
utilizadas na produgdo de farmacos, ha necessidade de se-
rem avaliados acessos dessa planta quanto a resisténcia ao
nematdide de galhas, de forma a embasar uma estratégia de
produgdo sustentavel de P. glomerata.

O objetivo deste trabalho foi avaliar 13 acessos de P,
glomerata quanto a resisténcia ou suscetibilidade ao
nematoide de galhas, Meloidogyne incognita raga 1.

Material e Métodos

Foram utilizados, nos experimentos, 13 acessos de P,
glomerata, oriundos de varias regides do Brasil (Tabela 1),
procedentes da Colegdo de Plantas Medicinais da UnB e da
Colegdo do Cenargen.

A populagdo de M. incognita raga 1 foi isolada,
identificada e purificada a partir de plantas de Pfaffia culti-
vadas em Brasilia - DF. A identificacdo da espécie foi feita
através do perfil de esterase (Carneiro & Almeida, 2001;
Carneiro et al., 2000) e teste com hospedeiros
diferenciadores (Hartman & Sasser, 1985). Para obtengdo
do inoculo, essa populagdo foi multiplicada em tomateiros
cv Santa Cruz. Os ovos foram extraidos pelo método de
Hussey & Barker (1973) e a concentragdo determinada em
laminas de Peters ao microscopio Optico.

Para multiplicagfio unidonal de .P glomerata, nés, con-
tendo duas gemas, foram selecionados de estacas da parte
adrea das plantas mée, e em condigdes de telado sombrea-
do, foram postos para brotar em mini estufas construidas
em vasos plasticos de 2,5 litros, contendo substrato esteri-
lizado com 50% humus ¢ 50% argila. Cada vaso foi coberto
com um saco plastico transparente de 4 litros, constituindo
uma mini estufa. As extremidades do saco pléstico foram
cortadas para permitir aeragdo. Os vasos ndo receberam
irrigagdo por aproximadamente 10 dias. A medida em que
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Tabela 1. Descri¢do dos acessos de Pfaffia glomerata, utilizados nos experimentos de sele¢fio, quanto a resisténcia a

Meloidogyne incognita raga 1.

Nome do acesso

Local de Depésito

Origem

Cenargen 2217-10

Colegdo Cenargen

Sao Luis (MA) Colegdo UnB
Cenargen 2216-10 Coleg¢do Cenargen
UFV(MG) Colegdo UnB
Itabaiana (SE) Colegdo UnB
Cenargen 2213-6 Colegdo Cenargen
Pedra de Guaratiba (RJ) Cole¢do UnB
Farmacotécnica (DF) Colegéo UnB
Cenargen 2217-9 Colegdo Cenargen
Cenargen 1 Colegdo UnB
Cenargen 2216-16 Colegdo Cenargen
TIAPAR (PA) Colegdo UnB
UFC(CE) Colegéo Unb

I1ha Grande,Sto Anténio (PR)

S&o Luis (MA)

Ilha do Estreito (PR)

Campus da Univ. Fed. de Vigosa-(MG)
Ribeirdpolis (SE)

Iha do Denzel (PR)

Horto Florestal da Pedra de Guaratiba-(RJ)
Vargem Bonita (DF) Propriedade da Farmacotécnica
Ilha Grande (PR)

Brasilia (DF)

Ilha Margal (PR)

IAPAR (PR)

Campus da Universidade Federal do Ceara (CE)

surgiam brotagGes, aproximadamente aos 5 dias, os sacos
eram retirados, e as mudinhas receberam irrigag@o. Depois
desse periodo, as plantulas foram removidas para estufas
de crescimento individual, em vasos de 5 litros, visando o
enraizamento e crescimento para posterior inoculagéo.
Oito plantas de cada acesso (Tabela 1), cultivadas indi-
vidualmente em vasos de 5 litros foram inoculada com de
M. incognitaraga 1 com 5000 ovos, cada uma, em 10 ml de
suspensdo aquosa, quando apresentavam aproximadamente
15 em de altura. O indculo foi distribuido na regido da
rizosfera,a aproximadamente 1 a 2 cm de distancia do caule.
O ensaio foi conduzido em delineamento experimental, in-
teiramente casualizado, e mantido em casa de vegetagio
sob condig¢des controladas de temperatura (25 a 30 ° C).
Cento ¢ vinte dias apds a inoculagéo, a parte aérea foi
cortada e descartada, as raizes lavadas e coradas com
Phloxina-B por 30 minutos numa concentragio de 0,015mg
por ml. Em seguida, foram estimados os pardmetros: indices
de galhas e massa de ovos, segundo a escala de 0 a 5 pro-
posta por Hartman & Sasser (1985): em que 0 = nenhuma
galha ou massa de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos,
2=3-10;3=11-30;4=31-100; 5 €” 100 galhas ou massas de
ovos. O nimero total de ovos/planta/repetigéo foi avaliado
como descrito anteriormente por Hussey & Barker (1973)
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com NaOCl a 1%. O Fator de Reprodugido (FR) foi calcula-
do, dividindo-se o numero total de ovos/planta pelo niime-
ro de ovos inoculados (5000). O namero total de ovos foi
transformado em log(x+1) para a analise de variincia e os
dados analisados pelo teste de Tukey- Kramer..

Resultados e Discussio

Na Tabela 2, encontram-se os resultados da reagéo dos
diferentes acessos a inoculag@io com M. incognita raga 1.
Os acessos Sdo Luis (MA), UFV (MG), Cenargen | (DF),
Pedra de Guaratiba (RJ), Itabaiana (SE) e Cenargen 2213-6
foram considerados altamente resistentes por apresenta-
rem Fator de Reprodugio menor que 1 (FR<1); IAPAR (PR),
Cenargen 2216-10 e Cenargen 2216-16, medianamente re-
sistentes (FR=1,9 a 2,3); Cenargen 2217-10 ¢ UFC (CE), sus-
cetiveis (FR=10). Os demais acessos Farmacotécnica (DF)
e Cenargen 2217-9 foram altamente suscetiveis (FR>80,0).
De uma maneira geral, ocorreu grande diferenga no FR (va-
riando de 0,007 a 110,0). entre os acessos resistentes e os
suscetiveis, mostrando com evidéncia a presenca de genes
de resisténcia altamente efetivos em alguns acessos (Figu-
ra 1) (Tabela 2). Isso pode ser explicado devido a grande
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Tabela 2. Respostas dos diferentes acessos de Pfaffia glomerata ao nematoide das galhas Meloidogyne

incognita raga 1.

Erro

fndice d Nimero - Reacio
Nome do acesso Massa fresca Gall(l::s : Total de Fator de Padx:a(3 final
das raizes (g) Ovos Reproducio** da Média ok
Cenargen 2217-10 139,0g 5 554.835 110,967 d £0,1044 AS
Sio Luiz (MA) 425 3 35 0,007 a +0,1044 AR
Cenargen 2216-10 114,5 4 10.175 2,035 ab 102993 MR
UFV (MG) 88,0 3 635 0,127 a +0,1044 AR
Itabaiana (SE) 232,0 3 2.815 0,563 a 02993 AR
Cenargen 2213-6 1142 3 4230 0,846 a 02993 AR
Pedra de
+0,1044

Guaratiba(RJ) 69,0 3 1.795 0,359 a AR
Farmacotécnica-DF 176,0g 5 411.395 82,279 d +0,1205 AS
Cenargen 2217-9 60,0g 5 53.520 10,704 be +0,2993 S
Cenargen 1 72,5 3 1.410 0,282 a +0.1044 AR
Cenaregen 2216-16 118,0g 4 11.390 2,278 b 20, 3457 MR
IAPAR (PA) 131,0g 5 9.305 1,861 ab +0,2993 MR
UFC (CE) 131,0 5 54.600 10,920 be +0,1044 N

(*) Indice de galhas ou massas de ovos: 0 = nenhuma galha ou massa de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos, 2 =
3-10; 3=11-30;4=31-100; 5 ” 100 galhas ou massas de ovos (Hartman&Sasser, 1985).
(**) Os valores foram transformados em log (x+1) e tratamentos com letras diferentes, diferem entre si pelo teste

Tukey-Kramer a de 5 % de probabilidade.

(***) S = suscetivel, MR = moderadamente resistente, AR = altamente resistente, S= susceptivel AS = altamente

susceptivel

variabilidade existente entre diferentes acessos dessa plan-
ta, como foi demonstrado previamente por Corréa Jinior
(2003). Esse mesmo autor descreveu diferengas fenotipicas
entre 0s acessos tanto na cor, tamanho e forma das folhas.
Essa variabilidade genética pode ser observada nas folhas
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de dois acessos selecionados neste trabalho,como susce-
tivel, Farmacotécnica (folha lanceolada) e, resistente, UFV
(folha ovalada).

Pode-se observar através dos indices de galhas (IG)
que os acessos altamente resistentes apresentaram valores
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Figura 1. Sintomas das raizes de Pfaffia glomerata infestadas com Meloidogyne incognita raga 1. A: acesso Farmacotécnica
(suscetivel); B: acesso UFV ( resistente).

em torno de 3, mostrando que ocorreu desenvolvimento de
alguns nematdides, embora eles ndo tenham atingido o es-
tadio adulto, o que fica evidente através do FR< 1. Os valo-
res avaliados para o indice de massas de ovos néo foram
considerados neste trabalho, pois muitas massas de ovos
foram internas e dificeis de serem observadas ¢
quantificadas corretamente.

A resisténcia genética de P. glomerata ja foi testada
para M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949 e vérios
acessos foram descritos como resistentes (Aradjo et al.,
1994). Dessa maneira, pdde-se verificar que os acessos Sao
Luis, Itabaiana e Pedra de Guaratiba foram altamente resis-
tentes as duas espécies (M. javanica e M. incognita) € o
acesso Farmacotécnica, altamente suscetivel a ambas. Ocor-
reu variabilidade quanto a resisténcia do acesso IAPAR,
que foi altamente resistente a M. javanica € moderadamen-
te resistente a M. incognita. Apenas o acesso UFC, diferiu
acentuadamente quanto a sua resisténcia genética, sendo
suscetivel a M. incognita e altamente resistente a M.
Javanica, de acordo com o que foi relatado por Aratjo et al
(1994). Os autores desse trabalho utilizaram como pardmetros
de resisténcia, o indice de galhas e de massas de ovos, que
de acordo com os resultados do presente estudo, ndo fo-
ram bons indices para medir a resisténcia genética, uma vez
que as massas de ovos foram muitas vezes internas e as
galhas, algumas vezes, foram formadas por juvenis (J3/J4),

Nematol. Bras., Brasilia, 2006, Vol. 30(2):189-194

que nflo conseguiram completar o ciclo bioldgico (dados
ndo incluidos). Muitos trabalhos realizados em algodogiro
entre 1900 e 1975 nos EUA utilizaram como método para
selecionar resisténcia a Meloidogyvne incognita raga 3, o
indice de galhas, em experimentos realizados a campo.
Shepherd (1979) demonstrou que os resultados desses tes-
tes foram muito varidveis e colocou em evidéncia que o
indice de galhas era independente da reprodugdo do
nematoide. Alguns gendtipos apresentaram alto indice de
galhas ¢ baixo numero de ovos, outros, baixo nimero de
galhas e alto numero de ovos. Dessa maneira, a quantidade
de ovos produzidos toi escolhida como o principal critério
de resisténcia em substitui¢do ao indice de galhas.

Mais estudos sdo necessdrios para compreender os
mecanismos de resisténcia de acessos de P. glomerata a
Meloidogyne spp. e a influéncia do parasitismo do
nematdide na redugdo dos principios ativos medicinais pre-
sentes nas raizes.

Conclusoes

Os acessos de Pfaffia glomerata demonstraram dife-
rentes niveis quanto a resisténcia e suscetibilidade ao ne-
matodide de galhas, Meloidogyne incognitaraga 1, demons-
trando haver acentuada variabilidade para a resisténcia.
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Os acessos Sdo Luis (MA), UFV (MQG), Cenargen 1 (DF),
Pedra de Guaratiba (RJ), Itabaiana (SE) e Cenargen 2213-6
foram considerados altamente resistentes (FR<1), demons-
trando alto potencial para uso em programas de melhora-
mento genético.

Os acessos IAPAR (PR), Cenargen 2216-10 e Cenargen
2216-16 foram medianamente resistentes (FR de 1,9 a2 2,3);
Cenargen 2217-10 e UFC (CE), suscetiveis (FR=10,0) e os
demais acessos, Farmacotécnica, (DF) e Cenargen 2217-9,
altamente suscetiveis (FR >80,0).
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Summary - Lax, P., M.E. Doucet, C. Gallardo, S. Muruaga de L’ Argentier & H. Vilte. Plant-parasitic nematodes detected in
Andean tubers from Argentina and Bolivia.

The presence of nematodes was evaluated in the skin and underlying parenchyma of several varieties of Andean tubers
(Andean potato, ‘Oca’ and ‘Papalisa’) from Argentina and Bolivia. Nacobbus aberrans was widely distributed in the Andean
region. Other phytophagous nematodes detected were Meloidogyne incognita, M. javanica, Globodera sp. and Pratylenchus
sp. Two different species of the Family Anguinidae, Hexatylus sp. and Aphelenchus avenae, were also found. Furthermore,
results of two different methods usually used to evaluate tuber sanitation were analyzed: processing of skin and underlying
parenchyma and closed bag bioassays, the former appearing as the most efficient.

Keywords: Globodera, Meloidogyne, Nacobbus aberrans, nematode survey, Oxalis tuberosa, Pratylenchus, Solanum
tuberosum subsp. andigenum, Ullucus tuberosus.

Resumo —Lax, P, M.E. Doucet, C. Gallardo, S. Muruaga de L’ Argentier & H. Vilte. 2006. Nematoides fitoparasitas detectados
em tubérculos na Argentina ¢ Bolivia.

A presenca de nematoéides foi avaliada na casca e no parénquima adjacente de muitas variedades de tubérculos andinos
(batata andina, ‘oca’ e ‘papalisa’), oriundos da Argentina e Bolivia. Nacobbus aberrans mostrou-se largamente distribuido na
‘regifio Andina. Outros nematéides fitoparasitas foram detectados: Meloidogyne incognita, M. javanica, Globodera sp. e
Pratylenchus sp. Duas diferentes espécies da Familia Anguinidae, Hexatylus sp. e Aphelenchus avenae foram também
encontradas. Além disso, resultados de dois diferentes métodos, usualmente usados para avaliar tubérculos infestados,
foram analisados: processo da casca e parénquima adjacente e bioensaio do saco fechado, sendo o primeiro o mais eficiente.

Palavras-chave: Globodera, Meloidogyne, Nacobbus aberrans, levantamento de nematoides, Oxalis tuberosa, Pratylenchus,
Solanum tuberosum subsp. andigenum, Ullucus tuberosus.

Introduction and their production contributes to the socioeconomic
development of local people (Terrazas et al., 1997). Among
the main plants grown are Andean potato (Solanum
tuberosum subsp. andigenum), ‘Oca’ (Oxalis tuberosa),
‘Papalisa’ or ‘Olluco’ (Ullucus tuberosus), and ‘isafio’

Andean tuber crops are a valuable source of genetic
resources and constitute the food base of the inhabitants
in the Andean region. Tubers also have medicinal properties
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(Tropaeolum tuberosum). These crops are characterized by
their great diversity. Potato is widely heterogeneous; its
several varieties have particular morphological, agronomical
and qualitative characteristics (IBTA/PROINPA, 1994). The
same applies to the numerous native varieties of ‘Oca’
(Cadima et al., 2004).

In the Andean region, species of plant-parasitic
nematodes may produce significant yield losses to potato
crops and reduce tuber quality. Among these pathogens
are representatives of the genera Globodera, Meloidogyne,
and the species Nacobbus aberrans (Gonzélez & Franco,
1997). The latter has also been noted as a limiting factor to
‘Papalisa’ production (Cadima et al., 2003; Condori ef al.,
2003) and as a pathogen of ‘Oca’ (CIP, 1996; Ramos et al.,
1998).

Given their intimate relationship with the host, these
endoparasitic nematodes can be easily dispersed.
Meloidogyne spp. and N. aberrans have the ability to infect
not only the potato roots but also the tubers, and to develop
their cycle inside the parenchyma. Furthermore, cysts of
Globodera spp. may be spread by transport of the soil
attached to the tuber (Gonzalez & Franco, 1997). The
objective of this work was to evaluate the presence of plant-
parasitic nematodes on different varieties of Andean tubers
from different localities of Argentina and Bolivia.

Materials and Methods

In May, July and September 2005, 65 samples of stored
Andean tubers corresponding to the 2004-2005 crop cycle
were collected (harvested in February-March 2005). Samples
were acquired directly from growers in local markets or their
houses. A total of 25 varieties of Andean potato, two of
‘Papalisa’ and three of ‘Oca’ were obtained. The variety
names were provided by the growers. Table 1 indicates the
tubers analyzed and their origin.

Each sample was divided in two parts, which were
processed following two methods commonly used to
evaluate tuber sanitation. In one, 20 tubers were peeled and
the skin and underlying parenchyma were processed using
the technique proposed by Costilla (1985). The resulting
material was observed under stereoscopic microscope to
detect the presence of nematodes. Specimens were identified
according to the morphological characteristics defining each
taxon detected. In the other part, 10-15 tubers per sample
were used for a closed bag bioassay (Ortufio ef al., 1996) to
detect infections by Nacobbus, Globodera and
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Meloidogyne. A plastic bag was filled with 400 g of sterile
soil with soil moisture at field capacity and a tuber was
planted. The bags were closed, wrapped in newsprint, and
stored in the dark at about 25°C. After 40 days the root
surface in each repetition was examined for the presence of
white females or cysts belonging to the genus Globodera.
When galls were detected, tissues were dissected under
stereoscopic microscope to confirm if galls were produced
by nematodes of the genus Nacobbus or Meloidogyne.

Results and Discussion

Nematode detection in skin and underlying parenchyma of

tubers

Plant-parasitic nematodes (Table 2)

Phytophagous nematodes were detected in 57% of the
samples analyzed, N. aberrans being the species most
frequently found (51%). Third (J3) and fourth stage (J4)
juveniles, and immature females of this nematode were
observed. In samples obtained a few months after harvest,
J3 and J4 were more frequent and immature females were
scarce, whereas potatoes that had been stored for longer
periods (samplings conducted in July and September)
contained a higher number of immature females. Mature
females inside the tuber parenchyma were occasionally
observed. To confirm this observation, potatoes from some
samples analyzed in May were processed in August, and
similar results were obtained. This indicates that the
nematode does not remain confined to the skin in
quiescence, but can continue to develop inside the tuber.

N. aberrans was the most widely distributed species in
northwestern Argentina (54% of the total localities
considered). Ortufio et al., (2005) reported that N. aberrans
also exhibits the widest geographic distribution among
potato infecting nematodes in Bolivia, and that it is found
isolated or associated with Globodera sp. and/or
Meloidogyne spp. as we observed in the samples from Ar-
gentina.

Globose females with egg masses of M. incognita and
M. javanica were detected to a lesser degree (8% and 9%,
respectively). Both nematode species were detected
simultaneously in the potato varieties ‘Tuni’ and ‘Negra’
from the locality of Alfarcito (Argentina).

Cysts of the genus Globodera were extracted from the
eyes of ‘Collareja’ variety from Colanzuli and Santa Victoria
(province of Salta) (Figure 1). Recently, the species G
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Table 1. Locality of sample and variety of tuber analyzed.

Origin Locality Tuber variety
Argentina
Prov.: Jujuy
Dep.: Humahuaca Aparzo Azul (1)
Chaupi Rodeo Colorada (1), Churquefia (1), Redonda (1), Runa (1)
Huasadurazno Azul (1)
Humahuaca Collareja (1)
Ocumazo Azul (1)
Palca de Aparzo Azul (2), Colorada (2)
Ronque Collareja (1)
Dep.: Santa Catalina Casira Collareja (1), Malcacha (1)
Dep.: Tilcara Alfarcito Azul (1), Negra (2), Tuni (1)
Colonia San José Ojo de sefiorita (1)
San José Collareja (1)
Yacoraite Collareja larga (1)
Dep.: Tumbaya Patacal Ojo de sefiorita (1)
Purmamarca Colorada redonda (1), Collareja redonda (1), Chacarera blanca
@
Dep. Valle Grande Santa Ana Cuarentilla (1), Runa (1), Tuni blanca (1)
Valle Colorado Colorada (1)
Valle Grande Abajefia (1)
Dep.: Yavi La Quiaca Waych’a (1)
Yavi Collareja (2), Criolla (1)
Prov.: Salta
Dep.: Iruya Campo Carreras Colorada (1), Collareja (1), Ojosa (1), Redonda (1)

Dep.: Santa Victoria
Bolivia

Prov.: Cochabamba
Dep.: Cochabamba

Prov.: Tarija
Dep.: Tarija

Colanzuli
Iruya
Pueblo Viejo

Santa Victoria
Cochabamba

Villazén

Collareja (1), Chacarera (2), Oca amarilla (1), Oca colorada
(1), Runa (1), Tuni (1)

Colorada (1), Collareja (1), Chacarera redonda (1), Oca
amarilla (1), Oca rosada (1), Papalisa (1), Papa verde lisa (1)
Ojosa (1), Redonda (1), Rosada (1)

Collareja (1)
Oca colorada (1), Papalisa (1), Negra (1), Sani (1), Waych™a
3

Imilla (1)

Abbreviations: Prov. = Province; Dep. = Department.

The number of samples analyzed of each variety is indicated in parentheses.
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Table 2. Plant-parasitic nematodes detected in different varieties of Andean tubers.

Nematode

Locality

Tuber variety

N. aberrans

Campo Carreras
Casira
Cochabamba
Colanzuli
Chaupi Rodeo
Iruya

Palca de Aparzo
Pueblo Viejo
Purmamarca

San José
Santa Ana
Yavi

M. javanica
Alfarcito

M. javanica + M. incognita

N. aberrans + Globodera sp. Colanzuli

Santa Victoria

N. aberrans + M. incognita Colanzuli

Chaupi Rodeo

Villazén
N. aberrans + M. javanica
Ronque

Yavi

Pratylenchus sp.

Humahuaca

Campo Carreras

Cochabamba

Colorada, Ojosa, Redonda
Collareja, Malcacha

Sani, Waych’a

Chacarera, Tuni

Colorada, Churqueiia, Redonda
Colorada, Collareja, Chacarera redonda
Azul, Colorada

Ojosa, Redonda

Collareja redonda

Collareja

Cuarentilla, Runa, Tuni blanca
Collareja

Collareja
Negra, Tuni

Collareja
Collareja

Runa
Runa
Imilla

Collareja
Collareja
Collareja

Oca colorada

pallida was first detected in continental Argentina, in a
locality of the same province (Lax et al., 2005), attacking
roots of ‘Colorada’ and ‘Ojosa’ Andean potato (Doucet et
al., 2005 a, b). Further studies should be conducted to
confirm the species identity of the two new Globodera
populations found.

‘Collareja’ variety, one of the most widely used in
northwestern Argentina, showed high susceptibility to the
attack of N. aberrans (90% of samples), M. javanica (40%),
and Globodera sp. (20%) with some samples simultanecously
infected by N. aberrans-Globodera sp. or N. aberrans-M.
javanica..

In this work, females of Pratvilenchus were extracted
from the skin of ‘Oca colorada’ from Cochabamba (Bolivia).
It has been noted that species of this genus may infect
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potato tubers (CIP, 1996). However, there are no previous
records of the presence of plant-parasitic nematodes
nematodes attacking ‘Oca’ tubers.

Other nematodes (Table 3)

As with ‘Oca’, there are no reports of plant-parasitic
nematodes associated with ‘Papalisa’ tubers.
Representatives of the Family Anguinidae were detected in
samples from Cochabamba, whose genus identity has not
been determined yet. The Family comprises species of very
different feeding habits, including phytophagy and
mycophagy (Siddiqi, 2000). With respect to the latter type,
female and juvenile Aphelenchus avenae were found in
‘Colorada’ and ‘Azul’ Andean potato from Campo Carreras
and Palca de Aparzo (Argentina), respectively.
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Table 3. Other nematodes detected in Andean tubers.

Nematode Locality Tuber variety
Family Anguinidae Cochabamba Papalisa
Aphelenchus avenae Campo Carreras Colorada
Palca de Aparzo Azul
Hexatylus sp. Casira Collareja

Numerous filiform females and juveniles at different
stages, belonging to the genus Hexatylus, were found in
‘Collareja’ variety of the locality of Casira (Argentina). This
genus comprises species of complex life cycles, represented
by a free-living and micetophagous generation and another
entomoparasitic generation. It should be noted that the type
species, H. viviparus, was found for the first time in a
diseased potato tuber (Siddiqi, 2000).

The representatives of Anguinidae, 4. avenae and
Hexatylus sp., were observed moving in the extraction
solution. These nematodes probably develop while feeding
on fungus hyphae present on the tuber surface during
storage.

Methodological aspects

The use of the closed bag bioassay to detect Globodera
spp. and N. aberrans is helpful to evaluate the level of
sanitation of tubers and soil in seed potato production
(Ortufio et al., 1996). The analysis of tuber skins yielded
similar results to those obtained with the bioassay
(infections by Globodera sp. and N. aberrans and non-
infected tubers). However, in those samples where
Meloidogyne spp. were detected in the processed skin and
underlying parenchyma, no galls were observed in any
repetition using the bioassay, which might indicate that the
latter method is not suitable to evaluate the presence of
these nematodes in tubers. This difference might be caused
by the greater depth at which Meloidogyne is located inside
the tuber parenchyma, whereas N. aberrans and Globodera
spp. are found at a more superficial level, being able to
infect new roots faster. Another advantage of the processed
skin and underlying parenchyma method is that the presence
of other nematodes, such as: Pratylenchus sp., Hextaylus
sp., A. avenae, and specimens of the Family Anguinidae,
can be detected.

The Andean potato varieties ‘Ojosa’ and ‘Colorada’ from
Campo Carreras were obtained from a plot where high

Nematrol. Bras., Brasilia, 2006, Vol. 30(2):195-201

numbers of G pallida were previously detected. The closed
bag bioassay performed on tubers from this plot did not
reveal cysts or white females of the nematode on roots in
any repetition. This suggests that the results obtained from
the bioassay are not an indicator of the sanitary conditions
of the plot of origin (only of the tubers used), unless the
experiment is conducted using raw soil of the same plot.

Costilla (1985) and Ortufio et al. (2005) suggested
washing the tubers with running water before processing,
so that attached soil and organic residues are removed, and
the surface is clean. The same process is recommended for
a molecular diagnostic method for detecting Nacobbus in
potato tubers (Atkins ef al., 2005). In the tubers analyzed, it
was observed that J3, J4 and immature females of N. aberrans
are not always found under the lenticels, but at times may
be directly attached to the potato cuticle (Figure 1). Previous
experiments showed that when the water used for washing
was filtered through a 40-mm sieve, numerous
representatives of the species that were on the skin were
retained. It was also observed that submerging the skins in
water in Petri dishes for 6 h allowed nematode detachment.
Therefore, it is clear a deep cleaning of the tuber is not
necessary for diagnostic purposes, especially when the aim
is to quantify the level of infestation. A similar situation
would occur with cysts of the genus Globodera that might
be located on the tuber surface.

Considerations

Tuber production in the Andean region has great
economic importance for rural populations (Ludo er al.,
1999). Part of the production is marketed between
neighbouring communities through buying, selling, and
barter (Ludo et al., 1999). The detection of the phytophagous
nematodes N. aberrans, Globodera sp., Meloidogyne spp.
and Pratylenchus sp. alone or combined in the tubers
analyzed reveals a highly serious issue, especially when
the tubers are used as seeds. Nematodes are being widely
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Figure 1. Nematodes detected in Andean potato: A). Globodera sp. cyst in the eye of ‘Collareja’ tuber. B) Idem A, greater
magnification. C) Quiescent juvenile of Nacobbus aberrans on the tuber skin. (Scale bars: A= lecm; B=250 um; C =200 pum).

dispersed to very diverse areas that may or may not be
infested. Not only the vector crop but also other hosts will
be subsequently damaged, especially in the cases of
Meloidogyne spp. and N. aberrans, which are characterized
by their marked polyphagia. This characteristic has been
confirmed in N. aberrans, since it was found on 17 Andean
potato varieties in this work.

The results of this survey indicate the need to: i} control
the sanitary conditions of tubers that will be used as seeds
by analyzing the skin and underlying parenchyma, since
this method ensures fast detection of harmful phytophagous
nematodes and other nematode species; ii) accurately
identify the species of pathogens found in Andean tubers
and determine their biological characteristics; 1ii) determine
areas that are free of or infested by harmful nematodes; iv)
evaluate the susceptibility to parasitism of the most
commonly grown varieties in a region by the nematode
species detected; and v) organize outreach programs aimed
at disseminating knowledge among growers and
technicians. Accomplishing these objectives will contribute
significantly to better management of nematodes that
damage tuber crops in the Andean region.
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Resumo — Favoreto, L.; J. M. Santos, dos; J. C. Barbosa & S. A. Calzavara. 2006. Fitonematoides extraidos dos residuos das
fases do beneficiamento e de sementes de Brachiaria brizantha.

O presente trabalho foi desenvolvido com objetivo de identificar e quantificar fitonematdides ocorrentes nas sementes
beneficiadas e nos subprodutos das fases do beneficiamento de doze lotes de sementes de Brachiaria brizantha. Amostras
de sementes brutas, dos subprodutos das nove fases do beneficiamento ¢ das sementes beneficiadas de cada um dos lotes
foram recolhidas para analise. As analises foram efetuadas em aliquotas de 10 g de cada material, utilizando-se o método da
trituragdo em liquidificador, combinado com flotagZo centrifuga em solugéo de sacarose. Aphelenchoides spp. ¢ Ditylenchus
spp. foram encontrados em todos os materiais examinados. Os maiores nimeros desses nematoides foram recuperados no
residuo da primeira mesa densimétrica e no residuo aspirado na frente do segundo conjunto de peneiras e os menores dos
residuos da segunda mesa densimétrica. Ademais, foram encontradas percentagens mais altas de Ditylenchus spp. que de
Aphelenchoides spp. nos residuos vegetais maiores, removidos nas fases iniciais do processo de beneficiamento. Ao final do
beneficiamento, encontraram-se maiores niumeros de Aphelenchoides spp. nas sementes beneficiadas que de Ditylenchus
spp. Portanto, o processo de beneficiamento de sementes utilizado remove mais espécies de Ditylenchus que Aphelenchoides.

Palavras-chave: Aphelenchoides spp., Ditylenchus spp., graminea forrageira.

Summary — Favoreto, L.; Santos, J. M. dos; Barbosa, J. C. & Calzavara S. A. 2006. Phytonematodes extracted from waste
material from seed processing and seeds of Brachiaria brizantha.

The present research was carried out with the objective of identifying and quantifying the phytonematodes in the
waste material from seed processing and in twelve seed lots of Brachiaria brizantha. Samples of crude seeds from the waste
material from each of the nine steps of seed processing and from the processed seeds were collected for analysis. The
analyses were performed in subsamples of 10 g of each material. Samples were processed using the trituration in blender
method, combined with the centrifugal flotation in sucrose solution. Aphelenchoides spp. and Ditylenchus spp. were found
in all of the examined materials. The highest numbers of those nematodes were recovered in the residue of the first table
densimeter and in the residue aspirated from of the second group of sieves, and the lowest from the residue of the second table
densimeter. However, higher percentages of Ditylenchus spp. than those of Aphelenchoides spp. were found in larger plant
residues removed at the first step of the seed processing. At the end of seed processing, larger numbers of Aphelenchoides
spp.were found in the processed seeds than Ditylenchus spp. Therefore, the seed processing used removes more Ditylenchus
than Aphelenchoides. '

Keywords: Aphelenchoides spp., Ditylenchus spp., forage grass.
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Introducio

Estima-se que, no Brasil, existam 100 milh&es de hecta-
res de pastagens cultivadas, predominantemente constitu-
idas por Brachiaria decumbens Stapf. e B. brizantha
(Hochst.) Stapf. (Verzignassi & Fernandes, 2001). No inicio
da década de 90, estimava-se em 45 a 50 milhdes de hecta-
res cultivados com essas espécies, sendo que as principais
areas de plantio estavam no Brasil Central, Oeste da Bahia
e Norte do Mato Grosso (Merny et al., 1985; Macedo &
Zimmer 1993). Foi principalmente no decorrer das Gltimas
trés décadas que essas forrageiras ganharam importéncia
econdmica no Brasil, viabilizando a atividade pecudria nos
solos do Cerrado (Valle e al., 2003).

A ocorréncia de nematoides fitoparasitos tem impacto
significativo sobre a produgéo de massa e persisténcia das
forrageiras (Pinheiro et al., 1997). Contudo, em geral, os
produtos das pastagens nfio sdo colhidos, mas submeti-
dos ao pastoreio dos rebanhos. Por conseguinte, ¢ dificil
determinar o valor econdmico das pastagens, assim como o
impacto que os nematodides tém na produgio de massa. Ci-
tando Hauge (1980), Pederson & Quesenbarry (1998) esti-
maram que os nematoides causaram perdas de 6 % nas pas-
tagens de trevo de 5,4 milhdes de hectares, nos EUA, resul-
tando em prejuizos ao redor de 33 milhdes de délares. O
efeito de nematdides em gramineas forrageiras, por outro
lado, pode ser muito dificil de se discernir de outros proble-
mas, tais como prolongados periodos de seca, pressdo de
pastoreio e outras doengas de raizes. Por outro lado, Bernard
et al. (1998) mencionaram que os nematoides ndo somente
reduzem a produtividade e produgdo, mas podem, também,
afetar a qualidade da forragem. Ainda, os nematoides en-
contrados em sementes de gramineas forrageiras podem
comprometer a viabilidade das sementes e a regeneracéo
natural das pastagens, além de serem patdgenos de outras
culturas, com implicag¢des de natureza quarentenaria, difi-
cultando o comércio internacional.

Cerca de 180 espécies de Aphelenchoides Fisher ja fo-
ram descritas (Nickle & Hooper, 1991). Em Ditylenchus, 81
espécies sdo reconhecidas como validas, enquanto 82 fo-
ram removidas do género por razdes de ordem taxiondmica
(Sturhan & Brzeski, 1991). Essa grande diversidade tornaa
taxionomia desses nematdides dificil.

Ditylenchus spp. € Aphelenchoides spp. s@o os
nematdides que apresentam maior variabilidade de nichos
ecologicos. Algumas espécies causam danos severos na
parte aérea de plantas cultivadas, apesar de a grande maio-
ria ser encontrada apenas no solo, alimentando-se de fun-
gos (Sturhan & Brzeski, 1991).
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No Brasil, até 1981, apenas duas espécies de
Aphelenchoides haviam sido relatadas (Lordello, 1981).
Posteriormente, Costa Manso et al. (1994) fizeram meng&o
a ocorréncia de 10 espécies do grupo no Pais.

Aphelenchoides besseyi Christie que nfo ¢ parasito
obrigatério de plantas, pode atuar como ectoparasito ou
endoparasito, dependendo do hospedeiro. Na auséncia de
plantas hospedeiras, cultivadas ou invasoras, pode sobre-
viver no solo alimentando-se de fungos saproficos ou
fitopatogénicos (Huang, 1978; Luc et al., 1990; Pederson &
Quesenberry, 1998). Fortuner & Williams (1975) incluiram o
capim colonido (Panicum maximum Jacq.), a tiririca (Cyperits
spp.) e as gramineas silvestres Setaria italica (L..) Beauv. ¢
Digitaria sanguinalis (L..) Scop. na lista de hospedeiros
desse nematoide.

O principal meio de disseminacgéio dessas espécies de
nematdide sfo as sementes. Tanto em outras regides do
mundo (Fortuner & Williams, 1975; Merny et al., 1985; Gokte
& Mathur, 1993) quanto no Brasil (Tenente ef al., 1994,
Pinheiro et al., 1997; Tenente et al., 2000; Garcia et al., 2000;
Garcia & Tenente, 2001; Sharma er al.,, 2001; Bueno ef al.,
2002) espécies de Aphelenchoides, notadamente 4. besseyi,
tém sido relatadas em sementes de gramineas forrageiras.
Favoreto et al. (2003; 2004) e Favoreto & Santos (2004)
mencionaram que néo s6 4. besseyi, mas também, espécies
de Ditylenchus ocorrem em sementes de gramineas
forrageiras no Brasil. Sharma et al. (2001) constataram
Aphelenchoides subtenuis (Cobb) Steiner & Buhrer em
96,9% e Ditylenchus terricolus Brzeski em 92,2% de 64
amostras coletadas na rizosfera de capim B. brizantha cv.
Marandu, no Estado do Acre, entre outros fitonematoéides.
Huang (1978), citando Fukano (1962), menciona que, além
dos gréos, as cascas e palhas de arroz também abrigam o
nematdide.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar, qualitativa e quantitativamente, a presenga de
nematoides em sementes de Brachiaria brizantha tanto
nas sementes beneficiadas quanto nos subprodutos das
diferentes fases do beneficiamento, visto nio existirem in-
formagdes a este respeito na literatura.

Material ¢ Métodos

Foram amostrados doze lotes de sementes de B.
brizantha, processadas na unidade de beneficiamento da
empresa Comércio e Industria Matsuda Imp., Exp. Ltda., no
municipio de Alvares Machado — SP. Amostras de semen-

Nematol. Bras., Brasilia, 2006, Vol. 30(2):203-209



Luciany Favoreto, Jaime Maia dos Santos, José Carlos Barbosa & Sérgio Ademir Calzavara

tes brutas (ndo beneficiadas), dos subprodutos das fases
do beneficiamento e das sementes beneficiadas de cada um
deles foram recolhidas para analise que foram efetuadas no
Laboratério de Nematologia do Departamento de
Fitossanidade da UNESP/FCAYV, Campus de Jaboticabal —
SP.

Os materiais analisados foram: 1) sementes brutas; 2)
residuo do primeiro conjunto de peneiras; 3) residuo do
segundo conjunto de peneiras; 4) residuo da dltima penei-
ra; 5) sementes peneiradas; 6) sementes limpas da primeira
mesa densimétrica; 7) residuo da primeira mesa densimétrica;
8) sementes beneficiadas; 9) residuo da segunda mesa
densimétrica; 10) residuo aspirado na frente do segundo
conjunto de peneiras; 11) residuo aspirado no fundo do
segundo conjunto de peneiras (Figura 1).

Os nematodides foram extraidos de aliquotas de 10 g,
pelo método da trituragfio em liquidificador, por 20 segun-
dos, combinado com a flotag@o centrifuga em solugéo de
sacarose com caulim, conforme Coolen & D’Herde (1972).
Os fitonematoides foram identificados ao nivel de género e

quantificados ao microscopio dptico, com auxilio de uma
cdmara de contagem de Peters, conforme Southey (1970).
As percentagens de ocorréncia de Aphelenchoides e
Ditylenchus em cada fase do beneficiamento foram estima-
das em relagdo ao total de nematdides extraidos no experi-
mento. Os resultados foram submetidos & analise de
varidncia pelo teste F, sendo a soma das percentagens mé-
dias do total de fitonematdides comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. '

Resultados e Discussio

Foram encontradas A.besseyi e uma outra espécie do
género, que ndo pode ser identificada, além de diferentes
espécies de Ditylenchus. Nematoides de vida-livre, apesar
de nfio terem sido alvo do presente estudo, também foram
encontrados em todas amostras das fases do
beneficiamento, inclusive nas sementes beneficiadas e pron-
tas para comercializagdo.

Amostra 01
Esteira
Amostra 02
O
Reservatorio de Amostra 03
abastecimento da
beneficiadora Amostra 04

1° conj. de peneiras

2° conj. de peneiras

mostra 11 Amostra 10 y
Ultima peneira 4[
Amostra 05
1* mesa | N .
At ; \u— l
densimétrica
Amostra 06,
* mesa Amostra 07
densmemca
Amostra 08 Amostra 09

Figura 1. Diagrama do processo de beneficiamento de sementes de gramineas forrageiras
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Nas sementes brutas coletadas no campo (fases 1) con-
tendo impurezas, sementes peneiradas (fase 5), sementes
limpas da primeira mesa densimétrica (fase 6), residuos da
segunda mesa densimétrica (fase 9) e residuos aspirados
no fundo do segundo conjunto de peneiras (fase 11), ndo
se observaram diferengas estatisticas significativas entre
as percentagens de ambos os nematdides extraidos. Entre-
tanto, as percentagens de nematoides dos dois géneros,
extraidos nas amostras dos residuos da primeira mesa
densimétrica (fases 7) e nos residuos aspirados na frente
do segundo conjunto de peneiras (fase 10), diferiram esta-
tisticamente, a 5% de probabilidade. Nas fases residuos do
primeiro conjunto de peneiras (fase 2), residuos do segun-
do conjunto de peneiras (fase 3), residuos da tltima peneira
(fase 4) ¢ sementes limpas da segunda mesa densimétrica
(fase 8), observou-se diferenca estatistica entre as percen-
tagens dos nematoides a 1% de probabilidade (Tabela 1).

Os materiais analisados nas etapas 2 a 4 do processo de
beneficiamento sdo constituidos de restos vegetais maio-
res que sdo coletados junto com as sementes. A analise de

variancia dos dados desses materiais revelou diferengas
estatisticas significativas entre as percentagens médias de
ambos os fitonematdides analisados, sendo que as espéci-
es de Ditylenchus foram mais freqlientes que
Aphelenchoides (Tabela 1). Nas sementes peneiradas (fase
5) e na maior parte das fases subseqiientes do processo de
beneficiamento, ocorreu tendéncia para a prevaléncia das
espécics de Aphelenchoides. No produto final do
beneficiamento, que corresponde as sementes limpas da
segunda mesa densimétrica, a percentagem média de
Aphelenchoides foi superior a de Ditylenchus.

As percentagens médias de Aphelenchoides obtidas
no residuo da primeira mesa densimétrica, constituido de
pélea e sementes chochas, principalmente, entre outros re-
siduos vegetais de tamanho e densidades similares (fase 7)
e nos residuos aspirados na frente do segundo conjunto
de peneiras, constituido de materiais semelhantes ao ante-
rior (fase 10) foram numericamente maiores que as demais,
embora a média relativa as sementes limpas da segunda
mesa densimétrica, no final do beneficiamento (fase 8) ndo

Tabela 1. Analise de varidncia das percentagens de Aphelenchoides spp. e Ditvlenchus spp. extraidos em
aliquotas de 10 g dos materiais resultantes das 11 fases do beneficiamento de 12 lotes de sementes de

Brachiaria brizantha.
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Fases do Beneficiamento Aphelenchoides Ditylenchus F? P

1- Semente bruta 10,08 bc 768 abcd 1,31NS 0,2522

2- Residuo do 1° conjunto de peneiras 5,10 cde 13,28 a b 15,30** 0,0001

3- Residuo do 2° conjunto de peneiras 2,64 de 12,81 ab 23,70%+ 0,0001

4- Residuo da dltima peneira 1,95 e 805 abcd 8,52** (,0038

5- Semente peneirada 8,92 bcd 6,39 becd 1,47N 0,2253

6- Semente limpa da 1* mesa densimétrica 1026 bec 6,47 becd 328 00710

7- Residuo da 1* mesa densimétrica 19,72 15,58 a 3,92* (,0487

8- Semente limpa da 2 mesa densimétrica 1382 a b 4,52 cd 19,82*%* (,0001

9- Residuo da 2% mesa densimétrica 0,32 e 1,05 0,12 0,7273

10- Residuo aspirado na frente do 2° conj. de 18,50 14,29 d 4,05*% 0,0452
peneiras

11- Residuo aspirado no fundo do 2°conj.de ~ 8,63 b ¢ 9,83 ab 0,32 0,5670
peneiras

Teste F~ 18,87** 9,34

P 0,0001 0,0001

Médias nas colunas, seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.

NS Nio significativo a 5% de probabilidade.

* Significativo a 5% de probabilidade.

** Significativo a 1% de probabilidade.

" Comparagdo entre espécies dentro de cada fase.
2' Comparagdo entre fases dentro de cada espécie.
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tenha diferido das médias obtidas nessas duas fases. Em
arroz, A. besseyi também ¢ encontrado nos residuos, tais
como palhas e paleas, conforme Fukano (1962), citado por
Huang (1978).

As menores médias das percentagens de
Aphelenchoides extraidos foram obtidas nos residuos da
segunda mesa densimétrica, constituida de pequenos tor-
rdes (fase 9) e da Gltima peneira (fase 4), constituido por
fragmentos menores de restos vegetais. Contudo, as médi-
as das percentagens nos residuos do primeiro e do segun-
do conjunto de peneiras (fases 2 e 3, respectivamente) néo
diferiram das médias obtidas nesses materiais.

As médias obtidas nas sementes limpas da primeira mesa
densimétrica (fase 6), nas sementes brutas do inicio do
peneiramento (fase 1) e nas sementes peneiradas (fase 5)
ndo diferiram entre si nem dos residuos aspirados no fundo
do segundo conjunto de peneiras (fase 11) e correspondem
aos valores intermedidrios de Aphelenchoides spp. extrai-
dos nos diferentes materiais.

A comparag¢io entre as médias porcentuais de
Ditylenchus spp. extraidos por fases do beneficiamento

evidenciou que as percentagens médias obtidas nos resi-
duos da primeira mesa densimétrica (fase 7) foram maiores
que as demais. Todavia, ndo houve diferenga estatistica
significativa entre essa média ¢ os valores obtidos para os
residuos aspirados na frente e no fundo do segundo con-
junto de penciras (fases 10 e 11, respectivamente), para os
residuos do primeiro e segundo conjuntos de peneiras (fa-
ses 2 e 3), para os residuos da dltima peneira (fase 4) nem
para as sementes brutas (fase 1). A menor percentagem de
Ditylenchus spp. extraidos foi obtida nos residuos da se-
gunda mesa densimétrica (fase 9). Entretanto, essa média
ndo diferiu das percentagens obtidas nos residuos da Glti-
ma peneira (fase 4), nas sementes limpas da primeira e se-
gunda mesas densimétricas (fases 6 e 8), nas sementes pe-
neiradas (fase 5), ¢ nas sementes brutas do inicio da
peneiramento (fase 1).

A comparacgdo entre as percentagens médias do total de
fitonematéides extraidos nos materiais de cada fase foi efe-
tuada (Tabela 2). Os valores obtidos nos residuos da pri-
meira mesa densimétrica e nos aspirados na frente do se-
gundo conjunto de peneiras (fases 7 e 10, respectivamente)

Tabela 2. Percentagens média do total de Aphelenchoides spp. e Ditylenchus spp. extraidos em
aliquotas de 10 g dos materiais resultantes das 11 fases do beneficiamento de 12 lotes de sementes

de Brachiaria brizantha.

Fases do Beneficiamento

Percentagens médias do
total de fitonematdides

07-Residuo da 1* mesa densimétrica 17.65a
10-Residuo aspirado na frente do 2° conjunto de peneiras 16,40a
11-Residuo aspirado no fundo do 2° conjunto de peneiras 9,24 b
02-Residuo do 1° conjunto de peneiras 9,20 b
08-Semente limpa da 2* mesa densimétrica 9,17 b
01-Semente bruta 8.89 b
06-Semente limpa da 1* mesa densimétrica 837 b
03-Residuo do 2° conjunto de peneiras 773 b
05-Semente peneirada 7,66 b
04-Residuo da ultima peneira 5,00 be
09-Residuo da 2* mesa densimétrica 0,69 ¢

F 20,03**
dms (5%) 4,80
(0% 56,28%

**Médias na coluna, seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a

5% de probabilidade.
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foram estatisticamente maiores que os demais e iguais en-
tre si. A menor média foi obtida nos residuos da segunda
mesa densimétrica (fase 9). Contudo, essa média ndo dife-
riu da obtida nos residuos da ultima peneira (fase 4). As
médias obtidas nas demais fases ndo diferiram entre si nem
dos residuos aspirados da ultima peneira (fase 4).

Os dados obtidos evidenciaram que as percentagens
de nematdides extraidos diferiram nas diferentes fases do
beneficiamento. Tanto as sementes beneficiadas quanto os
subprodutos do beneficiamento, incluindo a poeira aspira-
da, continham nematodides.
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Resumo — Dallemole-Giaretta, R.; L.G. Freitas; W.S. Neves; S. Ferraz; R.D.L. Oliveira & C.F.S. Fabry. 2006. Degradagéo de
Enddsporos de Pasteuria penetrans por Hipoclorito de Sddio.

Avaliou-se a agdo de hipoclorito de sédio em diferentes concentragdes de cloro ativo sobre os endosporos de P. penetrans.
O tratamento dos enddsporos, em concentragdes a partir de 0,125%, afetou drasticamente a sua adesfio aos J2 de M. javanica.
O estudo morfolégico dos enddsporos mostrou que houve mudangas nas camadas externas dos enddsporos degradag¢do do
esporangio, exdsporo ¢ das fibras parasporais a 0,125% e completa eliminag@o dos enddsporos a 0,5% de cloro ativo. Quando
placas contaminadas artificialmente com Pasteuria penetrans foram submersas em uma solugo de 0,5% de cloro ativo, houve
uma eliminag8o de 85% dos enddsporos a partir de um minuto de contato e a desinfestagdo total, apos 15 minutos.

Palavras-chave: Meloidogyne javanica, utensilios laboratorias, adesdo, enddsporos, desinfestagdo, cloro ativo.

Summary —Dallemole-Giaretta, R.; L.G. Freitas; W.S. Neves; S. Ferraz; R.D.L. Oliveira & C.F.S. Fabry. 2006. Degrading Pasteuria
penetrans endospores by sodium hypochlorite

The action on Ppenetrans endospores of sodium hypochlorite at different concentrations of active chlorine was evaluated.
Treatments at different concentrations of active chlorine drastically affected the attachment to M. javanica juveniles, mainly
in concentrations above 0.125%. The morphological study showed changes in the structure of the endospores, beginning
with the dissolution of the parasporal fibers in sodium hypochlorite at 0.125% of active chlorine and reaching the total
destruction of them at 0.5%. One minute of immersion of petri dishes contaminated with Pasteuria penetrans in sodium
hypochlorite 0.5% of active chlorine was enough to eliminate 85% of'the bacterial endospores and 15 minutes for a completely
eliminated them.

Keywords: Meloidogyne javanica, laboratorial equipment, endospore elimination, active chlorine.

Introdugﬁo esporicida do NaOCl, em bactérias proc.iutoras de esporos,
como Bacillus subtilis Cohn, 1872, ja foi observado em bai-

O hipoclorito de sédio (NaOCI) é um dos desinfetantes xas concentragdes de cloro ativo (Bloomfield & Arthur,1992),
quimicos mais usados pois o cloro (Cl) tem ampla ago e o efeito letal sobre os esporos € exercido primeiramente
antimicrobiana contra virus, algas, protozodarios e bactérias pela degrad‘j‘?ﬁo do cortex, seguido da remogéo d? material
(Hidalgo & Dominguez, 2000). O efeito bactericida e protoplasmatico (Gorman et al., 1984), A utilizaggo NaOCl
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como agente inativante em enddsporos de Pasteuria
penetrans (ex Thorne) Sayre & Starr, 1985, foi relatada bre-
vemente por Netscher & Duponnois (1998) como um méto-
do simples e econémico na inativagfo dessa bactéria, en-
tretanto sem descrever o tempo necessdrio para ocorrer a
efetiva agfo bactericida.

Os endosporos de Pasteuria spp. apresentam alta ca-
pacidade adesiva e se fixam firmemente a cuticula do
nematoide hospedeiro (Mankau, 1975). Esses endésporos
também se aderem a vidros, plasticos e metais, o que pode
provocar contaminagdes de utensilios laboratoriais (Hewlett
& Serracin 1996) e prejudicar experimentos em casa de ve-
getagdo (Giannakou et al., 1997).

A inativagio desses endosporos pode ser realizada atra-
vés da autoclavagem (Hewlett & Serracin 1996). No entan-
to, esse método ndo pode ser utilizado em tubos de plasti-
co, peneiras ¢ materiais graduados. Por isso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a agéo direta de NaOCl em diferen-
tes concentragdes de cloro ativo sobre a adesdo ¢ a estru-
tura dos endodsporos de P penetrans, bem como o tempo
necessario para desinfestar vidrarias contaminadas pela
bactéria em solugdo de NaOCl a 0,5% de cloro ativo.

Material e Métodos

Endédsporos de P. penetrans foram tratados em solugéo
aquosa de NaOCla 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,0625%, 0,03125%
ou 0,015625%. Agua destilada foi utilizada no tratamento
testemunha. Para cada concentragdo, trés tubos tipo
Eppendorf® com capacidade de 1,5 mL recebeu 1 mL da
suspensdo aquosa de enddsporos de P. penetrans calibra-
da para 6,42x10° enddsporos/mL. A suspensdo foi
centrifugada por 5 minutos a 14.000 g e o sobrenadante de
cada tubo foi descartado. O pelet de cada tubo foi
ressuspendido com | mL de NaOCl em cada uma das con-
centragdes. Os tubos foram deixados em repouso por 30
minutos. A seguir, os enddsporos foram lavados em agua
destilada em dois ciclos de ressuspensio e centrifugagéo.

O teste de adesdo em J2 de M. javanica foi realizado em
placas de Petri de vidro, previamente autoclavadas, em um
delineamento inteiramente casualizado com sete repetigdes.
Cada placa recebeu 6 mL de suspensdo aquosa contendo
1.000 J2 de M. javanica e 0,52 mL da suspensfo de
endosporos previamente tratados na concentracfo de
2,48x10°. A suspensdo de cada placa foi agitada e deixada
em repouso por 45 minutos. O nimero de enddsporos ade-
ridos/J2 foi contado em 20 J2/placa escolhidos ao acaso.
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Para avaliar o efeito do NaOCl sobre os enddsporos de
P. penetrans, estes foram incubados na solugdo do desin-
fetante, conforme descrito anteriormente, porém nas con-
centragdes de 0,5%, 0,25% ¢ 0,125% de NaOC]l. Utilizaram-
se quatro tubos por concentragdo. Apds a tltima lavagem
dos enddsporos, os pelets de dois tubos de cada tratamen-
to foram ressuspendidos em 0,5 mL de agua e os enddsporos
foram observados em microscépio dptico no aumento de
1000X ou espalhados sobre quatro tiras de papel-filtro
Whatman n® 1, de 4 x 7 mm, e o material foi preparado para a
observag¢do em microscopio eletrénico de varredura con-
forme o método descrito por Chen et al. (1997).

Para a avaliagfio do periodo necessario para desinfestar
materiais contaminados com enddsporos de P. penetrans,
placas de vidro, previamente autoclavadas, foram artificial-
mente contaminadas com 2,5 mL de suspensdo de
enddsporos de P, penetrans, contendo 1x10° endésporos/
mL, e mantidas em temperatura ambiente de laboratério (26°C
+ 2'C) até a secagem da suspensdo. Apds este periodo,
foram colocadas em recipiente de plastico com 500 mL da
solugdo desinfetante de NaOCl a 0,5% de cloro ativo e
mantidas por 1, 5, 10 ou 15 minutos, sendo que no tratamen-
to testemunha as placas ndo foram imersas em hipoclorito
de sddio. Posteriormente, as placas foram retiradas da solu-
¢do desinfetante, enxaguadas individualmente oito vezes
com agua corrente de torneira inclusivas as da testemunha
e colocadas em bandejas com papel toalha. Em seguida,
cada placa recebeu 7 mL de uma suspensdo aquosa, con-
tendo 800 J2 de até trés dias de idade, a qual foi agitada
manualmente e deixada em repouso por 45 minutos. Decor-
rido este tempo, contou-se o nimero de enddsporos aderi-
dos/J2 em 20 J2 escolhidos ao acaso. O experimento foi
inteiramente casualizado com sete repetigdes.

Resultados e Discussio

A exposigio dos enddsporos a concentragdes entre
0,015625 € 0,0625%, de cloro ativo nido afetou a adesio dos
enddsporos aos J2 de M. javanica, resultando em médias
de adesdo semelhantes & observada na testemunha em dgua
(Figura 1), entretanto a adesio dos enddsporos foi afetada
negativamente a partir da diluigdo de 0,125%. Quase ne-
nhum enddsporo tratado com 0,25 ¢ 0,5% de cloro ativo
aderiu aos J2.

Essa redugéo na adesdo dos enddsporos de P. penetrans
tratados com hipoclorito de sddio ocorreu, possivelmente,
pela agdo do cloro sobre as proteinas presentes na superfi-
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Figura 1. Numero de endésporos de Pasteuria penetrans aderidos a juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Jjavanica apds tratamento com hipoclorito de sédio, a diferentes concentragdes de cloro ativo, por um periodo de 30 minutos.

(Dados de sete repeti¢Ges com 20 J2 cada).

cie dos enddsporos, envolvidas no mecanismo de adesdo a
cuticula do nematoide hospedeiro (Davies ef al., 1992). A
diminui¢do da adesdo de endoésporos em fungdo da
desnaturagdo de componentes do enddsporo, como
glicoproteinas e peptideoglicanos, ja foi sugerida por Davies
& Danks (1993), quando esses pré-incubaram enddsporos
em proteinase K, e posteriormente os colocaram em conta-
to com J2 de Meloidogyne incognita Kofoid & White)
‘Chitwood, 1949. Bloomfield & Arthur (1992) também relata-
ram a extragdo de proteinas da camada do esporo de B.
subtillis, bem como de peptideoglicanos do cortex, pela
acdo solubilizante do NaOCI.

Micrografias de luz e de varredura, mostraram altera-
¢Oes morfologicas dos enddsporos de P. penetrans nas
concentagdes de 0,25 € 0,5% de cloro ativo (Figura 2), com
a maioria dos enddsporos menores € de coloragdo mais es-
cura que os enddsporos da testemunha, além de se apre-
sentarem em menor nimero. Na concentragfo de 0,125%,
(Figura 2 C e D), observou-se que o NaOCl afetou ligeira-
mente os enddsporos de P. penetrans, principalmente no
formato e no tamanho das fibras parasporais, deixando-as
levemente inclinadas e menores, quando comparados aos
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enddsporos nfo-tratados. Essas deformidades explicam
porque a adeséo dos enddsporos, no ensaio anterior, a par-
tir dessa concentragéo, foi reduzida drasticamente. Além,
da provavel acdo do cloro ativo, que desnaturou as prote-
inas presentes na superficie dos enddsporos, envolvidas
no mecanismo de adesdo (Davies ef al., 1992).

Nas concentragdes mais elevadas de cloro ativo, entre
0,25 € 0,5%, provavelmente ocorreu a ruptura do esporangio,
exosporo ¢ fibras parasporais, os quais compdem a camada
externa do enddsporo (Figura 2 E a H). Ao avaliar as amos-
tras de 0,25% de cloro ativo, observou-se que a quantidade
de enddsporos diminuiu € 2 maioria apresentava somente a
sua parte central (Figura 2 E e F). Nos enddsporos que
ainda apresentavam as fibras parasporais, estas estavam
retorcidas ¢ menores que as dos enddsporos da testemu-
nha. Na concentragfio 0,5% n#o se visualizou praticamente
nenhum enddsporo tipico em microscopia eletrénica de
varredura. Possivelmente, nessa concentragdo ocorreu a
completa degradag@io dos enddsporos, o que explica a au-
séncia dos mesmos, assim como a adesdo aos J2 de M.
Javanica no ensaio anterior.
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Figura 2. Fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura e ao microscopio
6tico de enddsporos de Pasteuria penetrans, apos o tratamento por 30 minutos em
solugdo de hipoclorito de sédio com diferentes concentragdes de cloro ativo. A,B:
enddsporos tratados somente em agua; C,D; E,F; GH: enddsporos tratados com
0,125%, 0,25% e 0,5% de cloro ativo, respectivamente. Barra 2 jim.
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O efeito do NaOCl sobre esporos de outras bactérias,
como Clostridium bifermentans (Weinberg & Séguin)
Bergey, Harrison, Breed, Hammer & Huntoon 1923, Bacillus
subtilis Cohn, 1872, e Bacillus cereus Frankland &
Frankland, 1887, ja foi relatado por Wyatt & Waites (1975).
Gorman ef al. (1984) avaliaram o efeito do NaOC] sobre to-
dos os componentes do esporo de B. subtilis € observaram
que esta substdncia, além de promover a degradagio das
camadas mais externas do esporo, provocou também a rup-
tura do cortex, fazendo com que ocorresse a remogdo do
material protoplasmatico, o que inativou a germinacéo do
esporo.

Apesar do NaOCl, nas concentragdes 0,25 e 0,5% de
cloro ativo, ter apresentado o mesmo efeito na redugéio da
adesfio dos enddsporos de P. penetrans, a concentragdo
0,5% inativou todos os enddsporos em todos 0s ensaios
realizados nessa concentragdo, promoveu também a total
remogdo de carcagas de fémeas secas e retorcidas, que po-
derfio abrigar enddsporos no seu interior e, possivelmente,
serem fontes de contaminagéo, o que ndo ocorreu na con-
centragdo a 0,25% de cloro ativo.

Na concentragio a 0,5% de cloro ativo apenas 1 minuto
de contato das placas contaminadas com a solugéo desin-
fetante foi suficiente para que 85% dos endésporos fossem
eliminados, reduzindo assim a adesdo (Figura 3). A
desinfestagdo total das placas ocorreu aos 15 minutos de
contato com a solugdo desinfetante.

A eficacia do NaOCl em promover a inativagdo em curto
periodo de tempo foi relatada também por Motta ez al. (2001),
que inativaram os esporos de Bacillus stearothermophilus
Donk, 1920 apés cinco minutos de tratamento. Bloomfield
& Arthur (1992) constataram a morte de mais de 99% dos
esporos de B. subtilis apos trata-los por 5 minutos em NaOC]
a 0,002% de cloro ative. No presente estudo, a inibi¢do
total da adesdo dos endosporos de P. penetrans aos J2 de
M. javanica ocorreu aos cinco minutos de exposi¢fo do
hipoclorito de sddio, mas iniciou-se ja apds o primeiro mi-
nuto de tratamento (Figura 3).

Conclui-se, portanto, que o NaOCI é um potente agente
inativante de enddésporos de P. penetrans, afetando a es-
trutura dos mesmos e, conseqiientemente, reduzindo a ade-
sdo aos J2 de M. javanica.

Recomenda-se a imersdo de utensilios laboratorias in-
festados com P. penetrans em solugfio de hipoclorito de
sbdio a 0,5% de cloro ativo por pelo menos 5 minutos para
sua completa desinfestaggo.
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Resumo — Silva,G.S. & F.C.Lima. 2006. Samanea saman, novo hospedeiro de Meloidogyne javanica

Assinala-se, pela primeira vez no Estado do Maranhdo, a ocorréncia de Meloidogyne javanica em borddo-de-velho
(Samanea saman), causando sérios danos a mudas enviveiradas.

Palavras-chave: Samanea saman; nematoéide das galhas; leguminosa.

Summary — Silva, G.S. & F.C. Lima. 2006. Samanea saman, a new host of Meloidogyne javanica.

The parasitism of Meloidogyne javanica on Indian walnut or Indian siris is recorded for the first time in the State of

Maranhdo, Brazil, causing severe damage in nurseries.

Keywords: Indian walnut, Indian siris, root-knot nematode.

Conteudo

O borddo-de-velho (Samanea saman Jacq.) [=Albizzia
saman (Jacq.) FMuell ] é leguminosa arborea, de ampla
distribuicdo geografica nos trépicos. Suas vagens apre-
sentam de 12 a 18% de proteina e sdo altamente palataveis
para ruminantes, tanto domésticos como selvagens, tendo,
portanto, elevado potencial forrageiro, sendo indicada para
sistemas silvopastoris (Poot, 1993; Lima, 2000). Além do
aspecto zootécnico, o borddo-de-velho também se presta
para a produ¢do de madeira, como ornamental e como
melhorador de pastagens em fung¢do da sua excelente
nodulag¢do. Recentemente, mudas de borddo-de-velho,
coletadas em um viveiro na Universidade Estadual do
Maranhdo, em S#o Luis, apresentavam-se com desenvolvi-
mento insatisfatorio, acentuados sintomas de deficiéncia

Nematol, Bras., Brasilia, 2006, Vol. 30(2):217-218

mineral e, em alguns casos, mortas. O exame das plantas
revelou a presenga de inimeras galhas no sistema radicular
(Figura 1), de cujo interior foram retiradas fémeas maduras
de Meloidogyne. Observagdes ao microscopio oOtico da re-
gido perineal das fémeas do nematdide permitiram a identi-
ficacdo da espécie como Meloidogyne javanica (Treub)
Chitwood, de acordo com Eisenback (1985). A ocorréncia
de M. javanica em borddo-de -velho parece nfo ter sido
ainda registrada no Brasil. Manso et al.(1994) citam Albizzia
lebbek (L.) Benth como hospedeira de M. incognita (Kofoid
& White) Chitwood na Bahia, com base no trabalho de
Freire & Ponte (1976). A ocorréncia de M. javanica em vi-
veiros de borddo-de-velho pode contribuir para rapida dis-
seminac¢io desse parasito. Produgdo de mudas em solo li-
vre do patégeno ¢ de fundamental importéncia para que
iss0 ndo ocorra.
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Figura 1. Mudas de borddo- de- velho (Samanea saman)
com sintomas do ataque de Meloidogyne javanica.
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Resumo —Silva, G.S.; A.L. Pereira; C.N. Bastos & V.C. M. Mendonga. 2006. Efeito da incorporagfo de residuos foliares de Piper
aduncum 20 solo sobre o parasitismo de Meloidogyne incognita em tomateiro.

O trabalho teve como objetivo avaliar o possivel efeito da incorporagéo de residuos foliares de pimenta de macaco
(Piper aduncum 1..) sobre o parasitismo de Meloidogyne incognita em tomateiro. No experimento realizado em vasos, sob
condigdes de casa de vegetagdo, utilizaram-se folhas secas trituradas de pimenta de macaco, obtidas antes ¢ apds a extragio
do dleo, nas concentragdes de 0 % (testemunha), 1% , 2% e 4%, incorporados ao solo 30 dias antes do transplantio do
tomateiro. A avaliagfo foi feita 45 dias apés, adotando-se como pardmetros os indices de galhas e de massas de ovos/sistema
radicular. Os dois tipos de residuo mostraram-se eficientes em reduzir o parasitismo do nematéide, especialmente o residuo a
2% obtido antes da extragfio do 6leo. O residuo obtido apds a extragéio do 6leo também mostrou-se eficiente, porém na maior
concentragdo. A maior eficiéncia do residuo obtido antes da extragdo do dleo pode ser devido as substincias quimicas
presentes no dleo essencial encontrado nas folhas.

Palavras-chave: matéria orgénica, nematdide das galhas, controle.

Summary —Silva, G.S.; A. L. Pereira; C.N. Bastos & V.C. M. Mendonga. 2006. Effect of the addition of leaf residues of Piper
aduncum to soil on parasitism of Meloidogyne incognita in tomato.

. The present work describes the effect of addition of the leaf residues of pimenta-de-macaco (Piper aduncum) on the
parasitism of Meloidogyne incognita in tomato. In the experiment conducted under greenhouse conditions, ground leaves
obtained before and after extraction of the oil were amended into the soil at concentrations of 0%,1%, 2% or 4%, 30 days before
transplanting the tomato seedlings. The evaluation was made 45 days later by using as parameters the indices of galls and egg-
masses/root system. The two types of residues were efficient in reducing the parasitism of the nematode, especially the
residue at 2% obtained before the oil extraction. The leaf residue obtained after extraction of the oil was also efficient but only
at the highest concentration . The higher efficiency of the residue obtained before extraction of the oil was possibly due to the
chemical substances present in the essential oil of the leaves.

Keywords: organic matter, root-knot nematode, control.
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Efeito da Incorporagdo de Residuos Foliares de Piper aduncum ao Solo sobre o Parasitismo de Meloidogyne incognita em Tomateiro

Conteudo

A adig¢o de materiais orgénicos ao solo ¢ uma das pra-
ticas mais antigas na agricultura. Inicialmente indicada para
promover a melhoria da fertilidade do solo, essa pratica
vem se tornando um importante segmento dos métodos
alternativos de manejo de fitonematoides especialmente nos
sistemas agroecoldgicos.

Ha, na literatura especializada, inimeros trabalhos rela-
tando os efeitos da incorporagdo de diferentes residuos ao
solo para o controle de patdgenos do solo, incluindo
fitonematoides (Barbosa et al., 2004; McSorley & Frederick,
1999; McSorley & Gallaher, 1996; Rodriguez-Kabana, 1986;
Rodrigues-Kabana er al., 1995; Zambolim et al., 1996;
Widmer et al., 2002).

A pimenta de macaco (Piper aduncum 1..) é uma planta
produtora de 6leo essencial com alto teor de éter fenilico
dilapiol (Maia et al., 1998). Produtos naturais obtidos des-
sa planta tém mostrado efeito sobre diversos patdgenos de
plantas (Nair & Burke, 1990; Bastos, 1997). Quanto aos seus
possiveis efeitos sobre nematéides ndo foram encontrados
relatos na literatura.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da in-
corporacdo de residuos foliares de pimenta de macaco so-
bre o parasitismo de M. incognita em tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.) como uma alternativa no
controle dos nematdides das galhas.

O experimento foi realizado em vasos, sob condi¢des de
casa de vegetagio, obedecendo a um delineamento experi-
mental inteiramente casualizado com seis repeti¢des. Dois
tipos de residuos foliares de pimenta de macaco foram uti-
lizados: um residuo, obtido antes da extra¢do do dleo e um
outro, obtido apds a extragdo do 6leo essencial. As folhas
foram secas sobre bancadas em casa de vegetagdo, ventila-
das durante seis a sete dias e trituradas depois de secas. Os
materiais foram incorporados ao solo, 30 dias antes do
transplantio de uma muda de tomateiro, para cada vaso com
capacidade de 1500 mL e o solo infestado com 5000 ovos de
M. incognita, obtidos de uma populagido mantida em toma-
teiro em casa de vegetagdo, pelo método de Boneti & Ferraz
(1981). Quarenta e cinco dias apds a instalagdo do experi-
mento, as plantas foram cuidadosamente retiradas dos va-
sos, os sistemas radiculares lavados em agua corrente €
avaliados quanto aos indices de galhas e massas de ovos,

Tabela 1. Efeito da incorporacédo de residuos foliares de Piper aduncum sobre Meloidogyne incognita

em tomateiro.
Tratamentos PPA' PSR IG MO’
Residuo 1 —4% 6,17 a 0,81 a 1,00 b 1,00 b
Residuo 1 - 2% 4,74 ab 0,65 ab 0,00 a 0,00 a
Residuo I — 1% 6,64 ab 0,74 ab 1,00 b 1,00 b
Residuo 2 — 4% 302 b 0,62 ab 0,50 ab 0,33 ab
Residuo 2 — 2% 434 b 0,49 b 2,17 ¢ 1,00 b
Residuo 2 - 1% 308 b 0,55 ab 2,50 ¢ 2,00 b
Testemunha 0,91 ¢ 0,50 b 4,00 d 3,50 d
CV (%) 7,31 4,30 13,18 14,05

'PPA - Peso da parte aérea;

*PSR - Peso do sistema radicular;
3G - Indice de galhas;

+IMO - Indice de massa de ovos.

Médias na mesma coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Residuo 1= obtido antes da extracéo do oleo.
Residuo 2= obtido apds a extragdo do dleo.
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de acordo com Taylor & Sasser (1978). Para melhor
visualizagdo das massas de ovos, as raizes foram coradas
com fucsina 4cida durante 10 minutos (Silva er al., 1988).

Os resultados obtidos mostram que a adig8o de residu-
os de P. aduncum ao solo reduziu a reprodugio de M.
incognita, estimados a partir dos indices de galhas e de
massas de ovos, em todas as concentragdes avaliadas (Ta-
bela 1). Menores indices de galhas e massas de ovos foram
encontrados no tratamento com o residuo obtido antes da
extragdo do 6leo, mesmo em concentra¢dio menor que o re-
siduo obtido apds a extrag¢do do 6leo. No tratamento com o
residuo obtido antes da extragdo do 6leo a 2%, ndo foram
observadas galhas nem massas de ovos, diferindo dos tra-
tamentos com o mesmo residuo a 1% e 4%. As diferengas
entre as notas 0 e | atribuidas aos indices de galhas e mas-
sa de ovos (Taylor & Sasser, 1978) sd@o minimas. Muitas
vezes, isso leva a erro na avaliagdo desses indices. Isso
poderia explicar essa diferenca com o residuo 1 (antes da
extragdo do dleo). De acordo com Rodriguez-Kéabana (1986),
o efeito de residuos orgénicos sobre a redugio da popula-
¢do de fitonematdides no solo tem como explicagdo a libe-
ragdo de compostos toxicos formados pela decomposigéo
da matéria orgnica e aumento da populagéo de inimigos
naturais. Com efeito, o melhor desempenho do residuo ob-
tido, antes da extragdo do 6leo essencial da pimenta de
macaco, pode ser atribuido a presenga dos principios ati-
vos dos constituintes do dleo presente nos tecidos foliares.

Nos tratamentos com a adigdo dos residuos, houve
um aumento nos pesos do sistema radicular e da parte aé-
rea das plantas, comparados a testemunha, principalmente
com o residuo obtido antes da extragdo do 6leo. Isso pode
ser devido a uma maior concentragdo dos compostos en-
contrados no residuo, uma vez que durante a extragdo do
oleo algumas substincias ou mesmo a concentragdo delas
seja alterada. Esse melhor desenvolvimento das plantas se
deve a melhoria das propriedades fisico-quimicas do solo
(Ritzinger & McSorley,1998). Do mesmo modo, o aporte de
matéria orgénica ao solo pode, por si s, promover benefi-
cios nutricionais as plantas, diminuindo assim, o estresse €
levando-as a tolerar a presenga dos nematdides sem, con-
tudo, apresentar queda acentuada da sua produgido
(McSorley & Gallaher, 1995).

Conclui-se, entdo, que os residuos foliares de P,
aduncum poderdo constituir-se em um importante método
alternativo de controle de nematoides, especialmente na
agricultura familiar, em substitui¢@o aos produtos quimicos
com propriedades nematicidas.

Nematol. Bras., Brasilia, 2006, Vol. 30(2):219-222

Literatura Citada

BASTOS, C.N. 1997. Efeito do 6leo de Piper aduncum so-
bre Crinipellis permniciosa e outros fungos
fitopatogénicos. Fitopatologia Brasileira, 22(3):441-443.

BARBOSA, GM.C.; M.L. MENDES; J. TAVARES FILHO;
P.B.N. RODRIGUEZ & E. VIZONI. 2004. Effect os
sewage sludge compost on Meloidogyne javanica on
tomato. Nematropica, 34(1):13-21.

BONETI, LS. & S. FERRAZ. 1981. Modificag¢io do méto-
do de Hussey & Barker para extra¢do de ovos de
Meloidogyne exigua de raizes de cafeeiro.
Fitopatologia Brasileira, 6(Suplemento):553.

MAIA, J.GS.; M.GB. ZOHHBI; E.H.A. ANDRADE; A.S.
SANTOS; M.H.L.SILVA; A.LR. LUZ & C.N. BASTOS.
1998. Constituents of the essential oil of Piper
aduncum L. growing wild in the Amazon region. Flavour
and Fragance Journal, 13:269-272.

McSORLEY,R. & J.J. FREDERICK. 1999. Nematode
population fluctuations during decomposition of
specific organic amendments. Journal of Nematology,
31(1):37-44.

McSORLEY, R. & R.N. GALLAHER. 1996. Effect of yard
waste compost on nematode densities and maize yield.
Supplement to Journal of Nematology, 28(4S5):655-660.

McSORLEY ,R. & RN. GALLAHER. 1995. Cultural practices
improve crop tolerance to nematodes. Nematropica, 25
(1):53-60.

NAIR, M.G. & B.A. BURKE. 1990. Antimicrobial Piper
metabolite and related compounds. Journal of
Agriculture and Food Chemistry, 38:1093-1096.

RITIZINGER, C.H.S.P. & R. McSORLEY. 1998. Effect of fresh
and dry organic amendments on Meloidogyne
arenaria in greenhouse experiments. Nematropica,
28(2): 173-185.

RODRIGUES-KABANA, R. 1986. Organic and inorganic
nitrogen amendments to soil as nematode
suppressants. Journal of Nematology, 18(2):129-135.

RODRIGUES-KABANA, R.; V.ESTAUN; J. PINOCHET &
0. MARFA. 1995. Mixtures of olive pomace with
different nitrogen sources for the control of
Meloidogyne spp. on tomato. Supplement to Journal
of Nematology, 27(4S): 575-584.

221



Efeito da Incorporagdo de Residuos Foliares de Piper aduncum ao Solo sobre o Parasitismo de Meloidogyne incognita em Tomateiro

SILVA, GS.; JM. SANTOS & S. FERRAZ . 1988. Novo mé-
todo de coloragdo de ootecas de Meloidogyne sp.
Nematologia Brasileira, 12: 6-7.

TAYLOR, A L. & J.N. SASSER. 1978. Biology, identification
and control of root-knot nematodes (Meloidogyne
species). NCSU & USAID Coop. Publ., Raleigh, USA,
Illp.

222

WIDMER, T.L..; N.A. MITKOWSKI & G.S. ABAWI. 2002.
Soil organic matter and management of plant-parasitic
nematodes. Journal of Nematology, 34(4):289-295.

ZAMBOLIM, L. ; M.A. SANTOS; W.F. BECKER & GM.
CHAVES. 1996. Agro-waste soil amendments for the
control of Meloidogyne javanica on tomato.
Fitopatologia Brasileira, 21(2):250-253.

Nematol. Bras., Brasilia, 2006, Vol. 30(2):219-222



