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RESUMO

IDENTIFICACAO DE Meloidogyne spp. EM RESERVAS LEGAIS E AVALIACAO
DO PARASITISMO DE Meloidogyne incognita RACA 03 e M. javanica EM
PLANTAS NATIVAS DO OESTE PARANAENSE

Os nematoides pertencentes ao género Meloidogyne estdo entre 0s maiores
agentes causadores de danos em plantas, pois possuem ampla distribuicdo
geografica e sédo de dificil controle. H4 uma grande justificativa sobre estudos que
envolvam a diversidade de fitonematéides, tanto nas areas agricolas como em areas
cobertas com vegetacdo primaria, onde o aumento das perdas econdmicas
causadas a atividade agricola tem despertado crescente interesse. Com 0 objetivo
de identificar populacdes de Meloidogyne em reservas legais pertencentes aos
municipios de Cascavel, Terra Roxa e Marechal Candido Rondon — PR foram
realizadas coletas em cinco areas pertencentes a cada municipio, objetivando
encontrar plantas parasitadas naturalmente. Através de identificacdes baseadas na
técnica da configuracdo perineal e fenétipo enzimatico para esterase identificou-se
populacdes de M. incognita e M. javanica parasitando naturalmente as plantas
nestas reservas. As plantas encontradas naturalmente infectadas foram Emilia
sonchifolia, Ipomea triloba, Solanum americanum, Tibouchina herbacea e Leonorus
sibiricus. Em relacdo ao parasitismo de Meloidogyne, mudas de 32 espécies
arboreas foram coletadas e analisadas quanto a ocorréncia natural de
meloidoginose, bem como sua reac&o a inoculagdo com M. incognita raca 03 e M.
javanica. As espécies nativas Rollinia mucosa, Cariniana rubra, jaracatia spinosa,
Citharexylum myriantum, Aspidosperma subicanum, Peltophorum dubium e
Ruprechtia laxiflora apresentaram infec¢cdo natural com M. incognita. As mudas ao
gual ndo apresentavam sintomas de galhas no sistema radicular foram inoculadas
com Meloidogyne spp. sendo realizados dois experimentos, um com inoculac¢des
com M. incognita raca 03 e outro com inoculagcdes com M. javanica, As variaveis
analisadas foram namero total de galhas (IG), nimero de ovos e J/2 por sistema
radicular (Ovos/SR) e o céalculo do Fator de Reproducdo (FR). Comportaram-se
como resistentes a M. incognita raca 03 as espécies Tabebuia impetiginosa,
Chorisia speciosa, Galipea jasminflora, Machaerum villosum , Inga laurina,
Allophyllus  edulis, Campomanesia guazummaefolia, Luehea candicans,
Archontophoenix alexandre, Schinus terebinthifolia e Pterogyne nitens, e as
espécies Psidium cattleianum, Cedrelo fissilis e Euginia involucrata mostraram-se
imunes. Em relacéo as espécies inoculadas com M. javanica, Jacaranda micrantha,
Tabebuia heptaphylla, Endlicheria paniculata, Cabralea canjerana, Tabebuia
crysotrycha, Genipa infudiboliformis, Bastardiopsis densiflora, Eugenia pyriforms,
Balfourodendron riedelianum e Patagonula americana mostraram-se resistentes, e
Caesalpinia ferrea apresentou-se imune.

Palavras-chave: Nematoide de galhas, meloidoginose, Fator de Reproducéo.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF Meloidogyne spp. IN LEGAL RESERVES AND
EVALUATION OF THE PARASITISM OF Meloidogyne incognita RACE 03 and
M. Javanica IN NATIVE PLANTS OF WEST PARANA.

The Nematdides pertaining to the Meloidogyne kind are among the greatest agents
responsible of damage in plants, because of its wide geographic distribution and
difficult control. There is a great justification on studies that involve the diversity of
fitonematoides, both in the agricultural areas and in areas covered with primary
vegetation, where the increase of economic losses caused to the agricultural activity
has aroused increasing interest. With the aim to identify populations of Meloidogyne
pertaining to legal Reserves in the counties of Cascavel, Terra Roxa and Marechal
Candido Rondon — PR, collects were made in five areas pertaining to each county,
with the purpose to find plants naturally parasitized. Through identifications based on
the technique of perineal configuration and fenotipo enzimatic for esterase, M.
incognita and M. javanica were identified for naturally parasitizing the plants in these
reserves. The plants that were naturally infected were Emilia sonchifolia, Ipomea
triloba, Solanum americanum, tibouchina herbacea and Leonorus sibiricus. In
relation to the parasitism of Meloidogyne, plants of 32 species had been collected
and analyzed as for the natural occurrence of meloidoginose, as well as its reaction
to inoculation with M. incognita 3 race and M. javanica. It was observed that native
species like Rollinia mucosa, Cariniana rubra, jaracatid spinosa, Citharexylum
myriantum, Aspidosperma subicanum, Peltophorum dubium and Ruprechtia laxiflora
presented natural infection with M. incognita. The plants which did not present
symptoms of root-knots in the radicular system had been inoculated with
Meloidogyne spp. The analyzed variables were total gall number(IG), J/2 egg
number by radicular system (EGGS/RS) and calculus of Reproduction Factor (RF).
The ones resistant to M. incognita race 03 were species like tabebuia impetiginosa,
Chorisia speciosa, Galipea jasminflora, Machaerum villosum, Ingé laurina, Allophylus
edulius, Campomanesia guazummaefolia, Lueha candicans, Archontophoenix
alexandre, Shinus terebinthifolha and Pterogyne nitens and species like Psidium
cattleianum, Cedrelo fissilis and Eugenia involucrate were immune. In relation to
inoculated species with M. javanica, Jacaranda micrantha, tabebuia heptaphylla,
Endliicheria paniculata, Cabralea canjerana, Tabebuia crysotricha, Genipa
infudiboboliformis, Bastardiopsis densiflora, Eugenia pyriforms, Balfourodendron
riedelianum and Patagonula americana revealed to be resistant, and Caesalpinia
ferrea was immune.

Keywords : Root-Knot Nematoide, Meloidoginose, Reproduction Factor.



1 INTRODUCAO

Os estudos sobre a diversidade de fitonematodides, tanto em areas agricolas
como naquelas cobertas pela vegetacdo primaria tem despertado crescente
interesse, pelo progressivo aumento das perdas econdmicas causadas a atividade
agricola por esses patdgenos. Em relacdo a comunidade de fitonematdides em
ecossistemas naturais, os estudos se justificam em termos bioldgicos pela grande
representividade do filo Nematoda. Em termos econémicos, a justificativa recai nos
seus possiveis efeitos sobre a vegetagcdo e, principalmente, na necessidade de
compreender a ecologia de fitonematdéides em seu ambiente original, uma vez que
as espécies de importancia agricola nada mais sdo que 0s organismos originarios de
ecossistemas naturais que se adaptaram as areas cultivadas.

Embora fen6menos naturais, como enxurradas e ventos, possam contribuir
para dispersdo e disseminacao dos fitonematoides, estes processos sao realizados
principalmente por meio das atividades humanas, uma vez que, pelos préprios
meios, 0s nematoides deslocam-se pouco.

Os nematéides pertencentes ao género Meloidogyne estdo entre os maiores
agentes causadores de danos econ6micos em plantas. Dentre as oitenta espécies
de Meloidogyne descritas no mundo, as mais disseminadas sdo M. arenaria, M
hapla, M. incognita e M. javanica, onde no Brasil sdo conhecidas cerca de 38
espécies das quais M. incognita, M. javanica, M. paranaensis e M. exigua sdo as
mais importantes para a agricultura do Oeste Paranaense.

O parasitismo de Meloidogyne em plantas nativas do Oeste Paranaense foi
pouco estudado, e considerando a importancia que as espécies nativas vem
adquirindo e na necessidade de preservacdo das mesmas, € de fundamental
importancia avaliar a hospedabilidade dessas espécies nativas a nematoéides, pois
0s mesmos podem afetar programas de reflorestamento, bem como servir de inéculo
para outras culturas de importancia econémica, onde sdo escassas as informacdes
sobre a ocorréncia de nematoides potencialmente patogénicos a essas plantas.

Com base no exposto acima, objetivou-se com este trabalho fazer um estudo
da biodiversidade de populacdes de Meloidogyne em reservas legais pertencentes
aos municipios de Cascavel, Marechal Candido Rondon e Terra Roxa — Parana,
além de estudar o parasitismo de M. incognita raca 03 e M. javanica em plantas

nativas do Oeste Paranaense.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AREAS DE RESERVA LEGAL NO OESTE DO PARANA

As relagbes do homem com a natureza sdo tdo antigas quanto a propria
existéncia da humanidade. As caracteristicas dessas relacbes, entretanto, se
alteraram significativamente com o passar do tempo, condicionadas pelo processo
de desenvolvimento a que o homem sempre esteve sujeito. No principio, a
interferéncia do homem nos ecossistemas era minima, mas, com 0 crescimento da
populacdo humana e conseqientemente o processo de urbanizacdo, ocorreram
transformacdes drasticas nos ecossistemas que alteraram profundamente o
equilibrio da biosfera (SCHNEIDER et al., 2005).

As areas de preservacdo permanente do Estado do Parand sdo compostas
por diferentes tipos de vegetacdo e classificadas como mangue, restinga, mata
Atlantica (Floresta Ombrofila Densa), Floresta com Araucaria (Floresta Ombrofila
Mista), Cerrado, Campos e Floresta Estacional Semidecidual (AMBIENTEBRASIL,
2006), sendo a Floresta Estacional Semidecidual predominante no Oeste do Parana,
desenvolvendo-se em latossolo roxo profundo e de alta fertilidade, mas sujeita a
déficit hidrico, o que a torna mais aberta (LANGOWSKI, 2005).

As reservas legais apresentam caracteristicas ecolégicas e ambientais
especificas, as quais principalmente visam a conservacao e preservacdo do meio
ambiente para as presentes e futuras geragbes, bem como para o equilibrio
ambiental (HENKES, 2004). Por definicdo, as reservas legais sdo pequenas areas
de florestas nativas, as quais objetivam conservar e reabilitar os processos
biolégicos, abrigar e proteger a fauna e a flora, bem como conservar a
biodiversidade (SANTOS, 2006).

A mata Atlantica esta entre as florestas com a maior diversidade de espécies
de animais e vegetais do mundo, sendo responsavel pelas condicdes ambientais
necessarias a sobrevivéncia e a qualidade de vida de mais de 130 milhdes de
espécies, abrigando uma enorme variedade de mamiferos, aves, peixes, insetos,
além das variadas formas de vida como fungos, bactérias e nematéides (WWF —
BRASIL, 2005).
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Segundo o Cdédigo Florestal, nos casos de reposicao florestal, deverdo ser
priorizados projetos que contemplem a utilizacdo de espécies nativas. E também
desejavel que as reservas legais e matas ciliares contemplem uma grande variedade

de espécies, para manter sua funcdo ambiental (RIBEIRO, 2003).

2.2 NEMATOIDES

Os nematdides séo invertebrados, integrantes da microfauna do solo. Dentre
0s animais multicelulares, os nematdides sdo os mais abundantes. Possuem
diversos habitos alimentares e diferentes papéis ecoldgicos no solo, sendo
relacionados com a condicao ecoldgica do solo (YEATES et al., 1993).

Nematoides sdo organismos geralmente tubulares alongados, que em média
medem de 0,1 a 4,0 mm de comprimento. Os nematdides Sdo organismos
pseudocelomados, ndo segmentados, de simetria bilateral, oviparos, dibicos
(machos e fémeas), com sistema digestivo e reprodutivo completo. Pertencem ao
reino Animal (Animalia), flo Nemata ou Nematoda. Encontram-se na agua, solo,
matéria organica em decomposicdo, se alimentando de organismos como bactérias,
fungos, outros nematdides e parasitando plantas (fitoparasitos) e animais
(zooparasitos) (CARES et al., 2006).

A movimentacao dos nematoides no solo ocorre entre as particulas e no filme
de agua. O tamanho dos poros ou intersticios permitem uma movimentacdo mais
dindmica; quando eles sdo de tamanho maior que o corpo dos nematoides,
transformam-se, com o auxilio da umidade, em canais por onde 0s nematdides
movimentam-se no solo (TIHOHOD, 1993).

Comunidades de nematdides de solo s&o poliespecificas constituidas
basicamente por cinco grupos funcionais: bacteri6fagos, micéfagos, parasitos de
plantas, predadores e onivoros (CARES et al.,, 2006). Os dois grupos mais
abundantes sdo os fitéfagos, também conhecidos como parasitas de plantas e os
bacteriéfagos (YEATES et al., 1993).

Todo o corpo do nematdide é envolto por uma camada protetora conhecida
como cuticula. A cuticula dos nematdides pode ser lisa ou anelada quando vista ao
microscopio oOtico. O corpo do nematdide possui trés partes: regidao cefélica
(cabeca), onde encontram-se os labios, os anfideos (receptores quimicos), as

papilas (receptores tacteis), a boca (estoma) e o estilete, regido mediana, nesta



15

regido encontra-se o esodfago, intestino e o sistema reprodutivo (vulva, ovario) e no
macho, parte do sistema reprodutivo e a regido caudal, que é composta em geral
pelos fasmideos (6rgdos sensoriais), receptores tacteis, anus ou cloaca, espiculos
(machos) e bursas (machos) (CARES et al., 2006).

A morfologia da regido anterior e da cavidade bucal do nematdide esta
relacionada com seu habito alimentar. Nematdides fitoparasitos apresentam estilete,
0 qual pode ser do tipo estomatostilio ou odontostilio. Porém, nem todos os
nematoides que possuem estilete sdo fitoparasitos. Existem nematoides portadores
de estilete que sdo micéfagos; outros sdo predadores ou onivoros. Portanto, a
presenca do estilete € condicdo necessaria, mas ndo suficiente para o parasitismo
(GOULART, 2007). O estilete € uma estrutura alongada e fina usada para romper a
parede celulosica das células das plantas, com isso facilitando a ingestdo de
alimentos (CARES et al., 2006) .

Todas as espécies de plantas cultivadas existentes na terra sdo atacadas por
fitonematodides. Sua presenca, contudo, € pouco notada pelos agricultores, devido
ao seu pequeno tamanho e pelo fato de geralmente ndo provocarem o aparecimento

de sintomas muito visiveis nas plantas (TIHOHOD, 1989).

2.3 GENERO Meloidogyne

Os nematéides do género Meloidogyne (conhecidos como nematodides de
galhas por causarem engrossamento das raizes) sdo tidos como 0s mais
importantes nematoides fitopatogénicos, pois tem uma ampla distribuicdo geografica
e apresentam uma enorme gama de hospedeiros, causando grandes danos as
culturas (FREITAS et al., 2001).

Em 1855, Berkeley classificou o nematdide das galhas como Heterodera
radicicola. Jobert, em 1877, associou a presenca de galhas em raizes de cafeeiro no
Rio de Janeiro com o declinio da cultura, e Goeldi, em 1887, classificou o nematoide
das galhas como Meloidogyne exigua. Esta foi a primeira vez que o nematéide das
galhas foi chamado de Meloidogyne, mas este género nao foi imediatamente aceito
pela comunidade cientifica. Goodey, por exemplo, em 1939 classificou o nematéide
das galhas de Heterodera marioni. Foi em 1949 que Chitwood fez uma revisao
completa e classificou as quatro principais espécies de Meloidogyne spp. (M.

incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla), separando-as pelas marcas
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cuticulares na regido perineal. A partir dai, os nematdides das galhas foram
reconhecidos mundialmente como género Meloidogyne. Este nematéide é
encontrado nas mais importantes culturas agronémicas do Brasil, causando grandes
perdas e chegando a ser fator limitante de cultivo (LORDELLO, 1992).

Eisenback (1997) relata que setenta e nove espécies do género haviam sido
descritas na literatura mundial até a década de 90. No Brasil, ha nove espécies
descritas e alguns relatos de possiveis espécies novas, das quais necessitam de
confirmacdo. De acordo com Carneiro e Almeida (2001), as espécies de
Meloidogyne que sdo as mais difundidas e que causam maiores danos a agricultura
mundial sdo M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla.

Segundo Sasser (1980), além da ampla distribuicdo geografica e gama de
hospedeiras, este género também tem envolvimento com fungos, bactérias e virus, e
até mesmo com outros nematodides, apresentando intera¢cdes nas doencas do tipo
complexo. Considerando as grandes dificuldades inerentes as praticas de controle, o
género Meloidogyne pode ser considerado um dos mais importantes fitopatégenos.

Atualmente, sdo muitas as avaliacbes de severidade envolvendo as mais
diferentes combinacbes de Meloidogyne spp., espécies botanicas e cultivares, no
mundo inteiro (MOURA, 1996).

Sasser e Freckman (1986) fizeram uma pesquisa, onde estes enviaram
formuléarios a diferentes regides geograficas do mundo, indagando sobre o “ranking”
dos cinco mais importantes géneros de fitonematoides ocorrentes em paises ou
estados. A partir dos dados obtidos, observou-se que Meloidogyne € citado sempre
entre os mais importantes fitonematoides.

Os nematdides das galhas representam um dos principais problemas para
diversas culturas de importancia agricola no Brasil e no mundo, ocorrendo como
maior frequéncia em paises tropicais e subtropicais devido a temperatura e umidade
adequadas para o seu desenvolvimento (LUC et al., 1990). As plantas infectadas
tornam-se mais suscetiveis a outros fitopatdogenos, ficam menos resistentes a
estresses, especialmente o hidrico, e ndo respondem satisfatoriamente as praticas
de adubacdo (MOURA, 1996).

No Brasil, principalmente M. javanica e M. incognita representam serios
problemas a producédo em diversas regides, como no norte do Rio Grande do Sul, no
oeste, sudoeste e norte do Parana, no sul e norte de Sdo Paulo e no sul do

Triangulo Mineiro. Na regido central do Brasil, varios focos tem sido detectados e o
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problema é crescente. As principais causas deste problema séo a baixa eficiéncia de
alguns sistemas de rotacao de culturas na reducao populacional destes parasitas e a
evidente caréncia de cultivares resistentes adaptadas as diferentes regides do pais
(SILVA, 1998).

2.3.1 Sintomatologia

As meloidoginoses caracterizam-se por diferentes sintomas, uns ditos diretos,
observados nos proprios 6rgados vegetais infestados (geralmente subterraneos), e
outros chamados reflexos, verificados na parte aérea das plantas (FERRAZ e
MONTEIRO, 1995).

Os sintomas na planta resultam de murcha nas horas mais quentes do dia,
declinio, queda de folhas e sintomas de deficiéncia mineral. Nas raizes, que se
desvitalizam e param de crescer, as galhas e rachaduras séo visiveis. As vezes ha
formacdo de raizes laterais curtas, mas a formacao das galhas, de tamanhos
variaveis, constitui-se no aspecto mais visivel (OTT, 2003).

Os sintomas reflexos ou secundarios caracterizam-se pelo tamanho desigual
das plantas que formam reboleiras a campo. A distribui¢cdo tipicamente irregular dos
nematoides nas culturas infestadas conduz a uma desuniformidade no crescimento
das plantas. Essa € uma condicdo predominante das meloidoginoses, excetuando-
se 0s casos de culturas formadas a partir de mudas ja infestadas, quando o ataque
pode se revelar generalizado (FERRAZ e MONTEIRO, 1995).

2.3.2 Ciclo de vida

Cada fémea de Meloidogyne, de corpo globoso e regido anterior formando
“pescoco”, deposita seus ovos em um unico local da raiz, originando aglomerado ou
massa inadequadamente referido como “ooteca”. Os ovos mantém-se unidos devido
a presenca de substancia gelatinosa secretada pelas glandulas retais da fémea, que
flui através do anus durante o periodo de ovoposicdo. As massas podem ser
formadas em meio ao parénquima cortical (internas) ou sobre a superficie das raizes
(externas), reunindo cada uma 400 ou 500 ovos. No interior dos ovos, encontram-se
juvenis do 1° estadio (J1), que logo sofrem a primeira ecdise, originando juvenis do

2° estadio (J2). Apés a eclosdo, esses juvenis, vermiformes e médveis, passam a
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migrar no solo a procura de raizes de um hospedeiro favoravel. S&do ditas formas
pré-parasitas ou infestantes (FERRAZ e MONTEIRO, 1995).

A forma J2 ir4 procurar uma raiz para alimentar-se, guiada pelos exsudados
da planta. Sua forma é vermiforme, cauda geralmente afilada, onde penetra
normalmente proXximo a capa protetora da raiz, na sua extremidade, movendo-se
para o interior até o cortex. As primeiras punc¢des do estilete sdo acompanhadas de
secrecbes das glandulas esofagianas que causam um crescimento das células,
levando a formacé&o das "células gigantes” nutridoras ou sincicio, pela destruicdo das
paredes celulares, aumento do nucleo e mudancas protoplasmaticas. A0 mesmo
tempo, uma intensa multiplicacao celular (hiperplasia) causa o aumento das raizes,
formando as galhas. As larvas, entdo, sofrem mudas, dando origem as J3 e J4 e,
finalmente, aos adultos, machos e fémeas (OTT, 2003).

A presenca de dimorfismo sexual no género Meloidogyne faz com que as
formas J3 e J4 tornem-se salsichoides e as fémeas assumam o formato de péra. Em
se tratando de um género de nematdide endoparasita sedentario, as fémeas, uma
vez formadas, sdo incapazes de se locomoverem. JA 0s machos sdo sempre
alongados, mas em menor proporc¢éo que as fémeas (LORDELLO, 1992).

A duracdo do ciclo biolégico €& muito influenciada por fatores como
temperatura, umidade e planta hospedeira, entre outros. De modo geral, completa-
se em trés a quatro semanas. Para M. arenaria, M. incognita e M. javanica, a faixa
ideal de temperatura é de 25 a 30 °C, enquanto que para M. hapla vai de 15 a 25 °C
(FERRAZ e MONTEIRO, 1995).

2.3.3 Controle

O controle de fitonematdides € uma tarefa dificil. Geralmente o produtor
precisa conviver com o0 patégeno através do manejo dos niveis populacionais no
solo. Métodos de controle contra nematoides tem eficiéncia relativa por que estes
possuem tegumento pouco permeavel, que lhes confere grande resisténcia a
agentes fisicos e quimicos (ALCANFOR et al., 2001).

O controle de Meloidogyne spp. é dificultado por diferentes fatores dentre os
quais destacam-se a ampla gama de hospedeiros, a qual facilita a sua sobrevivéncia
e a presenca de variabilidade genética, mesmo para as espécies partenogenéticas.

Para estas espécies, o grande nimero e cromossomos tem sido sugerido como um
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forte mecanismos de variabilidade uma vez que as chances de mutagao génica sao
bem maiores (FREIRE et al., 2002).

Dentre as principais medidas de controle adotadas pode-se citar a inundacgao
de solos, a utilizacdo de culturas armadilhas como Crotolaria spp., rotacao de
culturas, plantio de cultivares resistentes, revolvimentos do solo, cultivo de culturas
antagdnicas, material de propagagdo sadio e controle quimico e/ou alternativo
(LORDELLO, 1992).

A propagacdo de material sadio constitui uma das principais medidas de
controle para Meloidogyne, onde a producao de mudas deve ser realizada em locais
isentos de nematéides, uma vez que plantas contaminadas sdo importantes agentes

de disseminacéo desse patdgeno e de outras doencas (EMBRAPA, 2005).

2.3.4 ldentificacdo de Meloidogyne

A extensa variacdo morfoldgica entre as espécies de nematodides e dentro
destas dificultam suas identificacdes ao nivel de espécies, considerando que muitas
espécies de nematdides infectam circulos de hospedeiros muitos extensos. As
identificagcbes de nematdides ndo podem ser baseadas somente em uma ou em
poucas técnicas taxondmicas, mesmo que determinada espécie possua circulo de
hospedeiras relativamente curto (EISENBACK, 1982).

A identificacdo das espécies do género Meloidogyne é dificil, devido ao alto
grau de similaridade. Entretanto, diante das sindromes de meloidoginose, tal
identificacdo € imprescindivel, para que as praticas culturais, a exemplo da rotacdo
de culturas e do uso de variedades resistentes, entre outros, tornem-se efetivas
(MOURA, 1996). Para o desenvolvimento de cultivares resistentes, bem como para a
recomendacdo de qualquer esquema de rotacdo de culturas, € imprescindivel
primeiro que se conhec¢a a verdadeira identidade das populagdes de nematoides.
Altas densidades populacionais de nematdides podem ocorrer se esquemas de
rotacao de culturas forem elaborados sem que a prévia identificacdo das populacbes
de nematdides tenha sido precisamente determinada (CHARCHAR, 1997) .

Em se tratando de um género de nematdide de taxonomia complexa, a
identificacdo de espécies de Meloidogyne é feita com base em diferentes técnicas
que envolvem desde aspectos morfologicos até analises de proteinas e de DNA

(HANDOO et al., 2005). No entanto, o sucesso na identificacdo de espécies deste
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género muitas vezes sO € conseguido mediante a utilizacdo de diferentes técnicas
em conjunto (CHARCHAR, 1997).

Dados morfologicos e morfométricos das diferentes espécies de Meloidogyne
sdo obtidos mediante a extracdo de fémeas, machos e formas juvenis de segundo
estagio de raizes infectadas para observacdo e coleta de dados ao microscopio
otico. Os dados obtidos sdo comparados com os da literatura pertinente para a
identificacdo da espécie (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001). Uma outra caracteristica
morfolégica importante na identificacdo de espécies de Meloidogyne é o estudo da
configuracéo perineal de fémeas maduras, regido compreendida entre a vulva e o
anus e que contém marcas cuticulares caracteristicas de cada espécie (TIHOHOD,
1989). Esta técnica é viavel para aplicacdo em rotina, mas € dependente de um
conhecimento técnico e da habilidade do operador, caso contrario erros de
interpretacdo podem ocorrer, principalmente para espécies de configuracao perineal
semelhante (RANDIG et al., 2004).

A andlise de proteinas soluveis é realizada por eletroforese de isoenzimas.
Meloidogyne spp. apresentam atividade para diferentes isoenzimas, cujo fenétipo é
utilizado para fins taxonémicos (KUNIEDA DE ALONSO e ALFENAS, 1998).

As proteinas sdo sintetizadas a partir de informagfes genéticas contidas no
DNA e néo estdo sujeitas as variacdes ambientais e fisicas. Estudos comparativos
entre populacbes de uma mesma espeécie, originarias de diversas localidades e de
diferentes hospedeiros, comprovaram a estabilidade do padrdo protéico. A técnica
de eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida tornou evidente a
diferenciacéo entre espécies dos géneros Anguina, Aphelenchus, Bursaphelenchus,
Ditylenchus, Globodera, Heterodera, Radopholus e Meloidogyne (CURRAN, 1991).

O padrdo protéico pode ser determinado pela extracdo de proteinas
especificas ou de proteina total. A complexidade da analise de proteina total dificulta
a interpretagédo dos resultados e torna-a suscetivel a erros. Com isso, o padréo de
proteinas especificas € mais empregado nos estudos taxonémicos. Dentre ela, mas
mais comumente estudadas sdo: a esterase, a malato desidrogenase, a glucose
fosfatase, onde a esterase é ultilizada na diferenciagdo das principais espécies de
Meloidogyne (ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1990).

As vantagens da identificacdo por eletroforese de proteinas séo a eficiéncia
do método em diferenciar espécies, a rapidez e o baixo custo. Entretanto, tem as

desvantagens de ndo ser suficiente sensivel para a diferenciacdo de ragas e de ter
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que utilizar espécime do mesmo estadio de desenvolvimento nos testes
comparativos — a atividade da enzima € normalmente mais baixa nos estadios
juvenis e nas fémeas maduras, e trabalha com poliacrilamida, substancia toxica
utilizada na preparacdo dos géis de eletroforese que deve ser manuseada com
precaucdo (MANSO e TENENTE, 1994).

O fendtipo isoenzimatico para as diferentes espécies de Meloidogyne é obtido
mediante a extracdo de isoenzimas de fémeas leitosas e posterior corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida. As bandas de proteina sdo visualizadas com
a utilizacdo de corantes especificos para cada isoenzima e o padrdo eletroforético
comparado com os descritos na literatura (ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU,
1990). Esta técnica, apesar de ser mais precisa que a técnica da configuracao
perineal, também apresenta limitacbes. O seu uso em rotina € questionado devido
ao encarecimento do valor das analises pelo uso de reagentes mais caros e pela
necessidade de laboratérios mais bem equipados. No entanto, o uso em conjunto de
ambas as técnicas tem auxiliado na identificacdo de espécies (ROESE et al., 2001;
FRANZENER et al., 2005).



3 MATERIAL E METODOS

As andlises foram realizadas no Laboratério de Nematologia da
UNIOESTE - Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus de Marechal
Candido Rondon. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo
localizada na area de cultivo protegido do Nucleo de Estacbes Experimentais da

mesma instituicao.

3.1 IDENTIFICACAO DE POPULAGCOES DE Meloidogyne spp. EM RESERVAS
LEGAIS

3.1.1 Abrangéncia da area pesquisada

Foram visitadas Reservas Legais nos municipios de Cascavel, Marechal
Céandido Rondon e Terra Roxa - Parand, onde em cada municipio foram amostradas
um total de cinco reservas legais aleatoriamente, totalizando assim quinze areas.
Os locais de coleta foram georeferenciados, onde as mesmas se apresentavam
proximas a areas de cultivo. Figura 01 estdo os dados referentes a trés matas
visitadas no municipio de Cascavel e Figura 02 a trés matas do municipio de Terra

Roxa.

Figura 01 . Vista aérea de trés areas amostradas no municipio de Cascavel — PR.
Mata 01 Ilatitude 24°58'36.62°S e longitude 53°30°'45.58°0, mata 02 latitude
24°58'22.68°S e longitude 53°30'31.89°0O e mata 03 latitude 24°59'47.51°S e

longitude 53°29'15.18°0.
Fonte: Google Earth. Acesso em: 04/05/2010.
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Figura 02 . Vista aérea de trés areas amostradas no municipio de Terra Roxa — PR.
Mata 01 latitude 24°7'37.15°S°S e longitude 54°8°23.11°0O, mata 02 latitude
24°8'52.20°S e longitude 54°3'43.68°0 e mata 03 latitude 24°6’0.93°S e longitude
54°4°45.4°0.

Fonte: Google Earth. Acesso em: 04/05/2010.

3.1.2 Coleta e identificagao de plantas

Plantas hospedeiras de Meloidogyne spp. e com sintomas de galha no
sistema radicular, foram coletadas aleatoriamente em matas nos municipios citados
anteriormente, segundo a metodologia de Tihohod (1989). Apss a coleta, as plantas
foram acondicionadas em sacos plasticos, juntamente com solo com umidade
natural, evitando que ficassem secas até a chegada ao laboratério. A parte area das
plantas foi retirada para classificacdo botanica, herborizada e seca em estufa a 70
T por 96 horas, onde apds foram feitas exsicatas p ara identificac&o.

A identificacdo dos materiais coletados foi feita no Laboratorio de Botanica da
UNIOESTE - Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus de Marechal
Céandido Rondon.
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3.1.3 ldentificacdo de Meloidogyne spp.

3.1.3.1 Identificacdo de Meloidogyne spp. pela técnica da configuracdo da regido

perineal

Fémeas maduras de Meloidogyne spp. foram extraidas de galhas
encontradas em raizes de plantas ao qual apresentavam sintomas de infeccéo,
depositadas em recipiente contendo acido latico a 45% e trabalhadas em lupa para a
obtencdo de cortes perineais. Posteriormente confeccionou-se laminas
simipermanentes com glicerina, contendo os cortes perineais adquiridos, seladas
com esmalte e observadas em microscépio Otico para identificacdo de espécies.
Cada lamina continha 10 cortes perineais, sendo representativa da coleta feita em
uma espécie botanica. A identificacdo de espécies foi feita com base em
observagcbes ao microscopio 6tico e comparacdo dos cortes obtidos com aqueles
descritos em literatura para as diferentes espécies de Meloidogyne (HARTMAN e
SASSER, 1985).

3.1.3.2 Identificacdo de Meloidogyne spp. pelo fendtipo isoenzimatico para esterase

Para a realizagdo da andlise isoenzimatica, seguiu-se a metodologia proposta
por Alfenas et al. (1998), onde 07 fémeas maduras foram coletadas de raizes com
sintomas de galhas ao microscépio estereoscopio, e entdo maceradas em 10 puL de
solucdo extratora. Apds, foi realizada a corrida eletroforética durante 01 hora e 10
minutos, a 4°C em aparelho vertical modelo MGV — 202 (Biosystems), com gel de
poliacrilamida na concentracdo de 8,23%. ApoOs a corrida, o gel foi retirado das
placas de vidro e repassado em uma bandeja plastica contendo solucdo tampéao
fosfato de sédio pH 6,2 para lavagem e mantido sob leve agitacdo. Depois da
lavagem do gel, o tampé&o fosfato foi descartado, adicionando solugéo contendo o0s
corantes Fast Blue RR e a-naftil acetato, e o gel foi incubado por aproximadamente
15 minutos a 30°C, até o aparecimento das bandas. Com as bandas de esterase ja
coradas, a solucdo corante foi descartada, sendo adicionada solugdo para
descoloracdo do mesmo, composta por etanol absoluto, acido acético glacial e agua
destilada, e ap0Os adicionado solucdo para secagem ao qual continha glicerina,

metanol e 4gua destilada, e o padrdo de bandas fotodocumentado.
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3.2 PARASITISMO DE Meloidogyne spp. EM PLANTAS NATIVAS

3.2.1 Identificacdo de Meloidogyne spp. em mudas

Mudas de plantas nativas da regido Oeste do Parana, pertencentes a 32
espécies distintas, e com diagndstico de problema fitossanitario, foram cedidas pelo
Nucleo de Esta¢cbes Experimentais da UNIOESTE (Tabela 01). O sistema radicular
destas plantas foi analisado cuidadosamente quanto a presenca de galhas, onde as
plantas foram retiradas dos recipientes nos quais estavam presentes e 0 sistema
radicular foi posteriormente lavado e analisado. As mudas que nao apresentaram
sintomas de infec¢ao natural foram posteriormente inoculadas.

Para identificacdo de qual espécie de Meloidogyne estava infectando
naturalmente as mudas , foram extraidas fémeas e identificadas por configuracédo da
regido perineal (HARTMAN e SASSER, 1985) e fenétipo para a isoenzima esterase
(ALFENAS et al., 1998).
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Tabela 01. Plantas nativas do Oeste do Parana avaliadas com relagcdo ao

parasitismo de Meloidogyne spp.

Nome Comum

Acoita-cavalo
Amendoim

Araca
Ariticum-comum
Aroeira-vermelha
Canela-de-veado
Canela-do-brejo
Canjerana
Caroba

Cedro

Cereja
Farinha-seca

Guajuvira

Guatambu-vermelho

Inga-miudo

Ipé-amarelo

Ipé-rosa

Ipé-roxo
Jacaranda-mimoso
Jaracatia

Jequitiba

Jenipapo

Louro-branco

Pau-marfim
Marmeleiro
Paineira

Palmeira-real

Pau-ferro

Sete-capotes
Taruma-branco
Uvaia

Vacum

Nome Cientifico

Luehea candicans Mart.

Pterogyne nitens Tul.

Psidium cattleianum Sabine

Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.

Schinus terebinthifolia Raddi.

Galipea jasminiflora (A.St.-Hil) Engler
Endlicheria paniculata (Spreng) J.F. Macbr
Cabralea canjerana (vell.) Mart.
Jacaranda micrantha Cham

Cedrelo fissilis Vell.

Eugenia involucrata DC.

Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.
Patagonula americana L.

Aspidosperma subicanum Mart.

Inga laurina (Sw.) Willd

Tabebuia chrysotrycha (Mart. ex. A.DC.)
Standl

Tabebuia heptaphylla (Vell.) Toledo

Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.

Machaerium villosum Vogel
Jaracatia spinosa (Aubl.) A. DC.
Cariniana rubra Gardner ex Miers

Familia

Tilaceae
Caesalpinaceae
Myrtaceae
Annonaceae
Anacardiaceae
Rutaceae
Lauraceae
Meliaceae
Bignoniaceae
Meliaceae
Myrtaceae
Caesalpinaceae
Boraginaceae
Apocynaceae
Leguminosae-Mimosoideae

Bignoniaceae

Bignoniaceae
Bignoniaceae
Fabaceae Faboideae
Caricaceae

Lecythidaceae

Genipa infudiboliformis D.C. Zappi & J. Semir Rubiaceae

Bastardiopsis densiflora (Hook.et Arn.)
Hassl.

Balfourodendron riedelianum (Engl.) Engl.
Ruprechtia laxiflora Meisn

Chorisia speciosa A. St.-Hil.
Archontophoenix alexandre H. Wendl. &
Drude

Caesalpinia férrea Mart. Ex. Tul.var.

leisostachya Benth.

Campomanesia_guazumaefolia_(camb.) Berg

Citharexylurn myrianthum Cham
Eugenia pyriforms Cambess
Allophyllus edulis (St.Hil.) Radlk

Malvaceae

Rutaceae
Polygonaceae
Bombacaceae

Arecaceae

Caesalpinaceae

Myrtaceae
Verbenaceae
Myrtaceae

Sapindaceae
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3.2.2 Obtencéo de populacdes de Meloidogyne spp

As populacdes de Meloidogyne utilizadas neste estudo foram obtidas de duas
formas. M. incognita raca 03 foi obtido através de plantas de algodéo, cedidas pela
empresa COODETEC - Centro de Pesquisa de Cascavel — Parana. M. javanica foi
obtido através de amostras de plantas de tomate que foram enviadas ao laboratorio
de Nematologia da UNIOESTE — Universidade Estadual do Oeste do Parand, sendo

as amostras provenientes do municipio de Terra Roxa - Parana.

3.2.3 Extracao de ovos/J2 de Meloidogyne spp. e preparo da solugéo de inéculo

Para a extracdo de ovos/J2 e obtengdo do indculo, utilizou-se da metodologia
para extracdo de raizes (COOLEN e D’ HERDE, 1972). As raizes das plantas
citadas acima foram seccionadas em pedacos de aproximadamente 1 cm de
comprimento e trituradas em solugdo de hipoclorito de sodio (NaOCI) a 0,5% em
liquidificador por aproximadamente 30 segundos. Apds a trituracdo e
homogeneizacéo, a suspenséao foi passada em duas peneiras sobrepostas de 20 e
400 mesh. Pequenos fragmentos de raizes foram retidos na primeira peneira (20
mesh), sendo que o0s ovos e juvenis ficaram aderidos a segunda peneira, sendo
recolhnidos em um béquer e, posteriormente transferidos para tubetes e
centrifugados por 5 minutos a 2.000 rpm. ApGs a primeira centrifugacdo, descartou-
se o sobrenadante e adicionou-se solucdo de sacarose (densidade= 1,15 g/cm®) nos
tubetes, para uma nova centrifugacdo, durante 1 minuto a 2.000 rpm, onde o
sobrenadante ao qual estariam presentes os ovos e juvenis de Meloidogyne foi
passado na peneira de 400 mesh e recolhidos em um béquer.

A quantificacdo de ovos e juvenis foi feita em lamina de Peters, com auxilio de
um microscopio Otico para posterior inoculacdo. Foram feitas trés contagens e
calculada a média presente em 1 mL. Esse valor foi multiplicado pelo volume total,

determinando o numero disponivel de ovos/J2 para a inoculagéo.
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3.2.4 Inoculacao de Meloidogyne spp. em plantas nativas

Apéds a contagem e calibracdo, foram inoculados 5.000 ovos/J2 nas espécies
inoculadas com M. incognita raca 03 e 3.000 ovos/J2 nas espécies inoculadas com
M. javanica (Tabela 02). A inoculagdo com M. incognita raca 03 foi realizada durante
o més de novembro de 2008 (primavera) e com M. javanica durante o més de
agosto de 2009 (inverno).

Foram realizados trés orificios com o auxilio de um bastdo de vidro, proximos
as raizes das plantas, a 1,5 cm de distancia e 5,0 cm de profundidade, onde entéo
foi depositada a solugdo contendo o indculo. As plantas inoculadas tinham em média
seis meses de idade e foram cultivadas em vasos plasticos com 3 L de solo
esterilizado por autoclavagem (120 °C, 1 atm, 1 h).

As plantas inoculadas foram irrigadas diariamente, suavemente, tendo
cuidado para néo lavar o in6culo do solo, onde de acordo com Tihohod (1989), o
excesso de 4gua nas primeiras semanas da inoculagéo, pode lavar o inéculo para
fora do vaso. As plantas encontravam-se em casa de vegetacao climatizada com
temperatura de 26 °C +/- 2 °C.
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Tabela 02. Relacdo das plantas inoculadas com diferentes espécies de Meloidogyne

SpPp.
Nome Comum Espécie Meloidogyne
Acoita-cavalo M. incognita
Amendoim M. incognita
Araca M. incognita
Aroeira-vermelha M. incognita
Canela-de-veado M. incognita
Canela-do-brejo M. javanica
Canjerana M. javanica
Caroba M. javanica
Cedro M. incognita
Cereja M. incognita
Guajuvira M. javanica
Inga-miudo M. incognita
Ipé-amarelo M. javanica
Ipé-rosa M. javanica
Ipé-roxo M. incognita
Jacaranda-mimoso M. incognita
Jenipapo M. javanica
Louro-branco M. javanica
Pau-marfim M. javanica
Paineira M. incognita
Palmeira-real M. incognita
Pau-ferro M. javanica
Sete-capotes M. incognita
Uvaia M. javanica
Vacum M. incognita

3.2.5 Avaliacéo

As plantas inoculadas foram avaliadas em duas épocas distintas: aos 60 dias
para as espécies inoculadas com M. incognita raca 03 e aos 90 dias para as
espécies inoculadas com M. javanica, onde o tempo maior para avaliacdo se deu ao
fato de que um dos fatores que afeta a duracdo do ciclo biolégico é a temperatura
(FERRAZ e MONTEIRO, 1995), sendo que as plantas inoculadas com M. javanica

foram inoculadas no periodo do inverno.
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As variaveis analisadas foram: contagem no numero total de galhas (IG),
namero de ovos/J2 por sistema radicular (Ovos/SR) e o calculo do Fator de
Reproducdo (FR). O calculo do FR foi feito pela seguinte formula: FR= Pf /PI
(populacéo final/populacao inicial) representado pela relacdo entre o numero de
ovos/J2 por sistema radicular somados (populacéo final) e o niumero de ovos/J2
utilizados no inoculo (populagéo inicial), onde FR superiores ou iguais a 1,0 indicam
plantas suscetiveis (boa hospedeira), inferiores a 1,0 resistentes (ma hospedeira) e
iguais a 0 imunes (sem reproducao) (OOSTENBRINK,1966). Para coleta dos dados,
as plantas foram cuidadosamente retiradas do substrato, tendo seus sistemas
radiculares imersos em tanque com Aagua limpa, por alguns minutos.
Cuidadosamente, os sistemas radiculares foram removidos com o propésito de se
obter perdas minimas de massa de ovos. Efetuaram-se trés lavagens de cada
sistema radicular, onde as mesmas foram observadas com auxilio de microscopio
esteroscopio para contagem do nimero de galhas.

Para extracdo dos ovos/J2 das raizes, seguiu-se a metodologia exposta
anteriormente para obtenc&o do inoculo, de acordo com Coolen e D’'Herde (1972).
A contagem foi realizada em uma lamina de Peters com auxilio de um microscopio

6tico.

3.2.6 Anélise estatistica

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
cada tratamento sendo representado pelas espécies inoculadas, sendo realizado
dois experimentos distintos: um representado as espeécies inoculadas com M.
incognita raca 03 (experimento 01) e outro representando as espécies inoculadas
com M. javanica (experimento 02). Cada tratamento constitui-se de cinco repeticdes
e uma testemunha sem indculo, juntamente com uma planta de tomate Santa Cruz

“Kada”, para confirmar a viabilidade do in6culo. Os valores foram transformados
para +/ X +1 visando a homogeneidade das variancias e a normalidade dos dados,

aos quais foram submetidos a andlise de variancia pelo programa SISVAR
(FERREIRA, 2000), utilizando o teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO DE POPULACOES DE Meloidogyne spp. EM RESERVAS
LEGAIS

As espécies de plantas que apresentaram sintomas de galha no sistema
radicular coletadas em Reservas Legais estdo apresentadas na Tabela 03. No
municipio de Cascavel foram encontradas popula¢gdes de M. javanica parasitando as
plantas Falsa-serralha (Emilia sonchifolia (L.) DC), em duas matas visitadas e Corda-
de-viola (Ipomoea triloba (L.) em outra mata. No municipio de Terra Roxa foram
encontradas populagcdes de M. javanica parasitando a planta Maria-pretinha
(Solanum americanum Mill) e Quaresminha-do-brejo (Tibouchina herbacea (DC.)
Cog.), sendo que a planta Maria-pretinha também foi encontrada sendo para
parasitada por M. incognita. Encontrou-se uma populacdo de M. incognita no
municipio de Marechal Candido Rondon, cuja planta hospedeira foi Rubim
( Leonurus sibiricus L.) (Figura 03).

Pode-se observar que as plantas coletadas nas matas foram todas plantas
daninhas, o que alerta para suscetibilidade dessas plantas a Meloidogyne spp., uma
vez que plantas daninhas podem hospedar e aumentar as populacbes de
nematodides do solo, tornando-se importante conhecer a reacdo dessas plantas a
este patdgeno, para saber quais espécies devem ser eliminadas das areas sob
manejo de solo para o controle eficiente de nematdides (MONACO et al., 2008). Ao
contrario dos atagues de pragas e doencas, que ocorrem normalmente por uma ou
pouca espécies, a infestacdo de plantas daninhas é representada por muitas
espécies, emergindo em épocas diferentes, dificultando sobremaneira o controle
(KARAM, 2008).
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Tabela 03. Relacdo de plantas encontradas infectadas naturalmente em Reservas
legais dos municipios de Cascavel, Terra Roxa e Marechal Candido

Rondon - PR
Municipio Nome Nome Familia Espécie de
Comum Cientifico de planta Meloidogyne
spp.

Cascavel Falsa-serralha  Emilia sonchifolia (L.) Asteraceae M. javanica
DC (Compositae)

Cascavel Falsa-serralha  Emilia sonchifolia (L.) Asteraceae M. javanica
DC (Compositae)

Cascavel Corda-de-viola  Ipomoea triloba (L.) Convolvulaceae M. javanica

TerraRoxa Maria-pretinha  Solanum Solanaceae M. javanica
americanum Mill

Terra Roxa  Maria-pretinha  Solanum Solanaceae M. incognita

americanum Mill
Terra Roxa Quaresminha- Tibouchina herbacea Melastomaceae M. javanica
do- brejo (DC.) Cog.
Marechal Rubim Leonurus sibiricus L.  Lamiaceae M. incognita
Candido (Labiatae)

Rondon

Figura 03. Galhas encontradas no sistema radicular da planta Rubim no municipio

de Marechal Candido Rondon, infectada naturalmente por M. incognita.
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A identidade das espécies de Meloidogyne spp. foi confirmada através de
cortes perineais, onde Figuras 04 e 05 apresentam cortes perineais em fémeas de
Meloidogyne nas plantas encontradas no municipio de Cascavel e Terra Roxa

respectivamente, e através do fenotipo da isoenzima esterase (Figura 06 e 07).

Figura 04. Configuracdo perineal em fémeas de Meloidogyne spp. coletadas no
municipio de Cascavel - PR para identificacdo das espécies. Figuras A e B
representam M. javanica, encontrada parasitando a planta Falsa-serralha, e figura C

representando M. javanica parasitando Corda-de-viola.

Figura 05. Configuracdo perineal em fémeas de Meloidogyne spp. coletadas no
municipio de Terra Roxa - PR para identificacdo das espécies. Figuras A e B
representam M. javanica e M. incognita respectivamente, encontradas parasitando a
planta Maria-pretinha. Figura C representa M. javanica parasitando a planta

Quaresminha-do-brejo.



De acordo com Lordello et al. (1998), os nematoides do género Meloidogyne
também sdo capazes de se multiplicar em plantas daninhas. Tais plantas atuam
como fontes alternativas de inéculo do patégeno e garantem a sobrevivéncia do
mesmo. Os nematodides parasitas de muitas culturas de valor econémico sobrevivem
a periodos de auséncia destas plantas no campo alimentando-se do sistema
radicular de plantas daninhas. As plantas daninhas sdo caracterizadas pelo seu alto

poder de disseminacédo, o que favorece o seu crescimento em lugares indesejaveis
(SILVA et al., 2008).

Figura 06. Fendtipos de esterase para as espécies de plantas encontradas com
sintomas de galhas no municipio de Cascavel — PR. M. javanica, utilizada como
padrao no primeiro poco. Pocos 02, 03, 04 e 05 apresentam as amostras de fémeas
de Meloidogyne spp. retiradas para analise da planta Falsa-serralha. Pocos 06 e 07

representam as fémeas da planta Corda-de-viola.
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Figura 07. Fendtipos de esterase para as espécies de plantas encontradas com

sintomas de galhas no municipio de Terra Roxa — PR. M. javanica, utilizada como
padrdo no primeiro po¢o. Pocos 02, 03, 04 e 05 apresentam as amostras de fémeas
de Meloidogyne spp. retiradas para analise da planta Maria-pretinha . Pocos 06 e 07
representam as fémeas da planta Quaresminha-do-brejo.

Os estudos com plantas daninhas, avaliando a suscetibilidade aos
nematdides do género Meloidogyne séo antigos. Ponte (1968) publicou uma lista de
hospedeiros de Meloidogyne, encontrados no estado do Ceard, relatando entre
estes, plantas daninhas. Huang e Cupertino (1976) realizaram um levantamento de
fitonematodides, em areas cultivadas do Distrito Federal e estado de Goias. Entre as
plantas envolvidas encontravam-se plantas daninhas parasitadas por M. incognita e
M. javanica. Um outro estudo foi realizado por Antonio e Lehman (1978), também
relatando sobre a ocorréncia de Meloidogyne em plantas daninhas. Neste trabalho,
0S autores observaram a ocorréncia da planta Falsa-serralha como hospedeira de
M. incognita e M. javanica, no municipio de Ponta Grossa — PR, onde a mesma foi
encontrada no presente trabalho sendo parasitada por M. javanica no municipio de
Cascavel - PR.

Ménaco et al. (2008) avaliaram a reacdo de diferentes espécies de plantas
daninhas a M. paranaensis, onde Falsa-serralha apresentou-se resistente a este
nematéide. Porém, neste mesmo trabalho relata-se que esta espécie de planta
apresentou-se com um Fator de Reproducédo (FR) de 0,3, indicando que houve
reproducdo do nematdide, ndo podendo ser classificado entdo como uma planta
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imune. Assim, pode-se concluir que nesta planta o nematdide apresentou uma
reproducdo baixa, o que pode indicar que a mesma € hospedeira, porém nao
suscetivel. No presente estudo, ndo foi possivel calcular o FR, pois ndo havia
conhecimento da populacéo inicial, sendo possivel assim, somente indicar quais
plantas foram hospedeiras destes nematoides e identificar populagfes existentes do
género Meloidogyne. Desta forma, observa-se a planta Falsa-serralha é hospedeira
para M. incognita, M. javanica e M. paranaensis, porém para esta ultima espécie de
Meloidogyne, os dados obtidos por de Ménaco et al. (2008) indicam que a mesma é
uma planta que pode ser considerada resistente.

No trabalho de Ménaco et al. (2009), esta espécie de planta (Falsa-serralha)
foi avaliada quanto ao parasitismo de M. incognita raca 01, M. javanica e M
paranaensis, a qual apresentou-se como imune para a M. incognita raca 01 e M.
javanica, e com um FR de 0,020 para M. paranaensis, sendo classificada como
resistente.

De acordo com Mobnaco et al. (2008) dados opostos podem ocorrer, e as
diferencas observadas para a mesma espécie de planta daninha podem ser devido
duas hipoteses: variabilidade intra-especifica das plantas daninhas ou variacdo
fisiolégica em Meloidogyne (existéncia de racas fisioldgicas), fato ja observado
também por Taylor e Sasser (1978).

Otoboni (2006) destaca que em areas destinadas para o plantio de café,
plantas daninhas como a Corda-de-viola devem ser eliminadas, pois sdo plantas
suscetiveis a Meloidogyne. No trabalho de Ménaco et al. (2008), os autores alertam
para esta espécie de planta, pois esta destacada como sendo uma das plantas que
apresentaram maior potencial de incremento populacional para M. paranaensis,
tendo apresentado um FR de 36,1, sendo considerada entdo uma planta altamente
suscetivel. Roese e Oliveira (2004) também classificaram esta planta daninha como
suscetivel a M. paranaensis.

Os dados se confirmam no trabalho de Antonio e Lehman (1978), onde
plantas desta familia foram encontradas nos municipios de Londrina e
Ponta Grossa — PR, sendo parasitadas por M. arenaria e por Meloidogyne spp.,
Esses autores nado identificam qual espécie deste género estaria parasitando esta
planta no municipio de Londrina. Esta espécie também €& citada como uma das
principais plantas daninhas que hospedam M. incognita (EMBRAPA, 2003). Assim,

pode-se verificar que as espécies pertencentes a esta familia em sua maioria sao
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hospedeiras de M. paranaensis, M. arenaria, e M. javanica e M. incognita, alertando
assim sua alta suscetibilidade a este género de nematodide. Esses dados foram
confirmados no trabalho de Mdnaco et al. (2009), onde foram avaliadas espécies
desta familia a M. incognita raca 01 e raca 03 e M. javanica, mostrando-se todas
como suscetiveis.

A planta Maria-pretinha é uma das principais plantas daninhas encontradas
em lavouras de tomate, devido a dificuldades do seu controle (EMBRAPA, 2003).
N&o sO em lavouras de tomate, como também em varias outras culturas, como
destaca Santos (2010), onde o autor relata que M. incognita tem muitas
hospedeiras, e entre elas Maria-pretinha, tornando assim dificil o controle deste
nematdide em areas que apresentem populacdes de M. incognita e esteja presente
esta espécie de planta. Antdnio e Lehman (1978) relatam a ocorréncia desta planta
sendo parasitada por M. incognita, no municipio de Santa Amélia — PR, confirmando
assim a hospedabilidade desta espécie de planta a M. incognita

Quando avaliada referente ao parasitismo de M. paranaensis, encontram-se
dados opostos. No trabalho de Rose e Oliveira (2004), esta espécie de planta foi
classificada como suscetivel, com um FR de 7,7. Ja no trabalho de Ménaco et al.
(2008), a mesma espécie sendo avaliada com M. paranaensis se mostrou resistente,
havendo baixa reproducéo desta espécie de Meloidogyne.

Como neste trabalho a planta Maria-pretinha foi encontrada sendo parasitada
por M. incognita e M. javanica, pode-se dizer que a mesma é hospedeira de M.
incognita, M. javanica e M. paranaensis.

Moénaco et al. (2009) constataram que a planta Rubim é suscetivel a M.
incognita racas 01 e 03, e M. javanica, e se mostra resistente a M. paranaensis,
dados confirmados no trabalho de M6énaco et al. (2008) em relacdo ao parasitismo
de M. paranaensis. Neste trabalho, foi encontrada sendo parasitada por M.
incognita, e encontrada por Antonio e Lehman (1978) sendo parasitada por M.
javanica nos municipios de Cruz Alta — RS e Santa Mariana — PR . Desta forma,
Rubim é hospedeira de M. incognita, M. javanica, e M. paranaensis, sendo que para
esta espécie de Meloidogyne, esta é classificada como resistente (M6naco et al.,
2008; Mbénaco et al., 2009)

N&o foram encontrados dados sobre a planta Quaresminha-do-brejo, o que
impossibilita de classifica-la como suscetivel ou resistente, podendo somente afirmar

gue a mesma € hospedeira de M. javanica, pois como ja comentado anteriormente,
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nao foi possivel calcular o FR devido ao fato de n&do ter conhecimento da populagéo
inicial, j& que as mesmas foram coletadas em matas e apresentaram infeccao

natural.

4.2 PARASITISMO DE Meloidogyne spp. EM PLANTAS NATIVAS

Das trinta e duas espécies avaliadas, sete apresentaram infecgdo natural por
Meloidogyne spp. apresentando galhas no sistema radicular. O padrao de esterase
para as espécies naturalmente infectadas revelou M. incognita para Ariticum-
comum, Jequitib4, Jaracatia, Taruma-branco, Guatambu-vermelho, Farinha-seca e
Marmeleiro. A identidade de M. incognita foi comprovada através de cortes perineais
(Figura 08). Antes (2008) verificou infeccdo natural nas espécies Taruma-branco e
Guatambu-vermelho, porém a espécie identificada foi M. javanica. Assim, pode-se
concluir que Taruma-branco e Guatambu-vermelho s&o plantas hospedeiras para as
duas espécies de Meloidogyne (M. incognita e M. javanica). Nas plantas com
infeccdo natural ndo foi possivel realizar o calculo do Fator de Reproducédo (FR),
pois ndo havia conhecimento da populacao inicial de nematodides. Outra planta ao
gual de apresentou infectada naturalmente, e que se mostrou como hospedeira para
M. incognita quando inoculada no trabalho de Antes (2008) foi Ariticum-comum,
confirmando assim o resultado obtido neste experimento.

Assim, vinte e cinco espécies mostraram-se isentas de infeccado natural por
Meloidogyne spp, Os valores referentes as avaliacbes de resisténcia e/ou
suscetibilidade encontram-se na Tabela 04 para as espécies avaliadas com M.
incognita raca 03 (experimento 01) e Tabela 05 para as espécies avaliadas com M.

javanica (experimento 02).
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Tabela 04. Reacgao de plantas nativas isentas de infec¢ao natural e inoculadas com

M. incognita raca 03

Planta nativa IG ! OVOS/SR FR Reac&o”?
Ipé roxo 27,00 a 2504 a 0,500 a R
Paineira 11,00 a 810 a 0,030 a R
Canela-de-veado 2,00b 60 b 0,018 a R
Jacaranda-mimoso 0,80 b 72 Db 0,014 a R
Ingad-miudo 0,60b 56 b 0,011 a R
Vacum 0,60 b 44 b 0,014 a R
Cereja 0,00 b Ob 0,00 a I
Sete-capotes 0,00 b 32b 0,010 a R
Acoita-cavalo 0,00 b 80 b 0,022 a R
Palmeira-real 0,00 b 152 a 0,030 a R
Araca 0,00 b Ob 0,00 a I
Aroeira Vermelha 0,00 b 80 a 0,022 a R
Cedro 0,00 b Ob 0,00 a I
Amendoim 0,00 b 284 a 0,056 a R

11G= indice de galhas; OVOS/SR= ovos por sistema radicular (populacao final); FR=
fator de reproducéio. 2 Segundo conceito de Oostenbrink (1966). S= suscetivel, R=
resistente e I= imune. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente

ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.



Tabela 05. Reacédo de plantas nativas isentas de infec¢cdo natural e inoculadas com

M. javanica
Planta nativa IG* OVOS/SR FR Reacdo”
Caroba 0,63 a 72b 0,023 a R
Ipé-rosa 0,00 a 136b 0,040 a R
Canela-do-brejo 0,00 a 8b 0,002 a R
Canjerana 0,00 a 52b 0,021 a R
Pau-ferro 0,00 a 0,00 b 0,00 a I
Ipé-amarelo 0,00 a 264 a 0,087 a R
Jenipapo 0,00 a 8Db 0,002 a R
Louro-branco 0,00 a 120 b 0,040 a R
Uvaia 0,00 a 8Db 0,002 a R
Pau-marfim 0,00 a 28D 0,009 a R
Guajuvira 0,00 a 100 b 0,033 a R

11G= indice de galhas; OVOS/SR= ovos por sistema radicular (populacéo final); FR=
fator de reproducdo. * Segundo conceito de Oostenbrink (1966). S= suscetivel, R=
resistente e I= imune. Médias seguidas da mesma letra n&o diferem estatisticamente
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Figura 08. Configuracdo perineal de M. incognita encontrada nas espécies

naturalmente infectadas.
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Comportaram-se como resistentes a Meloidogyne incognita raca 03 as
seguintes espécies: Ipé-roxo, Paineira, Canela-de-veado, Jacoranda-mimoso,
Ingad-miudo, Vacum, Sete-capotes, Acoita-cavalo, Palmeira-real, Aroeira-vermelha e
Amendoim. As espécies Araca, Cereja e Cedro mostraram-se imunes, nao havendo
reproducao apos a inoculagao.

A producdo média de ovos/J2 do nematdide M. incognita raca 03 variou de 0
a 12.480 e o numero de galhas de 0 a 135 por planta.

Através dos resultados obtidos, verificou-se que houve diferenca estatistica
para o indice de galhas (IG), onde as espécies Ipé-roxo e Paineira mostraram-se
superiores aos demais tratamentos. Quando observada a populacéo final (Ovos/SR),
observa-se que houve diferenca estatistica entre mais espécies, sendo as que
apresentaram maior valor Ovos/SR foram: Ipé-roxo, Paineira, Palmeira-real, Aroeira-
vermelha e Amendoim. Embora tenha havido diferengca entre indice de galhas e
populacdo final, ndo se observou diferencas estatisticas no Fator de Reproducao
(FR).

As espécies Palmeira-real, Aroeira-vermelha e Amendoim ndo apresentaram
sintoma de galhas no sistema radicular quando inoculadas, porém, apds andlise e
contagem da populacdo final, mostraram-se com ovos/J2 presentes, e se
enquadrando estatisticamente no valor da populagéo final como semelhantes as
espécies Ipé-roxo e Paineira, ao qual mostraram-se com sintomas de galha apos a
inoculacdo e se mostraram superiores aos demais tratamentos quando analisado o
indice de galhas. O mesmo fato ocorreu com Guimaraes et al. (2003), avaliando o
parasitismo de M. mayaguensis em diferentes espécies botanicas. Os autores
avaliaram a espécie Crotalaria juncea, que se apresentou sem sintomas de galhas,
porém apods andlise da populacdo final a mesma mostrou-se como suscetivel.
Medeiros et al. (2001) avaliaram diferentes genaotipos de milho ao parasitismo de M.
javanica. Em seus resultados, os autores constataram que havia genotipos que nao
apresentavam sintomas de galha e no entanto apresentaram ovos em seu sistema
radicular ap6s a inoculacdo e apds andlise do FR, apresentaram-se como
suscetiveis. Segundo os mesmos autores, o parasitismo de Meloidogyne spp. nem
sempre induz a formacédo de galhas, o que dificulta os programas de melhoramento
de gendtipos, o que torna indispensavel a identificacdo através de estudos

avaliando o parasitismo para que recomendacdes de manejo sejam eficientes.
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Antes (2008), ao avaliar o parasitismo de espécies nativas do Oeste
Paranaense, detectou através de inoculagdes duas hospedeiras para M. incognita:
Jenipapo e Aroeira-vermelha. Essas plantas foram avaliadas no presente estudo
qguanto a reacdo com M. incognita raca 03 para Aroeira-vermelha e M. javanica para
Jenipapo.

A planta Aroeira-vermelha quando inoculada com M. incognita, a mesma
espécie de nematdide do trabalho de Antes (2008), mostrou-se com um FR baixo,
igual a 0,022, e em seu trabalho, a autora relata um FR de 2,93. Fatos como este,
de dados opostos podem ocorrer, influenciado por fatores como variabilidade intra-
especifica de plantas, ou variacdes fisiolégicas em Meloidogyne (existéncia de racas
fisiologicas), ja que no presente estudo, utilizou-se Meloidogyne incognita raca 03, e
no trabalho de Antes (2008) nao foi especificado qual raga utilizada, sendo portando,
um dos fatores ao qual pode ter contribuido para esta divergéncia de dados.

A planta Jenipapo mostrou-se resistente neste trabalho, com um FR baixo
também, de 0,002. No trabalho ao qual a mesma foi avaliada quando ao parasitismo
de M. incognita (ANTES, 2008), a mesma teve um FR de 0,22. Desta forma, pode-se
concluir que a planta é hospedeira para M. incognita e M. javanica, porém é
resistente as duas espécies de nematoides.

Lima et al (2005) identificaram a planta Acoita-cavalo parasitada por M.
exigua em areas de Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro. A mesma planta foi
avaliada neste estudo, sendo considerada como resistente a M. incognita raca 03.
Esta espécie de planta ndo apresentou sintomas de galha apds a inoculagdo com M.
incognita (Figura 09), porém apresentou ovos/J2 no seu sistema radicular apés
inoculacdo e andlise. Desta forma, pode-se dizer que a planta Acoita-cavalo é
hospedeira de M. exigua e M. incognita raca 03, porém, quando avaliada quanto ao
parasitismo para M. incognita raca 03, a mesma mostrou-se resistente.

Frazon (2009) destaca a importancia de estudos com espécies nativas que
sdo usadas para recuperacdo de areas degradadas. O autor cita o uso de Araca
como uma alternativa para superar os problemas causados por nematoides em
cultivos de goiabeira (Psidium guajuva L.), destacando que danos severos em
cultivos comerciais dessa planta vem sendo causados pelo nematdide M.
mayaguensis em alguns estados do Brasil. Neste sentido, espécies de Aracas
nativos podem ser utilizados como porta-enxertos, necessitando de maiores estudos

visando encontrar espécies resistentes, ndo so a esta espécie de Meloidogyne como



outras também, e compativeis para a realizacdo da enxertia, o que € de fundamental
importancia para viabilizar o seu uso como alternativa no controle do nematoide.

Esta mesma espécie de planta foi avaliada neste trabalho sendo inoculada
com M. incognita raga 03, e mostrou-se imune. Sendo assim, Aracad pode ser
aplicada como alternativa de controle para lugares com problemas com M.
mayaguensis e lugares com M. incognita raga 03.

Figura 09. Sistema radicular da planta Acoita-cavalo apés inoculagdo com M.

incognita raga 03.

Em relacédo as espécies de plantas inoculadas com M. javanica, Pau-ferro se
comportou como imune, e as demais se comportaram como resistentes. A média de
ovos/ J2 do nematoide M. javanica variou de 0 a 1.120 por planta, sendo menor,
portanto quando comparado a média de ovos/J2 encontrados nas espécies
inoculadas com M. incognita raca 03. O numero de galhas foi baixo, sendo que
somente a planta Caroba mostrou-se com sintomas de galhas no sistema radicular
apos inoculacdao, porém, quando avaliada estatisticamente quanto ao indice de
galhas, a mesma nao apresentou diferencas estatisticas das demais espécies.

Observando a populacdo final (ovos/SR), a Unica espécie que diferiu das
demais foi Ipé-amarelo, apresentando um valor superior as demais espécies. Antes
(2008) identificou esta espécie de planta sendo parasitada naturalmente por M.
incognita, porém, a autora ndo pode calcular seu FR, pelo fato de que esta espécie
em seu trabalho apresentava-se infectada naturalmente e n&o teria conhecimento da
populacéo inicial, o que pode-se dizer que a mesma é hospedeira de M. javanica,
porém apresenta resisténcia, e hospedeira de M. incognita, mas devido ao fato de
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ndo ser apresentado seu FR, ndo pode-se concluir se esta é resistente ou
suscetivel, observando assim somente que é hospedeira.

O mesmo fato ocorrido com as espécies inoculadas com M. incognita raca 03
se observa nas espécies inoculadas com M. javanica, exceto a espécie Pau-ferro,
em relacdo a presenca de galhas e a quantidade de ovos/J2 presente. Este fato
confirma que embora plantas ndo apresentem sintomas de galhas, é possivel a
presenca de ovos/J2 parasitando seu sistema radicular e ressalta a importancia de
estudos para avaliacado de parasitismo em diferentes espécies de plantas, uma vez
que Meloidogyne apresenta uma ampla gama de hospedeiros, dificultando assim
seu controle.

A deteccao de Meloidogyne em mudas de plantas nativas cultivadas em solo
nao estéeril alerta para a necessidade de tratamento de solo utilizado na propagacao
de mudas. O ndo tratamento pode implicar na introducdo de espécies de
Meloidogyne em areas isentas, além de contribuir para o desequilibrio da microfauna

em areas de preservacao ambiental ou de reflorestamento (ANTES, 2008)



5 CONSIDERACOES FINAIS

Foram encontradas sete populacdes de Meloidogyne spp. em Reservas legais
nos municipios de Cascavel, Terra Roxa e Marechal Candido Rondon, sendo
identificadas as espécies M. inconita e M. javanica, parasitando plantas daninhas
presentes nestas matas. Deve-se ter uma atencdo grande a essas plantas, que
podem servir como fonte de inoculo, e aumentar a populacdo de nematdides deste
género, uma vez que as espécies de importancia agricola se originaram de
organismos pertencentes a ecossistemas naturais através da adaptagcdo e possivel
sobrevivéncia.

Sete espécies nativas do Oeste paranaense apresentaram infec¢cdo natural
quando avaliadas ao parasitismo de Meloidogyne, mostrando assim que o0 solo
utilizado para a producdo de mudas nativas encontrava-se contaminado. Isto alerta
para a utilizacdo de solo ao qual sejam realizados analises antes da utilizacao,
evitando assim que mudas hospedeiras parasitadas por este género de nematoéide
sejam introduzidas em areas de reflorestamento.

Das espécies avaliadas quanto ao parasitismo de Meloidogyne spp., deve-se
levar em conta a hospedabilidade das plantas nativas a este nematoide. Estudos
devem ser feitos para avaliacdo do parasitismo, com outras espécies de nematoéides
para complemento, e assim obter maiores informacdes que possam ser passadas
aos agricultores, evitando aumento populacional e maiores problemas com este
patégeno, uma vez a dispersdo dos nematodides é feita em sua maioria pelo proprio

homem.



6 CONCLUSOES

Através dos dados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

As populacdes de Meloidogyne encontradas em Reservas Legais nos
municipios de Cascavel, Marechal Candido Rondon e Terra Roxa foram M. incognita
e M. javanica.

Entre as plantas nativas avaliadas com relacéo ao parasitismo de M. incognita
raca 03 e M. javanica, sete apresentaram infeccdo natural e as demais ao qual

foram inoculadas nenhuma se apresentou suscetivel.
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