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RESUMO GERAL

Considerando a importancia de Meloidogyne incognita e M. javanica em cana-de-
acucar e o assinalamento de M. enterolobii em canaviais do Nordeste, o primeiro estudo teve
como objetivo identificar por métodos bioquimicos espécies de Meloidogyne ocorrentes em
canaviais nos Estados de Pernambuco e Paraiba e avaliar a reproducdo das trés especies,
isoladamente e conjuntas, na variedade RB 867515. Foram identificadas 19 populacdes do
nematoide, através da eletroforese de isoenzimas, a maioria constituida exclusivamente por
M. incognita fenétipo 11(Rm: 1.0) e 12 (Rm: 1.0, 1.1). Meloidogyne incognita, M. javanica e
M. enterolobii, isoladamente ou em populacdo conjunta, ndo afetaram as variaveis de
crescimento da planta avaliadas. RB 867515 mostrou-se boa hospedeira para M. incognita e
M. javanica, mas ndo para M. enterolobii, permitindo que as duas primeiras espécies se
multiplicassem livremente. Os fenétipos de esterase obtidos apds a realizacdo do experimento
mostraram variacGes quantitativas nas proporcGes das espécies inoculadas, indicando
prevaléncia de M. incognita sobre as demais. O segundo estudo avaliou a penetracdo, o
desenvolvimento e o comprimento do ciclo de Meloidogyne enterolobii em cana-de-acucar
variedade RB 98710 e o comportamento dessa variedade em relacdo ao parasitismo do
nematoide. Apos a infestacdo do solo com M. enterolobii e M. javanica (testemunha), raizes
foram avaliadas aos 3, 7, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias ap0s inoculagdo dos nematoides. Aos 45
dias, M. javanica conseguiu completar o ciclo, enquanto o numero de formas vermiformes,
salsichoides e ovoides de M. enterolobii foram reduzidos, ndo sendo encontradas fémeas
imaturas ou com massas de ovos. Utilizando diferentes densidades de indculo, M. enterolobii
ndo afetou o desenvolvimento inicial da cana-de-aglcar aos 120 dias ap6s a inoculagdo. Ao
contrério de M. javanica, M. enterololobii teve a reproducgdo inibida, apresentando sempre
fatores de reproducdo menores do que 1.

Palavras-chave: Saccharum spp., variabilidade, ciclo de vida, nematoide das galhas.
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GENERAL ABSTRACT

Considering Meloidogyne incognita and M. javanica importance for sugarcane and
reports of M. enterolobii in the crop in Northeastern Brazil, this study had as objective
identifying through biochemical methods the species of Meloidogyne occurring in sugarcane
fields of Pernambuco and Paraiba States and evaluating reproduction of this three species in
association or individually on the variety RB 867515. It was identified 19 nematode
populations, mostly constituted exclusively by M. incognita phenotype I1(Rm: 1.0) and 12
(Rm: 1.0, 1.1). Meloidogyne incognita, M. javanica and M. enterolobii, in association or
individually, did not affect plant growth variables. RB 867515 was a good host for M.
incognita and M. javanica, but not for M. enterolobii, permitting free reproductions for the
former nematodes. Esterease phenotypes at the end of the experiment presented quantitative
variations in the species ratios used for inoculation, indicating M. incognita prevalence over
the other species. The second study evaluated Meloidogyne enterolobii penetration,
development and life cycle length on sugarcane variety RB 98710 as well the reaction of the
variety to the nematode parasitism. After soil infestation with M. enterolobii and M. javanica
(control), roots were evaluated at 3, 7, 10, 17, 24, 31, 38 and 45 days after inoculation for
nematode development. At 45 days, M. javanica complete the life cycle in contrast to the low
number of vermiform and swollen juveniles and no adult female of M. enterolobii found in
roots. Using different nematode initial population densities, M. enterolobii did not affect
initial sugarcane development at 120 days after inoculation. In contrast to M. javanica, M.
enterolobii reproduction was inhibited presenting reproductive factor always lower than 1.

Keywords: Saccharum spp., variability, life cicle, root-knot nematode.
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REPRODUCAO E DISTRIBUICAO DE NEMATOIDES DO GENERO
MELOIDOGYNE EM CANAVIAIS DE PERNAMBUCO E PARAIBA
CAPITULO I- Introducéo Geral

1. Cana-de-agucar

Classificagéo botanica e origem

A cana-de-aclcar (Saccharum spp.) € uma graminea semiperene, botanicamente
pertencente a divisdo Magnoliophyta, classe Liliopsida, subclasse Commilinidae, ordem
Cyperales, familia Poaceae. Trata-se de uma planta que se desenvolve em forma de touceira,
tendo a parte aérea formada por colmos, folhas, inflorescéncias e frutos secos, tipo cariopse, e
a parte subterranea formada por rizomas que sao constituidos por nodios, internddios e gemas,
as quais sdo responsaveis pela formacéo dos perfilhos na touceira, e raizes fasciculadas ou em
cabeleira. O colmo, responsavel pela sustentacdo das folhas e das paniculas, é caracterizado
por n6s bem marcados e entrends distintos (LUCCHESI, 2001; MOZAMBANI, 2006).

Os primeiros registros de cultivo da cana-de-aclcar se devem a povos que viviam na
faixa litoranea do Golfo de Bengala, na atual india. Cristdvdo Colombo foi responsavel pela
difusdo da planta no Continente americano em 1493, na llha Hispaniola (atual Haiti e
Republica Dominicana). A cana-de-aglUcar sO chegou ao Brasil em 1533 a partir de Martim
Afonso de Sousa, que implantou o primeiro engenho, Sdo Jorge dos Erasmos, em S&o
Vicente, em consércio com a Alemanha (MOZER; TELLES, 2002).

Até o inicio do seculo XIX, s6 um tipo de cana era plantada no Brasil, a crioula,
originaria da India, era fina e tinha os colmos curtos. Logo ap6s, em 1810 a cana caiana
comecou a ser cultivada no pais, originaria da regido de Caiena na Guiana Francesa, era mais
grossa e possuia colmos maiores do que a outra variedade e também proporcionava mais
lucros aos produtores. Com o passar dos anos outras variedades chegaram ao Brasil, mas foi a
partir de 1930 que passou a se utilizar as canas hibridas, obtidas da mistura de duas ou mais
espécies, que tem proporcionado mais produtividade e maior resisténcia as pragas (MOZER,;
TELLES, 2002). No Brasil, 0 melhoramento genético € realizado por instituicdes publicas e
privadas, com grande interacdo com o setor produtivo. Diversos programas de pesquisa nesta
area estdo sendo desenvolvidos. Apds a extingdo do Programa Nacional de Melhoramento da

Cana-de Acucar (Planalsucar), ocorrida no mesmo periodo do fechamento do Instituto do
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Acucar e do Alcool (IAA), em 1990, a Rede Interuniversitaria de Desenvolvimento do Setor
Sucroalcooleiro (Ridesa), grupo composto por nove universidades absorveu todo
o trabalho de pesquisa desenvolvida, até entdo, pelo Planalsucar. Além de dar continuidade ao
programa de criagdo de novas variedades, a Ridesa o ampliou a fim de atender a crescente
demanda do setor, inclusive com variedades mais precoces, que permitem aumentar o periodo
de colheita. Atualmente a variedade RB 867515 é a mais plantada no Brasil, essa cultivar tem
sido a melhor opgdo para manejo em solos de baixa fertilidade natural e de textura arenosa no
cerrado brasileiro, ela se destaca pela produtividade de aglcar e tolerncia as principais

doencas que atingem a cana-de-acticar (EMBRAPA, 2008).

Aspectos Econdmicos

O aumento do cultivo da cana-de-agUcar ocorreu gracas ao incentivo do governo
brasileiro que criou o Programa Nacional do Alcool ou Proélcool em 14 de novembro de 1975
pelo decreto n° 76.593, com o objetivo de estimular a producdo do alcool, visando o
atendimento as necessidades do mercado interno e externo e a politica de combustiveis
automotivos. De acordo com o decreto, a producdo do alcool oriundo da cana-de-agucar ou de
qualquer outro insumo deveria ser incentivada por meio da expansdo da oferta de matérias-
primas, com especial énfase no aumento da producdo agricola, da modernizagdo e ampliacdo
das destilarias existentes e da instalacdo de novas unidades produtoras, anexas a usinas ou
autébnomas, e de unidades armazenadoras. A cana-de-agUcar tem o mais alto retorno para os
agricultores por hectare plantado. O custo de producdo do aculcar no pais é baixo (inferior a
US$ 200/toneladas), permitindo competicdo no mercado internacional. Tal mercado é,
entretanto, volatil e apresenta grandes oscilagfes de precos (BIODIESEL, 2011).

Cultivada em mais de 80 paises tropicais e subtropicais, a cana-de-agucar é uma
cultura de grande expressdo econémica (BARNES, 1964). O Brasil é o principal produtor
mundial. No pais, representa uma das principais culturas, sendo o agronegdcio
sucroalcooleiro responsavel por 2,4% do PIB nacional (Produto Interno Bruto). Este setor
gera mais de 3,6 milhdes de empregos diretos e indiretos, além de congregar mais de 72.000
agricultores e mais de 330 usinas (ALBINO; CRESTE; FIGUEIRA, 2006).

A lavoura de cana-de-agUcar continua em expansdo no Brasil. A area de cana-de-
acucar colhida destinada a atividade sucroalcooleira na safra 2012/13 esta estimada em
8.567,2 mil hectares, distribuidas em todos estados produtores, apresentando um aumento de
2,1% em relagdo a area cultivada na safra anterior, cuja produtividade média foi estimada em
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68.289 kg/ha, 11,8% menor que a na safra 2010/11, que foi de 77.446 kg/ha. No Brasil
atualmente o Estado de Sao Paulo € o maior produtor com 51,87% da producéo, seguido por
Goias com 8,52%, Minas Gerais com 8,47%, Parana com 7,17%, Mato Grosso do Sul com
6,37%, Alagoas com 5,23%, e Pernambuco com 3,84%, nos demais estados em torno de 3%.
As areas em producdo continuam com progressivo aumento nos estados do Mato Grosso do
Sul 12,5%, Goias 7,9%, Espirito Santo 7,35%, Bahia 5,3%, Mato Grosso 5,5% e Minas
Gerais (3,5%). Para as regides Norte e Nordeste foi prevista para esta safra uma reducéo de
1,2% na area ocupada com a cana, ou seja, 14.100 hectares a menos que na safra anterior,
portanto, pouco significativo. O rendimento médio para a regido Nordeste podera ser afetado
devido a forte estiagem que assola praticamente todos os estados produtores, ao contrario do
que ocorreu na safra anterior, quando o clima foi bastante chuvoso e favoreceu o
desenvolvimento da lavoura de cana. Consequentemente a estimativa da producdo podera
sofrer reducdo (CONAB, 2013).

2. Fitonematoides

Muitas doencas podem afetar a cana-de-agicar em termos mundiais. Algumas doencas
de importancia atual e outras de importancia potencial causam prejuizo direto ou constituem
ameacas futuras. Em cana-de-aclcar a maioria das doengas é controlada por meio da
resisténcia genética, mas nesta cultura a resisténcia ndo é absoluta, € gradual. Muitas
variedades em cultivo podem apresentar certo nivel de suscetibilidade a algumas doencas,
tornando-se necessarias praticas de manejo para que os prejuizos causados pelas doencas
sejam minimizados. As 10 principais doencas incluem: doenca causada por virus (mosaico);
doengas causadas por bactérias (escaldadura das folhas, estrias vermelhas, raquitismo da
soqueira); doengas causadas por fungos (carvao, ferrugens, mancha parda, podriddo abacaxi,
podriddo de fusario e podriddo vermelha) e doencas causadas por fitonematoides
(MACCHERONI; MATSUOKA, 2006). Fitonematoides sdo parasitos obrigados, que obtém
nutrientes para o desenvolvimento e reproducdo apenas do citoplasma de células vivas
(HUSSEY; GRUNDLER, 1998).

Fitonematoides sdo organismos vermiformes que geralmente parasitam as raizes das
plantas, comprometendo a absorcdo de agua e nutrientes, causando grandes danos ao sistema
radicular, tornando-o deficiente e pouco produtivo. A infeccdo por esses organismos afeta as
relacbes &gua x planta e o processo fotossintético (MELAKEBERHAN; BROOKE;

WEBSTER, 1986). Outros sintomas, associados a infeccdo como destruicdo de pelos



absorventes e reducdo da taxa de crescimento das raizes, limitam a exploracdo do solo e
absorcdo de agua e nutrientes, provocando o tombamento de plantas e predispondo-as ao
ataque de outros microrganismos (DIAS; RIBEIRO JUNIOR, 2001). Em consequéncia,
ocorrem significativas quedas na produtividade agricola (MOURA, 1996; CADET; SPAUL,
2005). Muitas espécies de fitonematoides sdo encontradas em associacdo com a cana-de-
acucar, provocando perdas em milhdes de Reais. Segundo Dinardo-Miranda (2006), em
média, essas espécies causam perdas de produtividade entre 20 e 40% no primeiro corte de
variedades susceptiveis, também reduzindo a produtividade e, consequentemente, a

longevidade da cana soca.

Meloidogyne spp.

O primeiro registro de um fitonematoide na cultura da cana-de-agUcar ocorreu 1880
em Java, na Indonésia, durante investigacbes sobre uma doenca da cana-de-acucar. Os
nematoides observados naquela época foram do género Meloidogyne Goeldi e Pratylenchus
Graham, conhecidos como nematoides das galhas e das lesdes radiculares, respectivamente.
Nathan August Cobb foi o primeiro pesquisador a estudar a associacdo de nematoides com
cana-de-acgUcar, na Australia e, posteriormente, no Havai, respectivamente em 1906 e 19009.
No Brasil, os primeiros estudos na area foram desenvolvidos por Luis Gonzaga Engelberg
Lordello, visando a realizacdo de assinalamento de espécies e levantamentos populacionais
(LORDELLO, 1984). Atualmente, mais de 275 espécies de fitonematoides, filiados em pelo
menos 48 géneros, ja foram assinalados em raizes e solos da rizosfera de cana-de-agucar.
Entretanto, na regido Nordeste do Brasil, os fitonematoides encontrados com maior frequéncia
em campos cultivados com cana-de-agucar sdo as espécies M. javanica (Treub) Chitwood, M.
incognita (Kofoid & White) Chitwood e P. zeae Graham, com énfase para 0 género
Meloidogyne (MOURA et.al., 2000).

Outros nematoides comumente encontrados nos canaviais nordestinos s&o:
Criconemella sp. De Grisse e Loof, Helicotylenchus sp. Steiner, Hemicycliophora sp. De
Man, Rotylenchulus sp. Lindford e Oliveira, Trichodorus sp. Cobb e Xiphinema sp. Cobb
(CRUZ; SILVA; RIBEIRO 1986; MOURA et al., 1999; MOURA et al., 2000; TOKESHI;
RAGO, 2005).

Em solos com temperaturas acima de 28°C, Meloidogyne spp. tém sobrevivéncia
prolongada. M. incognita e M. javanica sdo os mais cosmopolitas e apresentam boa adaptacéo
as vérias regides edafoclimaticas do Brasil (EMBRAPA, 2007). Esté ligada a agressividade



desses nematoides o hospedeiro suscetivel, a espécie e/ou raca do nematoide presente na
lavoura, o potencial de indculo do nematoide na area e as caracteristicas do solo. Solos mais
arenosos ou franco-arenosos tendem a ser mais favoraveis ao nematoide pelo fato de facilitar
a sua movimentacdo e migragdo. O monocultivo favorece o aumento da severidade desse
patdgeno (SILVA, 2012).

Nematoides do género Meloidogyne apresentam machos e fémeas facilmente
distinguiveis morfologicamente (dimorfismo sexual). Os machos sdo vermiformes e medem
de 1,2 a 1,5 mm de comprimento por 30 a 36 um de didmetro. As fémeas apresentam formato
piriforme guando adultas e chegam a medir 0,40 a 1,3 mm de comprimento por 0,21 a 0,75
mm de largura (CARES; BLUM; ANDRADE, 2006).

Meloidogyne enterolobii Yang & Eisenback, sinonimia de M. mayaguensis (RANDIG
et al., 2009; XU et al., 2004), vem causando sérios prejuizos a diversas culturas no Brasil € no
mundo. Entretanto, em cultivos de cana-de-agUcar no estado de Pernambuco foi feito um

unico assinalamento deste nematoide por Moura et al. (2009).

3. Interac@o Meloidogyne x Hospedeiro

O ciclo de vida de Meloidogyne spp. inicia-se no ovo, cujo interior sofre varias
mudangas durante o desenvolvimento embrionario até a formacgdo do juvenil do primeiro
estadio, ou J;. O J; sofre uma ecdise originando o juvenil do segundo estadio ou J,, ainda
dentro do ovo. O J, perfura o ovo com o estilete, rompendo a casca, e segue um gradiente de
concentracdo de exsudados radiculares (gradientes de pH e moléculas da superficie celular)
que orientam o movimento até chegar a raiz, onde penetra na regido da zona de alongamento
celular, logo atrés da coifa. Esta zona apresenta alto metabolismo por estar em diferenciacéo
celular e, portanto, produz bastante exsudado. As células possuem pouca quitina, suberina e
celulose depositada em suas paredes e, por isso, sdo mais facilmente penetradas pelo J,, que
migra para o tecido vascular e inicia a alimentacdo introduzindo substancias nas células da
planta, que irdo altera-las morfologica e fisiologicamente. Neste instante, o J, adquire uma
forma alargada, tornando-se sedentario. Estas células especializadas da raiz recebem o nome
de células gigantes (AGRIOS, 2005; FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2001).

Esses fitonematoides formam uma interagdo muito intima e sofisticada com a planta
hospedeira, promovendo a invaséo do tecido vegetal, a evasdo dos mecanismos de defesa e a

formacao dos sitios de alimentacdo permanentes (MEDEIROS, 2011).



Para se alimentarem, os fitonematoides tiveram que adequar suas pecas bucais,
desenvolvendo um orgao pontiagudo possibilitando a introdugdo do mesmo na planta,
chamado de estilete. O estilete ¢ uma lanca, oca, utilizado para perfurar as paredes celulares e
injetar secregdes e retirar nutrientes das células do hospedeiro. Os J, induzem modificacoes
nas células das raizes selecionadas (DAVIS; HUSSEY; BAUM, 2004). As células do cortex
se multiplicam desordenadamente e a raiz engrossa, formando um tumor que recebe o nome
de galha. As mudancas celulares resultam em aumento da concentracdo de aminoacidos,
proteinas, RNA e DNA nas células gigantes; em aumento de exsudados radiculares, minerais,
lipidios, hormonio de crescimento, respiracdo e transpiracdo, seguido por decréscimos de
acucares e celulose. Com a formacao das células gigantes, ocorre também obstrucao fisica dos
vasos condutores de agua e minerais, 0 que resulta em sintomas de murcha prematura e de
deficiéncia de nutrientes, além do subdesenvolvimento da planta. Em seguida, o J, sofre trés
ecdises, passando a Js, J; e forma adulta (fémea ou macho). Quando o macho é formado,
readquire a forma alongada, rompe a cuticula e abandona a raiz.

Segundo Pedrosa et. al (1996) atividades iniciais de alimentacdo por J2 induz
modificacOes localizadas das células do hospedeiro para formar um local de alimentagdo
induzindo a diferenciacdo das células das raizes selecionadas para o local de alimentacdo do
nematoide. Durante a migracdo desses nematoides, as glandulas subventrais do es6fago do
nematdide sdo muito ativas e secretam substancias que modificam a parede celular vegetal.
Uma vez que o nematdide chega ao cilindro vascular torna a célula inicial sincicial. A
formacdo de células de alimentacdo € um processo complexo associado a mudancas
dramaticas na expressao dos genes da planta (GHEYSEN; MITCHUM, 2009).

O parasitismo de nematoides em raizes pode ter um impacto dramatico sobre a
fisiologia e o crescimento das plantas. Esses microoganismos removem nutrientes de plantas
durante a alimentacdo e afetam a absorcdo e translocagdo de agua pelas raizes, alteram ou
destroem o tecido radicular retardando o crescimento das raizes. O dano as raizes, a partir dos
resultados do parasitismo de nematdides na interrupcdo dos processos fisiologicos em toda a
planta causam crescimento atrofiado, plantas clorGticas e com baixa produtividade
(HUSSEY; WILLIAMSON, 1998).

4. Variabilidade e identificacdo de espécies de Meloidogyne

Conhecer a variabilidade das populac@es de fitopatdgenos € Util no desenvolvimento
de estratégias de controle de doencas de plantas (MILGROOM, 2001). Particularmente, no



caso das meloidoginoses, principal doenca de origem nematologica da cultura da cana-de-
acucar, a correta identificacdo da espécie associada € de fundamental importancia para a
escolha de métodos de controle adequado.

Dentre os métodos usados para identificagdo de fitonematoides, as técnicas
morfologicas sdo ainda as mais comumente utilizadas. Entretanto, especialmente para o grupo
das meloidoginoses, a identificacdo ao nivel especifico, baseada apenas em caracteres
morfolégicos, além de ser demorada, muitas vezes € pouco precisa dependendo dos
pardmetros avaliados (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001). Além do mais, com o aumento rapido
do nimero de espécies descritas no género, a identificacdo baseada na configuracéo perineal
esta se tornando cada vez mais inapropriada devido as variacGes intraespecificas ja detectadas
e, sobretudo, a similaridade e a sobreposicdo dessas caracteristicas entre espécies
(WHITEHEAD, 1968). Portanto, é comum o surgimento de populacbes com configuragdes
perineais atipicas, o que aumenta a dificuldade de utilizacdo destas para fins taxonémicos.

A utilizacdo da técnica de marcadores isoenzimaticos é considerada mais segura que a
configuracdo perineal para a identificacdo de espécies do género Meloidogyne
(ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985).

A eletroforese de isoenzimas, que fornece um meio de avaliacdo da variacao genética,
exibe um potencial enorme para a aplicacdo em genética de plantas (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). A técnica de isoenzimas detectar apenas 0s eventos mutacionais,
que alteram a carga elétrica das proteinas em regides codificadoras, e de um nimero limitado
de genes que se expressam em enzimas. Dependentes do estadio de desenvolvimento da
espécie, tais técnicas sdo consideradas de custo baixo e de 6timos resultados. Outra vantagem
é que os polimorfismos enzimaticos estdo mais proximos da expressao fenotipica final do que
os polimorfismos de DNA, por ser um produto intermediario da expressdo do gene
(TORGGLER; CONTEL; TORGGLER, 1995). Nas suas pesquisas, Carneiro e Almeida
(2001) afirmaram que a técnica de eletroforese é de grande validade para identificar todas as
especies de Meloidogyne até 0 momento estudadas bioguimicamente.

A informacéo bésica ao se visualizar os dados enzimaticos € a de que diferencas na
mobilidade de isoenzimas, em um campo elétrico, sdo resultantes das sequéncias de DNA que
codificam essas enzimas. Em virtude das propriedades cataliticas das enzimas, as isoenzimas,
especialmente, podem refletir o estado metabdlico e diferenciado das células
(SCANDALIOS, 1979).

As primeiras técnicas de biologia molecular aplicadas para fitonematoides envolveram

a analise de polimorfismo de fragmentos obtidos pela digestdo do DNA total com enzimas de



restricdo (RFLPs — Restriction Fragment Length Polymorphisms) (CURRAN; BAILLIE;
TRIANTAPHYLLOU, 1985). Mas foi somente gracas a técnica de amplificacdo de DNA por
PCR, por exemplo, que uma melhor discriminagdo intraespecifica pode ser obtida e que
métodos de diagnosticos foram propostos, como por exemplo, a amplificacdo de regides de
DNA mitocondrial ou ribossémico (NOIR et al., 2003).

Atualmente numerosas técnicas estdo disponiveis, mas a utilizacdo, na maioria dos
casos, permanece limitada aos laboratorios de pesquisa e ndo generalizadas para condi¢Ges de
analise de rotina. O método de RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA tem sido
utilizado para muitos estudos, uma vez que € sensivel, rapido e relativamente simples, além de
ndo requerer informacdes acerca da sequencia nucleotidica do DNA genémico. Uma
abordagem mais recente é a conversdo dos marcadores de RAPD em SCAR (Sequence
Caracterized Amplified Regions), termo utilizado para definir marcadores RAPD cuja
sequencia interna tenha sido determinada, permitindo compor primers mais longos, ricos em
GC e de sequencia especifica. Os marcadores SCAR podem ser utilizados como pontos de
referéncia fisica do genoma, servindo para mapeamento, ou como marcadores genéticos,
quando estdo associados a algum gendtipo de interesse (NOIR et al., 2003).

Nos nematoides das galhas, marcadores SCAR ja foram desenvolvidos para identificar
duas espécies quarentenarias, M. chitwoodi Golden, O’Bannon, Santo and Finley, 1980 ¢ M.
fallax Karssen, 1996, ou ainda, para separar as trés espécies: M. incognita, M. javanica e M.
arenaria (Neal, 1889) Chitwoodi, 1949, presentes principalmente em regides tropicais e
subtropicais (ZIJLSTRA, 2000; ZIJLSTRA; DONKERS-VENNE; FARGETTE, 2000;
FOURIE; ZIJLSTRA; McDONALD, 2001).

Em areas canavieiras do estado de Pernambuco, Chaves, Pedrosa e Moura (2002)
detectaram através de eletroforese isoenzimatica a frequéncia de 64 e 36% para M. incognita e
M. javanica, respectivamente, porém, estudos para identificacdo dos nematoides das galhas
ocorrentes em tabuleiros costeiros nordestinos sdo escassos.

M. enterolobii foi identificado e tornou-se o principal problema fitossanitario da
cultura da goiaba (Psidium guajava L.) no Brasil. De fato, estima-se que mais de cinco mil
hectares desta cultura estejam infestados pelo nematoide em varios Estados brasileiros. A area
infestada por essa espécie € de cerca de 5.000 hectares no perimetro irrigado da Bahia e de
Pernambuco (PEREIRA et al. 2009).

M. enterolobii foi detectado no estado de Goias causando danos em goiabeiras cv.

Paluma, consorciadas com mamoeiros (Carica papaya L.) cv. Formosa, o fenétipo M2 para a
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isoenzima esterase (Rm: 0,7, 0,9) foi detectado e M. enterolobii identificado em ambas as
culturas (SIQUEIRA et al 2009).

5. Resisténcia de plantas a Meloidogyne spp.

Os mecanismos de resisténcia de plantas a nematoides séo varios, complexos e, em
alguns casos, poucos conhecidos. A resisténcia pode decorrer de fatores que estdo presentes
antes que o nematoide penetre a raiz da planta. Nesta categoria, incluem-se os efeitos
repelentes e/ou nematicida de determinadas substancias quimicas presentes no exsudato
radicular de algumas plantas. O exemplo mais conhecido € a substancia a-Tertienil, produzida
pelos cravos de defuntos (Tagetes spp. L.) (HUANG, 1985).

Os fendis sdo os principais produtos bioquimicos pré-formados nas plantas contra a
invasdo de fitopatdgenos e podem ser sintetizados a partir da presenca do patdgeno ou de seus
produtos, sendo induzidos por eliciadores ou inibidores alocados na superficie do
microrganismo em interacdo com receptores presentes na planta por meio de fenémenos de
reconhecimento. Nesse caso, genes de alerta sdo ativados, resultando na sintese de novos
compostos e no aumento da atividade enzimatica, importantes para a defesa da planta, além
de, formar barreias estruturais e produzir compostos toxicos, que resultam no atraso da
infeccdo (SILVA, 2001).

As células vegetais séo protegidas pela presenca de uma parede celular
rigida para afastar os invasores (KAPLAN; KEEN; THOMASON, 1980). A presenca do
estilete, localizado na regido anterior permite ao nematoide superar este grande obstaculo. A
acdo do estilete combinada com a liberacdo na parede celular de enzimas que degradam
através deste estilete facilitam a penetracdo das raizes e a migracdo subsequente dos
nematoides endoparasitos ao local de alimentagdo adequada. Em alguns casos, as plantas
podem impedir a invasdo dos nematoides com uma barreira quimica, liberando naturalmente
nematicidas ou repelentes (TOMCZAK, et al., 2008).

Ap0s a penetracdo, os nematoides ainda podem ser afetados por compostos tdxicos ja
presentes nos tecidos das plantas (resisténcia bioquimica pré-formada). Correlagdo positiva
entre os teores de compostos fendlicos e a resisténcia de tomate a M. incognita ja foi
observado em maior concentracdo em cultivares resistentes de tomate (HUANG, 1985).

A expressdo da incompatibilidade ou resisténcia depois da penetracdo (infeccdo) é
basicamente a mesma observada para outros patogenos (KAPLAN; DAVIS, 1987). Reacdes
de resisténcia, frequentemente, sdo acompanhadas por rea¢do de hipersensibilidade (HR), essa
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reacao ocorre nas células vizinhas do nematoide, durante a sua migragdo no tecido vegetal ou
apos o estabelecimento do sitio de alimentacdo. A resposta de defesa € inicialmente detectada
dentro do citoplasma do sitio de alimentagdo inicial, imediatamente ap6s a invasdo do
nematoide, e progride para prevenir a formag&o do sitio de alimentacdo através da necrose das
células vizinhas (FARIA, et al., 2003).

Na interacdo nematoide-planta, cada espécie de fitonematoide induz um dano diferente
no tecido hospedeiro. Nematoides Thichodoridae alimenta-se na superficie dos tecidos das
raizes e induz, relativamente, pequenas respostas e danos no hospedeiro. Longidoridae
estabelece seu sitio de alimentacdo em tecidos profundos de alguns tipos de raizes e causa
declinio no crescimento da raiz. Endoparasitas sedentarios, Meloidogyne spp. por exemplo,
estdo intimamente relacionados com seus hospedeiros. Esta relacdo é altamente especializada
de modo a induzir células gigantes ou sincicios em seus sitios permanentes de alimentacéo
dentro dos tecidos da planta (ZACHEO, BLEVE-ZACHEO, 1995).

A resisténcia é frequentemente manifestada pela necrose ao redor da célula inicial do
sitio de alimentacdo ou pela expansdo retardada dessa célula. Isto pode indicar que a
resisténcia € alcancada apos a injecdo de secrecbes da glandula esofagiana dorsal dentro da
célula vegetal. Também tem sido proposto que essas secrecGes sejam responsaveis pela
inducdo, expansao e manutencdo da célula nutridora (BAKER, 2002).

O primeiro trabalho relativo ao comportamento de variedades de cana, desenvolvido
no Nordeste, em locais infestados por nematdides, foi o de Cruz, Silva e Ribeiro (1986), com
resultados pouco satisfatorios. Atualmente, ndo ha variedades com nivel de resisténcia as
principais espécies e racas de fitonematdides prevalentes (NOVARETTI et al.,, 1989;
PEREIRA; ZAMBOLIM, 1996;).

Em funcéo do importante papel que os nematoides desempenham na cultura da cana-
de-agUcar, a presente pesquisa objetivou identificar por métodos bioquimicos espécies de
Meloidogyne ocorrentes em canaviais nos estados de Pernambuco e Paraiba e avaliar o

desenvolvimento e reproducdo desse género nas variedades RB 867515 e RB 98710.
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REPRODUCAO DE MELOIDOGYNE INCOGNITA, M. JAVANICA E M. ENTEROLOBII
EM CANA-DE-ACUCAR E DISTRIBUICAO EM CANAVIAIS DE PERNAMBUCO E
PARAIBA!

CAPITULO II- Reproducéo de Meloidogyne incognita, M. javanica e M. enterolobii em
cana-de-acucar e distribuicdo em canaviais de Pernambuco e Paraiba
N. M. R. Barbosa?, E. M. R. Pedrosa®’, S. R. V. L. Maranh&o?
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ABSTRACT
Barbosa, N. M. R., E. M. R. Pedrosa, S. R. V. L. Maranhdo. 2013. Reproduction of
Meloidogyne incognita, M. javanica and M. enterolobii in sugarcane and distribution on

crop in Pernambuco e Paraiba. Nematropica 00:00-00

Considering Meloidogyne incognita and M. javanica importance for sugarcane and reports of
M. enterolobii in the crop in Northeastern Brazil, this study had as objective identifying
through biochemical methods the species of Meloidogyne occurring in sugarcane fields of
Pernambuco and Paraiba States and evaluating reproduction of this three species in
association or individually on the variety RB 867515. It was identified 19 nematode
populations, mostly constituted exclusively by M. incognita phenotype I1(Rm: 1.0) and 12

(Rm: 1.0, 1.1). Meloidogyne incognita, M. javanica and M. enterolobii, in association or
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individually, did not affect plant growth variables. RB 867515 was a good host for M.
incognita and M. javanica, but not for M. enterolobii, permitting free reproductions for the
former nematodes. Esterease phenotypes at the end of the experiment presented quantitative
variations in the species ratios used for inoculation, indicating M. incognita prevalence over
the other species.

Key words: Saccharum spp., variability, esterase phenotypes, root-knot nematode.

RESUMO
Barbosa, N. M. R., E. M. R. Pedrosa, S. R. V. L. Maranhdo. 2013. Reproducédo de
Meloidogyne incognita, M. javanica e M. enterolobii em cana-de-acucar e distribuicdo em

canaviais de Pernambuco e Paraiba. Nematropica 00:00-00

Considerando a importancia de Meloidogyne incognita e M. javanica em cana-de-
acucar e o assinalamento de M. enterolobii em canaviais do Nordeste, este estudo teve como
objetivo identificar por métodos bioquimicos espécies de Meloidogyne ocorrentes em
canaviais nos Estados de Pernambuco e Paraiba e avaliar a reproducdo das trés espécies,
isoladamente e conjuntas, na variedade RB 867515. Foram identificadas 19 populagdes do
nematoide, através da eletroforese de isoenzimas, a maioria constituida exclusivamente por
M. incognita fenotipo 11(Rm: 1.0) e 12 (Rm: 1.0, 1.1). Meloidogyne incognita, M. javanica e
M. enterolobii, isoladamente ou em populagdo conjunta, ndo afetaram as variaveis de
crescimento da planta avaliadas. RB 867515 mostrou-se boa hospedeira para M. incognita e
M. javanica, mas ndo para M. enterolobii, permitindo que as duas primeiras espécies se
multiplicassem livremente. Os fenoétipos de esterase obtidos apds a realizagdo do experimento
mostraram variacGes quantitativas nas proporcOes das espécies inoculadas, indicando
prevaléncia de M. incognita sobre as demais.

Palavras chave: Saccharum spp., variabilidade, fenétipos de esterase, nematoide das galhas.
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INTRODUCAO

A produtividade média da cana-de-agUcar (Saccharum spp.) tem sido baixa nos
Estados de Pernambuco e Paraiba, em decorréncia de varios fatores bioticos e abidticos, em
particular, o parasitismo dos fitonematoides Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood, M.
incognita (Kofoid & White) Chitwood e Pratylenchus zeae Grahan. (MOURA et al., 1999).
Quando esses patdgenos estdo presentes em alta infestacdo o sistema radicular da planta
parasitada torna-se pouco desenvolvido e com baixa eficiéncia reduzindo assim a
produtividade agricola. (DIANRDO-MIRANDA,; GIL; MENEGATTI, 2003). De acordo com
Moura e Regis (1991), o nivel de danos ocasionados pelo parasitismo do nematoide das
galhas na cultura da cana-de-agUcar é da ordem de 15%, chegando até 60% de perdas nos
paises menos desenvolvidos, onde ndo ha grande difuséo das técnicas de controle.

Os primeiros registros desses nematoides na cultura da cana-de-agucar foram feitos na
ilha de Java (Indonésia) por Treub, em 1885. Na regido Nordeste do Brasil a doenca €
conhecida como mal-das-reboleiras e caracteriza-se por apresentar rapida progressao e
severidade alta a cultura (DIAS-ARIEIRA et al., 2010). Estudos realizados em canaviais
pernambucanos confirmaram a presenca das espécies M. arenaria, M. incognia, M.
enterolobii, M. javanica e M. hispanica através dos fendtipos de esterase (MOURA et al.,
2009, CHAVES et at 2009).

Existem poucos estudos sobre os niveis de danos de Meloidogyne spp. em cana-de-
acucar. Niveis maiores que 400 juvenis por 50g de raizes indicam alta densidade
populacional, assim justificando a adocdo de medidas de controle (NOVARETTI, 1997).

Em geral a identificacdo das espécies de Meloidogyne era feita com base na
configuracdo da regido perineal de fémeas adultas, fundamentada em caracteres morfologicos.
No entanto, essa técnica apresenta limitacbes devido as variacOes intraespecificas,

similaridade da regido perineal entre as espécies, e frequente surgimento de configuracoes
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perineais atipicas nas populagdes (CASTRO; LIMA; CARNEIRO, 2003). Tendo sido
primeiramente realizada em 1949 por Chitwood (MOURA, 1996). Nos anos 60 foi
desenvolvido um novo tipo de marcador genético, as isoenzimas (MARKET; MOLLER,
1959). Destacando-se como uma técnica confidvel, a eletroforese de isoenzimas tem merecido
destaque na identificacdo e caracterizagdo de espécies de Meloidogyne por apresentar grande
eficiéncia na identificacdo de populagdes atipicas, com rapida execucdo e custo relativamente
baixo (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001).

Nos ultimos anos, diferentes métodos de controle tém sido pesquisados, dando foco a
integracdo entre técnicas disponiveis para tornar mais racional, eficiente e econdmico o
manejo de nematoides em cana-de-acticar (NOVARETTI; MONTEIRO; FERRAZ, 1998). O
uso de variedades resistentes em areas infestadas tem sido bastante enfatizado. No entanto,
para que seja adotado, é necessario, entre outros fatores, o conhecimento do comportamento
das variedades em relacdo as espécies de fitonematoides de importancia para a cultura
(DINARDO-MIRANDA et al.,, 1995). O objetivo do presente estudo foi identificar por
métodos bioquimicos espécies de Meloidogyne ocorrentes em canaviais nos Estados de
Pernambuco e Paraiba e avaliar a reproducdo das trés espécies, isoladamente e associadas, na
variedade RB 867515.

MATERIAL E METODOS
Variabilidade de populagtes de Meloidogyne spp.

Foram coletadas amostras de diferentes regides produtoras de cana-de-aglcar nos
Estados de Pernambuco e Paraiba, em areas com sintomas de fitonematoses. Em Pernambuco
foram selecionadas trés unidades produtoras: Usina Santa Teresa situada no municipio de
Goiana, Usina S8o Joseé situada no municipio de lIgarassu e Usina Petribld situada no
municipio de Carpina, e na Paraiba trés unidades produtoras: Destilaria Giasa situada no
municipio de Pedra de Fogo, Usina Japungu situada no municipio de Santa Maria e Destilaria

Miriri situada no municipio de Mamanguape.
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As amostras provenientes do campo foram constituidas de solo e raizes coletadas num
caminhamento em zig-zag proximas a rizosfera de plantas de cana-de-agUcar, sendo cada
amostra composta obtida de cinco sub-amostras simples. Os pontos amostrados foram
georreferenciados, as amostras acondicionadas em sacos plasticos e encaminhadas ao
laboratério de Fitonematologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Cada amostra
composta foi homogeneizada e depositada em trés vasos com capacidade para 3L cada e, em
seguida, uma muda de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) cv. Santa Cruz Kada, com 20
dias de idade, foi transplantada para cada um dos vasos, com o objetivo de multiplicar as
populacbes de Meloidogyne spp. existentes para posterior caracterizacdo bioquimica. Ap6s 30
dias do transplantio das mudas, 10 fémeas adultas de cada uma das amostras compostas foram
retiradas das raizes do tomateiro. A coleta das fémeas adultas, de coloracdo branco-leitosa em
plena produgdo de ovos, foi realizada ao microscdpio estereoscopico com auxilio de estilete
de ponta fina. As massas de ovos das fémeas coletadas foram retiradas individualmente,
etiquetadas e armazenadas em eppendorf, contendo &gua onde foram acondicionadas em
geladeira a 4°C, visando a purificacdo das espécies (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU,
1990).

Cada uma das 10 fémeas, retiradas do interior das raizes, foi colocada intacta em um
eppendorf, contendo 4pL de solugédo tampéo (2g sacarose; 100 pl de triton-X; 0,2 mg de azul
de bromofenol; 7,8 ml de agua destilada) para extracdo da enzima esterase (KUNIEDA DE
ALONSO et al., 1995). Posteriormente, as fémeas foram maceradas com um pistilo para que
0 extrato protéico fosse aplicado nas cavidades do gel de poliacrilamida. Durante o processo
de extracdo, as amostras permaneceram a baixa temperatura, para evitar a desnaturagdo de
proteinas e, consequentemente, perda da atividade enzimatica (SCANDALIOS, 1979).

Utilizando-se a metodologia de Alfenas (1998), na avaliagdo por marcadores
isoenzimaticos o gel de poliacrilamida a 7% AA/BIS (acrilamida e bis-acrilamida), foi

preparado pela dissolucdo de acrilamida e bis-acrilamida na solugdo tampao tris-glicina, pH
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8,2. A mistura foram cuidadosamente adicionados 75 pl de TEMED (tetrametildiamina) e
0,75 mL de persulfato de amonia a 10%. Em seguida, vertida no molde de acrilico até a
polimerizagdo completa do gel. Foi utilizada uma cuba horizontal contendo tamp&o borato de
litio. As amostras foram aplicadas, individualmente, com auxilio de micropipetas,
empregando-se 3 L do extrato proteico de cada amostra nas cavidades do gel, procedendo-se
em seguida a corrida eletroforética a 4°C, mantendo a voltagem constante de 120 volts. A
migracao foi monitorada por meio do deslocamento da linha frontal de azul de bromofenol. A
eletroforese foi interrompida quando a linha frontal atingiu 6 cm do ponto de aplicacdo das
amostras, cerca de 2 horas e meia apds o inicio da corrida. Para a revelagdo dos sistemas
enzimaticos, adotou-se os procedimentos baseados na metodologia proposta por Alfenas
(1998). Para detecgdo de a-esterase (a-EST) os géis foram corados usando-se 3,0 ml de a-
nafitil acetato 1%, em acetona 50%; 40 mg de fast blue RR salt; 50 ml de tampé&o fosfato de
sodio monobasico 0,2 M, pH 4,2; 10 ml de tampao fosfato de sddio dibasico 0,2 M, pH 9,2; e
40 ml de agua destilada, sendo em seguida incubados por 2 horas, no escuro, a 35° C. Todos
0s géis, apos a coloragdo, foram lavados, fixados (em solucdo contendo alcool metilico, acido
acético e agua destilada na propor¢do de 1:1:1 v/v) por 20 minutos, avaliados para a
confeccdo dos zimogramas e em seguida fotografados.

A identificacdo das espécies de Meloidogyne baseou-se no padrdo isoenzimatico para
esterase, conforme proposto por Esbenshade e Triantaphyllou (1990) e Carneiro e Almeida
(2001). Os fenotipos foram identificados por uma letra e um nimero que correspondem,
respectivamente, a inicial do nome da espécie de Meloidogyne encontrado juntamente com o
numero de bandas (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985, 1990).

Reproducédo de M. incognita, M. javanica M. enterolobii em cana-de-agucar
Populacdes de M. incognita e de M. javanica de cana-de-agUcar das areas estudadas e
de M. enterolobii Yang & Eisenback de goiabeira, da EMBRAPA Semiarido em Petrolina,

foram multiplicados e mantidos em casa de vegetacdo, parasitando tomateiros cv. Santa Cruz
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Kada. Para obtencdo do indculo, as raizes de tomateiros, apds 45 dias da inoculacdo, foram
lavadas em agua corrente e realizada a extragdo de ovos conforme a técnica descrita por
Hussey & Barker (1973). Em seguida, a suspensédo foi imediatamente vertida em peneiras,
sobrepostas, de 200 e 500 Meshes. Os ovos retidos na peneira de 500 Meshes foram lavados
com jatos de &gua, para retirar os residuos de hipoclorito de sodio, e recolhidos em becker.
ApoOs a extragdo, ajustou-se a concentracdo do inoculo, através de contagem em lamina de
Petter. Rebolos de cana-de-aclicar da variedade RB 867515, cedidos pela Estacéo
Experimental de Cana-de-aclcar do Carpina (EECAC), foram plantados em copos com
capacidade de 500 ml e, ap6s um més da brotacdo, transplantados para sacos plasticos com
capacidade para 5 kg com solo esterilizado em autoclave. O in6culo consistiu de 20 mil ovos
de Meloidogyne por planta, assim constituido: T1 = 20.000 ovos de M. incognita, T2 = 20.000
ovos de M. javanica, T3 = 20.000 ovos de M. enterolobii, T4 = 10.000 ovos de M. incognita +
10.000 ovos de M. javanica, T5 = 10.000 ovos de M. incognita + 10.000 ovos de M.
enterolobii, T6 = 10.000 ovos de M. javanica + 10.000 ovos de M. enterolobii, T7 = 6.600
ovos de M. incognita + 6.600 ovos de M. javanica + 6.600 ovos de M. enterolobii e T8 =
testemunha ndo inoculada. O delineamento adotado foi inteiramente casualizado com seis
repeticdes. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com temperatura média de
28,3°C e umidade relativa do ar de 69,1%. Apos 120 dias de inoculagdo, as plantas foram
avaliadas em relagéo a altura; numero e didmetro do colmo; nimero de perfilhos; biomassa
fresca da parte aérea e da raiz; nimero e indice de galhas, segundo a escala proposta por
Taylor e Sassser (1978); nimero de ovos, extraidos conforme técnica descrita por Hussey e
Barker (1973); e fator de reprodugao (FR= P{Pi).

Os dados foram submetidos a analise da variancia e as médias separadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, quando necessario. Os dados relativos ao nimero de perfilhos
foram transformados para V(x+0,5) e os dados relativos ao nimero de ovos foram

transformados para log10(x+1).
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A suspensdo de ovos obtida de cada tratamento que recebeu inoculagdo de mais de
uma espécie de Meloidogyne (tratamentos T4, T5, T6, T7) foi homogeneizada e retirada
aliquotas de 5.000 ovos para inoculacdo de tomateiros cultivar Santa Cruz, com 20 dias de
idade, cultivado em solo esterilizado. Ap6s 30 dias da inoculagdo, 10 fémeas adultas de
coloragéo branco-leitosa em plena producdo de ovos foram retiradas de cada uma das parcelas
referentes aos tratamentos T4, T5, T6, T7 e identificadas bioquimicamente, conforme descrito
anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Variabilidade de populagtes de Meloidogyne spp.

Nos dois estados (Pernambuco e Paraiba) foram isoladas 19 popula¢6es do nematoide
das galhas (Tabela 1). Para M. incognita o padrdo esterase revelou o fen6tipo I11(Rm: 1.0) e 12
(Rm: 1.0, 1.1), e para M. javanica, J3 (Tabela 2).

De acordo com Santos e Triantaphyllou 1992, o que diferencia o fenétipo esterase de
11 e 12 é a presenca de uma segunda banda em 12. O fen6tipo 11 é o mais comum em M.
incognita (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985).

No presente estudo, em Pernambuco observaram-se sete populacfes constituidas
apenas por M. incognita (77,7%) com a propor¢do de 71% para esterase Est 11 e 29% para
esterase Est 12, e uma populacdo de M. javanica (11,1%) apresentando esterase Est J3. Uma
populacdo mista foi observada, apresentando esterase Est |1 e esterase Est J3 na proporgéo de
40% e 60% respectivamente. Barbosa et al. (2011) também identificaram trés fenotipos de
esterase para Meloidogyne em canaviais de Pernambuco, para M. incognita os fendtipos 11 e
12 apareceram em 50% das amostras analisadas, M. javanica foi identificado em 25% das
amostras e populagdes mistas de M. incognita e M. javanica foram detectadas numa
proporcéo de 25%.

Na Paraiba foram observadas 10 populacGes constituidas exclusivamente por M.

incognita, sendo 80% para esterase 11 e 20% para esterase 12, corroborando Souza et al.
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(2012), que identificaram os fenotipos 11 e 12 de M. incognita em canaviais da Paraiba.
Barbosa et al. (2012), em &reas canavieiras de Pernambuco e Paraiba, observaram trés
fendtipos de esterase, 11 e 12 para plantas infectadas por M. incognita e J3 para as infectadas
por M. javanica, indicando frequéncia da ordem de 94% e 6% para M. incognita e M.
javanica, respectivamente.

No Parana, Meloidogyne oriundo de cafeeiros (Cofeea arabica L.), apds anélise dos
fendtipos de esterase em gel de acrilamida, apresentou o fendtipo S1, que se caracteriza pela
presenca de uma banda de menor mobilidade em relacdo aquela primeira banda de M.
javanica, utilizada como padrdo de comparacdo, e ao fenotipo 11, tipico de M. incognita
(OLIVEIRA; OLIVEIRA; GONCALVES, 2006).

Em é&reas produtoras de soja (Glycines Max (L.) Merr) no Brasil, quatro populactes
apresentaram fenotipo de esterase diferentes daqueles frequentemente encontrados para
espécies de Meloidogyne associados a cultura da soja, a populacdo que exibiu fenétipo J2 foi
identificada como M. javanica, a populacdo com P1 identificada como M. paranaensis
Carneiro e as populaces com esterase G3 e S1 ndo foram identificadas em espécie (CATRO;
LIMA; CARNEIRO, 2003).

Reproducéo de M. incognita, M. javanica M. enterolobii em cana-de-agucar

Meloidogyne incognita, M. javanica e M. enterolobii isoladamente ou em populacéo
conjunta nao afetaram significativamente (P=0,05) a altura, o didmetro e 0 nUmero de colmos,
0 numero de perfilho e a biomassa fresca da raiz, aos 120 dias apés a inoculagdo (Tabela 2).
Esse resultado corrobora resultado de Silva et al. (2012) quando o parasitismo de M.
enterolobii ndo afetou a altura e o didmetro do colmo, aos 90 dias apds a inoculagéo,
independentemente do nivel de indculo.

Em relacdo a biomassa fresca da parte aérea, houve diferenca estatistica entre M.
enterolobii e Testemunha (T), ndo diferindo dos demais tratamentos. Comportamento

semelhante em relagdo a variedade estudada x peso fresco da parte aérea x M. enterolobii, foi
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relatado por Silva et al.,, 2012. Considerando o efeito de Meloidogyne enterolobii
isoladamente, o peso fresco da parte aérea, foi significativamente maior em relacdo aos
demais tratamentos (Tabela 2).

Meloidogyne enterolobii apresentou baixo parasitismo, diferindo da testemunha em
relacdo ao numero de galhas, e diferindo dos demais tratamentos (Tabela 2). A excecdo das
plantas inoculadas com M. enterolobii isoladamente, as plantas inoculadas com os demais
nematoides (isoladamente ou em conjunto) apresentaram indices de galhas superiores a 3,
indicando reagdo de susceptibilidade (Taylor e Sasser, 1978). A livre multiplicagédo de M.
incognita e M. javanica na variedade RB 867515 foi confirmada pelos mais altos nimeros de
ovos (P<0,05) e pelos valores dos fatores de reprodugdo sempre maiores do que 1,0 em todos
o0s tratamentos com nematoides, exceto M. enterolobii isoladamente, cuja pequena parte da
populagéo inicial conseguiu completar o ciclo (Tabela 2). Esses resultados corroboram
Guimarées et al. (2008) e Chaves et al. (2009) que relataram a variedade RB867515 como boa
hospedeira de M. incognita.

Os fenGtipos de esterase obtidos apds a realizacdo do experimento (Figura 1)
mostraram varia¢fes quantitativas nas populagdes inoculadas em mistura. Por exemplo, para o
tratamento T4 (50% de M. incgnita + 50% de M. javanica) a revelacdo para esterase revelou
uma propor¢do de 64% e 36% para M. incognita (Est I11) e M. javanica (Est J3),
respectivamente. Para T5 (50% de M. incgnita + 50% de M. enterolobii) foi revelado 100%
de M. incognita (Est 11). Para T6 (50% de M. javanica + 50% de M. enterolobii) foi revelado
100% de M. javanica (Est J3). Para T7 (33% de M. incgnita + 33% de M. javanica + 33% de
M. enterolobii) o bandeamento apresentou frequéncia de 73% e 27% para M. incognita (Est
I11) e M. javanica (Est J3), respectivamente, ndo apresentando fenotipo de esterase para M.
enterolobii.

Esses resultados sugerem que M. incognita esta mais adaptado a cana-de-agucar nas

condicgdes do Nordeste do que M. javanica, refletindo-se em seu maior potencial reprodutivo.
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Por outro lado a variedade RB 867515 mostrou-se mé hospedeira para M. enterolobii. A baixa
capacidade de reproducdo de M. enterolobii em cana-de-agucar pode estar associada ao fato
da populagdo em estudo ser oriunda de goiabeira e ndo de cana-de-agucar, como as outras
duas espécies. Pode-se especular que ciclos subsequentes de cultivo da mesma variedade de
cana-de-acucar em solo infestado por M. enterolobii exerca uma pressdo de selecdo
favorecendo o aparecimento de isolados mais virulentos com maior fecundidade ou ciclo de
vida mais rapido.
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Tabela 1. Localizagdo das areas e espécies de Meloidogyne identificadas nos estados de

Pernambuco e Paraiba.

Amostra Local Lote Engenho Area Meloidogyne M.
(ha) incognita javanica
1 PE- S&o José 274 Cumbe NI X
2 PE- S&o José 274 Cumbe NI X
3 PE- S&o José 545 Campinas NI X
4 PE- S&o José 667 D’agua NI X
5 PE- Petribu 02 Mour&o 3,6 X
6 PE- Petribu 02 Mour&o 3,6 X
7 PE- Petribu 48 Cancela 8,95 X X
8 PE- Petribu 48 Cancela 8,95 X
9 PB- Japungu 29 Boa Vista 24,49 X
10 PB- Japungu 22 Boa Vista 33,09 X
11 PB- Japungu 94 Taberaba 11,80 X
12 PB- Miriri 49 S. Emilia Il 22,87 X
13 PB- Miriri 49 S. Emilia Il 22,87 X
14 PB- Miriri 65 S. Emilia Il 10,82 X
15 PB- Miriri 65 S. Emilia Il 10,82 X
16 PB- Miriri 09 S. Terezinhal 12,86 X
17 PB- Miriri 09 S. Terezinhal 12,86 X
18 PB- Giasa 170 Ibura 20,40 X
19 PE- Santa 19 Terra Rica 4,46 X
Tereza

Dados fornecidos pelas unidades produtoras; NI= N&o Informado.
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Tabela 2. Espécies de Meloidogyne provenientes de &reas produtoras de cana-de-agtcar dos

Estados de Pernambuco e Paraiba, caracterizadas pelos fenétipos revelados com o sistema

isoenzimatico esterase

Amostra Localidade Localizacéo Espécie Fendtipo (EST)

1 PE- Sao José 07°47°10,5” Meloidogyne 11
35°01°5,6 incognita

2 PE- Sao José 07°47°10,5” M. incognita 11

35°01°16°

3 PE- Sao José 07°46°57,4” M. incognita 12
35°0,0°55,5”

4 PE- Sao José 07°52°2,1” M. incognita 11
35°0,0°48,6”’

5 PE- Petribu 07°49°15,4” M. incognita 11
35°08°52,9”

6 PE- Petribu 07°49°14,1” M. javanica J3
35°08°51,7”

7 PE- Petribu 07°49°21,7” M. incognita 11
35°08°52,2”’ M. javanica J3

8 PE- Petribu 07°49°17,1” M. incognita 11
35°08°50,8"’

9 PB- Japungu 06°52°59,5’ M. incognita 11
35°03°54,3”

10 PB- Japungu 06°52°59,1”’ M. incognita 11
35°03°54,1”

11 PB- Japungu 06°52°17"’ M. incognita 11
35°01°47,7

12 PB- Miriri 06°51°49,1”’ M. incognita 11
34°57°59,7”

13 PB- Miriri 06°51°1,9” M. incognita 11
34°58°47,8”

14 PB- Miriri 06°52°35,9” M. incognita 12
34°58°16,7”

15 PB- Miriri 06°52°36,8”’ M. incognita 12
34°58°3,5”

16 PB- Miriri 06°48°38,8”’ M. incognita 11
34°57°8,6”

17 PB- Miriri 06°48°34,8”’ M. incognita 11
34°56°58,3”

18 PB- Giasa 07°21°29 M. incognita 11
35°0,0°34>

19 PE- Santa 07°37°20,2” M. incognita 12

Tereza 34°58°19
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Tabela 2. Efeito de populagdes de Meloidogyne incognita (Mi), M. javanica (Mj) e M. enterolobii (Me), isoladamente ou em mistura, sobre a
altura da planta, didmetro do colmo (DC), nimero de colmos (NC), numero de perfilho (NP), biomassa fresca da parte aérea (BFPA), biomassa
fresca da raiz (BFR), numero de galhas (NG), indice de galhas (IG), nimero de ovos (NO) por planta e fator de reproducédo (FR), 120 dias apds a

inoculagdo da cana-de-agucar variedade RB869515

Nematoide Altura DC NC NP BFPA BFR NG IG NO FR
100%Mi 252a 168a 6,00a 0,96 a 279,08 ab 167,31 a 87,16 a 400 440a 1,27
100%M;j 254a 156a 516 a 0,70 a 268,30 ab 142,47 a 100,00 a 5,00 451a 1,76
100%Me 265a 16la 5,66 a 0,70 a 328,38 a 142,14 a 15,16 b 3,00 3,33b 0,11
50%Mi+50%Mj 256a 175a 583a 0,79 a 317,30 ab 145,20 a 100,00 a 5,00 445a 1,55
50%Mi+50%Me 325a 150a 5,66 a 0,70 a 277,45 ab 130,50 a 89,16 a 4,50 449a 1,59
50%Mj+50%Me 253a 155a 583a 0,79 a 271,00 ab 134,24 a 82,16 a 4,50 449a 1,74
33%Mi+33%Mj+33%Me 237a 176a 533a 0,98 a 276,66 ab 153,61 a 100,00 a 5,00 460a 2,34
Testemunha (ndo inoculada) 2,25a 1,63a 583a 0,79 a 242,07 b 162,68 a 0,00 b 0,00 0,00c 0,00
CV (%) 23,36 12,26 10,45 29,21 16,42 20,34 14,11 4,26

Para analise estatistica, os dados relativos ao nimero de perfilhos foram transformados para \(x+0.5) e os dados relativos ao nimero de ovos por
planta foram transformados para logl0 (x+1), sendo apresentada a média dos dados transformados. Na mesma coluna, médias seguidas pelas

mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel 5% de probabilidade.
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359  Figura 1. Gel de poliacrilamida a 7% apresentando fenétipos de esterase de espécies de
360  Meloidogyne ao final do experimento. Em T4, 64% M. incognita (Est I11) e 36% M. javanica
361 (Est J3); em T5, 100% M. incoginta (Est 11); em T6, 100% M. javanica (Est J3); e em T7,

362  73% M. incognita (Est 11) e 27% M. javanica (Est J3).
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PENETRACAO, DESENVOLVIMENTO E REPRODUCAO DE MELOIDOGYNE
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CAPITULO Il1- Penetracéo, desenvolvimento e reproducéo de Meloidogyne enterolobii
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ABSTRACT

Barbosa, N. M. R., E. M. R. Pedrosa, S. R. V. L. Maranh&o. 2013. Penetration, development
and reproduction of Meloidogyne enterolobii in sugarcane. Nematropica 00:00-00

The objective of this study was evaluating Meloidogyne enterolobii penetration,
development and life cycle length on sugarcane variety RB 98710 as well the reaction of the
variety to the nematode parasitism. After soil infestation with M. enterolobii and M. javanica
(control), roots were evaluated at 3, 7, 10, 17, 24, 31, 38 and 45 days after inoculation for
nematode development. At 45 days, M. javanica complete the life cycle in contrast to the low
number of vermiform and swollen juveniles and no adult female of M. enterolobii found in
roots. In another experiment, using different nematode initial population densities, M.
enterolobii did not affect initial sugarcane development at 120 days after inoculation. In
contrast to M. javanica, M. enterolobii reproduction was inhibited presenting reproductive

factor always lower than 1.
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Key words: Saccharum spp., life cicle, root-knot nematode, level of inoculum.

RESUMO

Barbosa, N. M. R, E. M. R. Pedrosa, S. R. V. L. Maranhdo. 2013. Penetracao,
desenvolvimento e reproducdo de Meloidogyne enterolobii em cana-de-agucar.
Nematropica 00:00-00

O objetivo do presente estudo foi avaliar a penetracdo, desenvolvimento e
comprimento do ciclo de Meloidogyne enterolobii em cana-de-agUcar variedade RB 98710 e 0
comportamento dessa variedade em relacdo ao parasitismo do nematoide. Apés a infestacdo
do solo com M. enterolobii e M. javanica (testemunha), raizes foram avaliadas aos 3, 7, 10,
17, 24, 31, 38 e 45 dias apds inoculacdo dos nematoides. Aos 45 dias, M. javanica conseguiu
completar o ciclo, enquanto o nimero de formas vermiformes, salsichéides e ovoides de M.
enterolobii foram reduzidos, ndo sendo encontradas fémeas imaturas ou com massas de ovos.
Em outro experimento, utilizando diferentes densidades de inoculo, M. enterolobii ndo afetou
o desenvolvimento inicial da cana-de-acucar aos 120 dias apds a inoculacdo. Ao contrario de
M. javanica, M. enterololobii teve a reproducdo inibida, apresentando sempre fatores de
reproducdo menores do que 1.

Palavras chave: Saccharum spp., ciclo de vida, nematoide das galhas, nivel de inoculo.

INTRODUCAO
O sistema radicular da planta é o maior componente bidtico do solo, proporcionando
energia para a fauna presente. Os fitonematoides possuem um importante papel nos processos
ecologicos do solo e participam de algumas interacfes afetando o cultivo da cana-de-acucar
(MONDINO et al., 2010).
Os fitonematoides mais importantes para a cultura sdo os endoparasitos sedentarios

pertencentes ao género Meloidogyne Goeldi, representados pelas espécies M. incognita
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(Kofoid e White) Chitwood e M. javanica (Treub) Chitwood e o endoparasito migrador
Pratylenchus zeae Graham, devido a severidade das doencas que causam e expressiva
disseminacdo em canaviais de todo mundo (CAIXETA et al., 2011). Em média, as perdas
causadas por esses organismos variam entre 20 a 40% no primeiro corte de variedades
susceptiveis acarretando a diminuicdo da longevidade da cana soca (CAMPOS et al., 2006).

Estudos realizados em canaviais pernambucanos confirmaram a presenca de M.
enterolobii Yang & Eisenback, através dos fendtipos de esterase (MOURA et al., 2009).
Inicialmennte assinalada em Petrolina (PE), Curaca e Manicoba (BA), por Carneiro et al.
(2001), em plantagdes de goiaba, esse nematoide recebeu o nome de M. mayaguensis. Apos
estudos morfologicos, gama de hospedeiros, fenotipos para as enzimas EST e MDH e
sequencias de mtDNA, a espécie foi considerada M. enterolobii.

O ciclo de vida de Meloidogyne spp. se inicia com um ovo depositado pela fémea, em
média 400 ovos sdo depositados em uma matriz gelatinosa que os protege. O
desenvolvimento do ovo inicia-se em poucas horas ap6s a deposi¢do, as células se
multiplicam no interior do ovo originando o juvenil de primeiro estadio (J1), que logo sofre a
primeira ecdise e se transforma em juvenil de segundo estadio (J,) (TIHOHOD, 1993). Ap6s a
ecloséo, os J, vermiformes e mdveis, passam a migrar no solo a procura de um hospedeiro.
Ao penetrar na planta, se posicionam na periferia do cilindro vascular, estabelecendo assim o
parasitismo. Nessa fase, sucessivas secrecdes esofagianas sdo secretadas atraves do estilete
formando as células de alimentagéo, de onde sdo tirados os nutrientes para o desenvolvimento
do nematoide. Nessa fase 0 juvenil apresenta-se mais robusto, com o corpo salsichdide,
perdendo a capacidade de movimentagdo. O J, sofre a segunda ecdise transformando-se em
juvenil de terceiro estadio (J3). Logo em seguida, acontece a terceira ecdise dando origem ao
juvenil de quarto estadio (J4). Os J; e J4 possuem o esdfago parcialmente degenerados e ndo se

alimentam. A quarta ecdise acontece formando-se os adultos com estilete e es6fago
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regenerados, as fémeas adultas sdo globosas com coloracdo branco-leitosa (AMORIM et al.,
2011).

Quando parasitam as raizes da cana-de-aglcar, Meloidogyne spp. modificam a
fisiologia dos tecidos. Em solos arenosos, os fitonematdides aliados a deficiéncias
nutricionais e podriddo de raizes podem destruir canaviais antes do primeiro corte. Os
sintomas causados por esses microrganismos podem se confundidos com deficiéncias
minerais, baixa fertilidade do solo, podriddo de raizes, e estresse hidrico. Na parte aérea da
planta pode ser observado desenvolvimento irregular, amarelecimento, murcha, enfezamento
de plantas, geralmente distribuidos em reboleiras, ja nas raizes os sintomas apresentados séo
galhas com intumescimento das extremidades (KIMAT et al., 2005).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a penetracdo, desenvolvimento e
comprimento do ciclo de Meloidogyne enterolobii em cana-de-aglcar variedade RB 98710 e o
comportamento dessa variedade em relacdo ao parasitismo do nematoide.

MATERIAL E METODOS

A populacdo de M. enterolobii foi proveniente de goiabeiras, da EMBRAPA
Semiarido em Petrolina. Uma populacdo de M. javanica, obtida de areas cultivada com cana-
de-acucar em Pernambuco, foi usada como testemunha. As popula¢es dos nematoides foram
mantidas em casa de vegetacdo, parasitando tomateiros (Solanum lycopersicum L.) cv. Santa
Cruz Kada. A confirmacdo das especies foi efetuada através da eletroforese de isoenzimas
com revelagéo esterase, utilizando-se a metodologia de Alfenas (1998). A extracdo de ovos
seguiu a técnica descrita por Hussey & Barker (1973). Foram efetuados dois experimentos.

No primeiro experimento, as plantas de cana-de-acucar foram obtidas a partir de
mudas de meristema cedidas pelo Centro Tecnologico do Nordeste (CETENE) mantidas em
tubetes com 90 dias de idade (aclimatadas). O gendtipo estudado foi o da sigla RB 98710.
Foram inoculadas 90 mudas com 20 mil ovos cada, sendo 45 mudas inoculadas com M.

enterolobii e 45 mudas com M. javanica. A infestacdo foi feita em quatro orificios
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equidistantes, ao redor da planta de cana-de-aguUcar, onde foi depositada a suspensdo na
concentracdo estabelecida. Apos a infestacdo do solo, foram realizadas oito coletas, aos 3, 7,
10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias ap6s inoculacdo. Para cada época de coleta, foram retiradas ao
acaso, quatro plantas para cada espécie do nematoide, as quais tiveram as partes aéreas
descartadas e os sistemas radiculares lavados cuidadosamente.

As raizes inoculadas foram submetidas a coloracdo com fucsina acida e dissecadas sob
microscopio estereoscopico para a localizacdo dos diferentes estadios de desenvolvimento de
M. enterolobii e M. javanica nas raizes. Foram considerados cinco estadios de
desenvolvimento: vermiforme, salsichoide, ovoide, fémea jovem sem ovos e fémea com
massas de ovos. Quando necessario, foram feitas preparacfes microscopicas em meio de
glicerina em laminas de vidro para a observacdo ao microscopio 6tico e classificacdo dos
estadios de desenvolvimento dos nematoides, segundo Triantaphyllou e Hirschmann (1960) e
Siddiqgi e Taylor (1970).

No segundo experimento, rebolos de cana-de-agucar da variedade RB 98710, cedidos
pela Estacdo Experimental de Cana-de-acUcar do Carpina (EECAC), foram plantados em
copos com capacidade de 500 ml e ap6s um més de brotacdo foram transplantados para sacos
plasticos com solo, esterilizado em autoclavave, com capacidade para cinco quilos. Apos a
extracdo dos ovos, ajustou-se a concentragao do indculo, através de contagem em lamina de
Petter. Foram usados quatro niveis de inéculo: 0, 20.000, 50.000 e 100.000 de M. enterolobii
por planta. Para M. javanica (usado como testemunha) aplicou-se 20.000 ovos por planta. O
delineamento adotado foi inteiramente casualizado com seis repeti¢cdes. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo com temperatura media de 28,3°C e umidade relativa do ar
de 69,1%. Apés 120 dias da inoculacdo, foram avaliadas variaveis relativas ao
desenvolvimento das plantas: altura, nimero e didmetro do colmo, ndmero de perfilhos;

biomassa da parte aérea e da raiz, além das variaveis relativas ao nematoide: nimero e indice
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de galhas, segundo a escala proposta por Taylor & Sassser (1978), niUmero de ovos por planta
e o fator de reproducdo (FR=Pf/Pi).

Os dados obtidos foram submetidos a anélise da variancia e as médias separadas pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade. Os dados relativos ao nimero de ovos foram
transformados em log;o(x+1), e os relativos ao numero de perfilhos para V(x+0,5). Modelos
lineares, quadraticos, logaritmicos e cubicos foram usados na tentativa de descrever o
desenvolvimento da variedade de cana em funcéo da densidade do nematoide.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento o desenvolvimento de M. enterolobii diferiu de M. javanica
pela andlise do Qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 1). Ndo foram
observados nematoides no interior do sistema radicular das plantas avaliadas quatro dias ap6s
a inoculacdo. No entanto, sete dias ap6s a inoculacdo, foram encontrados nas raizes das
plantas J, vermiformes de M. javanica e M. enterolobii. Esse resultado corrobora com Moritz
et al. (2008) que ndo encontraram diferenca significativa entre o ndmero de J, de M.
paranaensis que penetrou nas raizes das cultivares resistentes e suscetiveis de soja apds oito
dias da inoculagéo.

Dez dias ap0s a inoculacdo, foi observado M. javanica e M. enterolobii na forma
salsichdide, caracterizando o estabelecimento parasitario do patdgeno com o hospedeiro,
nesse mesmo periodo foi detectado maior (P<0,05) ntimero de vermiformes de M. javanica no
interior das raizes (Tabela 1).

Dezessete dias ap6s a inoculacdo, estadios vermiforme, salsichoide e ovoide foram
encontrados nas raizes com M. javanica, mas apenas estadios vermiforme e salsichoide para
M. enterolobii (Tabela 1). Em tomateiros ‘Helper M’ aos 17 dias apds a inocula¢do embora
fossem encontrados J, de M. javanica e M. enterolobii nas raizes, o0 nimero de J, de M.

javanica foi significativamente maior, contudo, em tomateiro ‘Magnet’, ndo houve diferenca
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na penetracdo entre as duas espécies do nematoide (WESTERICH; ROSA; WILCKEN,
2011).

O numero de vermiformes e salsichoides para M. javanica 24 dias ap6s inoculagao foi
reduzido embora fossem observadas fémeas imaturas. Para M. enterolobii foi observada a
maior média para vermiformes com reducdo para o numero de salsichoide e ovoide (Tabela
1). Carneiro et al. (2005) obtiveram resultados similares ao trabalhar com gendtipos de
algodao suscetivel (IAC 98/708) e resistente (IAC 96/414) avaliando o nimero de fémeas de
M. incognita no interior das raizes coradas.

Trinta e um dias ap6s a inoculacdo das plantas, formas de M. javanica salsichoides,
ovoides, fémeas imaturas e com massas de ovos foram observadas no interior das raizes, para
M. entrolobii foram observadas formas vermiformes, salsichdides e ovoides, com ligeiro
aumento das Ultimas. Resultado semelhante foi observado 38 dias apds a inoculacdo de M.
javanica e M. enterolobii. Moura et al. 1993 avaliando a suscetibilidade e resisténcia de
genotipos de soja verificou que apOs penetrarem as raizes dos gendtipos resistentes os J,
sofrem diferentes processos na planta: podem retornar ao solo, morrendo logo em seguida,
podem iniciar o desenvolvimento, verificando-se aumento do volume do corpo, porém com
prejuizo do seu desenvolvimento, e sem conclusdo do ciclo de vida; ou podem morrer logo
apos a penetracédo, devido a reagdes necroticas de hipersensibilidade.

Quarenta e cinco dias apos a inocula¢do, o numero de formas de M. javanica estava
mais elevado principalmente em relagdo as fémeas com massas de ovos e formas
vermiformes, eclodidas possivelmente dos ovos produzidos (Figura 1). Para M. enterolobii, 0
numero de formas vermiforme, salsichdide e ovoide foram reduzidos, ndo sendo encontradas
fémeas (imaturas ou com massas de ovos), provavelmente devido a morte prematura de
alguns juvenis, que ndo conseguem completar o ciclo, associado a menor velocidade de
desenvolvimento, alongando a duracdo do ciclo. Os mecanismos de resisténcia das plantas a

Meloidogyne geralmente estdo associados a fatores presentes nas plantas que alteram ou
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inibem a formacgdo das células gigantes, privando o nematoide de alimentacdo, inibindo o
desenvolvimento e a reproducéo do nematoide (Dropkin, Nelson, 1960).

No segundo experimento M. enterolobii ndo afetou significativamente (P<0,05) o
didmetro e o nimero de colmos, o nimero de perfilho e a biomassa fresca da parte aérea aos
120 dias apo6s a inoculagdo (Tabela 2). Silva et al. (2012) também relataram que M.
enterolobii ndo afetou significativamente (P=0,05) o desenvolvimento inicial da cana-de-
acucar aos 90 dias ap06s a inoculacgdo, independentemente do nivel de inoculo avaliado.

Em relacdo altura da planta, houve diferenca estatistica entre M. enterolobii (20.000
ovos) e Testemunha (T), ndo diferindo os demais tratamentos. (Tabela 2).

Quanto ao peso fresco da raiz (PFR), houve diferenca estatistica entre M. javanica
(20.000 ovos), M. enterolobii (20.000 ovos) e Testemunha (T), ndo diferindo dos demais
tratamentos (Tabela 2). Guimaraes et al. 2003 em experimento com feijdo caupi observaram
que M. enterolobii (6.000 ovos) afetou 0 peso das raizes das plantas, provavelmente, pela
grande quantidade de penetracdes e galhas induzidas pelo nematoide.

M. enterolobii induziu significativamente (P<0,05) menor quantidade de galhas e,
consequentemente, indices de galhas mais baixos do que M. javanica. Independente do nivel
de inoculo de M. enterolobii as plantas exibiram reacdo de resisténcia por apresentarem
valores menores do que 3. Ao contrério, as plantas inoculadas com M. javanica apresentaram
indices de galhas igual a 5, caracterizando reacéo de susceptibilidade (Taylor & Sasser, 1978).
Esses resultados estdo também em consonéancia com a baixa reproducdo de M. enterolobii,
que independente do nivel de inoculo apresentou sempre fatores de reproducdo menores do
guem 1, em contraste com a alta reprodugdo de M. javanica (Tabela 2). Silva et al. (2012)
observaram que a excecdo da RB 92579, que apresentou reacdo de imunidade (FR=0), o
numero de ovos de M. enterolobii por planta aumentou com o aumento da densidade de
inoculo nas demais variedades estudadas (RB863129, RB 867515 e SP81-3250), contudo 0s

fatores de reproducdo foram sempre menores do que 1.
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Em trabalhos realizados com genoétipos de café (Cofeea arabica L.) resistentes e
suscetiveis a M. paranaensis Carneiro, Sera et al. (2007) constataram que em niveis de
indculo elevados, todos 0s gendtipos comportam-se com suscetivel e, com niveis de in6culo
baixos, como resistente, recomendando realizacdo de varios testes para obtencdo de um
padrdo de resisténcia e suscetibilidade em relacéo a nivel de inoculo.

Para M. enterolobii, 120 dias ndo foram suficientes para que os eventos do ciclo de
vida, desde o estimulo a eclosdo até a producdo de ovos, fossem completados para a maior
parte dos nematoides, embora tenha sido suficiente M. javanica.
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272  Tabela 1. Distribuicdo dos estadios de desenvolvimento de Meloidogyne enterolobii (Me) e M. javanica (Mj) em cana-de-agUcar variedade

273 RB96710a0s 4, 7, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias apos a inoculagéo.

Dias ap0s a inoculacéo

10 31 38
Mj Me Mj Me Mj Me Mj Me Mj Me Mj Me Mj Me
Vermiforme 0 0 34 20 32 5 10 6 4 22 15 5 3 7
Salsichdide 0 0 0 0 24 17 32 16 16 9 13 7 4 9
Ovoide 0 0 0 0 0 0 12 0 12 6 23 11 10 14
Fémea 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 25 0 33 0
Fémea com ovos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 13 0

M;

45

Me

274 O desenvolvimento de Meloidogyne enterolobii diferiu do de M. javanica aos 4, 7, 10, 17, 24, 31, 38, e 45 dias apds a inoculacdo da cana-de-

275  acucar variedade RB 96710 pela analise do Qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Efeito de diferentes niveis de indculo de Meloidogyne enterolobii (Me) sobre a altura, didmetro do colmo (DC), nimero de colmos
(NC), numero de perfilho (NP), biomassa fresca da parte aérea (BFPA), biomassa fresco da raiz (BFR), nimero de galhas (NG), indice de galhas

(IG), nimero de ovos (NO) por planta e fator de reproducédo (FR), 120 dias apés a inoculacdo da cana-de-agUcar variedade RB 96710.

Nematdide/Pi Altura DC NC NP BFPA BFR NG IG NO FR
Mj/ 20.000 2,35ab 1,75a 5,83 a 1,08 a 243,81 a 114,93 a 100,00 a 5,00 a 475a 292
Me/ 20.000 2,52 a 1,75a 6,16 a 1,19a 261,84 a 137,05 a 75b 2,16 b 297b 0,05
Me/ 50.000 248ab 1,68a 6,33 a 0,79 a 269,02 a 120,32 ab 85D 2,33 b 3,08b 0,06
Me/ 100.000 2,30ab 1,76a 6,50 a 1,02 a 267,26 a 113,99 ab 11,00 b 2,50 b 3,08b 0,06
T (ndo inoculada) 2,27b 1,76 a 6,16 a 121a 234,61 a 109,06 b 0,00c 0,00c 0,00c 0,00
CV (%) 5,74 5,19 9,85 43,52 13,98 13,50 9,73 15,95 7,00

Para analise estatistica, os dados relativos ao nimero de perfilhos foram transformados para V(x+0,5) e os dados relativos ao nimero de ovos
foram transformados para log10(x+1), sendo apresentado a média dos dados transformados. Na mesma coluna, médias seguidas pelas mesmas

~

letras ndo  diferem  estatisticamente entre si  pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1. Estadios de desenvolvimento de M. enterolobii em cana-de-acUcar variedade RB

96710, em A: Vermiforme; B: Salsichdide; C: Ovéide.
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CONCLUSOES GERAIS
M. incognita predomina nas areas de cana-de-acucar analisadas nos estados de
Penambuco e Paraiba, ocorrendo também a presenca de M. javanica em Pernambuco

porém em menor frequéncia;

Os fenotipos de esterase 11 e 12 para M. incognita e J3 para M. javanica ocorreram nas

amostras analisadas;

As variedades RB 867515 e RB 98710 mostraram-se mas hospedeiras para M.

enterolobii;

O desenvolvimento de juvenis de M. enterolobii é retardado ou inibido na variedade
RB98710.



