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RESUMO GERAL

A cana-de-agUcar (Sacharum spp L.) e o milho (Zeae mays L.) possuem grande importancia
socioeconémica, no entanto, muitos sdo os problemas fitossanitarios que afetam essas culturas,
dentre os quais estdo as doencas ocasionadas pelos fitonematoides dos géneros Pratylenchus. e
Meloidogyne. A tipificacdo das espécies de forma precisa e identificacdo de métodos de manejo
que auxiliem no controle desses fitopatdgenos, sdo de extrema importancia, pois esses estudos
fornecem novos conhecimentos, tanto sobre a diversidade e identificacdo de espécies desse
género em locais onde ainda ndo foram caracterizadas, como também formas de manejo
adequadas. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi caracterizar populacdes de P. zeae
coletadas em é&reas cultivadas com cana-de-agucar na regido Nordeste do Brasil atraves de
estudos morfométricos e moleculares, além de avaliar a eficiéncia de nematicidas bioldgicos
aplicados via tratamento de sementes de milho no controle de P. zeae e M. incognita. Para a
caracterizacdo morfométrica e molecular, foram utilizadas 30 populacdes de Pratylenchus
coletadas nas areas de cana-de-agUcar das usinas Miriri e Japungu no estado da Paraiba, Olho
d’agua e Sdo José no estado de Pernambuco e Baia formosa e usina Estivas no estado do Rio
Grande do Norte. Foram realizadas a caracterizacdo morfométrica, ensaios de PCR e anélise
filogenética utilizando a regido D2/D3 do gene 28S rDNA para a identificacdo das espécies.
Com base nessas analises, verificou-se que P. zeae é a espécie de Pratylenchus presente nas
usinas de cana-de-acUcar na regido Nordeste, e que as analises aliadas foram Uteis para
identificar e provar que existe grande variabilidade dentro e entre as populagdes estudadas. Os
ensaios de controle biologico para P. zeae e M. incognita na cultura do milho foram realizados
em condigdes in vitro e em casa de vegetacao, onde 0s nematicidas bioldgicos utilizados foram
Bacillus firmus (Votivo Prime®), Pochonia chlamydosporia (Rizotec®) e Purpureocillium
lilacinum (Nemat®), e as densidades populacionais de nematoides por planta utilizadas foram:
0 (testemunha), 2.000 e 6.000. No teste in vitro, utilizaram-se 0s mesmos nematicidas e a
densidade populacional de 50 nematoides por repeticdo. As avaliacdes foram feitas 24 e 48
horas, para os testes in vitro, e aos 7 e 60 dias apds inoculacdo (DALI), para avaliar a penetracao
e a multiplicacdo dos nematoides, respectivamente. Os resultados dos experimentos com
controle bioldgicos mostraram que P. lilacinum e P. chlamydosporia causaram maior
mortalidade de P. zeae e M. incognita, tanto 24 quanto 48 horas nos testes in vitro. O tratamento
com P. chlamydosporia proporcionou menor penetracdo de P. zeae na densidade de 6.000
nematoides por planta, aos 7 DAI, enquanto para M. incognita, menor penetracdo foi observada
nos tratamentos com P. lilacinum e P. chlamydosporia. Aos 60 DAI, todos os nematicidas
bioldgicos reduziram a populacdo de M. incognita nas densidades de 667 e 6.000 nematoides
por planta, sendo que o tratamento com B. firmus apresentou o0 menor FR na densidade de 2.000.
O tratamento a base de P. chlamydosporia apresentou menor valor de massa fresca de raiz, e a
utilizacdo dos diferentes nematicidas com as densidades de inoculo reduziram a massa seca de
parte aérea em relacdo a testemunha absoluta. B. firmus foi o que apresentou melhor eficiéncia
em reduzir a multiplicacdo de M. incognita aos 60 DAI.

Palavras-chave: Fitonematoide, Filogenia, variabilidade, Saccharum spp. Zeae mays.

Controle.



GENERAL ABSTRACT

Sugarcane (Sacharum spp L.) and corn (Zeae mays L.) have great socioeconomic importance,
however, many are the phytosanitary problems that affect these crops, among which are the
diseases caused by the phytonematodes of the genera Pratylenchus spp. and Meloidogyne spp.
Specifying species accurately and identifying management methods that help control these
phytopathogens are extremely important, as these studies provide new knowledge, both on the
diversity and identification of species of this genus in places where they have not yet been
characterized, as well as appropriate forms of management. Therefore, the objective of this
work was to characterize populations of P. zeae collected in areas cultivated with sugarcane in
the Northeast of Brazil through morphometric and molecular studies, in addition to evaluating
the efficiency of biological nematicides applied via seed treatment. corn in the control of P.
zeae and M. incognita. For morphometric and molecular characterization, 30 populations of
Pratylenchus collected in the sugarcane areas of the Miriri and Japungu plants in the state of
Paraiba, Olho d' 4gua and S&o Jose in the state of Pernambuco and Baia Formosa and plant
Estivas in the state of Rio Grande do Norte. Where realized morphometric characterization,
PCR assays and phylogenetic analysis were performed using the D2/D3 region of the 28S rDNA
gene to identify species. Based on these analyzes, it was found that P. zeae is the species of
Pratylenchus present in sugarcane plants in the Northeast region, and that the allied analyzes
were useful to identify and prove that there is great variability within and between populations
studied. The biological control assays for P. zeae and M. incognita in corn were carried out in
vitro and under greenhouse conditions where the biological nematicides used were Bacillus
firmus (Votivo Prime®), Pochonia chlamydosporia (Rizotec®) and Purpureocillium lilacinum
(Nemat®) and the population densities of nematodes per plant used were: 0 (control), 2,000
and 6,000. In the in vitro test, the same nematicides and the population density of 50 nematodes
were used per repetition. The evaluations were made 24 and 48 hours, for in vitro tests, and at
7 and 60 days after inoculation (DAI), to evaluate the penetration and multiplication of the
nematodes, respectively. The results of biological control experiments showed that P. lilacinum
and P. chlamydosporia caused higher mortality of P. zeae and M. incognita, both in 24 and 48
hours in in vitro tests. The treatment with P. chlamydosporia provided less penetration of P.
zeae at the density of 6000 nematodes per plant, at 7 DAI, while for M. incognita, less
penetration was observed in the treatments with P. lilacinum and P. chlamydosporia. At 60
DA, all biological nematicides reduced the population of M. incognita at densities of 667 and
6,000 nematodes per plant, and treatment with B. firmus showed the lowest RF at a density of
2,000. The treatment based on P. chlamydosporia showed lower value of fresh root mass, and
the use of different nematicides with inoculum densities reduced the dry mass of the aerial part
in relation to the absolute control. B. firmus was the one that showed the best efficiency in
reducing the multiplication of M. incognita at 60 DALI.

Keywords: Phytonematodes, Phylogeny, variability, Saccharum spp. Zeae mays. Control.
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CARACTERIZACAO MORFOMETRICA E MOLECULAR DE Pratylenchus zeae EM
CANA-DE-ACUCAR NA REGIAO NORDESTE E CONTROLE BIOLOGICO DE
NEMATOIDES EM MILHO

1. INTRODUCAO GERAL
1. 1 A cultura da cana-de-acUcar

A cana-de-agucar (Sacharum spp L.) é uma planta da familia Poaceae e pertencente a
classe das monocotiledéneas. As principais espécies surgiram na Oceania, em Nova Guiné, e
na Asia incluindo a india e a China. As variedades cultivadas no Brasil e no mundo sio hibridos
multiespecificos (DIOLA; SANTOS, 2012). Tipicas de climas tropicais e subtropicais, a cultura
se desenvolve em forma de touceira, com a formagcao de perfilhos. E uma graminea que possui
desenvolvimento em dois ciclos, sendo o primeiro chamado de cana-planta, em que a cultura
ainda ndo teve o primeiro corte, variando de 12 a 18 meses. O outro ciclo se da apds o primeiro
corte, encerrando o ciclo da cana-planta e iniciando o ciclo da cana soca, em que o periodo de
cultivo é de 12 meses para todas as variedades. E considerada uma cultura semiperene, pois
permite varios cortes sem que haja um novo replantio, no entanto, a cada safra, € de grande
importancia a aplicacdo de insumos agricolas para que a cultura continue a expressar uma boa
produtividade. Porém, com o passar dos anos, a resposta da cultura a aplicacdo dos insumos €
reduzida, sendo necesséria a renovacao do canavial (AUDE, 1993; SILVA; SILVA, 2012).

A cana-de-acucar € uma das culturas agricolas mais importantes do mundo tropical.
Gera milhares de empregos e € considerada importante fonte de renda e desenvolvimento, sendo
a principal matéria prima para a fabricacdo de agUcar, alcool e aguardente, além de ser utilizada
como forrageira na forma in natura (DIOLA; SANTOS, 2012).

O Brasil ndo é s6 0 maior produtor de cana-de-agucar, como também o maior produtor
de acUcar e etanol. O maior produtor nacional é o estado de Sdo Paulo, seguido por Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana, Alagoas e Pernambuco. A producdo de agucar
nacional deverd atingir 39,3 milhdes de toneladas na safra 2020/21. Apesar de mais de 50% da
producdo estar concentrada em S&o Paulo, a cultura é cultivada em todas as regides do pais,
possuindo dois calendarios de colheita, um para a Regido Nordeste, que vai de setembro a abril,
e outro para o restante do pais, que vai de maio a janeiro (CONAB, 2020). A Regido Centro-
Sul sera responsavel nessa safra por 90,6% do total de aclcar produzido, e a Norte/Nordeste
pelos restantes (CONAB, 2020).

A estimativa de produgdo de etanol a partir da cana-de-agucar é de 27,9 bilhdes de litros

(CONAB, 2020). A industria canavieira € uma das principais atividades socioeconémicas do
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Nordeste e 0 aclcar é o produto que lidera as exportacdes da regido, gerando empregos e renda.
O rendimento econémico da cana-de-agUcar é dado principalmente pela producéo do agucar e
do alcool (TOPPA et al., 2010). O conjunto de fatores que ampliam os ganhos de produtividade
permite ao pais a posicdo de destaque na lideranca mundial nos campos da agricultura alimentar
e energética, sendo a cana-de-acUcar uma das protagonistas deste quadro de sucesso
(CHICONE, 2012).

Na regido Nordeste houve aumento de 1,6 % na &rea, atingindo 857,6 mil hectares. Em
produtividade houve um aumento de 2,5 % na safra 2020/21. No estado de Alagoas, 0 setor
vem experimentando melhora na eficiéncia em area menor, estima-se que a area em producéo
seja de 333,3 mil hectares. O estado de Pernambuco perdeu muita area cultivada nos ultimos
anos. No entanto, para esta safra, sdo estimados 251,1 mil hectares. No estado da Paraiba a
estimativa € de 133,9 mil hectares e, no Rio Grande do Norte, de 67,6 mil hectares, onde houve
um aumento de 2,2% em relacdo a produtividade com projecdo de mais de 2,9 milhGes de
toneladas de cana-de-acucar colhidas. (CONAB, 2020).

Essa importancia econdémica da cultura para o Brasil pode ser afetada por alguns fatores,
dentre os quais se destacam as pragas e doencas. Grandes areas de producdo em monocultivo
podem favorecer o surgimento de pragas e doencas, levando a niveis de danos consideraveis
para a economia (GASSEN, 2010).

Entre as principais pragas da cana-de-agUcar se destacam a broca da cana-de-agUcar
(Diatraea sacharalis Fabricius, 1794 e D. flavipennella Box, 1931), a broca gigante (Telchin
licus Drury, 1773) os cupins, as cigarrinhas da folha e da raiz (Mahanarva fimbriolata Stal,
1854 e M. posticata Stal, 1855) e as salvas (ARRIGONI, 2018). Entre as principais doengas se
destacam o0 mosaico (SCMV), o raquitismo da soqueira (Leifsonia xyli subsp. xyli Evetushenko
et al., 2000), o carvdo (Sporisorium scitamineum Piepenbring et al., 2002), a ferrugem marrom
(Puccinia melanocephara Syd e Syd (Cummins, 1971), a ferrugem alaranjada (Puccinia
kuehnii (Krtiger) Butler, 1914) (MATSUOKA; MACCHERONI, 2012). E nematoides, em que
cerca de 300 espécies ectoparasitas ou endoparasitas, pertencentes a 48 géneros, ja foram
encontradas na rizosfera ou infectando diretamente a cultura no mundo todo (MATSUOKA,
MACCHERONI, 2012). Dentre as espécies de nematoides que sdo economicamente
importantes em fungéo das altas populacGes e consequentes danos que causam para a cultura
da cana-de-acgucar se destacam as espécies Meloidogyne javanica Chitwood, 1949, M. incognita
Chitwood, 1949 e Pratylenchus zeae Graham, 1951 (DINARDO-MIRANDA, 2005). As perdas
causadas pelos nematoides na cultura da cana-de-agucar, variam de 20 a 50% da producdo
(OLIVEIRA; KUBO, 2007).
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A utilizacdo de medidas de manejo, como o controle alternativo, que visem a reducao
da intensidade de doencas causadas pelos nematoides, aumento da producéo e da produtividade
agricola pelo emprego de métodos culturais, mecénicos, fisicos, legislativos, bioldgicos,
indutores de resisténcia, entre outros, sdo de extrema importancia para a cultura (PAULA
JUNIOR et al., 2005). O manejo de nematoides na cultura da cana-de-agticar é baseado
principalmente no uso de produtos quimicos, controle preventivo evitando a entrada do
patdgeno na area, evitar locais com infestacao realizando analise nematolégica em amostras da
area, rotacdo de culturas, variedades resistentes e realizacdo de tratos culturais (OLIVEIRA;
KUBO, 2007).

Medidas que reduzam as populaces dos nematoides nas areas, antes do estabelecimento
do canavial, sdo um ponto crucial para o sucesso no manejo. Os métodos mais comuns s&o 0s
controles bioldgico, cultural, quimico e varietal. A identificacdo correta das espécies de
nematoides presentes nas areas cultivadas é importante para a escolha de métodos de manejo
adequados contra esses patogenos. Assim, a caracterizacdo morfolégica e morfométrica aliada
a identificagdo molecular € muito importante para a correta identificacdo de espécies de
nematoides.

1. 2 A cultura do milho

O milho, Zeae mays L., é uma graminea da Familia Poaceae, originado do Mexico e
possui grande importancia socioecondmica (MAGALHAES et al., 2002; LIMA, 2018). A
cultura possui crescimento e desenvolvimento divididos em estadios vegetativo e reprodutivo.
O estadio vegetativo vai desde a emergéncia (VE) até o pendoamento (VT). O estadio
reprodutivo é dividido em seis estadios, que envolvem o desenvolvimento completo da espiga
(MAGALHAES; DURAES, 2006). Sua utilizagio vai desde a alimentag&o, uso industrial e
energético. Porém, seu principal destino € para producéo de racdo animal. Pode ser utilizado na
producdo de fubés, farinhas, canjicas e Oleos, além de ser empregado em produtos mais
elaborados, como xarope de glucose, que € utilizado na producéo de balas, gomas de mascar,
doces em pasta etc.; maltodextrinas destinadas a producdo de aromas e esséncias, sopas
desidratadas e produtos achocolatados; e corantes caramelo utilizados na producdo de
refrigerantes, cervejas e molho. O etanol produzido a partir do milho é a principal fonte de
bioenergia nos Estados Unidos. No Brasil, o milho é amplamente utilizado, principalmente para
a producao de racdo (SOLOGUREN, 2015).

Os principais produtores nacionais sdo Mato Grosso, Parana, Goias, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (CONAB, 2020). Os principais consumidores séo

Estados Unidos, China, Unido Europeia e Brasil, que juntos respondem por 65,15% da demanda
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global. Dentre os principais consumidores, Estados Unidos, China e Brasil sdo 0s principais
produtores mundiais (347,8; 260,8 e 101,0 milhGes de toneladas, respectivamente) e Estados
Unidos, Brasil e Argentina, os maiores exportadores mundiais (USDA, 2020).

A safra brasileira de milho 2019/2020 atingiu uma producéo recorde, com producao
final, ainda estimada, de 99,3 milhdes de toneladas. O consumo doméstico, por sua vez, também
teve um significativo incremento, chegando a 63,9 milhGes de toneladas (CONAB, 2019). A
estimativa brasileira de &rea de milho primeira safra, na temporada 2019/20, é de 4.147,9 mil
hectares. Considerando a primeira, segunda e terceira safras, a estimativa nacional do plantio
do milho na temporada 2019/20 é de uma éarea plantada totalizando 17.536,9 mil hectares
(CONAB, 2020).

Apesar da grande importancia economica da cultura do milho, existem diversos fatores
que afetam sua produtividade, dentre os quais se destacam as pragas e doencas causadas por
nematoides. Dentre as principais pragas de importancia para a cultura estdo a lagarta elasmo
(Elasmopalpus lignoselus Zeller, 1848), a vaquinha (Diabrotica speciosa Germar, 1824), o
percevejo-castanho (Scaptocoris castanea Perty, 1830), e a lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda Smith, 1797) (VALICENTE, 2015). Com relacdo as doencas causadas pelos
nematoides, mais de 60 espécies foram relatadas na cultura em todo o mundo (NICOL, 2011).
As espécies encontradas no Brasil com relevancia econdmica sdo Pratylenchus brachyurus, P.
zeae, Meloidogyne incognita e M. javanica (INOMOTO, 2015; GALBIERI; ASMUS, 2016).

Estima-se que perdas em produtividade, ocasionadas pelos nematoides, cheguem a
12,3% ($157 bilhdes de ddlares) em todo 0 mundo (SINGH et al., 2013). Para milho, as perdas
podem variar de 5 a 20%, em funcdo da ocorréncia de diversos géneros, incluindo Pratylenchus
spp. e Meloidogyne spp. (KOENNING et al., 1999). Entretanto, ha relatos de produtores que
atestam perdas de 30% em lavouras de milho infestadas por Pratylenchus (DINARDO-
MIRANDA; DINARDO MIRANDA, 2018). O manejo é feito basicamente utilizando material
resistentes, pois a utilizacdo de hibridos resistentes é uma alternativa economicamente viavel,
rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras de fitonematoide, controle quimico e o controle
bioldgico que vem ganhando destaque (CASELA et al., 2006; SANTOS, 2020). E importante
ressaltar a importancia de manter as areas livres de soqueiras e plantas invasoras com potencial
para serem hospedeiras de varias espécies de nematoides, durante os periodos de entressafras,
pois o possivel sucesso no manejo é dependente da adocdo do sistema produtivo completo,
desde a escolha do hibrido mais adequado a ser plantado na safrinha, como da utilizacéo de
varios métodos de controle adequados (SANTQOS, 2020).
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Além disso, em funcdo do sistema produtivo adotado pela maioria dos produtores no
Brasil, baseado no cultivo de soja e milho safrinha, espera-se incremento populacional para a
cultura da soja, uma vez que a maioria doas hibridos de milho séo suscetiveis aos nematoides e
causam aumento populacional.

Para Pratylenchus spp., a falta de cultivares resistentes, além de poucas op¢Oes de
plantas para rotacdo e aumento de cultivo em &reas arenosas, aumentaram a dispersdo e o
impacto desse nematoide nas culturas agricolas, entre elas o milho (INOMOTO, 2015;
FERRAZ; BROW, 2016). Em relacdo ao género Meloidogyne, cerca de 20-30% dos hibridos
comercializados no Brasil sdo resistentes a M. javanica; no caso de M. incognita, ndo se
conhece até o momento hibrido de milho que seja resistente a este nematoide.

1. 3 Fitonematoides

Os nematoides sdo considerados como 0s mais abundantes entre 0s animais
multicelulares e constituem um grupo muito diversificado, incluindo formas, com diversos
habitos alimentares e diferentes papeis ecoldgicos no solo (GOULART, 2010). Possuem
estrutura interna formada pelo sistema digestorio, excretor, nervoso, reprodutor e Orgaos
sensoriais. O sistema digestorio compreende um tubo gue se estende desde a abertura oral ao
anus. E importante ressaltar que os 6rgaos sensoriais dos nematoides s&o receptores quimicos
que estdo divididos em papilas e anfideos, que se encontram na regido anterior, e fasmidios,
que se localizam na cauda ou proximo dela. Esses sdo 6rgaos primordiais, pois através dos
mesmos 0s nematoides conseguem alcancar e assimilar exsudatos emitido pelas plantas e iniciar
0 processo parasitario (FERRAZ, 2018).

O sistema reprodutor masculino é formado pelo testiculo, vaso deferente e canal
ejaculador que se abre ventralmente no reto formando a cloaca. O sistema reprodutor feminino
constitui-se de dois ramos genitais que sdo formados pelo ovario, oviduto e Gtero. Esses ramos
se conectam a uma vagina de origem ectodérmica, que se abre para o exterior pela vulva, em
formato de fenda na linha mediana ventral (FERRAZ, 2018).

O tamanho dos nematoides pode variar entre 0,2 a 8 m, porém a grande maioria é
microscopica, como é o caso dos fitonematoides que possuem entre 0,15 mm a 3 mm de
comprimento e 20 a 50 um de didmetro. Possuem mecanismos de sobrevivéncia denominados
de anidrobiose, anoxibiose e criobiose, que estdo relacionados a sobrevivéncia na auséncia de
agua, oxigénio e em baixas temperaturas, respectivamente. O ciclo de vida possui quatro fases
que vao desde o estagio de ovo até o quarto estdgio com a diferenciagdo de macho e fémea
(FERRAZ, 2018).
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Os nematoides sdo classificados conforme o habito alimentar em microbivoros, que se
alimentam de fungos e bactérias respectivamente, predadores, que se alimentam de outros
nematoides, onivoros, que podem se alimentar de diversas fontes e os fitonematoides, que se
alimentam das plantas (NOE; BERNARD 2016)

Os fitonematoides sdo vermes microscépicos habitantes do solo que parasitam as
plantas, e ocasionam danos as culturas agricolas e consequente prejuizos econdmicos
(GOULART, 2010). Sao parasitas obrigatérios que possuem o estilete como 6rgao principal
para que ocorra a penetracdo, alimentacdo e consequente relacdo parasitaria com a planta.
Quanto a classificacdo taxondmica dos fitoparasitos, de acordo com De Ley e Blaxter (2002),
a classificacdo do filo engloba as classes Chromadorea e Enoplea.

Os danos causados pelos fitonematoides sdo de natureza mecénica, devido a penetracao
e migracdo do nematoide no cértex do sistema radicular, toxica, pela secre¢do de substancias
liberadas pelas glandulas esofagianas dentro do citoplasma da célula vegetal, e espoliativa,
devido a alimentacdo no contetdo citoplasmatico das células atacadas (FERRAZ, 2018).

Quanto a0 modo de parasitismo, os fitonematoides podem ser classificados em
ectoparasitas, endoparasitas (migradores ou sedentarios) e semiendoparasitas. Os ectoparasitas
se alimentam em diferentes locais, porém nunca entram no tecido da planta, apenas penetram o
estilete profundamente no cortex ou, quando o estilete ndo é tdo forte, se alimentam nas células
epidérmicas e pelos radiculares. Os endoparasitas migradores penetram e migram nos tecidos
vegetais, se alimentando do contetido das células. Os endoparasitas sedentarios penetram e,
apos estabelecer o sitio de alimentagéo, ocorre o dimorfismo sexual tornando as fémeas obesas.
Os semiendoparasitas penetram o corpo parcialmente nos tecidos das plantas, enquanto o resto
do corpo é exposto ao ambiente externo (SHAH; MAHAMOOD, 2017).

Para exercer o parasitismo, os fitonematoides utilizam o estilete para perfurar, invadir e
injetar moléculas efetoras nas células do seu hospedeiro, produzidas pelas glandulas
esofagianas, que liberam tais substancias através de valvulas complexas que controlam a
liberacdo de secregdo exocitdtica (HUSSEY 1989; HUSSEY; MIMS, 1990). As glandulas
esofagianas sdo vitais para a producdo de compostos relacionados a penetracdo, migracéo,
estabelecimento e manutencao dos sitios de alimentagéo.

Os nematoides apresentam distribuigdo bastante irregular, ocorrendo em agregados e
manifestando sintomas em reboleiras no campo, por isso a amostragem em areas infestadas
deve ser realizada em ziguezague e ou, de maneira mais localizada, préximo das reboleiras,
reduzindo, assim, erros que possam comprometer a diagnose (MACHADO; SILVA, 2019), na
profundidade de 0 a 20 cm (CARES; HUANG, 2008).
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Os sintomas ocasionados pelos fitonematoides incluem comprometimento das raizes e
reducédo na captagao de nitrogénio acarretando atrofia. Os sintomas radiculares séo diversos e
incluem galhas, lesdes, nanismo, além de escurecimento ou apodrecimento generalizado dos
tecidos radiculares. Em campo a distribuicdo geralmente nao € uniforme e os sintomas visiveis
na parte aérea das plantas refletem essa distribuicdo desigual. H4 também sintomas de
deficiéncias nutricionais, como amarelecimento, murcha excessiva em clima quente ou seco,
distorcdo de folhas e caules e desenvolvimento anormal das partes florais, levando a reducao
de rendimentos e baixa qualidade dos produtos (NOE; BERNARD, 2016). Alem dos danos
diretos, eles tém a capacidade de atuar como vetores de virus ou causar doencas complexas
quando associados a outros fitopatdgenos em culturas agricolas economicamente importantes
(ASKARY; MARTINELLLI, 2015).

As perdas devido ao ataque dos fitonematoides tém tipicamente um intervalo de 10% a
60% da producdo total, dependendo da espécie, status do hospedeiro e condi¢bes ambientais.
As perdas nos paises mais desenvolvidos variam de 5% a 10% a cada ano, enquanto as perdas
nos paises menos desenvolvidos podem ser de 30% a 60%, principalmente nas regides tropicais
e subtropicais (NOE; BERNARD, 2016). As perdas anuais ocasionadas pelos fitonematoides
correspondem de 8,8 a 14,6% da producéo total de uma cultura, podendo ser ainda maiores, por
exemplo, quando ha a formacao de complexos de doencas com fungos e bactérias (PESSOA,
2019).

As perdas anuais mundiais causadas pelos fitonematoides em gréos, leguminosas,
banana, mandioca, coco, batata, cana-de-acUcar, batata-doce, inhame e outras culturas
economicamente importantes gira em torno de 14%, totalizando mais de 80 US$ bilhGes
anualmente (AGRIOS, 2005). Em gramineas, como nas culturas do arroz e da cana-de-agucar,
as perdas giram em torno de 3 a 30 % (COSTA et al., 2019; GABIA, 2019). No entanto, como
muitos paises ainda ndo fazem levantamentos sistematicos da ocorréncia de fitonematoides ou
das perdas causadas por esses organismos, esses dados acabam sendo incompletos.

A disseminacdo dos fitonematoides a longas distancias ocorre por meio de materiais
contaminados, mudas, solo, maquinaria agricola e fertilizantes organicos. As técnicas de
manejo para os nematoides parasitas de plantas se baseiam principalmente na aplicacdo de
nematicidas quimicos ou biologicos no solo, na utilizagdo de cultivares resistentes e na rotagdo
de culturas.

1. 4 Pratylenchus Filipjev, 1936
O género Pratylenchus Filipjev 1936 é o segundo mais importante para as plantas

cultivadas em todo o mundo, tendo sido descrito pela primeira vez na Inglaterra por De Man,



20

em 1880, como Tylenchus pratensis. Apos ter sido originalmente descrito como T. pratensis,
Filipjev (1934) designou a espécie como o0 novo género Pratylenchus, derivando a palavra das
trés primeiras letras do tipo de espécie (Pratensis) e Tylenchus. Assim, a espécie passou a ser
denominada de P. pratensis (DE MAN, 1880) Filipjev, 1936. A espécie Pratylenchus
brachyurus (GODFREY, 1929) Filipjev e Schuurmans Stekhoven, 1941 foi a primeira
encontrada no Brasil, por Lordello e Arruda (1957), na cultura da banana (CASTILLO;
VOVLAS, 2007).

Conhecido como nematoides das lesdes radiculares, Pratylenchus spp. podem ocasionar
reducdo do rendimento de muitas culturas em varias partes do mundo, pois possuem ampla
gama de hospedeiros e distribuicdo generalizada nas regides tropicais, subtropicais e também
em regides de clima temperado (CASTILLO; VOVLAS, 2007; RIBEIRO et al., 2013). As
espécies de Pratylenchus mais frequentes no Brasil sdo P. brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev
e S. Stekhoven, 1941, P. coffeae (Zimmermann, 1898) Goodey, 1959, P. jaehni Inserra et al.
(2001), P. penetrans (Cobb, 1917) Chitwood e Oteifa, 1952, P. vulnus Allen e Jensen, 1951 e
P. zeae Grahan, 1951 (GONZAGA, 2006). De acordo com Decraemer e Hunt (2006), 0 género
Pratylenchus possui a seguinte classificacdo taxonémica:

Reino: Animalia.

Filo: Nematoda Potts (1932)

Classe: Chromadorea Inglis (1983)

Subclasse: Chromadoria Pearce (1942)

Ordem: Tylenchida Thorne (1949)

Subordem: Tylenchina Thorne (1949)

Superfamilia: Tylenchoidea Thorne (1949)

Familia: Pratylenchidae Thorne (1949)

Subfamilia: Pratylenchinae Thorne (1949)

Género: Pratylenchus Filipjev (1936)

Espécie: Pratylenchus zeae Graham (1951)

O tamanho do estilete de Pratylenchus € variavel entre 11,5 a 23 um dependendo da
espécie. O estilete é curto e robusto com nddulos basais bem desenvolvidos. O esdfago é
dividido em procorpo, metacorpo ou bulbo mediano, istmo e bulbo basal que é a porcéo
terminal glandular (CATILLO; VOVLAS, 2007). De uma maneira geral, as espécies do género
apresentam regido labial baixa, sobreposicdo ventral das glandulas esofagianas sobre o
intestino, sdo vermiformes e as fémeas monodelfas prodelfas com a vulva situada no tergo

posterior do corpo (MAI; MULLIN, 1996). As fémeas e os machos do género possuem tamanho
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de 0,4 a 0,7 mm de comprimento e 20 a 25 um de didmetro, porém, pode ocorrer variagdo no
tamanho entre espécimes extraidos de diferentes espécies vegetais (AGRIOS, 2005; LOOF,
1991). Individuos de uma mesma espécie extraidos do solo s&0 menores e menos vigorosos que
espécimes extraidos das raizes da planta hospedeira (GONZAGA, 2006).

A reproducdo de Pratylenchus spp. se da por anfimixia, quando os machos sao
abundantes na espécie, partenogénese mitotica ou partenogénese meiotica, quando 0os machos
sdo raros (FERRAZ, 2018). O ciclo de vida é variavel entre 3 a 8 semanas, dependendo das
condi¢des ambientais, podendo até ser concluido em 28 dias se houver temperaturas entre 30 a
35 °C (PINHEIRO et al., 2015; SOUZA, 2009). As fases do ciclo de vida constam basicamente
de ovo, onde o juvenil de primeiro estadio sofre a primeira ecdise, formando o juvenil de
segundo estadio que, apos eclodir, sofre uma segunda ecdise formando o juvenil de terceiro
estadio, que passa por uma terceira ecdise formando o juvenil de quarto estadio, sofrendo uma
guarta ecdise e formando o adulto, com diferenciacdo entre macho e fémea. As fémeas
produzem, em média, de 80 a 150 ovos durante toda a vida (PINHEIRO, 2017). As fémeas
adultas depositam os ovos individualmente no tecido da raiz ou no solo e todos os estagios
juvenis fora do ovo e adultos podem infectar as raizes do hospedeiro (NOE; BERNARD, 2016).

O teor de agua no solo na faixa de 70 a 80% da capacidade de campo representa uma
faixa 6tima para o desenvolvimento da maioria dos nematoides. Para Pratylenchus, a textura e
a umidade do solo estdo entre os fatores mais importantes que influenciam a distribuigédo de
suas populacGes. Solos arenosos ou de textura média favorecem a maioria das espécies do
género (AGRIOS, 2005; GOULART, 2008).

Os nematoides das lesdes radiculares sdo endoparasitas migradores que causam severos
danos nas raizes das culturas parasitadas, devido a alimentacdo, movimentacdo ativa, liberacdo
de enzimas e toxinas no cortex radicular. A penetracdo e migracdo na planta hospedeira sao
facilitadas pela combinacgéo de acdo mecanica, com auxilio do estilete, e tdxica pela degradacéo
enzimatica das paredes celulares (GOULART, 2008). Eles penetram nas raizes e, migrando
pelo cortex, matam frequentemente as células nas quais se alimentam. A medida que migram,
se alimentam brevemente das células proximas e continuam se movendo, ocasionando a morte
das células devido as suas atividades de alimentacdo, resultando em lesdes alongadas e
espalhadas nas raizes (NOE; BERNARD, 2016). Os sintomas nas plantas normalmente se
manifestam em reboleiras na lavoura, com crescimento reduzido e amarelecimento. Fungos e
bactérias potencializam os danos nas raizes, causando apodrecimento (PINHEIRO, 2017).

Existem mais de trezentas espécies botanicas que ja foram aludidas como hospedeiras

de Pratylenchus spp. (PINHEIRO, 2017). Pratylenchus brachyurus e P. zeae possuem alto
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poder de polifagia atacando espécies de plantas economicamente importantes como arroz
(Oryza sativa L.), soja (Glycine max L.), milho (Zea mays L.), algod&o (Gossypium hirsutum
L), banana (Musa spp.) e cana-de-agucar (Sacharum spp.) (ALMEIDA, 2016; ASMUS, 2015;
BURIN, 2016; COSTA et al., 2019; MAINARDI; NORONHA et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2019; PEREIRA et al., 2015).

Na cultura da cana-de-aglcar no Brasil, as principais espécies de nematoides das lesdes
radiculares economicamente importantes sdo P. zeae e P. brachyurus, sendo P. zeae a mais
importante devido a sua ampla distribuicdo geografica, frequéncia de ocorréncia,
patogenicidade comprovada e perdas provocadas (OLIVEIRA; KUBO, 2007). Pratylenchus
zeae causa perdas de 20 a 30% de produtividade na cultura, podendo chegar até 50% (GABIA,
2019; DINARDO-MIRANDA, 2005). Perdas semelhantes por essa espécie de nematoide
também sdo relatadas na cultura em outros paises, como por exemplo na Australia em que as
perdas foram de 5 a 10% em 2016/2017 (PERRINE-WALKER et al., 2019).

Em condicGes de campo, é observada a formacdo de reboleiras caracterizadas por
plantas pouco desenvolvidas e pouco vigorosas. As raizes mais novas de cana-de-aglUcar
parasitadas apresentam lesdes escuras, contrastando com as raizes sadias, de colora¢do normal.
No entanto, esse sintoma é dificil de ser visualizado em raizes mais velhas, ja que a coloragéo
normal de uma raiz sadia é também escura, impedindo a distin¢do visual entre raizes parasitadas
daquelas ndo parasitadas. Por isso, é importante enfatizar que nem sempre é possivel reconhecer
e diagnosticar a presenca de Pratylenchus spp. e outros fitonematoides apenas pela observacédo
dos sintomas, por isso € imprescindivel a realizacdo de analise laboratorial (OLIVEIRA;
KUBO, 2007).

Quanto a caracterizagdo molecular e morfométrica, existem aproximadamente 75
espécies descritas de Pratylenchus, com uma ampla de hospedeiros, mas o diagnostico é dificil
por causa da semelhanca morfologica entre as espécies (ARAYA et al., 2016). A identificacdo
de espécies é geralmente baseada nos caracteres morfoldgicos das fémeas, pois elas possuem
mais caracteres diagnosticos que os machos (LOOF, 1991).

A taxonomia para distinguir as varias espécies do género é muito dificil, devido ao
namero reduzido de caracteres diagnosticos e a variabilidade intraespecifica de alguns desses
caracteres (GOULART, 2008). Esse fato evidencia a importancia da caracterizacao das espécies
de forma precisa, por isso, o uso de ferramentas moleculares e analises filogenéticas, além do
uso de técnicas morfométricas, integracdo de metodologias denominada “taxonomia
integrativa” (OLIVEIRA et al., 2011), que j& tem sido utilizada para esse fim. Por exemplo,

populacbes de P. coffeae Filipjev e Schuurmans Stekhoven, (1941) coletadas em tdberas de
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inhame (Dioscorea cayennensis L.) no Estado de Pernambuco, Brasil, foram estudadas e
caracterizadas morfologicamente e morfometricamente utilizando-se técnicas de microscopia
de luz e geneticamente por meio de sequenciamento da expansdo D2/D3 da regido 28S rDNA
e aplicacdo da tecnologia do cddigo de barras do DNA e primers especificos (LIRA et al.,
2014).

Constantemente, a distin¢do entre espécies é baseada em medi¢des médias de uma
populacdo de individuos e isso é bastante complicado quando as populacfes apresentam
misturas de espécies estreitamente relacionadas. Diante disso, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) fornece informac6es de dados genéticos para a identificacdo confiavel de nematoides.
Isso nos permite criar uma estrutura sélida para estudos futuros da biodiversidade de
nematoides (POWERS, 2004).

Além disso, estudos de diversidade e filogenia sdo importantes no desenvolvimento dos
chamados cddigos de barras, que sdo incorporados a uma estrutura filogenética com poder
preditivo da historia evolutiva. Duas regides génicas tém sido caracterizadas entre os taxa de
nematoides, a matriz de DNA ribossomico (rDNA) e o genoma mitocondrial, por serem
altamente conservadas (POWERS, 2004). A matriz do DNA ribossomal consiste em trés genes,
18S, 5.8S e 28S, contendo duas regides espacadoras (ITS-1 e ITS-2), separadas pelo gene 5.8S
(DORRIS; DE LEY; BLAXTER, 1999). O gene 28S possui uma coexisténcia de variabilidade
e conservacdo, 0 que torna essa regido mais adequada para estimar relacGes filogenéticas,
possibilitando melhor identificacdo das posicdes de homologia e facilitando o alinhamento de
maultiplas sequéncias com confianca (GILLESPIE et al., 2004).

A regido gendbmica mais estudada para nematoides do género Pratylenchus é a expanséao
D2/D3, que se situa no gene 28S do rDNA, por possuir uma baixa taxa de mutagdo (SUBBOTIN
et al., 2008). Como exemplo, podemos citar Luca et al. (2012), que identificaram um novo
nematoide das lesGes radiculares patogénico para Musa spp. causando importantes perdas na
producdo de banana em Ghana, descrito e nomeado de P. speijeri n. sp. Os autores utilizaram
para isso comparacOes das caracteristicas morfoldgicas e moleculares com as de P. coffeae e
outras especies relacionadas, baseadas nas sequéncias e analises filogenéticas dos segmentos
de expansdo D2/D3 rRNA (28S), mostrando a aplicacdo pratica do uso de primers especificos
como importante ferramenta em programas de melhoramento da cultura na Africa Ocidental.

Por meio de analise de PCR seis espécies de Pratylenchus comuns na Califérnia foram
identificados usando cinco primers especie-especificos, com base em uma Unica fémea,
atestando que a analise molecular funciona como uma ferramenta de diagnostico rapido em

estudos epidemioldgicos (AL-BANNA et al., 2004). A utilizacdo do codigo de barras genético
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aliado a caracteristicas morfolégicas para diagnose de Pratylenchus spp. foi relatada por
Oliveira et al. (2009). Neste trabalho, atraves do uso de PCR seguida de sequenciamento da
regido D2/D3 de espécimes de Pratylenchus sp. extraidos de batata semente ou raizes de lirio
provenientes da Holanda, os autores comprovaram, ap0s comparacao dessas sequéncias com
outras depositadas no banco de dados GenBank, que se tratava das espécies P. penetrans Cobb
(1917) e Chitwood e Oteifa (1952), e P. crenatus Loof (1960), respectivamente presentes nos
tubérculos de batata semente e nas raizes de lirio, consideradas quarentendrias para o Brasil na
época. Os autores provaram que a utilizacdo de caracteres morfologicos aliado aos estudos
moleculares foram importantes para o servi¢co de quarentena do Brasil, na medida em que a
deteccdo e correta diagnose impediu a infestacdo de areas indenes pela utilizacdo de material
de propagacéo infestado importado.

Populacdes de Pratylenchus spp. em diferentes campos de soja na regido central do
Brasil, foram identificadas com base na analise de sequéncias da regido ITS-5.8S rDNA e
comparacdo delas com outras depositadas em banco de dados (GenBank) (RIBEIRO et al.,
2013). Uma nova espécie de nematoide das lesbes radiculares (P. parazeae n. sp.) foi descrita
também em cana-de-agUcar (S. sinensis Roxb) na Regido Autbnoma de Guangxi Zhuang, na
China, com base na morfologia e nas analises moleculares da subunidade pequena de rRNA
(SSU), nos dominios de expansdo D2/D3 da subunidade grande (LSU) e no espagador transcrito
interno (ITS) (WANG et al., 2015). Treze populacbes de nematoides de oito diferentes
hospedeiros da Carolina do Norte foram caracterizadas molecularmente e as relacdes
filogenéticas estudadas com base em sequéncias de 18S, onde 65 populacdes de nematoides
foram agrupadas de forma correspondente em posicdes apropriadas de 13 familias, incluindo
Pratylenchidae e Paratylenchidae (ZENG et al., 2015).

Em um estudo de caracterizacdo morfoldgica e molecular de populacdes brasileiras de
P. brachyurus, foi possivel distinguir por meio de analise filogenética utilizando sequéncias da
regido ITS-rDNA, grupos de sequéncias estatisticamente suportadas que correspondiam aos de
outras populacbes de P. brachyurus (GODFREY, 1929) Filipjev e Schuurmans Stekhoven,
(1941) depositadas no GenBank, confirmando assim a identidade das populagdes estudadas,
além de identificar diversidade intraespecifica de sequéncias entre as popula¢cbes (MACHADO
et al., 2015). Os fitonematoides P. crenatus Loof (1960) e P. neglectus Filipjev e Schuurmans
Stekhoven (1941) foram identificados associados a cultura de trigo na Republica Checa, com
base em morfologia e morfometria e em sequéncias da regido D2/D3 e do gene 18S (KUMARI,
2015).
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O nematoide P. hippeastri Inserra et al., (2006) foi identificado em macieira na China
utilizando o segmento LSU D2/D3, regido ITS-rDNA, analises morfométricas e microscopia
eletronica de varredura (WANG et al., 2016). P. crenatus foi reportado no Brasil por meio de
estudos morfométricos e moleculares (BONFIM JUNIOR et al.,, 2016). Espécies de
Pratylenchus foram identificadas pela primeira vez presentes na Costa Rica, utilizando métodos
morfolégicos e moleculares (ARAYA et al., 2016).

Através de PCR convencional e PCR em tempo real, P. scribneri Steiner (1943) foi
identificado e distinguindo de P. penetrans e P. neglectus isolados de amostras de campo
coletadas de vérios locais em Dakota do Norte e Minnesota, na primeira publicacdo da
identificacdo de P. scribneri usando PCR em tempo real (HUANG; YAN, 2017). Por meio de
um estudo de caracterizagdo molecular de P. rwandae utilizando andlises filogenéticas baseadas
em sequéncias das regibes D2/D3, 18S parciais e ITS, foi observado que P. rwandae n. sp.
pertence ao grupo penetrans e aparece como uma espécie irma de um grupo que compreende
P. convallariae Seinhorst (1959), P. dunensis Pena et al., 2006, P. fallax Seinhorst (1968), P.
oleae n. sp., P. penetrans Cobb (1917) e Chitwood e Oteifa (1952), P. pinguicaudatus Corbett
(1969) e trés outras espécies ndo identificadas (SINGH et al., 2018).

Os estudos citados acima somente fortalecem a hipotese de que, aliadas aos estudos
morfolégicos, as técnicas moleculares envolvendo analises filogenéticas poderdo fornecer
novos conhecimentos sobre a diversidade e a identificacdo de espécies desse género de
nematoide, pois muitas espécies ainda ndo foram caracterizadas molecularmente em diversos
locais, como por exemplo no Nordeste do Brasil. A necessidade de taxonomia integrativa na
identificacdo e caracterizacdo de Pratylenchus spp. é de extrema importancia para o
planejamento de estratégias de manejo que visem evitar perdas significativas em culturas de
importancia econémica.

1. 5 Meloidogyne Goeldi, 1887

O género Meloidogyne Goeldi 1887, também conhecido como nematoides das galhas, é
0 mais importante entre os fitonematoides, pela sua ampla distribuicdo geogréafica e gama de
hospedeiros. S&o dominantes em regides tropicais quentes e temperadas (MATTQOS, 2017). No
século X1X Goldi (1887) foi quem fez o assinalamento e descri¢cdo do nematoide-das-galhas na
cultura do café no Brasil, criando o nome genérico Meloidogyne derivado de melon = meldo;
gyne = fémea, pois as fémeas do nematoide tinham formato de meldo. Alem da criagdo do nome
do género, ele apresentou Meloidogyne exigua Goldi como a espécie-tipo, sendo esta conhecida

como o nematoide-do-cafeeiro (MOURA, 2018). A espécie M. incognita foi descrita logo apds
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os trabalhos Goldi (1887), por Chitwood (1949) que descreveu mais cinco espécies utilizando
seu método de observacdo do padrao perineal de fémeas do género (MOURA, 2018).

Conforme De Ley e Blaxter (2002) os nematoides das galhas possuem a seguinte

classificacdo taxonémica:

Reino Animal

Filo Nematoda Potts (1932)

Classe Chromadorea Inglis (1983)

Subclasse Chromadoria Pearse (1942)

Ordem Rhabditida Chitwood (1933)

Subordem Tylenchina Thorne (1949)
Superfamilia Tylenchoidea Orley (1880)
Familia Meloidogynidae Skarbilovich (1959)
Subfamilia Meloidogyninae Skarbilovich (1959)
Género Meloidogyne Goeldi (1892)
Meloidogyne incognita Kofoid e White (1919) e Chitwood (1949)

Os nematoides pertencentes ao género Meloidogyne sdo parasitos obrigatorios
distribuidos em todo o mundo e parasitam quase todas as espécies de plantas superiores. Se
reproduzem e se alimentam de células vegetais vivas modificadas nas raizes das plantas, onde
induzem galhas pequenas a grandes. Os sintomas sdo diversos, e incluem deficiéncias
nutricionais, atrofia, falta de vigor, necrose radicular, galhas radiculares com tamanho e formato
variados, amarelecimento, ramificacdo anormal das raizes, murcha e clorose, além de afetar a
captacdo de agua e nutrientes e a translocacdo ascendente pelo sistema radicular, afetando néo
apenas a produc¢do, mas também a qualidade do produto (MARINO et al., 2012; MOENS et al.,
2009).

No ciclo de vida de Meloidogyne as fémeas depositam os ovos em massas gelatinosas
compostas por uma matriz de glicoproteinas com propriedades antimicrobianas, produzida
pelas glandulas retais da fémea, mantendo os ovos protegidos contra extremos ambientais e
predacdo (ORION; KRITZMAN, 1991; SHARON; SPIEGEL, 1993). O ciclo de vida é
composto por quatro fases, ovo, J1, J2, J3 e J4 (JONES; NORTHCOTE, 1972). Os estadios J3
e J4 ndo possuem um estilete funcional e por tanto ndo se alimentam. Os machos, quando
presentes, sdo vermiformes e ndo ha evidéncias de que se alimentem. As células gigantes sdo
celulas de transferéncia funcionais, baseadas na morfologia. Os fotossintatos passam pelas
células gigantes antes de serem ingeridos pelos nematdides. Cada célula gigante formada por

Meloidogyne se desenvolve a partir de uma Unica célula inicial e ndo pela coalescéncia de varias
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células adjacentes. Elas sdo multinucleadas, contendo até 80 nucleos cada, onde os nucleos
individuais dentro de cada célula gigante sdo poliploides, alguns com aumento de oito vezes no
namero de cromossomos, fazendo com que cada célula gigante tenha até 600 vezes no nimero
de codpias de cada gene da planta (BIRD; LOVEYS, 1975; HUANG; MAGGENTI, 1969;
JONES; NORTHCOTE, 1972).

Dentre a espécies mais importantes de fitonematoides do género Meloidogyne se
destacam Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria Neal (1889) e Chitwood (1949),
M. hapla Chitwood (1949) M. enterolobii Yang e Eisenback (1983), M. chitwoodi Golden,
O’Bannon, Santo e Finley (1980), M. fallax Karssen (1996), M. minor Karssen, Bolk, Van
Aelst, Van den Beld, Kox, Korthals, Molendijk, Zijlstra, Van Hoof e Cook (2004), M.
paranaensis Carneiro, Carneiro, Abrantes, Santos e Almeida (1996) (MOENS et al., 2009) e
M. incognita Kofoid e White (1919) e Chitwood (1949) que é considerada uma das espécies
mais importantes devido a ampla distribuicdo geografica e importancia econémica
(MONTEIRO, 2016). A espéecie € comumente encontrada em regiGes quentes e um pouco
restrita em regides de clima temperado, e seu ciclo biolégico dura em média quatro semanas,
variando de acordo com a temperatura, umidade e planta hospedeira (KARSSEN; MOENS,
2006).

Assim como as outras espécies do género Meloidogyne, M. incognita € uma espécie
polifaga que ataca plantas de grande importancia econémica como as culturas da soja,
algodoeiro, milho, cana-de-acUcar e inUmeras outras culturas anuais e perenes, além de plantas
daninhas também (GALBIERI et al., 2012; TAYLOR; SASSER, 1978). Para a cultura do
milho, M. incognita € a principal espécie dos nematoide das galhas, sendo maioria dos hibridos
de milhos disponiveis suscetiveis ao seu parasitismo (LEVY et al., 2009).

1. 6 Manejo de Pratylenchus e Meloidogyne

Atualmente, no Brasil, 0 manejo de nematoides em culturas de grande extensdo, como
a cana-de-acucar e o milho, é feito basicamente da utilizacdo de nematicidas, via tratamento de
sementes ou via aplicacdo no sulco de plantio ou soqueira, integrada a outra técnica, como a
utilizag&o de cultivares resistentes ou rotagdo de culturas.

A rotacdo de culturas é uma técnica que deveria ser priorizada pelos produtores, uma
vez que € sustentavel e eficiente, principalmente para o controle do nematoide de cisto da soja
(Heterodera glycines Ichinohe, 1952) e do nematoide reniforme (Rotylenchulus
reniformis Linford e Oliveira, 1940). Porém, seu uso em areas infestadas pelo nematoide das
lesdes (Pratylenchus brachyurus) e das galhas radiculares (Meloidogyne incognita e M.

javanica) é mais limitado, porque quase todas as plantas cultivadas sdo suscetiveis a eles
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(MACHADO et al., 2016). Para P. zeae, a respeito de espécies de plantas para serem utilizadas
em rotacdo de culturas em éareas infestadas, tem destaque para as espécies de crotaléria,
notadamente C. mucronata Desv. (1814), C. paulina Schrank, C. striata DC. (1825), C.
lanceolata E. Mey. Meyer (1836), C. virgulata grantiana Harv e Sond (1862), C. juncea L. e
C. retusa L., enquanto C. spectabilis (Roth) Windler e McLaughlin (1980) e C. breviflora DC.,
parecem aumentar sua populacdo (ENDO, 1959; SILVA et al., 1989). Em um estudo de efeitos
de culturas consorciadas de Canavalia ensiformis L. e sobre os danos de P. zeae e a
produtividade do milho na agricultura de subsisténcia, foi observado que C. ensiformis se
mostrou eficaz na reducédo dos danos de P. zeae no milho (ARIM et al., 2006). Em uma pesquisa
mais recente, as crotalérias C. juncea e C. spectabilis e também mucuna-preta (Stizolobium
aterrimum L.) s&o indicadas como opc¢des de plantas antagonistas para sistemas de rotagdo para
o controle de P. zeae (SANTANA-GOMES et al., 2019).

Além da rotacdo de culturas, outra ferramenta importante é o uso de cultivares
resistentes, que poderia ser considerado um método ideal de manejo, uma vez que é eficiente
na reducdo populacional de nematoides e ndo acarreta incrementos no custo de producéo, ja
que a propria semente ou muda é a ferramenta de manejo e ndo ha a necessidade de adaptacéo
de maquinario agricola dentro da lavoura. Entretanto, poucas opcdes estdo disponiveis para 0s
produtores com niveis elevados de resisténcia a P. zeae e alta produtividade, principalmente em
relacdo a cultura da cana-de-acucar (OLIVEIRA; KUBO, 2007); para a cultura do milho, ndo
estdo disponiveis hibridos ou cultivares com resisténcia a P. zeae. Além disso, a necessidade
da correta identificacdo da espécie de nematoide presente na area € imprescindivel para o
sucesso desta pratica.

Em relacdo ao uso de nematicidas quimicos e bioldgicos no Brasil, as principais formas
de utilizacdo sdo via tratamento de sementes e aplicacdo no sulco de plantio ou soqueira
(MACHADO et al., 2016). O tratamento de sementes assegura a protecdo inicial das raizes
contra a penetracdo de nematoides presentes no solo, garantindo melhor desenvolvimento
inicial da cultura. Essa protecdo ao desenvolvimento de raizes nos primeiros dias ou semanas
apos a germinacdo constitui ponto critico ao estabelecimento de um potencial produtivo 6timo
(STARR et al., 2007). A aplicacdo de nematicidas em sulco de plantio ou soqueira pode ser
uma alternativa, uma vez que permite melhor distribui¢cdo do produto no solo, ndo apenas nas
proximidades das sementes, sendo a unica opc¢do disponivel para a cultura da cana-de-agucar
(OLIVEIRA; KUBO, 2007).

Entretanto, a eficiéncia de nematicidas quimicos é variavel, provavelmente em funcéo

dos diferentes tipos de solo, bem como diferentes regimes de chuva e clima, densidades
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populacionais iniciais variaveis de acordo com a espécie estudada e pela propria espécie de
nematoide (MACHADO et al., 2016). Além disso, em funcdo da protecdo do sistema radicular
pelo produto quimico contra o ataque de nematoides, o que permite maior volume radicular e,
consequentemente, maior reproducdo do nematoide no final da estacdo de crescimento,
lavouras tratadas com nematicidas podem até ter um nimero maior de nematoides no final da
estacdo de crescimento, em comparagdo com as areas ndo tratadas (NOE; BERNARD, 2016).

Em contrapartida, varios estudos tém demonstrado o potencial do controle bioldgico de
nematoides em diversas culturas agricolas. Entende-se por controle bioldgico de fitopatdgenos
a total ou parcial reducéo de sua populacao por outros organismos (AGRIQOS, 2005). O controle
biolégico de nematoides apresenta vantagens em relagdo ao controle quimico, entre elas ndo
ser prejudicial ao meio ambiente, ndo deixar residuos nos produtos colhidos, ndo favorecer a
selecdo de populacgdes resistentes dos nematoides, ndo causar desequilibrio na biota do solo,
apresentar menor custo e ser de facil aplicacdo (SOARES, 2006).

O primeiro fungo nemato6fago isolado e descrito foi Arthrobotrys oligospora Fresen
1852, (GRAY, 1988). No Brasil, Alcantara e Azevedo (1981) foram os primeiros a registrar
informacBes acerca do controle bioldgico de nematoides. Atualmente, dentre os fungos
nematofagos, os ovicidas ou oportunistas estdo entre 0s mais promissores, tanto pela capacidade
saprofitica, quanto pelo fécil crescimento in vitro, o que facilita seu cultivo em grandes
quantidades para a formulacdo de produtos comerciais a base de estruturas flngicas
(MACHADO et al., 2016). Apesar do grande namero de fungos parasitas de ovos conhecidos,
apenas Pochonia chlamydosporia Gams (1971, 1988) e Purpureocillium lilacinum Luangsa-
ard, Houbraken, Hywel-Jones e Samson, 2011 (= Paecilomyces lilacinus) tém sido melhor
estudados, devido aos resultados promissores apresentados (ATKINS et al., 2003; JATALA et
al., 1980), com disponibilidade de nematicidas microbioldgicos no mercado a base dessas
espécies.

Em relacdo as bactérias, 0s géneros Pasteuria Metchnikoff 1888, Pseudomonas (Migula
1894) Yang et al., 2013 e Bacillus Cohn 1872, tém mostrado grande potencial para o biocontrole
de nematoides, possuindo diversos modos de agdo, como parasitismo direto, producdo de
toxinas, antibidticos ou enzimas, interferéncia no reconhecimento do hospedeiro pelo
nematoide, competi¢do por nutrientes, inducdo de resisténcia sistémica na planta e promogéo
da sanidade da planta (MACHADO et al., 2016). O Brasil € até o presente momento, o quarto
pais com melhor performance na producdo de produtos bioldgicos, em que o setor &
liderado por Estados Unidos, Espanha e Italia. A producdo de produtos biolégicos no Brasil

cresceu mais de 70%, superando o crescimento do mercado global, que foi 17% (MAPA, 2020).
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Mais de 200 diferentes organismos sao considerados inimigos naturais dos nematoides.
Entre esses, os fungos estdo como agentes potenciais para controle biolégico (DIJKSTERHUIS
et al., 1994), seguidos das bactérias. Normalmente tais organismos parasitam ovos, predam
juvenis, adultos ou cistos, ou ainda produzem substancias toxicas aos nematoides (JATALA,
1986; STIRLING, 1991). No total, 80% dos produtos registrados para fitonematoides séo a base
de bactérias, e o restante sdo fungos existindo até 0 momento dois produtos registrados a base
de P. chlamydosporia e dois a base de P. lilacinum (CARNEIRO et al., 2020).

Como alguns exemplos de produtos comerciais registrados no Brasil para o controle de
espécies de importancia econémica de nematoides dos géneros Meloidogyne e Pratylenchus
para todas as culturas conforme dados da Agrofit podemos citar: o Andril Prime® Bacillus
firmus Bredemann e Werner (1933) registrado para M. javanica e P. Brachyurus; o Votivo
Prime® B. firmus Bredemann e Werner (1933) para M. javanica e P. brachyurus; Quartzo B.
subtilis Cohn (1872) + B. licheniformis Chester (1901) para P. zeae e M. incognita; Presence®
B. subtilis Cohn (1872) + B. licheniformis Chester (1901) para P. brachyurus e M. incognita; o
No-Nema® B. amylolichefaciens Fukumoto (1943) para M. incognita; Biobaci® B. subtilis
Cohn (1872) para M. incognita; o Nemat® Purpureocillium Lilacinum Luangsa-ard,
Houbraken, Hywel-Jones e Samson (2011) para M. incognita, M. javanica e P. brachyurus;
Unique® P. lilacinum Luangsa-ard, Houbraken, Hywel-Jones e Samson (2011) para o
fitonematoide M. incognita; Trichodermil SC 1306® Trichoderma harzianum Rifai (1969) para
P. zeae; e Rizotec® Pochonia chlamydosporia Sung, Sung, Hywel-Jones e Spatafora (2007)
para M. javanica (MAPA, 2020).

Diversas pesquisas ttm demonstrado a eficiéncia de produtos biolégicos no controle de
fitonematoides, como por exemplo, o potencial de diferentes espécies dos fungos Beauveria
bassiana Vuill (1912), Trichoderma harzianum Rifai (1969), Metarhizium anisopliae Sorokin
(1883) e Paecilomyces lilacinus Thom e Samson (1974), foram avaliados com quatro formas
de aplicacédo, na semente, no sulco, semente + sulco e cobertura, e duas testemunhas adicionais,
agua e nematicida, no manejo de P. brachyurus na soja, e todos se comportaram de maneira
protetora inviabilizando ou retardando o parasitismo dos nematoides sobre as raizes das plantas
(SANTOS et al., 2019).

A eficiéncia do controle de P. brachyurus na cultura de milho doce em casa de
vegetacdo, com 7 agentes de controle biologico (Bacillus methilotrophicus Madhaiyan et al.,
(2010); B. subtilis Cohn (1872); B. firmus Bredemann e Werner (1933); Bacillus spp. Cohn
(1872); B. amyloliquefaciens Fukumoto (1943) e Trichoderma koningiopsis Samuels, Suarez e

Evans (2006), foi avaliada e como resultado, os agentes bioldgicos proporcionaram maior
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desenvolvimento vegetativo da planta, além de reduzir a reproducdo do nematoide. Foi
observado ainda, que o isolado GF 314 de Bacillus spp. Cohn (1872), utilizado em seu estudo,
reduziu o nimero de juvenis e adultos de P. brachyurus (CARVALHO, 2018). A eficacia de
Pasteuria thornei como agente de controle biologico de Pratylenchus brachyurus na cultura da
soja e Pratylenchus zeae na cultura do milho, foi testada e observou-se potencial de controle de
P. thornei sobre os patogenos (CONFORT, 2017).

Em um estudo utilizando estratégias de manejo de M. incognita raca 1 em cafeeiro
conilon, utilizando os fungos P. chlamydosporia Sung, Sung, Hywel-Jones e Spatafora (2007)
e T. harzianum Rifai (1969), aplicados isolados e em associa¢do, comparando-os a um
nematicida quimico, foi observado que P. chlamydosporia Sung, Sung, Hywel-Jones e
Spatafora (2007) e T. harzianum Rifai (1969) apresentou-se como o produto biolégico mais
eficaz no manejo de M. incognita na cultura, reduzindo a populacdo do patdgeno nas raizes e
no solo, e consequente aumento da produtividade de café (ZINGER, 2015). Em uma pesquisa
em que foi testado a acdo individual dos produtos bioldgicos Rizotec® (P. chlamydosporia),
Onix® (B. methylotrophicus), Quality® (Trichoderma asperellum) e indutor de resisténcia
Bion® (Acibenzolar-S-metil) no controle bioldgico e alternativo de Meloidogyne incognita e
M. javanica na cultura do tomateiro, foi observado que o tratamento com maior reducédo
populacional de nematoide foi o tratamento que envolveu o Rizotec® (CARVALHO, 2017).

Entretanto, apesar dos resultados de pesquisa promissores, nenhum nematicida quimico
ou biolégico, utilizado de maneira isolada ou sem o devido planejamento, atingira elevados
niveis de eficiéncia no controle de nematoides. Somente com a adocdo de técnicas como a
rotacdo de culturas com nédo hospedeiros dos nematoides, ou mesmo a utilizacéo de plantas de
cobertura vegetal, além da escolha de cultivares com maiores niveis de resisténcia, 0 sucesso
NO manejo sera maior.

Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi identificar e caracterizar populacdes de P.
zeae coletadas em areas cultivadas com cana-de-aglcar na regidao Nordeste do Brasil, através
de estudos morfoldgicos, morfométricos e moleculares, além de avaliar a eficiéncia de
nematicidas biologicos aplicados via tratamento de sementes de milho no controle de P. zeae e

M. incognita.
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RESUMO
Abade, C.L.P., Guimarées, L.M.P., Machado, A.C.Z. Caracterizacdo morfométrica e molecular
de populagdes de Pratylenchus zeae em cana-de-agUcar na regido Nordeste do Brasil. Plant Dis.
A cana-de-aclcar (Sacharum spp.) possui importancia econémica para a regiao
Nordeste do Brasil, porém, é afetada por nematoides do género Pratylenchus. A taxonomia para
distinguir as espécies existentes desse género é muito dificil, devido ao nimero reduzido de
caracteres diagnoésticos e da existéncia de variabilidade intraespecifica. O objetivo desse
trabalho foi determinar a identidade, caracteristicas morfométricas, moleculares e filogenéticas
de populagdes de Pratylenchus em &reas agricolas de cana-de-agUcar na regido Nordeste, Brasil.
Foram realizadas caracterizagcdo morfométrica e analises de PCR e filogenia, utilizando a regido
D2/D3 do gene 28S rDNA para a identificacdo das espécies de 30 populac¢des de Pratylenchus,
coletadas nas areas de cana-de-agUcar das usinas Miriri e Japungu no estado da Paraiba, Olho
D’agua e S&do José no estado de Pernambuco e Baia Formosa e usina Estivas no estado do Rio
Grande do Norte. As fémeas apresentaram corpo esbelto, sobreposic¢ao ventral das glandulas
esofagianas, V% variando entre 63,59 a 77,80, regido labial ndo separada do corpo, e cauda
com formato pontiagudo, arrendado e subagudo. A comparacédo das sequéncias de nucleotideos
das populacgdes estudadas, com sequéncias do GenBank, revelou identidade de 90% para P.
zeae. As analises de PCA e filogenéticas mostrou a formacdo de diferentes grupos das
populacdes de Pratylenchus. Concluimos que somente com a taxonomia integrativa foi possivel
caracterizar as populacbes de Pratylenchus estudadas e afirmar a presenca de P. zeae. As
analises morfométricas aliadas a ferramentas biomoleculares foram uteis para o diagndstico da
espécie e para identificar a variabilidade dentro e entre populagdes de P. zeae.

Palavras-chave: Nematoide das les6es radiculares, Filogenia, PCR, variabilidade, Saccharum

spp.
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Abade, C.L.P., Guimaraes, L.M.P., Machado, A.C.Z. Morphometrical and molecular
characterization of Pratylenchus zeae populations in sugarcane in the Brazilian Northeast
region. Plant Dis.

Sugarcane (Sacharum spp.) has economic importance for the Northeast region of Brazil,
however, it is affected by nematodes of the genus Pratylenchus. Taxonomy to distinguish
existing species of this genus is very difficult, due to the reduced number of diagnostic
characters and the existence of intraspecific variability. The objective of this work was to
determine the identity, morphometric, molecular and phylogenetic characteristics of
populations of Pratylenchus in agricultural areas of sugarcane in the Northeast region, Brazil.
Morphometric characterization and PCR and phylogeny analyzes were performed, using the
D2 / D3 region of the 28S rDNA gene to identify the species of 30 populations of Pratylenchus,
collected in the sugarcane areas of the Miriri and Japungu plants in the state of Paraiba , Olho
D’agua and S&o José in the state of Pernambuco and Baia Formosa and Estivas plant in the state
of Rio Grande do Norte. The females presented a slender body, ventral overlap of the
esophageal glands, V% ranging from 63.59 to 77.80, labial region not separated from the body,
and tail with a pointed, leased and subacute shape. The comparison of the nucleotide sequences
of the populations studied, with GenBank sequences, revealed 90% identity for P. zeae. PCA
and phylogenetic analyzes showed the formation of different groups of Pratylenchus
populations. We conclude that it was only with the integrative taxonomy that it was possible to
characterize the studied populations of Pratylenchus and affirm the presence of P. zeae.
Morphometric analyzes combined with biomolecular tools were useful for the diagnosis of the
species and to identify the variability within and between populations of P. zeae.

Keywords: Root lesion nematode, Phylogeny, PCR, variability, Saccharum spp.
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O Brasil se destaca como maior produtor de cana-de-aguicar, seguido por China e india,
assim como também é o maior produtor de agucar e etanol (Conab 2020). A cultura da cana-
de-agUcar é uma cultura com importancia para a regido Nordeste do Brasil, sendo considerada
uma importante fonte de renda e desenvolvimento. E uma cultura de importancia econémica
afetada por alguns fatores, dentre os quais se destacam as doencas causadas pelos nematoides.
Das espécies de nematoides mais importantes em funcdo das altas populagdes e consequentes
danos que causam para a cultura se destaca o nematoide das lesdes radiculares, Pratylenchus
zeae (Dinardo-Miranda 2005). Essa espécie causa perdas de 20 a 30% de produtividade na
cultura, podendo chegar até 50% (Gabia 2019; Dinardo-Miranda 2005). A identificacdo correta
das espécies de fitonematoides presentes nas areas cultivadas é importante para a escolha de
métodos de manejo adequados contra esses patdgenos. Assim, a caracterizacdo morfoldgica e
morfométrica, aliada a identificagdo molecular, ¢ muito importante para a correta identificacao.

A identificacdo de nematoides € geralmente realizada utilizando os métodos tradicionais
baseada nos caracteres morfologicos das fémeas, pois estas possuem mais caracteres
diagndsticos que os machos (Loof 1991). No entanto, o diagnostico de espécies do género
Pratylenchus é dificil, por causa da semelhanca morfoldgica entre as espécies, numero reduzido
de caracteres diagnosticos e variabilidade intraespecifica de alguns desses caracteres (Araya et
al. 2016; Goulart 2008). Por isso, 0 uso taxonomia integrativa é importante (Oliveira et al.
2011). Os estudos de diversidade e filogenia sdo importantes no desenvolvimento dos chamados
codigos de barras, que sdo incorporados a uma estrutura filogenética com poder preditivo da
historia evolutiva. Duas regides génicas tém sido caracterizadas entre os taxa de nematoides, a
matriz de DNA ribossomico (rDNA) e o genoma mitocondrial, por serem altamente
conservadas (Powers 2004).

Pesquisas tém sido realizadas utilizando-se a taxonomia integrativa, como por exemplo,
em estudos morfométricos e moleculares, foi reportado a presenca de P. crenatus no Brasil

(Bonfim Junior et al. 2016). Espécies de Pratylenchus foram identificadas presentes pela
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primeira vez na Costa Rica, por meio de métodos morfoldgicos e moleculares (Araya et al.
2016). Uma nova espécie de nematoide das lesGes radiculares (P. parazeae n. sp.) em cana-de-
acucar (S. sinensis Roxb) foi descrita na Regido Autdnoma de Guangxi Zhuang, na China, com
base na morfologia e nas anélises moleculares da subunidade pequena de rRNA (SSU), nos
dominios de expansdo D2/D3 da subunidade grande (LSU) e no espagador transcrito interno
(ITS) (Wang et al. 2015). Os fitonematoides P. crenatus e P. neglectus associados a cultura de
trigo na Republica Checa, foram caracterizados com base em morfologia e morfometria e em
sequéncias da regido D2/D3 e do gene 18S (Kumari 2015).

Estes estudos citados somente testifica que aliadas aos estudos morfoldgicos, as técnicas
moleculares envolvendo anélises filogenéticas poderdo fornecer novos conhecimentos sobre a
diversidade e a identificacdo de espécies do género Pratylenchus, pois muitas espécies ainda
ndo foram caracterizadas por taxonomia integrativa em diversos locais, como por exemplo no
Nordeste do Brasil. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi determinar a identidade,
caracteristicas morfométricas, moleculares e filogenéticas de populacdes de Pratylenchus spp.

em areas cultivadas com cana-de-agUcar na regidao Nordeste do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Local do estudo. O estudo foi conduzido no laboratério de Fitonematologia do
Departamento de Fitossanidade da Universidade Federal Rural de Pernambuco e no Instituto
Agrondmico do Parand (IAPAR), onde foram realizadas as analises morfométricas e

moleculares.

Obtencdo dos espécimes dos nematoides. Amostras de solo e raizes de cana-de-agucar foram
coletadas em &reas com histdrico da presenca de Pratylenchus sp. nos estados de Pernambuco,
Paraiba e Rio Grande do Norte, conforme visualizado na Figura 1. As coletas foram realizadas

nas usinas Miriri (MR) e Japungu (JP) no estado da Paraiba, Olho d’agua (OD) e Sao José (SJ)
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no estado de Pernambuco, e Baia Formosa (BF) e Estivas (ES) no estado do Rio Grande do
Norte. Foram amostradas cinco areas por usina, com seis amostras compostas de cada area,
sendo utilizada uma planta como referencial para anotacéo das coordenadas do local conforme
apresentado na Tabela 1. No laboratdrio de solos e tecido vegetal do IAPAR, foi realizada
também a analise quimica e fisica de solo das amostras coletadas nas trinta areas referentes a

cada usina.

Processamento das amostras. Os nematoides foram extraidos de 50 cm?® de solo pelo método
do funil de Baermann otimizado, segundo descrito em Machado e Silva (2019b). As amostras
de solo foram distribuidas nos funis e, apos 48 horas, a suspensdo de cada amostra retida nos
tubos de ensaio acoplado aos funis foi coletada. Exemplares de Pratylenchus foram mortos em
banho-maria a 60 °C por cinco minutos e fixados em solugéo de TAF (Coutney et al. 1955)
diluida a 1% (7 partes de formalina a 40%, 2 partes de trietanolamina, 91 partes de &gua
destilada), utilizando-se 1 ml da solugdo 2X em cada amostra. Para montagem das laminas,
fémeas foram transferidas, individualmente, das suspensdes previamente obtidas, para lamina
de vidro contendo uma gota de TAF. Foram examinadas as caracteristicas morfoldgicas e
morfométricas de 10 fémeas por area de cada usina, de acordo com o descrito por Castillo e
Vovlas (2007). As mensuragdes foram realizadas nos aumentos de 20, 40 e 100x (ocular
micromeétrica), sendo todas as medidas expressas em micrometros.

As variaveis morfométricas mensuradas foram: comprimento do estilete (St); diametro dos
bulbos do estilete (@BSt); altura dos bulbos do estilete (ABSt); comprimento do corpo (L);
maior didmetro do corpo (&C); diametro do corpo na altura da vulva (@V); distancia entre a
vulva e a cauda (v-a); comprimento da cauda (T); didmetro do corpo na altura do anus (JA);
distancia da extremidade anterior do corpo a juncdo esdfago-intestino (Po); comprimento do
esdfago (F); comprimento do saco pos-uterino (PUB) e distancia entre a abertura da glandula

esofagiana dorsal e a base do estilete (DGO). Com base nas mensuragdes, calcularam-se os
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indices de De Man: V% (relacdo percentual entre a distancia da extremidade anterior até a vulva
em relagdo ao comprimento do corpo da fémea); a (relacéo entre comprimento do corpo e maior
largura do corpo); b (relagcdo entre comprimento do corpo e distancia entre a extremidade
anterior e a juncao esdfago-intestino); b’ (relagdo entre comprimento do corpo ¢ distancia entre
a extremidade anterior e o final do esbfago); c (relacdo entre comprimento do corpo e
comprimento da cauda) e ¢’ (relagdo entre comprimento da cauda e didmetro da cauda na altura
do anus).

Os dados foram submetidos & analise de variancia, verificando-se a normalidade dos
residuos pelo teste de Shapiro-Wilk (1965) e a homogeneidade de varidncias pelo teste de
Bartlett (1937). Quando ndo atendidos os pressupostos do modelo, as meédias foram
transformadas conforme indicado pelo procedimento de Box-Cox (1964) e, ap06s, foi realizada
a analise de agrupamento de médias pelo método de Scott-Knott (1974). Utilizando-se a média
das variaveis analisadas, foi realizada a andlise de componentes principais (ACP); ap0s
verificada a matriz cofenética em referéncia aos métodos de agrupamento, definiu-se 0 método
mais indicado para a geragdo do dendograma. Foi realizada também a analise multivariada de
correlacdo candnica afim de observar correlagGes entre as varidveis mensuradas morfométricas
e as caracteristicas fisico-quimicas do solo. As andlises foram realizadas utilizando-se o
software R (R Core Team 2015), pacotes ExpDes (Ferreira et al. 2014) e vegan (Oksanen et al.

2017).

Caracterizagdo molecular de Pratylenchus zeae. Fémeas de P. zeae de cada amostra extraida
foram coletadas sob microscépio estereoscopico, transferidos para solucdo salinaa 1 M NaCl
(29,22 g NaCl + 500 ml agua destilada) e conservados a -20 °C para as analises moleculares.
Um dnico exemplar de cada amostra foi selecionado, seccionado ao meio com auxilio de uma
agulha fina e transferido para um tubo de microcentrifuga de 0,2 mL contendo 25 pL de WLB

(Worm Lysis Buffer) (Williams et al. 1992). Na sequéncia, os tubos contendo 0s nematoides
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foram submetidos a incubacdo em termociclador para a extracdo do DNA gendmico, com a
seguinte configuracdo: 4 °C por 3 horas, 60 °C por 1 hora, 95 °C por 15 minutos.

Para a PCR, foi utilizado o kit Platinum Supermix (Invitrogen). Em um tubo de
microcentrifuga de 0,2 mL, foram adicionados 21 pL do Kit, 2 uL. do DNA gendmico e 1 pL
dos primers universais da expansdo D2/D3 da regido 28S rDNA (Al-Banna et al. 2004) (D2A
— 3> TCG GAA GGA ACC AGC TACTA 5’; D2B — 3> ACA AGT ACC GTG AGG GAA
AGT TG 5’), totalizando um volume final de 25 pL na reagdo. As condi¢cdes de amplificagao
utilizadas foram: 94 °C por 5 minutos, 40 ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 1 minuto e 72 °C
por 2 minutos, seguido por extensdo final a 72 °C por 7 minutos. Apds a amplificacdo do DNA,
8 uL do produto da PCR foram utilizados para eletroforese, em tampao 1X TBE (Sambrook et
al. 1989), em gel de agarose a 1%, utilizando-se 0 marcador molecular 1kb DNA Ladder RTU
e, em seguida, o gel foi visualizado em transiluminador de luz UV e fotografado. Apos a
amplificacdo do DNA, foi realizada a purificagdo utilizando-se o kit Wizard SV Gel and PCR
Clean Up System (Promega).

O sequenciamento dos fragmentos amplificados da expansdo D2/D3 foi realizado pela
empresa Myleus Biotecnology, por meio de eletroforese capilar em aparelho ABI3130,
utilizando-se o polimero POP7 e BigDye v3.1.

As sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com auxilio do software BioEdit
Sequence Alignment Editor (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), com a finalidade
de identificar polimorfismo nas sequéncias nucleotidicas. As sequéncias de P. zeae foram
comparadas as sequéncias de outras espécies de nematoides ja depositadas no banco de dados
(GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para a identificagcdo de similaridade, utilizando-se o
programa BLASTN 2.2.19+ (Zhang et al. 2000). O fitonematoide Bursaphelenchus xylophilus
foi utilizado como outgroup. As sequéncias foram alinhadas pelo método de ClustalW Multiple
Alignment, gaps e bases ndo informativos ou fora do alinhamento principal foram removidas,

ficando as sequéncias com 610 pb. Ap6s o alinhamento e ajuste das sequéncias, essas foram
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submetidas a analise de reconstrucdo filogenética, utilizando-se o programa MEGA 6 pelo
método estatistico Neighbor-joining (Nei et al. 2013; Saitou e Nei 1987) e teste filogenético
pelo método de Bootstrap com 1000 replicagens (Felsenstein 1985), obtendo-se assim o

filograma do conjunto de sequéncias.

RESULTADOS

Com base nos resultados das analises morfoldgicas, morfométricas e moleculares das
populacdes de Pratylenchus estudadas, constatou-se que P. zeae é a espécie presente nas usinas
de cana-de-agUcar dos estados de Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte da regido
Nordeste do Brasil. Em todas as populagdes de P. zeae oriundas das usinas de cana-de-agUcar
analisadas, os machos foram ausentes. As fémeas apresentaram corpo esbelto, quase reto
qguando mortas, com regiéo labial ndo separada do corpo (Figura 2). O comprimento do corpo
(L) variou de 355 a 555 pum. As populagdes BF5, JP3, MR2, MR5, OD2 e SJ2 apresentaram 0S
maiores valores de L, enquanto as populacfes ES3 e ES4, os menores valores, diferindo

significativamente das demais, que apresentaram valores intermediarios (Tabela 2).

Os diametros do corpo medidos ao nivel do anus e da vulva (JA, @V), bem como na
porcdo média do corpo (&C), variaram de 7,58 a 15,15; 12,62 a 22,72 e 10,10 a 22,72 pm
respectivamente (Tabela 2), evidenciando que o diametro ao nivel da vulva foi o maior entre as
mensuracgoes realizadas. O comprimento do estilete (St) variou de 12,12 a 16,16 um (Tabela 2),
cujos valores estdo compreendidos no intervalo citado por Fortuner (1976) para P. zeae, sendo
robusto e com os bulbos basais bem desenvolvidos e achatados (Figura 2), caracteristica
evidenciada pelas mensuracfes do didmetro e altura dos bulbos (@bst, Abst) que variaram de

2,02 a 5,05 um e de 2,02 a 3,03 um, respectivamente.
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Na Tabela 3 encontra-se o resultado da analise de variancia (ANOVA) das
caracteristicas morfométricas de P. zeae estudadas, evidenciando que, para todas as variaveis
morfométricas analisadas houve significancia estatistica (P < 0,0001 e P <0,01), com exce¢do

da variavel comprimento do estilete (P < 0,3289).

As fémeas apresentaram sobreposi¢do ventral das glandulas esofagianas sobre o
intestino (Figura 3a), vulva com posi¢do mais anterior, com V% variando de 63,59 a 77,80
(Figura 3b), e variagdo no comprimento do saco pés-uterino (6,06 a 50,50 um) (Tabelas 2 e 4).
As populagdes que apresentaram a vulva em posi¢do mais anterior foram BF3, BF4, BF5, ES2,
ES5, JP1, JP2, JP3, JP4, MR2, OD2, OD3, OD4, SJ4 e SJ5, cujos valores de V% foram
significativamente menores que das demais populacdes (Tabela 4). Em relacdo ao saco pos-
uterino (PUB), as populagdes com os menores comprimentos foram ES2, ES3, ES5, MR4,
OD5, SJ2, SJ4 e SJ5, enquanto os maiores comprimentos de PUB foram observados em BF1,

BF2, BF5, JP3 e JP5 (Tabela 2).

Observou-se variacdo no formato da cauda entre as populacdes de P. zeae analisadas
(Figura 4), que apresentaram desde o formato pontiagudo caracteristico da espécie (Figura 4a),
até um pouco mais arredondado e subagudo (Figura 4b, c). O comprimento da cauda (T) variou
de 15,15 a 40,40 um (Tabela 2), sendo que as populacdes BF2, BF5, JP1, JP2 e JP3
apresentaram valores de T significativamente maiores em compara¢do as demais populacdes

(Tabela 2).

Os dados relativos as mensuragdes das populacdes de P. zeae e aos indices demanianos
foram ainda submetidos a analises multivariadas, correlacionando também as mensuragdes das
populacbes com as caracteristicas fisicas e quimicas dos solos de cada area amostrada (Tabelas

5 e 6), numa tentativa de correlacionar as diferencas morfométricas observadas com as
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condicBes edaficas da origem de cada uma das populacBes. Essa analise de componentes
principais permite reunir os espécimes ou populacdes em grupos, de tal forma a existir maxima
homogeneidade dentro deles e m&xima heterogeneidade entre eles (Mora-Aguilera e Campbell
1996). A analise de agrupamento realizada a partir da analise de componentes principais
permitiu a separacdo das populagdes em trés grupos distintos: 1) ES3, ES4; 1) MR5, MR2,

OD2, BF5 e JP3; e 11) todas as demais populacGes (Figura 5).

A anélise de componentes principais, realizada apenas com as médias das variaveis
morfométricas das populagdes de P. zeae, mostrou que 33,97% da variacdao total é associada ao
primeiro componente e 20,22%, ao segundo (dados ndo mostrados). Pelo agrupamento, ndo foi
possivel estabelecer correspondéncias entre as diferentes populacdes estudadas em funcéo de
suas caracteristicas morfométricas, ou seja, ndo é possivel afirmar que populagdes coletadas em
uma mesma usina, portanto com condic¢des edafoclimaticas semelhantes em sua origem, sdo
agrupadas por uma ou outras caracteristicas morfométricas, ja que popula¢Ges de uma mesma
usina foram agrupadas em grupos distintos, a exemplo das popula¢ées ES1-5 coletadas na usina
Estivas, RN. Talvez a Unica correspondéncia possivel de ser obtida é em relacdo ao grupo
formado pelas populagdes ES3 e ES4, cujos valores de V sdo menores e, portanto, representam

populacbes com caracteristica de vulva mais anterior que as demais populacées estudadas.

A anélise de correlacdo, realizada com as médias das varidveis morfométricas das
populacbes de P. zeae e a anélise fisica do solo, mostrou que 77,30% da variacéo total é
associada ao primeiro componente e 22,70%, ao segundo (dados ndo mostrados). A anélise de
agrupamento realizada permitiu a separacgéo das populagdes em quatro grupos distintos: 1) BF2;
I1) SJ3, SJ4, BF1 e SJ5; 111) OD3, OD1, OD2, OD4, MR5, MR4, OD5, MR1, SJ1 e SJ2; e IV)

as demais populagdes (Figura 6).
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Ao contrario do observado no agrupamento das populacdes utilizando-se apenas 0s
caracteres morfologicos, quando se acrescentou as caracteristicas fisicas dos solos de cada
usina, ou area amostrada, foi possivel melhor correspondéncia entre o agrupamento das
populagdes e as caracteristicas do solo em que foram obtidas por meio de analise de correlagéo
candnica. Dessa forma, as populagdes coletadas nas usinas Japungu, PB (JP) e Olho d’Agua,
PE (OD), agruparam-se juntas no mesmo cluster, apesar de haver variagdes em relacdo as
populacdes coletadas em outras usinas. Isso indica que os fatores ligados a fisica de solo podem

ter influéncia nos caracteres morfolégicos das populacdes de P. zeae estudadas.

Por exemplo, todas as populagdes oriundas da usina Olho d’Agua formaram um grupo
com SJ1, SJ2, MR1, MR4 e MR5, sendo o fator preponderante para a formagéo desse grupo a
maior porcentagem de argila (< 59%) presente no solo em que todas essas populagdes foram
coletadas (Tabela 5). A porcentagem de argila foi tdo determinante para o agrupamento das
populagdes que houve a formacdo de um grupo isolado, formado pela populacdo BF2, cujo
percentual de argila no solo foi o mais elevado de todas as amostras (74%). Isso pode ter
refletido em suas caracteristicas morfométricas, notadamente no maior valor do indice
demaniano ‘a’ dessa populagdo (a = comprimento do corpo / didmetro do corpo) (Tabela 3),
indicando que o diametro do corpo foi reduzido nessa populagdo em funcgéo do alto percentual

de argila presente no solo em que foi coletada.

Para o agrupamento formado por BF1, BF2, SJ3, SJ4 e SJ5, a maior porcentagem de
silte presente nas amostras de solo dessas localidades parece ter sido o fator determinante para
a formacdo desse grupo (Tabela 5). De fato, no solo de todas as amostras em que tais populac¢des
foram obtidas, percentuais acima de 20% de silte estavam presentes. Ja para o grupo formado
por todas as outras populagdes, maiores porcentagens de areia (> 35%) foram observadas nas

amostras de solo (Tabela 5).
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J& em relacdo a andlise de correlagdo, realizada com a média das variaveis
morfométricas das populacGes de P. zeae e a analise quimica do solo, verificou-se que 62,27%
da variacdo total é associada ao primeiro componente e 23,70%, ao segundo (dados néo
mostrados). A andlise de agrupamento realizada permitiu a separagao das populacfes em trés
grupos distintos: 1) SJ3, ES4, ES3 e ES5; 11) JP2, OD2, OD5, ES1, MR3, MR1, ES2, OD3 e

SJ2; e I11) todas as demais populacdes (Figura 7).

E possivel especular a partir desses agrupamentos quais os fatores ligados a anélise
quimica das amostras de solo que podem ter interferido na formagéo dos grupos. Por exemplo,
para o grupo formado por SJ3, ES3, ES4 e ES5, de maneira geral a analise quimica do solo
evidenciou maiores soma de bases (acima de 4,96%), V% (acima de 65,96%) e pHs mais
elevados (acima de 5,8). Para o grupo formado por JP2, OD2, OD5, ES1, MR3, MR1, ES2,
OD3 e SJ2, maior concentracdo de calcio foi observada nas amostras de solo, bem como valores
de soma de bases entre 3,02 e 4,68. J& para o ultimo grupo, ao contrario do primeiro, os valores
de V% foram menores, ultrapassando a faixa de 49% apenas em uma amostra (MR2 = 61,05).

Comparando-se os trés dendogramas (Figuras 5 a 7), observa-se que ha variacao entre
as populacOes estudadas e apenas as populagbes ES3 e ES4 da usina Estivas, RN,

permaneceram agrupadas em todas as analises realizadas.

No presente estudo, o método de fixagdo escolhido (TAF), apresentou bons resultados
e é recomendado para os trabalhos de caracterizagdo morfolégica e morfométrica de nematoides
(Ferraz e Machado 2019). Além disso, todos os exemplares observados e mensurados neste
trabalho foram mortos por calor a 60 °C e fixados com 0 mesmo fixador, 0 que sugere que as
variagfes encontradas provavelmente se devam a diferencas nas condi¢bes geogréaficas e/ou

disponibilidade de alimentos. No entanto, pode-se também sugerir que tais variagdes possam
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estar relacionadas a variabilidade entre e dentro da espécie P. zeae, a exemplo do observado

para varias espécies do género Pratylenchus.

Caracterizacdo molecular das populac@es de P. zeae. A partir do DNA extraido de fémeas
individuais de cada populagéo de P. zeae estudada e da PCR com os primers da regido D2/D3
do gene 28S rDNA, verificou-se que para todos os exemplares houve amplificacdo de
fragmentos de DNA com 750 pb, como pode ser visualizado na Figura 8, para dois exemplares

de cada usina, apenas a titulo de exemplificag&o.

A partir do sequenciamento dos fragmentos de 750 pb de cada uma das fémeas coletadas
nas diferentes usinas amostradas, confirmou-se os resultados da morfometria, ou seja, a espécie
estudada é P. zeae. Para tanto, a comparacdo das sequéncias das populacdes de P. zeae
estudadas nesse trabalho com sequéncias de P. zeae de popula¢es também de cana-de-agucar
coletadas no Japdo e depositadas no GenBank sob cddigos de acesso AB933457-82 (Kawanobe

et al. 2014) confirmou a homologia das mesmas, com identidade de 90 %.

A arvore obtida a partir da analise filogenética das populagdes de P. zeae do presente
trabalho, utilizando-se Bursaphelenchus xylophillus (codigo de acesso: EU295503.1) como
outgroup encontra-se na Figura 9. A analise filogenética (Figura 9), considerando-se valores
de bootstrap acima de 87, confirmou a existéncia de variabilidade entre as populacdes de P.
zeae estudadas no presente trabalho, evidenciando-se a formagéo de cinco grupos distintos: i)
populagdes BF-1, BF-3, ES-1 e ES-4; ii) JP-5 e JP-1; iii) BF-2, JP-4 e B. xylophillus; iv) BF-4,
JP-3,JP-2, ES-2, BF-5 e MR-5; e V) MR-4, ES-3, MR-3, OD-5, OD-2, OD-4, ES-5, OD-1, OD-
3, SJ-1. A Unica populacdo em que todas as amostras agruparam-se juntas foi a da usina Olho
d’Agua, Pernambuco, evidenciando pouca variagdo molecular entre os exemplares dessa

localidade. Para todas as outras usinas amostradas, as populagdes agruparam-se em clusters
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distintos, o que sugere que a regido de coleta ndo seja determinante para a existéncia de variagdo
e separacédo das populacdes pelo local. Outras causas de variagdo podem estar presentes nas
populacdes de P. zeae estudadas no presente trabalho, como por exemplo tipo de solo e

hospedeiro.

A partir da Figura 10, pode-se confirmar que, mesmo existindo variagdo entre as
populacbes de P. zeae do presente estudo, quando a andlise inclui populacdes de P. zeae de
regides distintas do mundo, de diferentes hospedeiros, a grande maioria agrupa-se no mesmo
cluster, ou seja, hd a formacdo de apenas trés grupos, um com as populac@es coletadas em
cenoura e milho, no Vietnam e EUA, respectivamente, outro com as populacdes de arroz e de
hospedeiro desconhecido coletadas no Quénia e na China, respectivamente, e o Gltimo grupo
formado por todas as demais populacdes de P. zeae, incluindo as do presente estudo e as de
cana-de-agticar do Japdo e de Pernambuco e de hospedeiros desconhecidos da Africa do Sul e
da China. Aparentemente, pela arvore obtida pelo alinhamento dessas sequéncias, é possivel
sugerir que o hospedeiro possa ser responsavel pela variagdo mais evidente em P. zeae,

enquanto a localidade possa ter papel menos relevante nessa variagao.

DISCUSSAO

No presente trabalho os machos foram ausentes, corroborando com a literatura que
aponta 0s machos em P. zeae como extremamente raros, tendo sido observados somente uma
vez na Costa do Marfim (Merny 1970). Em um estudo de caracterizagdo morfologica e
morfométrica de espécies de Pratylenchus em &reas de cultivo de cana-de-acucar do estado de
Pernambuco, machos de P. zeae ndo foram encontrados na populagdo estudada (Jesus et al.,

2020).
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O comprimento do corpo (L) variou de 355 a 555 um ficando dentro do intervalo
descrito por Graham (1951) como de P. zeae. Os diametros ao nivel da vulva foi o maior entre
as mensurac0es realizadas (Tabela 2). Esses resultados confirmam a afirmativa de que, no caso
de mensuracdes realizadas em fémeas, o0 maior didmetro do corpo deve ser medido ao nivel da
vulva, e ndo ao meio do corpo (Ferraz e Machado 2019). As caracteristicas de bulbos basais
bem desenvolvidos e achatados também foram observadas em P. zeae de &reas de cana-de-
acucar no estado de Pernambuco, Brasil (Jesus et al., (2020). O achatamento dos bulbos basais
do estilete € uma caracteristica importante de P. zeae (Loof 1991). Variacdo no comprimento

do estilete, também observada entre isolados de P. zeae por Troccoli et al. (1996).

A dificuldade de visualizacdo da extremidade apical do estilete pode estar associada a
possiveis erros inerentes a mensuracao de estruturas de tamanho reduzido, o que pode levar as
variacfes de comprimento dessa estrutura, aceitas pela literatura (Ferraz 1999). Por isso, €é
importante que o estilete tenha pouco valor diagnéstico em estudos inter-populacionais de P.
brachyurus, o que pode ocorrer também para P. zeae (Siqueira 2007). Tal variacdo pode se dar,
além disso, por questBes inerentes a populacdo estudada, como a exposicdo a ambientes
diversos, pois fatores ambientais podem afetar por exemplo, 0 comprimento do corpo de P.
brachyurus, o que refletiria diretamente no comprimento do estilete, sugerindo que estas
variaveis ndo devem ser utilizadas isoladamente para a identificacdo especifica de Pratylenchus
(Olowe e Corbett 1984). Apesar da variacdo observada para St no presente estudo, ndo houve

diferenga significativa entre os valores dessa variavel entre as populacdes estudadas.

No presente estudo, as fémeas de P. zeae apresentaram sobreposicdo ventral das
glandulas esofagianas sobre o intestino (Figura 3a), vulva com posi¢do mais anterior, com V%
variando de 63,59 a 77,80 (Figura 3b), e variagdo no comprimento do saco pos-uterino (6,06 a

50,50 um) (Tabelas 2 e 4). Posicdo da vulva mais anterior também foi observada em trabalho
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realizado por Jesus et. al (2020). No estudo de levantamento das espécies de Pratylenchus
associadas a cultura do arroz, soja, milho e feijdo em plantios na regido central do Brasil em
que P. zeae e P. brachyurus foram identificados e caracterizados morfometricamente, P. zeae

apresentou grande variabilidade na posi¢éo da vulva (Costa et al. 2019).

Em uma pesquisa de caracterizagdo morfoldgica, morfométrica e multiplicac&o in vitro
das seis espécies mais comuns de Pratylenchus que ocorrem no Brasil, foi observado para P.
zZeae a posicdo mais anterior da vulva, comparada as demais espécies estudadas, sendo essa, a
caracteristica morfométrica mais marcante, pois o valor de V% para P. zeae foi o menor entre
as outras cinco espécies de Pratylenchus estudadas, indicando a importancia desse carater para
a identificacdo da espécie, apesar das variagdes observadas. Foi observado ainda que o
comprimento do saco poés-uterino foi curto, porém apresentou varia¢do, como observado no
presente estudo e em estudo anterior realizado por Troccoli et al. (1996) (Gonzaga 2006).
Houve varia¢do no formato da cauda entre as populagdes de P. zeae analisadas (Figura 4), que
apresentaram formato pontiagudo caracteristico da espécie (Figura 4a), até um pouco mais
arredondado e subagudo (Figura 4b, ¢), como descrito por Gonzaga (2006), porém sempre lisa,

sem estriagoes.

Variacdo no formato da cauda ja foi relatada para o género Pratylenchus. No trabalho
de descricao da espécie P. brachyurus, verificou a existéncia de cinco tipos diferentes de cauda
(Godfrey 1929). O formato terminal da cauda desse nematoide pode variar entre diferentes
populacbes e mesmo dentro de uma Unica populagdo, situacdo verificada no presente trabalho
também para P. zeae (Roméan e Hirschmann 1969; Tarjan e Frederick 1978). Variacdo na cauda
de P. zeae de populagdes oriundas de areas de cana-de-agucar no estado de Pernambuco, Brasil,
também foi observada por Jesus et al., (2020). Devido a inexisténcia de terminacdo de cauda

gue seja considerada padrdo em P. brachyurus e que possa ser utilizada como caracteristica
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morfoldgica chave para a espécie, esta caracteristica ndo deve ser utilizada de maneira isolada
para o diagndstico da espécie (Siqueira, 2007). O ambiente por exemplo, pode influenciar no

tipo de término da cauda de P. penetrans (Tarte e Mai 1976; Townshend 1991).

Comparando alguns valores morfométricos obtidos para as populacdes estudadas no
presente trabalho com aqueles descritos por Graham (1951), citado por Castillo e Vovlas (2007)
para fémeas de P. zeae, verificou-se que algumas variaveis ultrapassaram os valores maximos
e minimos indicados nessa referéncia, mostrando a diversidade morfoldgica existente intra e
inter-populacionalmente nas populacfes de P. zeae coletadas em areas de cana-de-agucar na
regido Nordeste brasileira. Entretanto, os valores médios para as populagdes estdo em

conformidade com a faixa de variagio aceita para P. zeae em Graham (1951).

Solos com bons niveis de nutricdo, com pHs mais adequados a cultura e com
consequente V% mais elevado podem influenciar diretamente na nutricdo e bom
desenvolvimento do hospedeiro, que pode, por sua vez, refletir em variagdo em caracteristicas
morfométricas de nematoides que estdo parasitando o sistema radicular desse hospedeiro. A
exemplo, a nutricdo do hospedeiro teve influéncia no comprimento do corpo de P. brachyurus
e P. zeae, uma vez que foram encontrados espécimes de P. zeae menores em plantulas de alfafa,
espécie gque os autores da pesquisa indicaram como de baixa qualidade para a nutricdo do
nematoide. Ao contrario, no mesmo hospedeiro, espécimes de P. brachyurus apresentaram
maior comprimento do corpo, situacdo que 0s autores atribuiram a alteragdes metabolicas
causadas pela baixa qualidade da nutrigdo, especialmente o prolongamento da fase de
crescimento até o estadio adulto, causando lento desenvolvimento do nematoide (Olowe e
Corbett 1984).

Para P. coffeae por exemplo, ja foi observada grande variagdo no comprimento do corpo

de fémeas coletadas em plantas de citros com diferentes teores de amido, comprovando que a
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nutricdo do hospedeiro tem relevante papel em caracteristicas morfométricas para esse grupo
de nematoides (Duncan et al. 1998). Além disso, a diferenca de nutri¢do do hospedeiro ou fonte
nutritiva também foram responsaveis por variagcdes no comprimento do corpo de outros grupos
de nematoides, como em Meloidogyne incognita (McClure e Viglierchio 1966), Aphelenchus

avenae (Monson 1971) e Aphelenchoides fragariae (Fu et al. 2012).

Os resultados das anélises de agrupamento realizada a partir da analise de componentes
principais com as médias das variaveis morfométricas das populacfes de P. zeae permitiu a
separacdo das populagdes em trés grupos distintos (Figura 5), assim como a analise de
agrupamento realizada com as médias das variaveis morfométricas das populagdes de P. zeae
e a andlise fisica do solo (Figura 6), e a andlise de correlacdo, realizada com a média das
variaveis morfométricas das populacGes de P. zeae e a andlise quimica do solo (Figura 7). A
formacao de diferentes grupos dentro de uma mesma espécie, evidenciando variacdo entre suas
caracteristicas morfométricas, também foi observada em outras espécies de Pratylenchus, como
em um trabalho realizado por Siqueira (2007), em que, por meio de analises multivariadas das
variaveis morfométricas L, St, a, b, ¢ e V%, foi observada a formacéo de cinco grupos distintos
de P. brachyurus, correspondentes as 11 populacdes estudadas, oriundas de diferentes

localidades do Brasil e diferentes hospedeiros.

As variagOes nas caracteristicas morfoldgicas sdo comuns no género Pratylenchus, visto
que existe uma grande variabilidade dentro e entre as espécies. Diferengas morfométricas entre
populacbes de uma mesma espécie de nematoide podem ser resultantes da influéncia de fatores
ambientais, conforme varios autores ja relataram, sendo o isolamento geografico o mais

importante (Doucet et al. 1996).
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Em trabalho de analise morfométrica e molecular de isolados de P. coffeae oriundos de
tiberas de inhame em é&reas do estado de Pernambuco, foi ressaltado que as variacGes
morfométricas encontradas entre as dez populagdes estudadas podem ter sido influenciadas pelo
isolamento geografico, plantas hospedeiras e temperatura. Os autores do trabalho observaram
que mais de 50% das populacGes apresentaram diferencas no comprimento e largura do corpo

e 90% delas apresentaram diferencas no comprimento do estilete (Lira et al. 2014).

Em uma pesquisa em que foi estudada a importancia de P. brachyurus na cultura do
feijdo caupi através de estudos morfoldgicos e morfométricos de populagdes brasileiras, foi
observada variagdo morfométrica entre as 15 populacGes analisadas, por meio de analises de
componentes principais, utilizando-se as caracteristicas L, St, a, b, c e V% . O autor avaliou
ainda, os efeitos dos métodos de fixacdo de formol e formol-glicerina sobre as caracteristicas
morfométricas de P. brachyurus, evidenciando-se que a maioria das caracteristicas foram
afetadas em diferentes intensidades pelos métodos de fixacdo (Siqueira 2007). Variagcdes em
caracteristicas morfométricas causadas por diferentes fixadores também foram observadas em

P. brachyurus e P. zeae (Olowe e Corbett 1983).

Diante disso, concluses incorretas podem ser tomadas em analises morfométricas, se a
comparacao é realizada em espécimes fixados de maneira diferente. Além disso, vale salientar
que substancias utilizadas na fixacdo podem promover reducao significativa em caracteristicas
morfomeétricas, principalmente no comprimento do corpo, distancia da ponta da cauda a vulva

e diametro do corpo ao nivel do anus (Siqueira 2007).

Por meio das andlises filogenéticas (Figura 9 e 10), confirmou a existéncia de
variabilidade entre as populacdes de P. zeae estudadas no presente trabalho, evidenciando-se a

formacao de grupos distintos, inclusive quando a analise inclui populagdes de P. zeae de regides
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distintas do mundo, de diferentes hospedeiros, a maioria agruparam-se no mesmo cluster,
havendo a formacdo de apenas trés grupos. A variabilidade dentro e entre populagdes de
espécies de P. brachyurus ja foi observada por Machado et al. (2015), que realizaram um estudo
de caracterizagdo morfologica e molecular de populagdes brasileiras desse nematoide e, por
meio de analise filogenética, utilizando-se sequéncias da regido ITS-rDNA, confirmaram a
identidade das populagBes estudadas e, ainda, identificaram diversidade intraespecifica de

sequéncias entre as populacdes que apresentaram grupos distintos.

Evidenciou-se que a variabilidade morfolégica e molecular existente entre as
populacbes de P. brachyurus estava correlacionada as diferencas de agressividade que as
populacdes apresentaram em diferentes hospedeiros, citadas nos trabalhos anteriores de
Machado et al. (2007) e Siqueira e Inomoto (2008). No presente trabalho, a analise molecular
mostrou que realmente o hospedeiro pode ter papel fundamental para a existéncia de
variabilidade entre as populacfes de P. zeae, mas também que caracteristicas de solo, como a
porcentagem de argila, areia ou silte, bem como parametros relacionados a quimica de solo,
que influenciam a nutricdo do hospedeiro, podem interferir em caracteristicas morfoldgicas

dessa espécie.

Em populacGes de Pratylenchus spp. coletadas em cafeeiros na Guatemala, foi
constatado grande variagdo morfologica entre trés populacbes, que também diferiram em
agressividade, medida pela capacidade reprodutiva em diferentes hospedeiros, e apresentaram
incompatibilidade reprodutiva entre elas (Villain et al. 1998). Foram observadas também
diferengas entre carateristicas morfométricas em subpopulacbes de P. coffeae oriundas de

plantas de café, citros, banana e Aglaonema sp. (Wilcken et al. 2002).
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A taxonomia para distinguir as varias espécies de Pratylenchus é muito dificil
(Hernandez et al., 2001) devido a variabilidade intraespecifica de alguns caracteres
diagndsticos, muitas vezes causada por variagdes entre hospedeiros, tipos de solo, clima e até
mesmo o processo de fixacdo dos espécimes. Nesse sentido, a integracdo de outras ferramentas
para a correta diagnose desse grupo de nematoides, como as técnicas biomoleculares, € de suma

importancia.

Entretanto, varios estudos mostraram que, apesar de haver diferencas entre populacoes
e mesmo dentro de uma mesma populacdo de Pratylenchus sp., as ferramentas moleculares,
especialmente o sequenciamento de determinadas regides do rDNA, sdo Uteis para confirmar a
identidade dessas populagdes, como demonstrado por Machado et al. (2015) para P.

brachyurus.

Por meio de analises filogenéticas baseadas em sequéncias da regido D2/D3 28S rDNA,
entre um grande numero de isolados geogréficos diversos dos nematoides das lesGes
radiculares, foi evidenciado que a maioria é monofilético, separando as espécies em seis
grandes grupos distintos, congruentes com aqueles definidos por caracteres derivados de
padrdes da regido labial e espermateca. Dentro desses grupos, P. zeae se enquadrou em um

grupo distinto das demais espécies no trabalho de Subbotin et al. (2008).

Em estudo utilizando PCR seguida de sequenciamento da regido D2/D3 de espécimes
de Pratylenchus sp. extraidos de batata semente ou raizes de lirio provenientes da Holanda,
comprovaram, ap0s comparacao das sequéncias com outras depositadas no banco de dados
GenBank, foi constatado que se tratava das espécies P. penetrans e P. crenatus,
respectivamente presentes nos tubérculos de batata semente e nas raizes de lirio, consideradas

quarentendrias para o Brasil na época (Oliveira et al. 2009). Os autores provaram que a



553

554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

572

573

574

575

576

S77

578

62

utilizacdo de caracteres morfoldgicos aliada aos estudos moleculares foram importantes para o
servigo de quarentena do Brasil, na medida em que a detecgédo e correta diagnose impediu a

infestacdo de &reas indenes pela utilizacdo de material de propagacao infestado importado.

No presente estudo, foi possivel observar que caracteristicas de solo e nutri¢do do
hospedeiro, influenciou a morfologia e consequentemente morfometria das populagdes de
Pratylenchus estudadas, pois estas, apresentaram alguns parametros fora das médias apontadas
pela literatura, formando grupos distintos mesmo quando analisadas filogeneticamente.
Somente com a utilizacdo da taxonomia integrativa foi possivel caracterizar as populagdes de
Pratylenchus coletadas em usinas de cana-de-acucar na regido Nordeste do Brasil, afirmar que
P. zeae é a espécie presente, e que as analises morfométricas aliadas a ferramentas
biomoleculares foi Util para o diagndstico da espécie e para identificar a variabilidade dentro e

entre populacdes de P. zeae.
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Legenda das figuras
Figura 1. Locais onde foram coletadas as populagdes de Pratylenchus zeae estudadas. Fonte:

Google Maps.

Figura 2. Regido anterior de fémeas de Pratylenchus zeae. Setas continuas evidenciam a regido
labial ndo separada do corpo e as setas descontinuas, os bulbos basais do estilete bem

desenvolvidos e achatados. Barras correspondem a 5 pm.

Figura 3: Fémeas de Pratylenchus zeae evidenciando a sobreposic¢do ventral das glandulas

esofagianas sobre o intestino (a) e a posicéo anterior da vulva (b). Barras correspondem a 50

um.

Figura 4: Morfologia da cauda de Pratylenchus zeae, evidenciando a variagdo do término da

cauda de fémeas. Barras correspondem a 5 pm.

Figura 5: Dendograma ilustrativo da dissimilaridade entre as populac6es de Pratylenchus zeae
coletadas em cinco areas de cada usina de cana-de-actcar amostrada na regido Nordeste, Brasil:
Usina Baia Formosa, RN (BF 1-5), Usina Estivas, RN (ES 1-5), Usina Japungu, PB (JP 1-5),
Usina Miriri, PB (MR 1-5), Usina Olho D’Agua, PE (OD 1-5) e Usina S&o José, PE (SJ 1-5),
baseado em distancia Euclidiana, calculado a partir da média das varidveis morfométricas

mensuradas.

Figura 6: Dendograma ilustrativo da dissimilaridade entre as populag6es de Pratylenchus zeae
coletadas em cinco areas de cada usina de cana-de-agtcar amostrada na regido Nordeste, Brasil:
Usina Baia Formosa, RN (BF 1-5), Usina Estivas, RN (ES 1-5), Usina Japungu, PB (JP 1-5),

Usina Miriri, PB (MR 1-5), Usina Olho D’Agua, PE (OD 1-5) e Usina S&o Jos¢, PE (SJ 1-5),
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baseado em distancia Euclidiana, calculado a partir da média das variaveis morfométricas

mensuradas e da andlise fisica do solo (argila, silte e areia).

Figura 7: Dendograma ilustrativo da dissimilaridade entre as populacfes de Pratylenchus zeae
coletadas em cinco areas de cada usina de cana-de-agtcar amostrada na regido Nordeste: Usina
Baia Formosa, RN (BF 1-5), Usina Estivas, RN (ES 1-5), Usina Japungu, PB (JP 1-5), Usina
Miriri, PB (MR 1-5), Usina Olho D’Agua, PE (OD 1-5) e Usina S&o José, PE (SJ 1-5), baseado
em distancia Euclidiana, calculado a partir da média das variaveis morfométricas mensuradas

e da anélise quimica do solo (P, C, pH, H+AL, Ca, Mg, K, SB, Te V%).

Figura 8: Amplificagdo do fragmento de DNA (750 pb) de fémeas de Pratylenchus zeae
coletadas em usinas de cana-de-agucar da regido Nordeste: Usina Miriri, PB (MR), Usina
Japungu, PB (JP), Usina Baia Formosa, RN (BF), Usina Estivas, RN (ES), Usina Olho D’Agua,
PE (OD) e Usina Séo José, PE (SJ), utilizando o conjunto de primers D2/D3 do gene 28S rDNA.

1kb é o marcador molecular.

Figura 9: Arvore filogenética obtida pelo método de Neighbor-Joining resultante do
alinhamento das sequéncias da regido D2/D3 do rDNA das 30 populacdes de Pratylenchus zeae
coletadas em usinas de cana-de-acucar da regido Nordeste, Brasil: Usina Baia Formosa, RN
(BF), Usina Estivas, RN (ES), Usina Japungu, PB (JP), Usina Miriri, PB (MR), Usina Olho
D’Agua, PE (OD) e Usina S&o José, PE (SJ). Bursaphelenchus xylophilus foi utilizado como

outgroup. Os valores de bootstrap estdo indicados proximos aos ramos da arvore.

Figura 10: Arvore filogenética obtida pelo método de Neighbor-Joining resultante do
alinhamento das sequéncias da regido D2/D3 do rDNA das 30 populagdes de Pratylenchus zeae

coletadas em usinas de cana-de-acUcar da regido Nordeste, Brasil: Usina Baia Formosa, RN
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795  (BF), Usina Estivas, RN (ES), Usina Japungu, PB (JP), Usina Miriri, PB (MR), Usina Olho
796 D’Agua, PE (OD) e Usina S&o José, PE (SJ), com sequéncias de P. zeae depositadas no

797  GeneBank. Os valores de bootstrap estdo indicados préximos aos ramos da arvore.
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Lista de tabelas
Tabela 1. Identificagdo e coordenadas geograficas das populacBes de Pratylenchus zeae

obtidos de solo e raizes de cana-de-agUcar.

Area/ldentificacio das

Usina/Estado Populactes Coordenadas
BF1 6°28°22”S/35°2° 7" W
BF2 6°29°23”S/35°844” W
Baia Formosa-RN BF3 6°29°0”S/35°1° 59" W
BF4 6°27°6”S/35°4’ 21" W
BF5 6°24’ 547 S/35°2° 29" W
ES1 6°13>377S/35°12° 55" W
ES2 6°13>377S/35°12° 55" W
Estivas-RN ES3 6°13°377S/35°12’ 55" W
ES4 6°12°56” S /35°12° 47" W
ES5 6°12°56” S /35°12°43” W
JP1 6°52°20”S/34°59’ 57" W
JP2 6°52°177S/35°0°4” W
Japungu- PB JP3 6°51°187S/35°0° 33" W
JP4 6°52°577S/35°5° 21" W
JP5 6°52°56”S/35°5° 25" W
MR1 6°52°24”S/34°58 11" W
MR2 6°51°25”S/34°58 137 W
Miriri- PB MR3 6°51°24”S/34°58° 27" W
MR4 6°51°24”S/34°58° 26" W
MR5 6°51°5”S/34°58 37" W
OoD1 7°15°277S/35°6° 43" W
0oD2 7°15°26”S/35°6 50" W
Olho D’agua- PE 0OoD3 7°15°277S/35°6> 47" W
OoD4 7°15°257S/35°7° 9" W
OD5 7°15°26”S/35°7 17" W
SJ1 7°47° 557 S/35°0° 48" W
SJ2 7°45° 547 S /34°59° 32" W
Séo José- PE SJ3 7°44>357S/35°1° 18" W
SJ4 7°49° 317 S/34°59° 40" W

SJ5 7°52°217S/35°1" 547 W
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Tabela 2: Caracteres morfométricos de populacdes de Pratylenchus zeae coletadas em cinco areas de cada usina de cana-de-agucar amostrada na

regido Nordeste, Brasil: Usina Baia Formosa, RN (BF 1-5), Usina Estivas, RN (ES 1-5), Usina Japungu, PB (JP 1-5), Usina Miriri, PB (MR 1-5),

Usina Olho D’Agua, PE (OD 1-5) e Usina S&o José, PE (SJ 1-5). As mensuracdes estdo representadas pela média, em micrometros, e desvio padrio

(entre paréntesis).

Populagéo L ac [\ oA % St Dbst Abst DGO Po F v-a T PUB

BF1 463,50 b 1742 a 1742 a 11,36 a 133,08 b 13,23 a 3,73b 2,12b 2,82b 72,92b 114,93 b 121,71 b 26,76 b 28,38 a
+36,14 +1,86 +251 +1,33 +16,23 +0,74 +0,83 +0,32 +0,64 +4,70 +12,45 +15,78 4,47 +11,89

BE2 466,00 b 16,16 b 16,66 b 10,86 b 132,82 b 13,73 a 3,93b 2,32a 2,22b 7514 a 11493b  121,97b 29,18 a 20,30 a
+37,47 +2,12 +2,12 +1,70 +14,54 +0,52 +0,32 +0,49 +0,42 +7,36 +12,97 +14,08 +5,37 15,70

BF3 438,50 ¢ 16,41b 16,41b 10,35b 131,31 b 13,02 a 4,04 b 2,02b 2,12b 72,21b 116,35b 120,96 b 2585b 20,40b
+37,71 +1,33 +1,78 +0,79 +17,85 +1,38 +0,47 +0,00 +0,32 +3,66 +8,32 +17,91 +4,15 18,31

BF4 453,50 b 16,66 b 16,66 b 10,60 b 132,06 b 13,33 a 3,93b 2,72a 2,82b 73,12b 118,17b  121,46b 25,95 b 17,06 b
+25,71 +1,76 +1,76 +1,06 +6,41 +0,42 +0,31 +0,48 +0,79 +3,60 +13,14 +5,76 +7,49 6,14

BF5 492,00 a 18,18 a 17,93 a 1161a 146,71 a 13,73 a 454 a 2,32a 2,82a 75,75 a 12352a 13510a 29,99 a 2949 a
+31,46 +1,99 +2,21 +1,30 +10,34 +0,52 +0,53 +0,48 +0,63 +5,77 +4,59 +9,46 +4,44 18,48

Esi 431,00 c 16,66 b 16,16 b 11,11b 122,72 ¢ 13,53 a 4,04 b 2,22b 3,03a 67,46 b 112,11 b 11161 c 24,84 Db 17,77 b
433,61 +1,38 +1,38 +1,38 +4,58 +0,55 +0,00 +0,45 +0,00 46,03 +8,26 +4,51 +4,98 45,83

£S2 437,00 c 15,65 b 15,40 b 10,35b 127,77 b 13,33 a 4,04 b 232a 3,03a 76,55a 118,17 b 117,42 b 24,84 Db 1161c
+27,20 +1,59 +0,79 +0,79 +5,73 +0,42 +0,00 +0,48 +4,68 +3,52 +6,02 +5,61 +3,33 +1,28

ES3 419,30d 15,15b 15,15Db 10,82 b 121,57 ¢ 13,13 a 4,32 a 2,16 b 2,88 b 74,45a 109,08 b 110,75 ¢ 24,09 b 1471 c
+35,52 +2,06 +2,06 +1,23 +10,45 +1,92 +0,49 +0,38 +0,38 +3,62 +7,37 +9,60 +2,76 +4,97

Esa 408,50 d 15,40 b 14,89 b 10,35b 115,15¢ 1343 a 4,14 b 2,02b 3,03a 7453 a 120,89 a 104,80 c 24,03 b 16,05 b
+33,08 +1,43 +1,43 +0,79 +10,79 +0,48 +0,31 +0,00 +4,68 +4,89 +4,92 +10,59 +2,37 4,13

ES5 446,50 c 15,65b 15,65b 10,60 b 131,31 b 13,23 a 4,34 a 2,02b 3,03a 7393a 115,84 b 120,70 b 25,95 b 13,73 ¢c
+29,25 +1,06 +1,06 +1,06 +11,10 +0,31 +0,48 +0,00 +0,68 +4,53 +5,87 +11,40 +4,59 15,04

IP1 461,00 b 16,92 b 16,66 b 11,87 a 135,35a 13,33 a 4,34 a 232a 2,92b 72,82b 116,75 b 123,48 b 30,50 a 1747b
+29,98 +1,70 +1,76 +1,21 +12,72 +1,04 +0,48 +0,48 +0,74 5,15 +12,90 +12,62 +3,83 +5,08

P2 465,00 b 17,67 a 17,42 a 11,11 b 137,62 a 13,23 a 4,04 b 2,52 a 2,62b 75,75a 119,88 a 126,51 a 31,00 a 19,19b
+26,56 +1,68 +1,86 +1,76 8,27 +0,74 +0,47 +0,53 +0,70 +3,62 +6,91 +7,47 +4,54 +7,88

P3 488,00 a 17,93 a 1742 a 11,36 a 144,44 a 13,53 a 434a 2,32a 2,12b 69,89 b 116,45b 133,08 a 3242a 2343a
+28,00 +1,86 +0,79 +1,33 +14,27 +0,52 +0,48 +0,48 +0,31 +3,80 +5,92 +13,67 +3,93 +6,86



JP4

JPS

MR1

MR2

MR3

MR4

MRS

OoD1

OoD2

OD3

OD4

OD5

SJ1

SJ2

SJ3

SJ4

SJ5

435,00 ¢
+25,49
435,00 c
+19,92
449,50 ¢
+26,18
477,00 a
+35,05
45350 b
+18,26
45350 b
+21,73
475,00 a
+26,56
458,50 b
+21,08
478,50 a
+38,88
445,50 ¢
+27,73
443,00 c
+23,11
463,00 b
+20,57
463,00 b
+12,73
471,00 a
+20,78
456,00 b
+13,29
433,50 ¢
+20,28
450,50 ¢
+28,42

16,66 b
+1,38
1590 b
+2,67
1742 a
+1,43
18,68 a
+2,12
1742 a
+1,79
18,18 a
+1,06
1995a
+1,86
17,17b
+2,32
18,43 b
+1,70
16,66 b
+1,30
16,41 b
+2,14
18,18 a
+2,86
18,43 a
+1,70
19,44 a
+2,07
1742 a
+1,86
16,92 b
+1,70
18,18 a
+1,06

16,16 b
+1,38
1565b
+1,06
16,92 a
+1,21
18,43 a
+2,07
17,17 a
+1,59
17,67 a
+1,19
1944 a
+2,07
16,92 a
+1,70
1793 a
+1,43
16,41 b
+1,33
16,16 b
+1,76
17,67 a
+1,68
17,17 a
+1,99
18,43 a
+1,70
17,67 a
+1,68
16,92 a
+1,21
1742 a
+1,43

1161 a
+1,38
10,10 b
+0,00
1187 a
+1,21
1187 a
+1,70
1161 a
+1,30
11,11b
+1,30
12,37 a
+1,43
1111b
+1,30
10,85b
+1,21
10,60 b
+1,06
10,10 b
+1,19
11,36 a
+1,33
1111b
+1,30
12,12 a
+1,59
1161a
+1,30
10,85b
+1,21
1161a
+1,30

130,30 b
16,58
122,47 ¢
49,83
128,28 b
+11,95
138,88 a
+11,90
129,54 b
5,71
130,55 b
+8,07
140,65 a
+11,04
130,80 b
+10,56
140,40 a
+13,63
132,57 b
19,97
128,78 b
+11,35
132,82 b
16,20
129,54 b
+7,34
132,82 b
+5,48
127,77 b
+13,05
131,81 b
45,02
134,84 a
+13,79

13,33 a
+0,45
13,13 a
+0,47
13,23 a
+0,31
13,33 a
+0,42
13,13 a
+1,87
13,23 a
+0,31
13,43 a
+0,48
13,23 a
+0,74
13,73 a
+0,85
1343 a
+0,68
1343 a
+0,68
1343 a
+0,48
13,33 a
+0,42
13,23 a
+0,31
13,63 a
+0,53
13,73 a
+0,70
13,23 a
+0,31

3,33Db
+0,45
4,04 b
+0,00
4,14 b
+0,31
4,14 b
+0,31
4,14 b
+0,31
4,04b
+0,00
4,44 a
+0,52
4,14 b
+0,31
4,14 b
+0,88
4,14 b
+0,31
4,14 b
+0,31
4,04 b
+0,00
4,04b
+0,00
4,04b
+0,00
4,14 b
+0,31
4,04 b
+0,00
4,04 b
+0,00

2,22b
0,45
2,12b
0,31
2,32 a
40,48
2,02b
+0,00
2,02b
+0,00
2,12b
0,31
2,22b
0,42
2,02b
+0,00
2,22b
+0,42
242 a
+0,52
2,12b
0,31
2,02b
+0,00
2,12b
+0,31
2,12b
+0,31
2,12b
0,31
2,22b
+0,42
2,02b
+0,00

2,22b
+0,45
2,12b
40,31
3,03a
+4,68
2,92 a
+0,31
2,82b
+0,42
292a
10,31
3,03a
+4,68
2,62 b
+0,52
2,62 b
+0,52
2,62 b
+0,52
252b
+0,53
2,22 b
+0,42
2,82b
+0,42
2,92a
+0,31
3,03a
+4,68
2,82b
+0,42
252b
+0,53

72,11b
+7,23
71,71b
+3,49
72,41b
+5,15
74,03 a
+3,65
71,81b
+1,87
75,54 a
+2,84
73,42 a
+3,86
71,20 b
+3,34
7292b
+4,19
72,41b
+3,47
73,02b
+5.21
73,02b
+4,12
7494 a
+4,09
7443 a
+3,36
73,73 a
+3,62
73,83 a
+2,20
74,43 a
+3,95

122,21 a
+13,81
127,15a
+8,82
112,81 b
+13,36
119,98 a
+6,41
113,62 b
+6,96
120,19 a
+6,40
111,60 b
+6,46
116,95 b
+12,34
121,80 a
+8,34
116,15 b
+9,71
120,19 a
+13,08
117,46 b
+8,20
115,44 b
+7,89
115,74 b
+13,19
125,64 a
+8,43
120,99 a
+7,43
118,67 a
+7,04

118,68 b
45,92
112,37 ¢
+9,83
116,41 b
+12,10
127,01 a
+10,71
117,93 b
+6,30
119,44 b
+7,43
128,28 a
+11,02
119,69 b
+9,90
129,54 a
+13,57
121,96 b
+10,17
118,68 b
+10,97
121,46 b
6,00
118,43 b
+6,88
120,70 b
+5,29
116,16 b
+12,82
120,95 b
+4,97
123,23 b
*13,19

23,63 Db
3,24
23,23b
+2,56
23,83b
+4,10
26,05b
3,11
26,26 b
+2,93
25,55 b
+2,81
27,67 Db
2,94
23,33 Db
2,71
26,76 b
2,74
2555b
*3,65
25,04 b
+4,61
25,45b
+3,83
23,83 Db
+2,19
24,84 b
+2,48
25,95 Db
+3,01
24,44 b
+2,00
23,93b
+3,68
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17,77 b
+2,82
2484 a
+7,96
16,16 b
4,56
18,68 b
5,04
15,65 b
+4,47
15,15¢
15,36
17,37b
+2,68
1797b
+5,03
19,39b
+4,80
17,27 c
+5,22
16,76 c
15,26
15,04 c
+3,85
17,77b
+4,97
13,23 ¢
+4,34
16,76 b
+5,87
12,22 ¢
4,77
15,45¢
+8,98

(L)-comprimento do corpo; (8C)-maior didmetro do corpo; (dV)-diametro do corpo na altura da vulva; (@A)-diametro do corpo na altura do anus;

(St)-comprimento do estilete; (@bSt)-didmetro dos bulbos do estilete; (AbSt)-altura dos bulbos do estilete; (DGO)-distancia entre a abertura da
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glandula esofagiana dorsal e a base do estilete; (Po)-distancia da extremidade anterior do corpo a juncéo es6fago-intestino; (F)-comprimento do
esofago; (v-a)-distancia entre a vulva e a cauda; (T)-comprimento da cauda; (PUB)-comprimento do saco pos-uterino. Médias seguidas da mesma

letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.
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Tabela 3: Resultado da analise de variancia (ANOVA) dos caracteres morfométricos das
populacbes de Pratylenchus zeae coletadas nas usinas de cana-de-acUcar dos estados da

Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte.

Variaveis Df SSQ MSQ F value p-value
L 29 99416 3428.2 4.4509 <0,0001
]® 29 383.80 13.2346 4.0675 <0,0001
oV 29 1.0175 0.035085 3.7259 <0,0001
DA 29 0.8121 0.028004 2.1756 <0,0001
\% 29 0.68886 0.0237538 3.4538 <0,0001
St 29 0.06202 0.0021385 1.1065 <0,3289
@Bst 29 7.884 0.27185 1.737 <0,01
Abst 29 8.296 0.28605 2.1735 <0,0001
DGO 29 5.398 0.186138 4.0485 <0,0001
Po 29 816.4 28.151 1.5426 <0,01
F 29 4373.2 150.799 1.7371 <0,01
v-a 29 10914 376.34 3.3485 <0,0001
T 29 1613.9 55.652 3.8584 <0,0001
PUB 29 12.844 0.44288 4.5356 <0,0001
a 29 0.5771 0.0198999 2.0823 < 0,001
b 29 12.158 0.41923 2.532 <0,0001
C 29 1.4486 0.049950 2.1742 <0,0001
c 29 13.356 0.46054 3.3607 <0,0001
V% 29 124.30 4.2861 1.3996 <0,0903

(L)-comprimento do corpo; (8C)-maior didmetro do corpo; (dV)-didametro do corpo na altura
da vulva; (@A)-didametro do corpo na altura do anus; (St)-comprimento do estilete; (@bst)-
diametro dos bulbos do estilete; (Abst)-altura dos bulbos do estilete; (DGO)-distancia entre a
abertura da glandula esofagiana dorsal e a base do estilete; (Po)-distancia da extremidade
anterior do corpo a juncdo es6fago-intestino; (F)-comprimento do es6fago; (v-a)-distancia entre
a vulva e a cauda; (T)-comprimento da cauda; (PUB)-comprimento do saco p6s-uterino e 0s
indices de De Man: a (relagdo entre comprimento do corpo e maior largura do corpo); b (relacdo
entre comprimento do corpo e distancia entre a extremidade anterior e a juncdo esbfago-
intestino); c (relacdo entre comprimento do corpo e comprimento da cauda); ¢’ (relagdo entre
comprimento da cauda e didmetro da cauda na altura do anus) e V% (relacdo percentual entre
a distancia da extremidade anterior até a vulva em relagdo ao comprimento do corpo da fémea).
Df é o grau de liberdade, SSQ é a soma dos quadrados, MSQ é o quadrado médio e P>F (p-

value) é o nivel de significancia pelo teste F.
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Tabela 4: indices demanianos e desvio padrdo (entre paréntesis) calculados a partir dos

caracteres morfométricos de populacdes de Pratylenchus zeae coletadas em cinco areas de cada

usina de cana-de-agucar amostrada na regido Nordeste, Brasil: Usina Baia Formosa, RN (BF 1-

5), Usina Estivas, RN (ES 1-5), Usina Japungu, PB (JP 1-5), Usina Miriri, PB (MR 1-5), Usina

Olho D’Agua, PE (OD 1-5) e Usina Sdo José, PE (SJ 1-5).

Populagédo a b c c' V%
BE1 26,71 a 4,08 a 17,82 a 2,37¢C 71,27 a
(x1,83) (x0,58) (x3,73) (x0,43) (x2,82)
BE2 29,14 a 4,09 a 16,35 a 2,71a 71,50 a
(£3,41) (x0,49) (x2,66) (x0,43) (x1,83)
BE3 26,78 a 3,77b 17,22 a 251D 70,10 b
(x2,23) (+0,32) (£2,26) (x0,45) (£2,49)
BF4 27,35a 3,88a 19,05 a 2,43 b 70,84 b
(£1,78) (+0,53) (6,58) (x0,58) (x0,98)
BF5 26,05b 3,83a 16,12 a 2,62 b 70,17 b
(£1,53) (0,34) (+2,85) (+0,56) (£1,35)
Es] 26,01 b 3,85a 17,77 a 2,24 C 71,39 a
(x3,00) (x0,38) (x2,94) (x0,37) (x2,38)
£S2 28,07 a 3,70 b 17,93 a 241D 70,69 b
(x2,25) (x0,27) (£3,16) (x0,37) (x1,64)
ES3 27,88 a 3,86 a 17,57 a 2,24 ¢ 70,99 a
(x2,27) (+0,44) (£2,29) (+0,31) (0,80)
Esa 26,77 a 3,37 Db 17,08 a 2,33¢C 71,79 a
(%3,85) (0,23) (+1,67) (+0,29) (£1,75)
£S5 28,57 a 3,86 a 17,55 a 2,46 b 70,59 b
(x1,87) (x0,34) (x2,29) (+0,46) (x1,40)
IP1 27,47 a 4,00 a 15,32 a 2,58 b 70,66 b
(x3,12) (x0,57) (x2.01) (x0,33) (x1,61)
P2 26,45 b 3,89a 15,26 a 2,83a 70,38 b
(£2,21) (0,36) (+2,16) (+0,46) (£1,80)
P3 27,43 a 4,20 a 15,25 a 2,88 a 70,44 b
(£2,67) (0,40) (£1,99) (x0,44) (£1,61)
P4 26,15 b 3,58hb 18,57 a 2,03¢c 70,02 b
(x1,05) (£0,26) (x1,61) (x0,14) (x1,01)
IP5 28,10 a 3,44 b 19,00 a 2,30¢C 71,90 a
(£5,17) (x0,31) (x2,63) (x0,25) (x1,31)
MR1 25,90 b 4,02 a 19,41 a 2,01c 71,48 a
(+1,85) (0,37) (+4,08) (+0,30) (£1,66)
MR2 25,65 b 3,98 a 18,46 a 2,21¢c 70,89 b
(£1,47) (0,38) (+1,89) (x0,22) (0,96)
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MR3 26,07 b 4,00 a 17,43 a 2,28 ¢ 71,42 a
(x1,44) (x0,34) (x1,77) (x0,32) (x1,03)
MR4 24,98 b 3,78 b 17,92 a 2,31c 71,21 a
(£1,27) (0,30) (£1,97) (x0,27) (£1,17)
MR5 23,95b 4,27 a 17,28 a 2,25¢ 70,40 b
(£2,06) (0,39) (£1,49) (x0,29) (£1,14)
oD1 27,00 a 3,96 a 19,82 a 2,11c 71,49 a
(x2,60) (x0,51) (x1,89) (x0,25) (x1,29)
0D2 26,04 b 3,93a 17,96 a 2,47 b 70,53 b
(x2,37) (x0,36) (x1,66) (x0,23) (£2,96)
0D3 26,84 a 3,85a 17,80 a 2,41b 70,16 b
(x2,22) (x0,36) (£3,04) (x0,31) (x2,57)
OD4 27,30 a 3,72b 18,12 a 2,50 b 70,92 b
(£2,94) (0,46) (x2,81) (x0,50) (£2,11)
OD5 25,99 b 3,95a 18,51 a 2,25¢ 71,30 a
(3,80) (0,29) (x2,57) (x0,30) (0,89)
Sl 25,28 b 4,03 a 19,57 a 2,16 ¢ 72,02 a
(x2,10) (0,33) (+1,84) (0,27) (£1,41)
sJ2 24,41 Db 412 a 19,18 a 2,07¢c 71,77 a
(x2,18) (+0,59) (+2,68) (x0,31) (£1,17)
I3 26,45 b 3,64b 17,77 a 2,25¢ 71,97 a
(£3,09) (x0,22) (£2,02) (x0,32) (£2,74)
s34 25,79 b 3,59b 17,82 a 2,27 ¢ 69,54 b
(£2,18) (0,30) (+1,33) (x0,29) (£1,70)
SJ5 24,82 b 3,80 b 19,42 a 2,08 ¢ 70,09 b
(+1,67) (0,20) (+4,63) (+0,39) (£2,11)

indices de De Man: a (relagao entre comprimento do corpo e maior largura do corpo); b (relagéo
entre comprimento do corpo e distancia entre a extremidade anterior e a juncdo esofago-
intestino); ¢ (relagdo entre comprimento do corpo € comprimento da cauda); ¢’ (relagcao entre
comprimento da cauda e didmetro da cauda na altura do anus) e V% (relacao percentual entre
a distancia da extremidade anterior até a vulva em relagdo ao comprimento do corpo da fémea).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de

significancia.
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Tabela 5: Analise fisica de solo em cinco areas de cada usina de cana-de-agicar amostrada na
regido Nordeste, Brasil: Usina Baia Formosa, RN (BF1-5), Usina Estivas, RN (ES1-5), Usina
Japungu, PB (JP1-5), Usina Miriri, PB (MR1-5), Usina Olho D’Agua, PE (OD1-5) e Usina Sdo

José, PE (SJ1-5).

Amostra/Area Argila (%) Silte (%) Areia (%)
BF1 57 24 19
BF2 74 15 11
BF3 43 6 51
BF4 45 6 49
BF5 50 7 43
JP1 42 8 50
JP2 47 10 43
JP3 47 10 43
JP4 41 9 50
JP5 40 10 50
OD1 66 8 26
OoD2 65 9 26
OD3 65 8 27
OD4 65 9 26
OD5 59 10 31
ES1 54 6 40
ES2 51 7 42
ES3 48 5 47
ES4 47 7 46
ES5 45 7 48
SJ1 61 11 28
SJ2 60 11 29
SJ3 57 20 23
SJ4 57 20 23
SJ5 59 23 18
MR1 59 10 31
MR2 56 9 35
MR3 54 10 36
MR4 60 9 31

MR5 60 10 30
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Tabela 6: Andlise quimica de solos coletados em cinco &reas de cada usina de cana-de-agucar
amostrada na regido Nordeste, Brasil: Usina Baia Formosa, RN (BF1-5), Usina Estivas, RN
(ES1-5), Usina Japungu, PB (JP1-5), Usina Miriri, PB (MR1-5), Usina Olho D’Agua, PE (OD1-

5) e Usina Séo José, PE (SJ1-5).

Amostra g/lrgé g/ dm? oH cmolc/ dm3 de solo vV
(0)

P C H+tAL [Ca| Mg | K [ SB | T (%)

BF1 8,6 13,8 4,0 6,2 12 04 0,2 2,2 6,8 32,8

BF2 21,6 89 47 3,6 12 0,3 0,2 18 55 333
BF3 73,4 72 53 2,7 1,7 06 0,1 25 52 481
BF4 42,6 10,3 4,5 3,9 10 04 0,3 1,7 57 30,7
BF5 46,6 94 44 3,6 09 02 0,2 15 51 289
JP1 75,2 79 5 3,1 16 0,2 0,1 19 51 383
JP2 190,2 11,7 51 3,6 31 04 0,2 37 7,4 505
JP3 21,4 7,7 472 3,9 08 0,2 0,1 1,2 51 235
JP4 59 80 4,2 3,6 0,7 01 0,2 11 48 42
JP5 8,1 80 472 3,6 08 0,2 0,2 1,2 49 253
OoD1 53,5 8,7 51 2,9 1.8 04 0,1 23 53 448
OoD2 165,5 88 54 2,5 22 05 0,2 30 55 543
OoD3 102,8 10,1 54 2,9 22 06 0,1 30 60 512
OD4 40,2 92 50 3,4 23 08 0,1 33 6,7 493
OD5 173,2 90 58 2,1 3,7 0,6 0,2 46 68 682
ES1 129,7 112 5,6 2,5 31 11 0,3 46 7,1 64,6
ES2 92,3 109 55 2,7 20 08 0,3 31 59 537
ES3 248,6 115 5,8 2,5 34 11 0,3 49 75 66,1
ES4 223,8 169 58 2,7 36 12 0,4 52 80 659
ES5 2447 146 6,1 2,5 35 13 0,2 51 7,6 66,7
Si1 40,2 135 4,7 4,2 19 06 0,6 31 73 422
SJ2 101,8 13,1 5,0 3,9 26 0,6 0,3 36 76 479
SJ3 295,7 152 6,1 2,5 40 1.2 0,6 58 84 69,7
SJ4 16,9 17,2 48 4,9 26 10 0,3 40 90 448
SJ5 11,7 138 4,0 6,2 12 06 0,2 20 82 251
MR1 116,8 195 4,6 5,7 2,7 08 0,2 38 96 400
MR2 20,0 140 57 2,9 29 13 0,2 46 75 610
MR3 127,0 112 5.2 3,1 24 0,6 0,2 32 64 508
MR4 25,4 16,0 51 4,2 25 09 0,2 3,7 80 468
MR5 6,0 116 44 4,6 12 05 0,2 20 66 308

Faésforo (P); carbono (C); aluminio (Al); acidez potencial (H + Al); célcio (Ca); magnesio (Mg);

potassio (K); soma de bases (SB); capacidade de troca de cations (T); saturacdo por bases (V).
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CAPITULO 3

Controle biologico de Pratylenchus zeae e Meloidogyne incognita na cultura do milho
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RESUMO

O manejo de nematoides com nematicidas biolégicos vem ganhando destaque na agricultura
brasileira. Na cultura da soja, esta pratica ja é bastante comum, mas no milho, geralmente
cultivado como cultura de segunda safra, o controle de nematoides tem pequena adocéo. O
objetivo desse trabalho, portanto, foi avaliar a eficiéncia de produtos biol6gicos, aplicados via
tratamento de sementes de milho, no controle de densidades populacionais crescentes de P.
zeae e M. incognita. Os experimentos foram realizados in vitro e em condigdes de casa de
vegetacdo. Os nematicidas bioldgicos testados foram: Pochonia chlamydosporia (Rizotec),
Purpureocillium lilacinum (Nemat) e Bacillus firmus (Votivo Prime). No teste in vitro foram
utilizados 0os mesmos nematicidas e a densidade populacional de 50 nematoides por repetigao.
As densidades populacionais nos experimentos de casa de vegetagdo, foram 0 (testemunha),
2.000 e 6.000 nematoides por planta; As avaliagdes foram realizadas 24 e 48 horas, para 0s
testes in vitro, e aos 7 e 60 dias ap6s inoculagdo (DAI), para avaliar a penetragdo e a
multiplicagdo dos nematoides, respectivamente. Purpureocillium lilacinum e P.
chlamydosporia causaram maior mortalidade de P. zeae e M. incognita, tanto 24 quanto 48
horas nos testes in vitro. O tratamento com P. chlamydosporia proporcionou menor penetracéo
de P. zeae na densidade de 6000 nematoides por planta, aos 7 DAI, enquanto para M. incognita,
menor penetracdo foi observada nos tratamentos com P. lilacinum e P. chlamydosporia. Aos
60 DAL, todos os nematicidas bioldgicos reduziram a populacdo de M. incognita nas densidades
de 667 e 6.000 nematoides por planta, sendo que o tratamento com B. firmus apresentou, ainda,
o0 menor FR na densidade de 2.000. B. firmus foi o que apresentou melhor eficiéncia em reduzir
a multiplicacdo de M. incognita aos 60 DAI. O tratamento a base de P. chlamydosporia
apresentou menor valor de massa fresca de raiz, e a utilizagéo dos diferentes nematicidas com
as densidades de indéculo reduziram a massa seca de parte aérea em relacdo a testemunha

absoluta.
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Palavras-chave: Zea mays; fitonematoides; Pochonia chlamydosporia; Purpureocillium

lilacinum; Bacillus firmus; manejo.

ABSTRACT

Nematode management using biological nematicides has been gaining prominence in Brazilian
agriculture. In soybean crops, this practice is already common, but in maize, which usually is
cropped in the second season, nematode control has little adoption. Therefore, the objective of
this work was to evaluate the efficiency of biological nematicides, applied as seed treatment in
maize, in the control of different population densities of P. zeae and M. incognita. Experiments
were conducted in vitro and conditions under greenhouse. Biological nematicides tested were
Pochonia chlamydosporia (Rizotec), Purpureocillium lilacinum (Nemat), and Bacillus firmus
(Votivo Prime). In in vitro, the same nematicides were tested with the population density of 50
nematodes per replicate. Population densities used in experiments under greenhouse were 0
(check), 2,000, and 6,000 nematodes per plant. Evaluations were done at 24 and 48 hours after
the contact of nematodes with the nematicides in in vitro tests, and at 7 and 60 days after
inoculation (DAI), to evaluate the penetration and the nematode multiplication, respectively.
Purpureocillium lilacinum and P. chlamydosporia caused higher mortality of P. zeae and M.
incognita, both at 24 and 48 hours in the in vitro test. The treatment with P. chlamydosporia
allowed lower penetration of P. zeae in the population density of 6,000 nematodes per plant, at
7 DAI, while for M. incognita, lower penetration was observed in the treatments with P.
lilacinum and P. chlamydosporia. At 60 DAL, all the biological nematicides tested reduced the
M. incognita population in the population densities of 667 and 6,000 nematodes per plant, in
which the treatment with B. firmus showed, yet, the lower value of RF in the density of 2,000.
B. firmus was the one that showed the best efficiency in reducing the multiplication of M.

incognita at 60 DAI. The treatment based on P. chlamydosporia showed lower value of fresh
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root mass, and the use of different nematicides with inoculum densities reduced the dry mass

of the aerial part in relation to the absolute control.

Key words: Zea mays; phytonematodes; Pochonia chlamydosporia; Purpureocillium

lilacinum; Bacillus firmus; management.

1. Introdugéo

O milho, Zeae mays L., € uma cultura que possui grande importancia socioecondmica
(Lima 2018). Estados Unidos, China e Brasil sdo os principais produtores mundiais, enquanto
Estados Unidos, Brasil e Argentina, os maiores exportadores mundiais (USDA, 2020). Os
principais estados brasileiros produtores de milho sdo Mato Grosso, Parand, Goias, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (CONAB, 2020) e o principal destino da
producdo é para ragdo animal (Sologuren, 2015). Diversos fatores afetam sua produtividade,
dentre os quais se destacam as doencas causadas pelos fitonematoides, em que mais de 60
espécies foram relatadas na cultura em todo o mundo (Nicol et al., 2011). Dentre as espécies
encontradas no Brasil com relevancia econdmica estdo Pratylenchus brachyurus, P. zeae,
Meloidogyne incognita e M. javanica (Andrade, 2010; Cruz et al., 2011; Ferraz e Brown, 2016;
Galbieri e Asmus, 2016; Galbieri et al., 2012).

As perdas podem chegar até 30% em lavouras de milho infestadas por Pratylenchus
(Dinardo-Miranda e Dinardo Miranda, 2018). Para Pratylenchus spp., a falta de cultivares
resistentes, além de poucas opgdes de plantas para rotacdo e aumento de cultivo em &reas
arenosas, aumentaram a dispersdo e o impacto desse nematoide nas culturas agricolas, entre
elas o milho (Inomoto 2015; Ferraz e Brown, 2016). Com relagéo a Meloidogyne, cerca de 20-
30% dos hibridos comercializados no Brasil sdo resistentes a M. javanica, porém para M.
incognita, ndo se conhece até o momento hibrido de milho que seja resistente a este nematoide

(Levy et al., 2009).
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O manejo desses nematoides € feito basicamente da utilizacdo de nematicidas quimicos
ou bioldgicos, via tratamento de sementes ou via aplica¢éo no sulco de plantio, integrada a outra
técnica, como a utilizagdo de cultivares resistentes ou rotacdo de culturas. As principais formas
de utilizacdo de nematicidas quimicos e biolégicos no Brasil, sdo via tratamento de sementes e
aplicacdo no sulco de plantio ou soqueira (Machado et al., 2016; Silva et al., 2019). A eficiéncia
de nematicidas quimicos é varidvel, provavelmente em fungéo dos diferentes tipos de solo, bem
como diferentes regimes de chuva e clima, densidades populacionais iniciais varidveis de
acordo com a espécie estudada e pela prdpria espécie de nematoide (Silva et al., 2019).

Em contrapartida, varios estudos tém demonstrado o potencial do controle bioldgico de
nematoides em diversas culturas agricolas, pois 0 mesmo apresenta vantagens em relacdo ao
controle quimico, entre elas ndo ser prejudicial ao meio ambiente, ndo deixar residuos nos
produtos colhidos, ndo favorecer a selecéo de populaces resistentes dos nematoides, ndo causar
desequilibrio na biota do solo e ser de facil aplicacdo (Soares, 2006). O mercado global de
produtos bioldgicos para o controle de pragas e doencas na agricultura representou cerca de 2%
do mercado de defensivos agricolas mundial no ano de 2016 (Machado et al., 2016). O Brasil
¢ até o presente momento, o quarto pais com melhor performance na producdo de
produtos bioldgicos, em que o setor é liderado por Estados Unidos, Espanha e Italia. A
producdo de produtos bioldgicos no Brasil cresceu mais de 70%, superando o crescimento do
mercado global, que foi 17% (MAPA, 2020).

Mais de 200 diferentes organismos sao considerados inimigos naturais dos nematoides.
Entre esses, 0s fungos e bactérias estdo como agentes potenciais para controle bioldgico
(Dijksterhuis et al., 1994). Normalmente tais organismos parasitam ovos, predam juvenis,
adultos ou cistos, ou ainda produzem substancias toxicas aos nematoides (Jatala, 1986; Stirling,
1991). No total, 80% dos produtos registrados para fitonematoides sdo a base de bactérias, e 0
restante sdo fungos existindo até o momento dois produtos registrados a base de P.

chlamydosporia e dois a base de P. lilacinum (Carneiro et al., 2020).
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Como alguns exemplos de produtos comerciais registrados no Brasil para o controle de
espécies de importancia econdbmica de nematoides dos géneros Meloidogyne e Pratylenchus
para todas as culturas conforme dados da Agrofit podemos citar: o0 Votivo Prime® B. firmus
Bredemann e Werner (1933) para M. javanica e P. brachyurus; Quartzo B. subtilis Cohn (1872)
+ B. licheniformis Chester (1901) para P. zeae e M. incognita; 0 Nemat® Purpureocillium
Lilacinum Luangsa-ard, Houbraken, Hywel-Jones e Samson (2011) para M. incognita, M.
javanica e P. brachyurus; Trichodermil SC 1306® Trichoderma harzianum Rifai, (1969) para
P. zeae; e Rizotec® Pochonia chlamydosporia Sung, Sung, Hywel-Jones e Spatafora (2007)
para M. javanica (MAPA, 2020).

Varios pesquisadores tém realizados estudos com biocontrole de fitonematoides.
retardando o parasitismo dos nematoides sobre as raizes das plantas. Como exemplo, podemos
citar uma pesquisa com Pasteuria thornei que apresentou potencial no controle de P.
brachyurus na cultura da soja e P. zeae na cultura do milho (Confort, 2017). Em um estudo de
levantamento em que foi avaliado a eficiéncia do controle de P. brachyurus na cultura de milho
doce em casa de vegetacdo, com 7 agentes de controle bioldgico (Bacillus methilotrophicus; B.
subtilis; B. firmus; Bacillus sp.; B. amyloliquefaciens e Trichoderma koningiopsis), observou-
se que os agentes bioldgicos proporcionaram maior desenvolvimento vegetativo da planta, além
de reduzirem a reproducdo do nematoide (Carvalho, 2018).

B. firmus (Votivo®) apresentou-se efetivo no controle de M. incognita e P. brachyurus
no milho em condicGes de casa de vegetacdo, utilizado em tratamento de sementes (Oliveira et
al., 2015). Neste estudo, os autores relataram tanto a protecdo inicial do sistema radicular contra
a penetracdo de ambos 0s nematoides, quanto a redugdo da capacidade de multiplicacdo dos
nematoides quando da avaliacdo do fator de reproducédo aos 45 e 60 dias ap0s a inoculagéo.

O mesmo agente de controle bioldgico, B. firmus (Votivo®), foi avaliado em condigdes
de casa de vegetagéo para o controle de M. incognita em milho. Neste caso, as sementes tratadas

com o produto foram armazenadas em condic¢des de cdmara fria e, apds 50, 100 e 150 dias ap0s
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o tratamento, além de sementes tratadas no mesmo dia, estas foram semeadas e inoculadas com
0 nematoide, avaliando-se o efeito do tempo de armazenamento das sementes tratadas no
controle de M. incognita. Os resultados obtidos pelos autores mostraram que B. firmus manteve
sua eficiéncia de controle, mesmo apds 100 dias de armazenamento (Matunaga et al., 2018).
Posteriormente, esse mesmo estudo foi ampliado com o armazenamento de sementes tratadas,
em condicdes de temperatura ambiente, com a adi¢do dos produtos P. lilacinum (Nemat®) e P.
chlamydosporia (Rizotec®). As sementes tratadas ficaram armazenadas por 30, 60, 90, 120 e
150 dias apds o tratamento, foram semeadas e inoculadas com M. incognita e, apds 40 dias da
inoculagéo, a populagdo do nematoide foi avaliada. Como resultados, foi observado que, para
P. lilacinum, ndo houve interferéncia do tempo de armazenamento na eficiéncia de controle,
enquanto para P. chlamydoporia, houve interferéncia negativa do tempo de armazenamento
(Matunaga, 2019).

Vale ressaltar que, mesmo diante de resultados de pesquisa promissores, nenhum
nematicida quimico ou bioldgico, utilizado de maneira isolada ou sem o devido planejamento,
atingiré elevados niveis de eficiéncia no controle de nematoides. Além disso, os nematicidas
devem ser melhor estudados quanto aos seus efeitos no controle de nematoides em diferentes
condicBGes ambientais, tipos de solo, culturas agricolas, espécies de nematoides e, inclusive,
densidades populacionais dos nematoides, pois todas essas caracteristicas podem interferir na
eficiéncia de controle. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia de
nematicidas bioldgicos, aplicados via tratamento de sementes de milho, no controle de

densidades populacionais crescentes de P. zeae e M. incognita.

2. Material e Métodos
2.1. Local do experimento
Foram realizados dois experimentos em condigdes de casa de vegetacédo, no Instituto de

Desenvolvimento Rural do Parand (IAPAR/ EMATER), situado na cidade de Londrina, PR
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(23°21°20S; 51°09°2”0), para avaliagao da eficiéncia de produtos bioldgicos no controle de P.
zeae e M. incognita na cultura do milho. Paralelo aos experimentos em casa de vegetagéo,
foram realizados também experimentos in vitro, a fim de avaliar o efeito dos produtos na
mortalidade de P. zeae e M. incognita.

2.2. Obtencéo dos indculos

A populagdo de P. zeae utilizada como indculo foi obtida de raizes de milho, coletadas
no municipio de Londrina, Parana, tendo sido inicialmente identificada pelas suas
caracteristicas morfoldgicas e morfométricas (Castillo e Vovlas, 2007). Rotineiramente, esta
populacdo € mantida em casa de vegetacdo em plantas de arroz, milho e quiabo. A populacdo
de M. incognita foi obtida de raizes parasitadas de café, coletadas no municipio de Altonia,
Parang, tendo sido inicialmente identificada por eletroforese de isoenzimas (Carneiro e
Almeida, 2001), sendo uma Unica massa de ovos separada e inoculada em tomateiros sadios
para purificacdo da populagdo. Rotineiramente, a populacéo de M. incognita é mantida em casa
de vegetacdo em plantas de tomate, quiabo ou soja.

Os indculos de P. zeae e M. incognita foram obtidos a partir da trituragdo das raizes das
plantas hospedeiras através da metodologia de Boneti e Ferraz (1981), sem hipoclorito de sddio
no caso de P. zeae, sendo os nematoides extraidos, quantificados em microscépio de luz, com
auxilio de cdmara de Peters. Para o experimento in vitro, os ovos de M. incognita extraidos por
esse procedimento foram depositados sobre funis de Baermann otimizado, conforme descrito
por Machado e Silva (2019), para obtencdo dos juvenis.

2.3. Experimentos in vitro

Os nematoides foram distribuidos em tubos de ensaio com volume de suspensao final
de 5 ml. Os nematicidas bioldgicos testados foram Nemat® (Purpureocillium lilacinum),
Rizotec® (Pochonia chlamydosporia) e o Votivo® (Bacillus firmus), com doses de 0,0013;
0,005 e 73 pl respectivamente. Inicialmente, foi pipetada com auxilio de pipetador automatico,

o volume de 4 ml de calda de cada um dos nematicidas bioldgicos testados diluidos em &gua.
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Apbs, 1 ml da suspensao contendo 50 nematoides (adultos e juvenis de P. zeae e juvenis
de segundo estadio, J2, de M. incognita) foi pipetado em cada tubo de ensaio, que foi
considerado a unidade experimental. Os tubos foram mantidos em cAmara incubadora do tipo
B.O.D. (Demanda Bioquimica de Oxigénio) em temperatura de 26 °C, com fotoperiodo de 12
horas de luz.

Para a avaliacdo do efeito dos nematicidas bioldgicos sobre a mortalidade dos
nematoides, as avaliacOes foram realizadas 24 e 48 horas ap6s o tratamento. O sobrenadante de
cada tubo de ensaio foi retirado, com o0 objetivo de concentrar os nematoides. A suspenséo foi
distribuida em camara de Peters e foi realizada a contagem do nimero de nematoides ativos (ou
vivos), mortos e pouco moveis (PM). Nematoides ativos foram aqueles que mantiveram o
comportamento normal, caracteristico da espécie; nematoides mortos, aqueles que néo
apresentaram nenhum movimento, geralmente com o corpo completamente esticado, reto;
nematoides pouco mdveis (PM) foram considerados aqueles com comportamento anormal para

a espécie ou aqueles quase paralisados.

2.4. Experimentos em casa de vegetacao

O delineamento experimental utilizado para ambos os experimentos foi o inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 4 x 3 (4 tratamentos nematicidas x 3 densidades de indculo),
com doze repeticoes, sendo seis para avaliar a penetracdo dos nematoides e seis para avaliagcdo
do FR, com excecdo da testemunha absoluta, cujo nimero de repeti¢es foram seis, uma vez
que essa testemunha apenas acompanhou o experimento para verificacdo do desenvolvimento
das plantas.

Para ambos o0s experimentos (P. zeae e M. incognita), foi utilizado o hibrido de milho
P3764PWU, sendo semeada uma semente por vaso, apds tratamento com os produtos
bioldgicos. Os produtos utilizados foram Nemat®, Rizotec® e o Votivo®, as doses foram

calculadas conforme recomendacdo do fabricante. Os tratamentos e doses de produtos
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bioldgicos testados no controle de Pratylenchus zeae e Meloidogyne incognita, em condicGes
de vegetacdo foram: testemunha (Sem nematoide e sem produto); testemunha inoculada (667
nematoides/ planta); testemunha inoculada (2000 nematoides/ planta); testemunha inoculada
(6000 nematoides/ planta); Nemat® Purpureocillium lilacinum (667 nematoides/ planta) com
dose recomendada de 100 a 250g/100kg de sementes, sendo utilizada no experimento
0,0169/10,57g de sementes; Nemat® P. lilacinum (2000 nematoides/ planta) sendo dose
recomendada de 100 a 250g/100kg de sementes, e utilizada no experimento 0,0169/10,57g de
sementes; Nemat® P. lilacinum (6000 nematoides/ planta) com dose recomendada de 100 a
2509/100kg de sementes, e dose 0,0169/10,57g de sementes utilizada; Rizotec® Pochonia
chlamydosporia (667 nematoides/ planta) com dose 240g/ha, e dose utilizada no experimento
0,063g/10,57g de sementes; Rizotec® P. chlamydosporia (2000 nematoides/ planta) com dose
240g/ha, sendo utilizada 0,0639/10,57g de sementes; Rizotec® P. chlamydosporia (6000
nematoides/ planta) com dose 240g/ha, sendo 0,063g/10,57g de sementes utilizada no
experimento; Votivo® Bacillus firmus (667 nematoides/ planta) com dose recomendada de 25
a 70ml1/60 mil sementes, sendo 8,8 pl/10,57g de sementes utilizada no experimento; Votivo®
B. firmus (2000 nematoides/ planta) com dose recomendada de 25 a 70ml/60 mil sementes,
sendo 8,8 pl/10,57g de sementes utilizada, e Votivo® B. firmus (6000 nematoides/ planta) com
dose recomendada de 25 a 70ml1/60 mil sementes, sendo 8,8 ul/10,57g de sementes.

A semeadura foi realizada em vasos de 945 ml, contendo solo (80% de areia, 15% de
argila e 5% de silte) esterilizado por calor seco (160 °C/ 5 horas). As densidades populacionais
dos nematoides utilizadas foram 667, 2000 e 6000 nematoides/planta, sendo a inoculagéo
realizada logo ap6s a emergéncia das plantulas, cerca de cinco dias ap6s a semeadura.

A irrigacdo foi realizada diariamente, conforme necessidade, mantendo-se o solo na
capacidade de campo. A adubacdo feita no momento da semeadura, com o fertilizante de
liberagéo lenta Osmocote® plus (15% N; 9% P.0s; 12% K,0; 1%Mg; 2,3% S; 0,05% Cu; 0,45%

Fe; 0,06% Mn e 0,02% Mo).
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A avaliacdo da penetracdo dos nematoides foi feita 7 dias apds a inoculagéo. Para isso,
as raizes foram cuidadosamente separadas do solo, utilizando-se balde com &gua corrente, secas
em papel absorvente e pesadas. Apés, procedeu-se a coloracdo dos nematoides presentes nos
tecidos radiculares com fucsina &cida, pela metodologia de Byrd et al. (1983). Para observacao
dos nematoides no interior das raizes, estas foram montadas sobre laminas de microscopia e 0s
nematoides foram quantificados em microscépio de luz, conforme descrito por Machado e
Mattos (2019).

A avaliacdo da multiplicacdo dos nematoides, e influéncia da presenca dele na biomassa
fresca e seca da parte aérea e no fator de reproducdo foi feita 60 dias ap6s a inoculacdo, através
da extracdo dos nematoides das raizes em cada tratamento. Para isso, a parte aérea das plantas
foi retirada e pesada, obtendo-se o valor de massa fresca de parte aérea (MFPA). Apds pesagem,
a parte aérea das plantas foi seca em estufa de circulagdo de ar forcada a 60 °C, até peso
constante, obtendo-se o valor de massa seca de parte aérea (MSPA). As raizes foram lavadas
em &gua corrente, pesadas e, em seguida, os nematoides foram extraidos conforme metodologia
de Boneti e Ferraz (1981). Os nematoides foram quantificados com auxilio de cAmara de Peters
sob microscépio de luz. A populacdo extraida em cada tratamento foi dividida pela populacéo
inicial inoculada para obtencdo FR dos nematoides. Além disso, 0 nimero de nematoides por
grama de raiz também foi calculado pela divisdo da populagdo final pela massa fresca de raizes.

2.5. Andlise estatistica

Os dados obtidos no experimento in vitro foram submetidos a analise de variancia e ao
teste de normalidade dos residuos de Shapiro-Wilk (1965). Como ndo foram atendidos os
pressupostos do modelo linear, realizou-se a analise de variancia ndo-paramétrica seguida pelo
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacdo das medianas. Para os dados de
penetracdo dos nematoides, FR e Nematoide/grama de raiz, foi realizada a anélise de variancia
e o0 teste de normalidade dos residuos de Shapiro-Wilk (1965) e, quando necessério, foi

realizada a transformacéo dos dados conforme indicado pelo procedimento de Box-Cox (1964).
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Apos, foi feita a anélise de desdobramento de interagdes dos fatores para cada variavel por meio
do contraste de médias pelo teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Para os dados de MFPA
e MSPA, apds analise de variancia e teste de normalidade dos residuos, foi realizada analise
para verificagdo da interacdo dos fatores e contraste das médias fatoriais e para contraste de
médias do tratamento adicional com a média geral da fatorial pelo teste de Scott-Knott a 5 %
de significancia. Para todas as andlises, utilizou-se o software estatistico R (R Core Team,

2015).

3. Resultados

3.1. Experimentos in vitro

No experimento realizado com P. zeae (Tabela 3), as porcentagens de nematoides
mortos em todos os tratamentos nematicidas bioldgicos diferiram significativamente da
testemunha, tanto na avaliagdo de 24 quanto na de 48 horas. Entretanto, os nematicidas a base
de P. lilacinum e P. chlamydosporia foram os mais eficientes para causar mortalidade em P.
zeae, uma vez que os valores de % de mortos nesses tratamentos foram significativamente
maiores que os dos demais tratamentos. O tratamento a base de B. firmus apresentou valores
intermediarios para ambas as varidveis analisadas. No entanto, foi o que causou a maior % de
pouco moveis (PM), diferindo significativamente dos demais tratamentos, com exce¢do da
testemunha avaliada em 48 h.

Para M. incognita (Tabela 4), de maneira semelhante ao observado para P. zeae, 0s
tratamentos a base de P. lilacinum e P. chlamydosporia apresentaram os maiores valores de %
de mortos e os menores de % de vivos, diferindo significativamente dos demais tratamentos,
tanto 24 quanto 48 horas ap0s 0 contato com os produtos. Os valores de % de PM também
foram significativamente menores em todos os tratamentos, em relacdo aquele a base de B.

firmus.
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297  Tabela 3. Porcentagem de Pratylenchus zeae mortos, pouco moveis (PM) e vivos nas avali¢cGes

298  realizadas 24 e 48 horas apds o contato com 0s nematicidas biologicos, em condig@es in vitro.

% mortos % PM % ViVOos
Tratamentos
24 horas
Testemunha 0,00c 0,65b 99,35 a
Purpureocillium lilacinum 97,64 a 2,36 b 0,00c
Pochonia chlamydosporia 98,47 a 1,15b 0,38 ¢
Bacillus firmus 55,08 b 18,92 a 26,00 b
48 horas
Testemunha 4,99 c 30,22 a 64,78 a
Purpureocillium lilacinum 100,00 a 0,00 b 0,00c
Pochonia chlamydosporia 100,00 a 0,00 b 0,00c
Bacillus firmus 72,81 Db 23,74 a 3,44 b

299  Cada valor representa a mediana de seis repeticdes. Valores sequidos de mesma letra na coluna
300 ndo diferem entre si pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, a 5% de significancia.

301

302 Tabela 4. Porcentagem de Meloidogyne incognita mortos, pouco mdéveis (PM) e vivos nas

303 avalicOes realizadas 24 e 48 horas apds o contato com o0s nematicidas biolégicos, em condicdes

304 invitro.
305
% mortos % PM %0 Vivos
Tratamentos
24 horas
Testemunha 0,21d 0,00 c 99,79 a
Purpureocillium lilacinum 93,37b 6,36 b 0,26 ¢

Pochonia chlamydosporia 99,16 a 0,83 ¢ 0,00 c
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Bacillus firmus 55,18 c 16,57 a 28,25 b
48 horas

Testemunha 1,22 ¢ 0,26 b 98,51 a

Purpureocillium lilacinum 100,00 a 0,00 b 0,00c

Pochonia chlamydosporia 100,00 a 0,00 b 0,00c

Bacillus firmus 65,39 b 12,58 a 22,02 b

Cada valor representa a mediana de seis repeti¢des. Valores seguidos de mesma letra na coluna

ndo diferem entre si pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, a 5% de significancia.

3.2.Experimentos em casa de vegetacao

Os valores obtidos para o niUmero de nematoides encontrados dentro das raizes de milho
sob os diferentes tratamentos com os nematicidas biolégicos e densidades de indéculo, no
experimento realizado com P. zeae, encontram-se resumidos na Tabela 5. Nos tratamentos
nematicidas biolégicos, nas densidades de in6culo de 667 e 2.000 nematoides por planta ndo
foram observadas diferencas entre nenhum dos tratamentos (Tabela 5). No entanto, quando se
inocularam 6.000 nematoides/planta, todos os nematicidas bioldgicos testados reduziram a
penetracdo de P. zeae nas raizes do milho em relacdo a testemunha, sem nematicida. O
tratamento que proporcionou maior reducdo da penetracdo do nematoide foi aquele a base de
P. chlamydosporia, enquanto os tratamentos a base de P. lilacinum e B. firmus apresentaram
valores intermediarios de penetracdo de P. zeae. Analisando-se os tratamentos em relagéo as
densidades de indculo, na densidade de 6.000 nematoides por planta todos os tratamentos
apresentaram maior numero de nematoides penetrados no sistema radicular das plantas, em

comparacéo as densidades de 667 e 2.000 nematoides/planta.

Tabela 5. Efeito de nematicidas bioldgicos no niUmero de nematoides penetrados em raizes de

milho inoculadas com diferentes densidades populacionais de Pratylenchus zeae.
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Densidade de inoculo

Tratamentos
667 2.000 6.000
Testemunha 19aB 29 aB 323 aA
Purpureocillium lilacinum 14 aB 36 aB 172 bA
Pochonia chlamydosporia 7 aB 21 aB 105 cA
Bacillus firmus 3aB 14 aB 245 bA

Cada valor representa a média de seis repeti¢des. Valores seguidos de mesma letra minuscula
na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

significancia.

No experimento realizado com M. incognita (Tabela 6), assim como observado para P.
zeae, ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos nematicidas nas densidades
populacionais de 667 e 2.000 nematoides/planta, enquanto na densidade de 6.000
nematoides/planta, os tratamentos a base de P. lilacinum e P. chlamydosporia proporcionaram
maior reducdo da penetragdo do nematoide, com valores significativamente menores que o0s dos
demais tratamentos. Neste caso, observou-se maior diferenciagdo entre as densidades de
indculo na andlise realizada dentro de cada tratamento nematicida, ou seja, todos os tratamentos
apresentaram menor nimero de nematoides penetrados na densidade de 667 nematoides por
planta, maiores valores na de 6.000 e valores intermediarios na densidade de 2.000

nematoides/planta.

Tabela 6. Efeito de nematicidas bioldgicos no niUmero de nematoides penetrados em raizes de

milho inoculadas com diferentes densidades populacionais de Meloidogyne incognita.

Densidade de in6culo
Tratamentos

667 2.000 6.000
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Testemunha
Purpureocillium lilacinum
Pochonia chlamydosporia

Bacillus firmus

19 aC

13 aC

14 aC

5aC

47 aB

35aB

37 aB

47 aB

207 aA

147 bA

135 bA

193 aA

Cada valor representa a média de seis repeti¢des. Valores seguidos de mesma letra mintscula

na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

significancia

Na Tabela 7, encontram-se resumidos os resultados do experimento realizado com M.

incognita para verificagdo da multiplicagdo do nematoide sob diferentes tratamentos

nematicidas e diferentes densidades de in6culo. O experimento realizado com P. zeae, para essa

finalidade, ndo p6de ser avaliado em funcdo da perda das plantas apds deriva de pulverizagédo

do acaricida espirodiclofeno, que causou elevada fitotoxidez nas plantas.

Tabela 7. Massa fresca e seca de parte aérea e massa fresca de raizes de milho tratadas com

diferentes nematicidas bioldgicos, sob diferentes densidades de in6culo de Meloidogyne

incognita.
Densidade de indculo
Tratamentos

667 2.000 6.000

Massa fresca da parte aérea (g) ™ Média "™
Testemunha inoculada 189,30 169,50 166,70 175,17
Purpureocillium lilacinum 184,40 163,10 169,00 172,17
Pochonia chlamydosporia 167,50 159,50 164,80 163,93
Bacillus firmus 158,10 184,10 190,90 177,70
Média "™ 174,82 169,05 172,85 -
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Massa seca da parte aérea (g) ™ Média"
Testemunha 34,30 29,54 27,93 30,59
Purpureocillium lilacinum 31,22 26,17 27,97 28,46
Pochonia chlamydosporia 27,17 24,85 27,04 26,35
Bacillus firmus 25,08 29,75 31,19 28,68
Média ™ 29,44 27,58 28,53 -
Massa fresca de raizes (g) " Média
Testemunha 77,49 69,54 71,08 72,70 a
Purpureocillium lilacinum 72,38 62,28 71,10 68,58 a
Pochonia chlamydosporia 55,63 49,87 64,55 56,68 b
Bacillus firmus 61,01 70,43 67,64 66,36 a
Média" 66,63 63,03 68,59 -

Cada valor representa a média de seis repeticdes. Valores seguidos de mesma letra mindscula
na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos nematicidas e a
testemunha inoculada, assim como entre as densidades de inéculo com os diferentes
nematicidas para as variaveis massa fresca de parte aérea e massa seca de parte aérea (Tabela
7). Ja para a variavel massa fresca de raizes (Tabela 7), apesar de ndo terem sido observadas
diferengas significativas entre as densidades de indculo com os diferentes nematicidas
bioldgicos, observou-se que, em relagcdo aos tratamentos nematicidas, o tratamento a base de P.
chlamydosporia apresentou o menor valor para essa variavel, sendo significativamente
diferente dos demais tratamentos nematicidas.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, na cultura do milho ndo foi
verificada diferenca significativa para MFPA e MFR em funcdo da utilizagdo de nematicidas

ou densidades de inoculo. Entretanto, a utilizagdo dos diferentes nematicidas bioloégicos com as
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densidades de indculo testadas reduziram significativamente a MSPA, em relacéo a testemunha

absoluta, sem nematicida e sem nematoide.

Tabela 8. Massa fresca (MFPA) e seca (MSPA) de parte aérea e massa fresca de raizes (MFR)
de milho na testemunha absoluta (tratamento adicional) e nos tratamentos nematicidas e

densidades de indculo de Meloidogyne incognita (tratamento fatorial).

Tratamento MFPA™ MSPA MFR ™
Adicional 190,60 32,38 a 66,43
Fatorial 172,24 28,52 b 66,08

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de significancia.

Em relacdo a multiplicacdo de M. incognita em plantas de milho, sob os diferentes
tratamentos com os nematicidas biolégicos (Tabela 9), baseando-se na variavel FR em cada
densidade de indculo utilizada, nas densidades de 667 e 6.000 nematoides/planta, todos os
nematicidas bioldgicos utilizados reduziram o FR de M. incognita, em relacdo a testemunha
inoculada, mas na densidade de 2.000 nematoides/planta, apenas B. firmus apresentou valor de
FR significativamente menor do que dos demais tratamentos.

Ainda com base no FR de M. incognita, mas considerando-se cada tratamento em
relacdo as densidades de indculo, apenas o tratamento com P. chlamydosporia ndo apresentou
reducdo do FR em relagéo as trés densidades de inoculo. O tratamento a base de B. firmus,
apresentou 0 menor FR na densidade de 2.000, enquanto que, na densidade de 6.000, o FR
apresentou valor intermediario. Na testemunha e no tratamento com P. lilacinum, o FR do
nematoide foi significativamente maior na densidade de 667, em relacdo a 2.000 e 6.000

nematoides/planta.
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Em relacdo ao nUmero de nematoides/grama de raizes (Tabela 9), analisando-se em cada
densidade de in6culo, apenas na densidade de 2.000 nematoides/planta foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos nematicidas, sendo B. firmus o mais eficiente.
Considerando-se cada tratamento nematicida em relagdo as densidades de indculo, o tratamento
P. lilacinum, apresentou o menor valor na densidade de 667. A testemunha apresentou valores
significativamente maiores de nematoide/grama de raizes na densidade de 6.000
nematoides/planta. Para o tratamento com P. chlamydosporia, 0s menores valores de
nematoide/grama de raizes foram observados na densidade de 667, e os maiores valores nas
densidades de 2.000 e 6.000 nematoides, enquanto que, para P. lilacinum, o maior valor foi
observado na densidade de 6.000, com valor intermediério de nematoide/grama de raizes na

densidade de 2.000 nematoides por planta.

Tabela 9. Fator de reproducdo (FR) e nimero de nematoides por grama de raizes de milho
inoculadas com as densidades populacionais de Meloidogyne incognita de 667, 2.000 e 6.000

nematoides por planta, sob diferentes tratamentos nematicidas.

Densidade de in6culo

Tratamentos 667 2.000 6.000

Fator de reproducao

Testemunha 40,83 aA 23,46 aB 23,51 aB
Purpureocillium lilacinum 25,94 bA 18,68 aB 13,65 bB
Pochonia chlamydosporia 16,59 bA 18,96 aA 12,83 bA
Bacillus firmus 17,45 bA 6,51 bC 11,10 bB

Numero de nematoides / g raiz

Testemunha 353,76 aB 772,53 aB 2234,77 aA

Purpureocillium lilacinum 245,04 aC 671,08 aB 1175,60 aA
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Pochonia chlamydosporia 204,46 aB 749,89 aA 1207,82 aA

Bacillus firmus 197,36 aB 188,71 bB 1024,40 aA

Cada valor representa a média de seis repeti¢des. Valores seguidos de mesma letra mindscula
na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia.

4. Discussao

Os nematicidas bioldgicos avaliados apresentaram efeito na mortalidade de P. zeae e M.
incognita em estudos in vitro, a partir de 24 horas apds o contato dos nematoides com 0s
nematicidas, especialmente aqueles formulados com agentes fungicos, como P. lilacinum e P.
chlamydosporia. 1sso porque 0 mecanismo de acado desses organismos é o parasitismo de ovos
e juvenis de nematoides, bem como a producdo de substéncias toxicas (Jatala, 1986; Stirling,
1991). Elevada mortalidade de nematoides bacteri6fagos, onivoros e parasitas de plantas foi
observada em estudo in vitro com P. chlamydosporia, enquanto P. lilacinum apresentou menor
efeito na mortalidade desses grupos tréficos (Amaro, 2019). Mortalidade elevada também foi
observada em condic¢des in vitro de M. incognita com a utilizacdo desses agentes fungicos
(Mattos, 2019). Entretanto, os mesmos produtos foram avaliados em condigdes in vitro, e ndo
apresentaram efeito na mortalidade de juvenis de M. incognita (Vizentini et al., 2017).

Ja no caso de B. firmus, que apresentou menor efeito de mortalidade dos nematoides no
estudo in vitro, seu principal mecanismo de acdo é de maneira indireta, uma vez que altera os
exsudatos radiculares, dificultando a localizacdo das raizes pelos nematoides, ou ainda pela
inducdo de resisténcia, do contato da bactéria com o sistema radicular das plantas (Machado et
al., 2016). Portanto, os piores resultados quanto a mortalidade de nematoides in vitro obtidos
para B. firmus eram esperados. Em estudo in vitro, Jansen-Girgan et al. (2016) observaram
variacdo na eficiéncia de controle de isolados de B. firmus em juvenis de M. incognita,

demonstrando que a origem do isolado também tem papel fundamental no nivel de controle
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exercido por essa espécie de bactéria, talvez pela capacidade de producdo de substéncias do
metabolismo secundario que podem ter efeito toxico aos nematoides.

Menor efeito na mortalidade de diferentes grupos troficos de nematoides em funcédo da
aplicacdo de B. subtilis e B. licheniformis em relacdo a P. chlamydosporia ou P. lilacinum foi
observado em condigdes in vitro, 0 que corrobora os resultados do presente estudo (Amaro,
2019).

Os nematicidas bioldgicos a base de agentes fungicos testados se mostraram eficientes,
ainda, na reducéo da penetracdo de P. zeae e M. incognita em raizes de milho sob os diferentes
tratamentos, mas apenas quando da inoculacdo de elevada densidade de indculo, ou seja, 6.000
nematoides/planta. Nas densidades de in6culo menores (667 e 2.000 nematoides por planta),
ndo houve diferenca na capacidade de penetracdo dos nematoides, em compara¢do com a
testemunha sem tratamento. 1sso pode ter ocorrido devido ao habito de parasitismo desses
fungos, uma vez que, em elevadas densidades populacionais do nematoide, haveria maior
quantidade de ovos e juvenis que servem de alimento, favorecendo, portanto, seu
estabelecimento e desenvolvimento no substrato.

A densidade populacional do nematoide é importante ndo somente para predi¢cdo dos
danos ou perdas que as culturas sofrerdo devido ao seu ataque, mas também para a escolha de
ferramentas de manejo, uma vez que nem sempre a eficiéncia se mantém elevada sob altas
densidades populacionais. Isso porque, com elevadas densidades populacionais, uma dose do
nematicida quimico que controla eficientemente populagdes mais baixas pode ndo surtir o
mesmo efeito.

Por exemplo, em um boletim de recomendag0es de manejo de nematoides em algodao
nos Estados Unidos, informam que a dose de aldicarbe utilizada na cultura, na faixa de 0,64 a
1,08 kg/ha, ¢ suficiente para controlar nematoides e tripes (Frankliniella schultzei), desde que
as populagdes dos nematoides sejam consideradas baixas na &rea (para M. incognita, até 100

nematoides por 100 cm? de solo) (Mueller et al., 2012). Caso a densidade populacional de M.
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incognita seja de 250 nematoides por 100 cm? de solo, os autores recomendam a utilizagdo do
nematicida Telone 11, também a base de aldicarbe, mas em outra formulacdo, ja que a dose
recomendada de aldicarbe ndo é efetiva para elevadas densidades populacionais. Além disso,
em relacdo a utilizacdo de nematicidas biologicos, 0s mesmos autores recomendam a aplicacdo
de Poncho/Votivo, & base de B. firmus, em tratamento de sementes, mas somente se as
densidades populacionais estiverem baixas.

Nas condigdes brasileiras, em areas de cultivo de algodao sob altas infestacdes de M.
incognita, a aplicacdo de nematicidas ndo tem potencial de recuperar toda a producéo perdida
pelo ataque do nematoide, devendo ser utilizadas outras ferramentas de manejo
concomitantemente ao uso de nematicidas para melhores resultados nessa condi¢éo (Inomoto e
Asmus, 2006).

Os resultados encontrados na literatura em relacdo a eficiéncia de controle exercida
pelos nematicidas em elevadas densidades populacionais de nematoides sdo, portanto,
conflitantes com os resultados de penetracdo dos nematoides e de reducdo do FR de M.
incognita obtidos em avaliagdo mais tardia. Aos 60 dias apds a inoculagdo, todos 0s nematicidas
bioldgicos reduziram a populacdo do nematoide nas densidades de 667 e 6.000 nematoides por
planta, inclusive B. firmus, que também apresentou 0 menor FR na densidade de 2.000
nematoides. Isso indica que, apesar de ndo causar mortalidade in vitro e ndo reduzir a
penetracdo de M. incognita, B. firmus apresentou efeito no desenvolvimento e multiplicacéo do
nematoide.

O produto utilizado, Votivo Prime®, & base de B. firmus, tem em sua formulac&o esporos
da bactéria (Adapar, 2020), que sdo estruturas de resisténcia que permitem a sobrevivéncia em
condicBes de seca e calor, s6 germinando quando as condi¢bes forem adequadas (Ferreira e
Salgado, 1995). Por ser considerado um género de rizobactéria, Bacillus spp., em sua forma
endosporica, s6 encontrara condigdes ideais para seu desenvolvimento quando da presenca dos

exsudatos radiculares, ja que sdo colonizadores agressivos das raizes (Stafford et al., 2005). Tal
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condig@o pode explicar o menor efeito de B. firmus nos nematoides em condigdes in vitro,
portanto na auséncia dos exsudatos radiculares, ou em estagio de desenvolvimento inicial das
plantas de milho, quando possivelmente a concentragéo de exsudatos néo atingiu o ideal para a
germinagdo dos esporos. Com as plantas de milho adultas, o efeito protetor das raizes exercido
por B. firmus pdode ser melhor visualizado no presente trabalho.

Em um estudo com B. firmus foi observado eficiéncia do mesmo em reduzir a
penetracdo de M. incognita e P. brachyurus em milho e também reduzir o fator de reproducéo
do nematoide (Oliveira et al., 2015), corroborando com os resultados do presente trabalho. O
mesmo efeito foi visualizado nas culturas do algod&o, inoculado com M. incognita, e da soja,
com M. incognita e P. brachyurus (Mattos et al., 2015; Ribeiro et al., 2015).

Em relacdo aos agentes fungicos, varios sdo os relatos de reducdo populacional de
nematoides em diversas culturas, quando utilizados via tratamento de sementes ou pulverizacéo
no sulco de plantio. Reducdo no nimero de galhas radiculares e na populacao de Meloidogyne
spp. ja foi observada em plantas de tomate e soja tratadas com P. lilacinum (Santiago et al.,
2006; Freitas et al., 1999; Mattos, 2019; Matunaga, 2019) e P. chlamydosporia (Carvalho,
2017; Mattos, 2019; Matunaga, 2019), o que corrobora os resultados de reducdo do fator de
reproducdo de M. incognita em milho obtidos no presente trabalho. Entretanto, utilizando um
isolado de P. lilacinum cultivado em meio de cultura, Nunes et al. (2010) ndo obtiveram reducéo
do numero de galhas nas raizes de soja infestadas por M. incognita, quando uma suspensao de
esporos foi pulverizada no solo. Os autores sugeriram que as diferencas entre os isolados do
fungo e a concentracdo do indculo (3000 ovos) utilizados, podem ter sido responsaveis pelos
resultados negativos obtidos em relagéo ao controle do nematoide.

Mesmo com a reducéo significativa da populacdo de M. incognita em milho observada
aos 60 dias apos a inoculacdo, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s
tratamentos para as variaveis de desenvolvimento das plantas. Excegéo feita ao tratamento com

P. chlamydosporia, que causou reducdo da massa fresca de raizes. Esse resultado é contrastante
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ao que geralmente é citado na literatura, ou seja, de que agentes de controle bioldgico
proporcionam melhor desenvolvimento das plantas e incrementos de producédo. A eficiéncia de
cinco nematicidas bioldgicos via tratamento de sementes para o controle de P. brachyurus, foi
avaliada, e como resultado os autores verificaram que o tratamento com P. chlamydosporia
proporcionou maior peso de graos, em relacdo a testemunha (Abreu et al., 2017).

Em experimento em condi¢6es de campo o efeito do uso de nematicidas biolégicos no
controle de P. brachyurus na soja foi estudado, e como resultado foi observado que o tratamento
com P. chlamydosporia propiciou bom desenvolvimento da raiz e altura das plantas, porém
sem efeito na reducdo populacional do nematoide (Aradjo Neto, 2018). Melhor
desenvolvimento do sistema radicular das plantas de soja, em relacdo a testemunha, também
foi observado no trabalho de Mattos (2019).

Em adicdo, quando se observa a andlise conjunta dos dados incluindo-se a testemunha
adicional, sem nematicida e sem inoculacao, verifica-se que houve interferéncia do parasitismo
do nematoide na massa seca de parte aérea, cujo valor foi significativamente menor nos
tratamentos com inoculagdo do nematoide, independente do nematicida bioldgico utilizado.
Efeitos negativos na incorporacdo de nutrientes e, consequentemente, reducdo da massa seca e
produtividade de diversas culturas em funcdo do ataque de Meloidogyne spp. sdo bastante
relatados na literatura e foram citados por Greco e Di Vito (2009).

Os agentes de controle bioldgico utilizados no presente trabalho, portanto, apesar de
reduzirem a populacdo de M. incognita nas plantas de milho, ndo apresentaram efeito benéfico
no desenvolvimento das plantas, indicando que o cultivo em areas indenes ainda é a melhor
opcdo para a obtencdo de elevadas produtividades. Entretanto, o controle bioldgico de
nematoides é uma pratica que vem ganhando mercado a cada ano, seja pelas caracteristicas de
menor agressividade ao meio ambiente e as plantas, seja pela eficiéncia que vém apresentando,

especialmente em condic¢des de campo (Machado et al., 2016).
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O mercado de produtos bioldgicos mostra crescimento de mais de 70% no ano de 2018
no Brasil. Associacdo Brasileira das Empresas de Controle Bioldgico (ABCBio- CropLife),
aponta que o controle bioldgico de pragas e doencas tem potencial de crescimento anual de 20%
(Correio, 2020).

O foco principal desse mercado é a cultura da soja, mas como o milho € utilizado na
grande maioria das éareas de producéo de soja como a cultura de segunda safra, ou safrinha, e
sendo este suscetivel a varias espécies de nematoides que parasitam a soja, a ndo utilizacao de
ferramentas de manejo também na cultura do milho pode impactar negativamente, no sentido
de proporcionar incrementos populacionais do nematoide que poderdo ser ainda mais
prejudiciais & cultura da soja. E de grande importancia o tratamento de sementes de milho no
sistema de producdo em que a soja € a cultura sucessora, tanto com nematicida bioldgico (B.
firmus) quanto quimico (fluopyram) (Bicalho, 2019).

Ademais, para maximizar os beneficios da utilizacdo de um agente de controle biologico
no manejo de nematoides, a adocdo de ferramentas complementares de manejo é importante.
Préaticas como aumentar a matéria organica no solo, realizar a rotacdo de culturas e/ou utilizar
plantas de cobertura vegetal criam condic6es favoraveis para que o microrganismo se estabeleca
adequadamente, aumentando sua eficiéncia (Machado et al., 2016). Em adicéo, a integracéo do
controle bioldgico com o cultivo de cultivares resistentes ou moderadamente resistentes pode
gerar maior reducdo da populacdo do nematoide no solo, permitindo maiores produtividades e

a sustentabilidade dos sistemas agricolas.
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CONCLUSOES GERAIS

e Os atributos fisicos e quimicos do solo, e nutricdo do hospedeiro, influenciou a
morfologia e morfometria das populacGes de Pratylenchus estudadas, pois estas,
apresentaram alguns parametros fora das médias apontadas pela literatura, formando

grupos distintos mesmo quando analisadas filogeneticamente;

e Somente com a utilizagdo da taxonomia integrativa foi possivel caracterizar as
populagbes de Pratylenchus coletadas em usinas de cana-de-agucar na regido Nordeste
do Brasil, afirmar que P. zeae é a espécie presente, e que as analises morfométricas
aliadas a ferramentas biomoleculares foi Gtil para o diagndstico da espécie e para

identificar a variabilidade dentro e entre populacGes de P. zeae;

e Purpureocillium lilacinum e P. chlamydosporia causaram maior mortalidade de P. zeae

e M. incognita, tanto 24 quanto 48 horas nos testes in vitro;

e Pochonia chlamydosporia proporcionou menor penetracdo de P. zeae por planta aos 7
DAI,

e Os tratamentos com P. lilacinum e P. chlamydosporia proporcionaram menor

penetracdo de M. incognita na densidade de 6000 nematoides por planta;

e Todos os nematicidas bioldgicos reduziram a populagdo de M. incognita nas densidades
de 667 e 6.000 nematoides por planta;

e Bacillus firmus proporcionou o menor FR na densidade de 2.000 nematoides por planta,

sendo mais eficiente em reduzir a multiplicagéo de M. incognita aos 60 DAL,

e O tratamento a base de P. chlamydosporia apresentou menor valor de massa fresca de
raiz, e a utilizacdo dos diferentes nematicidas com as densidades de indculo reduziram

a massa seca de parte aeérea em relacdo a testemunha absoluta.
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