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RESUMO GERAL

Meloidogyne incognita e Pratylenchus zeae estdo entre os nematoides mais nocivos a
cana-de-acucar. Comumente sdo encontrados nos canaviais brasileiros causando sérios
problemas. Outro nematoide que causa sérios danos a culturas do agronegocio nacional
é Meloidogyne enterolobii e recentemente foi encontrado ocorrendo naturalmente em
campos de cana-de-agUcar nos estados de Pernambuco e Rio Grande do Sul.
Aphelenchoides sp., mesmo sendo um nematoide parasita de parte aérea frequentemente
é encontrado associado a rizosfera de cana-de-acUcar. Havendo relatos de espécies de
Aphelenchoides causando danos em raizes de amendoim e algumas gramineas. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a multiplicacdo de M. incognita e M. enterolobii
em inoculacdo Unica e em inoculacdo conjunta com P. zeae, verificar o efeito dessa
interacdo no desenvolvimento inicial da cana-de-agUcar e registrar a presenca de
Aphelenchoides spp. em raizes de cana-de-agcUcar. Quatro experimentos foram
montados, sendo trés deles conduzidos paralelamente. No primeiro experimento, trés
densidades populacionais de M. incognita e M. enterolobii foram inoculados nas
variedades RB867515 e RB92579 de cana-de-acucar. O segundo experimento seguiu o
mesmo delineamento do primeiro, tendo como diferenca a infestacdo prévia com P.
zeae (Pi= 2000). No terceiro experimento, foram feitas infestacdes com P. zeae seguidas
com M. incognita e M. enterolobii nas variedades de cana-de-agUcar. No quarto
experimento, as raizes foram coloridas com fucsina acida e em seguida dissecadas, e
também fixadas, desidratadas, incluidas em resina, microseccionadas e coloridas com
azul de touidina. Meloidogyne enterolobii ndo teve bom desenvolvimento nas
variedades de cana 120 dias apds a infeccdo. Meloidogyne incognita alcangou altos
niveis populacionais quando em infec¢des isoladas, contudo em infec¢bes mistas com
P. zeae teve uma reducdo populacional. Menor biomassa fresca e seca de cana-de-
acucar foi obtida na infestacdo conjunta de P. zeae e M. incognita. Em infec¢Ges mistas,
P. zeae e M. incognita se suprimiam mutuamente. Foi possivel observar Aphelenchoides
sp. dentro das raizes em montagem microscopica e em cortes histopatoldgicos sob
microscopio optico. Nenhum sintoma da infecgdo deste nematoide foi encontrado na
planta.

Palavras-chave: Aphelenchoides sp.,infeccdo mista, Meloidogyne spp., Pratylenchus

spp., Saccharum spp.



GENERAL ABSTRACT

Meloidogyne incognita and Pratylenchus zeae are two of the most damaging nematodes
of sugarcane, which are commonly present in Brazilian sugarcane fields causing severe
losses. Another nematode widely known as damaging for the Brazilian agribusiness is
the Meloidogyne enterolobii, which, recently, was reported as naturally occurrring in
sugarcane field from Pernambuco and Rio Grande do Sul states. Aphelenchoides sp.
despite being considered as a shoot parasitic nematode it is often associated with
sugarcane rhizosphere, and some reports indicate its association with groundnut and
some grasses which can damage these plants. This work aimed to evaluate the
multiplication of M. incognita and M. enterolobii in both isolated and joint inoculation
with P. zeae, to examine the effect of these interactions in initial sugarcane growing and
to register the presence of Aphelenchoides spp. in sugarcane roots. Four experiments
were performed, from which three were performed in parallel. In the first experiment,
three different population densities of M. incognita and M. enterolobii were inoculated
on both RB867515 and RB92579 sugarcane varieties. The second experiment followed
the same experimental design at the first, but with previous infection of P. zeae (initial
population=2000). The third experiment consisted of a prior inoculation de P. zeae
followed by M. incognita and M. enterolobii inoculations in both sugarcane varieties. In
the fourth experiment, roots were stained with acid fucsin and dissecated, then fixed,
dehydrated, included in resin, sectioned e colored with toluidine blue. Meloidogyne
enterolobii did not develop well in both sugarcane varieties even after 120 days of
inoculation. Meloidogyne incognita reached high population levels when in single
infections, but its population was reduced when in mixed infections with P. zeae. The
mixed infections of P. zeae and M. incognita reduce both fresh and dried shoot weight.
In mixed infectons P. zeae and M. incognita suppress each other. We also report
Aphelenchoides sp. inside the roots in microscopy mount and histopathological sections
under optical microscope, but this nematode did not induce any symptom of infection

on plant.

Key-word: Aphelenchoides sp., Meloidogyne spp., mixed infection, Pratylenchus spp.,

Saccharum spp.
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REVISAO DE LITERATURA
Aspectos gerais da cana-de-acgucar

A cana-de-agUcar (Saccharum spp. L.) € uma graminea semiperene pertencente a
divisdo Magnoliophyta, classe Liliopsida, subclasse Commilinidae, ordem Cyperales e
familia Poaceae. Possui metabolismo fotossintético C4, ou seja, € altamente eficiente na
conversdo de energia radiante em energia quimica. Plantas com esse metabolismo
possuem um mecanismo que reduz a perda de dgua em ambientes secos (ALENCAR,
2012). A cana-de-aclcar se desenvolve em touceiras formadas por colmo,
inflorescéncia, folhas, raizes e rizomas (CESNIK; MIOCQUE, 2004). O colmo é
responsavel pela sustentacdo das folhas e paniculas, possuindo nds e entrends bem
distintos, As raizes sdo fasciculadas ou em cabeleira e os rizomas constituidos por
nodios, internddios e gemas, que sdo responsaveis pela formacao do perfilho da touceira
(LUCCHESI, 2001; MOZAMBANI, 2006).

A cana-de-acUcar se desenvolve em dois ciclos: cana-planta, quando a planta
ainda ndo teve seu primeiro corte, este periodo pode variar de 12 a 18 meses (de acordo
com a variedade) e cana-soca, ciclo que comeca a partir do primeiro corte e garante um
periodo de produtividade de 12 meses, quando é feito o préximo corte (SUGAWARA,
RUDORFF, 2011). Por isso é considerada uma planta semiperene, por permitir varios
cortes sem a necessidade de replantio.

A cana-de-aclcar é uma planta tipicamente tropical, adaptada a condi¢bes de
altas temperaturas, intensa luminosidade e, relativa, escassez de agua, sendo estes
componentes climaticos essenciais para 0 bom desenvolvimento e producgdo da cana-de-
acucar (SEGATO et al., 2006).

Desde sua introducdo no Brasil, em 1532 por Martim Afonso de Sousa no

primeiro engenho em S&o Vicente (MOZER; TELLE, 2002), a cana-de-agUcar tem



destacada importancia econémica, sendo o pais, atualmente, o maior produtor mundial
desta cultura e de seus produtos (aclcar e etanol), seguido da india e China (CONAB,
2016). De acordo com o ultimo levantamento nacional de producdo de cana-de-acucar
para industria pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) espera-se para a
safra 2016/17uma producédo de 694,54 mil toneladas, um acréscimo de 4,4% (28,96 mil
toneladas) em relacdo a safra 2014/15. A éarea cultivada com cana-de-actcar no Brasil
nesta safra 2016/17 teve um aumento de5,3% (456,1 mil hectares) resultante de um
aumento de6,1% (467 mil ha) na area da Regido Centro-Sul e um decréscimo de 1,1%
(10,8 mil ha) na area da Regido Norte/Nordeste.

Para a area Norte/Nordeste € estimado um acréscimo de 3,0% passando de 48,82
milhGes de toneladas na safra 2015/16 para 50,31 milhGes de toneladas na safra atual. O
aumento de produtividade foi alcancado pela recuperacdo ap6s um periodo de déficit
hidrico na safra passada na regido Nordeste e de condi¢des adversas de cultivo na regido
Norte, obtendo um aumento de produtividade (4,2%) mesmo tendo uma diminuicdo na
area plantada (1,1%). O estado de Pernambuco é o sétimo produtor em area plantada
(251,1 mil ha) e em producdo (17,8 mil ton.), ficando atras dos estados de Séo Paulo,

Goiéas, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana e Alagoas, (CONAB, 2016).

Fitonematoides associados a cultura da cana-de-agucar

Os nematoides estdo entre 0s principais patdgenos que diminuem a
produtividade da cana-de-agucar no pais. Este fato ¢ agravado pela monocultura, uso
intensivo do solo, expansdo dos canaviais para areas de solos arenosos de tabuleiros
costeiros e estagdes com secas prolongadas (DINARDO-MIRANDA, 2008; MOURA et
al., 2000). Dentre uma vasta gama de géneros registrados em associa¢do com a cana-de-

acucar no Brasil, os ectoparasitas aparecem com maior frequéncia, com destaque para o



género Helicotylenchus Steiner (1945) (BELLE et al., 2014; MOURA; ALMEIDA,
1981; MOURA et al., 1999; RODRIGUES et al., 2011; STEVEN; SUNDAY:; FISAYO,
2014). Fitonematoides ectoparasitas como Radopholus sp. (Thorne, 1949),
Paratrichodorus minor (Colbran, 1956) Siddiqui, 1974, Trichodorus sp. (Cobb, 1913),
Xiphinema sp. (Cobb, 1913), Criconemella ornata (Raski, 1958), Helicotylenchus
dihystera (Cobb, 1893), Sher, 1961, Hemicycliophora arenaria (Raski, 1958),
Longidorussp. (Micoletzky, 1922) e Rotylenchulus reniformis (Linford& Oliveira,
1940) foram encontrados por Moura (2005) em analises laboratoriais de amostras
oriundas de canaviais no Estado de Pernambuco.

Dentre os nematoides mais nocivos a cultura da cana-de-agUcar estdo
Pratylenchus Filipjev (1936) (nematoides das les@es radiculares) e Meloidogyne Goldi
(1887) (nematoides das galhas). Em todo o mundo, as espécies de Meloidogyne e
Pratylenchus zeae sdo as mais frequentes em campos de cana-de-agucar e no Brasil, P.
zeae, M. javanica e M. incognita sdo considerados as espécies-chaves para a cultura,
sendo economicamente importantes pelos danos que causam(CADET; SPAULL, 2005;
DINARDO-MIRANDA, 2005; DINARDO-MIRANDA; GIL; MENEGATTI, 2003,
STEVEN, SUNDAY; FISAYO, 2014). Dinardo-Miranda (2005) classificou M.
incognita como a espécie mais prejudicial, pelos danos causados que sdo, geralmente,
mais severos e, P. zeae como o0 mais comum. O autor relatou reducéo de producéo de 20
a 30% para M. javanica e P. zeae, enquanto M. incognita, considerado o mais agressivo,
causa reducdo de producéo de 40 a 50%, danos observados logo no primeiro corte. Em
recente levantamento feito por Noronha et al. (2017) em canaviais no estado de
Alagoas, P. zeae e M. incognita foram nematoides predominantes no solo e nas raizes

da cultura.



Esses endoparasitas se restringem as raizes de onde extraem seu alimento de
células vivas para crescimento e desenvolvimento e, concomitantemente, injetam
toxinas nos tecidos radiculares que resultam em deformacdes/galhas ou lesGes
enegrecidas. Como consequéncia, as raizes se tornam pobres em radicelas, ndo sendo
capazes de absorver agua e nutrientes em quantidade necessdria ao bom
desenvolvimento da planta. As plantas infectadas ficam raquiticas, clordticas e
improdutivas, sintomas observados em campo sob forma de reboleira (ASSUNCAO et
al., 2010).

Associados a cana-de-acUcar, 0S nematoides podem causar reducdes
significativas na producdo, diminuindo o namero de perfilhos, o didmetro do colmo e o
desenvolvimento vegetativo, em resposta aos danos causados no sistema radicular da
planta. Por ser semiperene, a cana-de-aclcar é explorada comercialmente em até 15
cortes. Porém os danos causados por nematoides podem reduzir essa performance para
2-4 cortes, fato que justifica a preocupacdo dos produtores com a presenca desses
patogenos (VIEIRA, 1993). Além dos danos diretos, as plantas atacadas por nematoides
geralmente, ficam predispostas ao ataque de outras doencas e pragas (ABAWI;
CHEN,1998) como a associacdo frequente com o raquitismo da soqueira e cupins
(REGIS; MOURA, 1989; MOURA et al, 2000).

O controle e dificil em campo devido a alta severidade, facil disseminacdo e
frequente associacdo de mais de uma espécie parasitando a mesma planta. O manejo de
fitonematoides é baseado no uso de variedades resistentes, rotacdo de cultura com
plantas ndo hospedeiras, adi¢cdo de matéria organica, uso de plantas antagonistas e 0 uso
de nematicidas sisttmicos (FERRAZ et al, 2009). A ocorréncia de populacdo mista de

nematoides das galhas e nematoides das lesdes, diminui as alternativas de variedades



resistentes e/ou tolerantes, uma vez que € dificil ter uma variedade com resisténcia a

mais de um género de nematoide (CHAVES et al., 2009; MACEDO et al., 2009).

Meloidogyne spp.

Os nematoides do género Meloidogyne apresentam dimorfismo sexual evidente,
com machos e fémeas morfologicamente diferentes. As fémeas sdo sedentarias, obesas e
tem formato piriforme, mantendo mobilidade apenas na regido anterior do corpo para
alimentacdo, chegando a medir 0,40 — 1,3 mm de comprimento por 0,21- 0,75 mm de
largura. Os machos e os juvenis de segundo estadio(J;), sdo vermiformes, medindo de
1,2 — 1,5 mm de comprimento por 30 — 60 um de diametro (HUNT; HANDOO, 2012).
Os machos, normalmente, saem da raiz em direcdo ao solo (CARES; BLUM;
ANDRADE, 2006). Maior atencao é dada ao estadio infectivo J,, a0 macho adulto e a
fémea adulta, pois sdo estes os estddios mais utilizados para identificacdo classica,
utilizando técnicas de morfologia e morfometria (HUNT; HANDOO, 2012).

Meloidoginose € uma patogenia resultante da interacdo nematoide-raiz que induz
a diferenciacdo de focos celulares, com a formacéo de galhas radiculares (ROCHA et
al., 2007). No interior dos ovos, apds varias mudancas durante o desenvolvimento
embrionario forma-se o juvenil de primeiro estadio (J1), que logo sofre a primeira ecdise
formando o juvenil de segundo estadio (J,). Este perfura o ovo com o estilete, sai para o
solo e migra segundo um gradiente de concentragdo de exsudatos, até uma raiz,
penetrando-a. Apds a penetracao, o J, migra pelo cortex para o tecido vascular e inicia a
alimentacdo estabelecendo, assim, o parasitismo. Por injecdo de secre¢des esofagianas
nas células das plantas através do estilete, causa altera¢cdes morfologicas e fisiologicas,

formando um grupo de células nutridoras. Nesse momento, o J, adquire uma forma



robusta e torna-se sedentario, sendo esta a fase parasita (FREITAS; OLIVEIRA,
FERRAZ, 2001; AGRIOS, 2005; FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Essas células nutridoras recebem o nome de células gigantes. As células gigantes
sdo células selecionadas e modificadas por secre¢cfes esofagianas do J,, € em nimero de
5 a 7, formam o sitio de alimentacdo do nematoide. As células gigantes sao resultado de
repetidas cariocineses sem citocinese. Esse conjunto de células modificadas é
hipertrofiada, metabolicamente hiperativa e multinucleada, possuindo um citoplasma
denso. Essas células especializadas funcionam como um dreno nutritivo, mobilizando
fotoassimilados das folhas para as células gigantes nas raizes, servindo de alimento
continuo para as fémeas (ENDO, 1975; TAYLOR; SASSER, 1978; HUSSEY, 1989;
HUSSEY; MIMS, 1991; VAN DER EYCKEN et al., 1996; ABAD et al., 2003). As
células do cortex se multiplicam desordenadamente (hiperplasia) e aumentam de
tamanho (hipertrofia), a raiz engrossa formando um tumor denominado galha. Com a
formacdo de células gigantes ha a obstrucdo fisica dos vasos condutores de agua e
minerais, resultando em sintomas de murcha no periodo mais quente do dia, deficiéncia
nutricional e raquitismo (CLURE, 1977). Apds a inducdo do sitio de alimentagdo, o
nematoide sofre mais trés ecdises, passando para Jsz, J4 (fases desprovidas de estilete) e
adulto (macho ou fémea) com esbdfago e estilete ja regenerados (DAVIS; HUSSEY;
BAUM, 2004; AGRIQOS, 2005; JAOUANNET et al., 2012).

O parasitismo dos nematoides nas raizes tem grande impacto sobre a fisiologia e
crescimento das plantas. Esse impacto se da pela remocdo de nutrientes durante a
alimentacédo, pela diminuicdo da absorcdo e translocacdo de agua pelas raizes e pela
alteracdo ou destruicdo do tecido radicular, retardando o crescimento (HUSSEY;

WILLIAMSOM, 1998).



Na regido Nordeste as espécies prevalentes em campos cultivados com cana sdo:
M. javanica (Treub) Chitwood, M. incognita (Kofoid & White) Chitwood e P. zeae
Graham, com destaque para as espécies de Meloidogyne (MOURA et al., 2000).
Meloidogyne incognita e M. javanica apresentam boa adaptacdo, tem sobrevivéncia
prolongada em temperaturas acima de 28°C e estdo bem adaptados as varias regides
edafoclimaticas do pais. A agressividade desse nematoide depende da suscetibilidade da
cultivar plantada, da espécie e raca do nematoide, concentracdo de inoculo do
nematoide presente na lavoura e das caracteristicas do solo, por exemplo, solos de
textura arenosa ou franco-arenosa sdo favoraveis ao nematoide por facilitar sua
migracdo (RINALDI; NUNES; MONTECELLI, 2014; SILVA, 2012). Em
experimentos de estudos comparativos em variedades de cana-de-agucar, foi possivel
observar a prevaléncia de M. incognita sobre M. javanica (REGIS; MOURA, 1989;
DINARDO-MIRANDA, 1999; BARBOSA et al., 2009). Dinardo-Miranda (1999) e
Garcia et al (1997) concluiram que M. javanica é menos agressivo a cana que M.
incognita, e que os maiores valores de fator de reproducdo eram relatados para M.
incognita e estavam, frequentemente, relacionados a maiores danos a esta cultura.

Meloidogyne enterolobii Yang e Eisenback (1983) também conhecido como
nematoide das galhas da goiabeira e antes chamado M. mayaguensis, foi, por algum
tempo, confundido com M. arenaria e M. incognita quando se analisava os padrbes
perineais (CARNEIRO et al., 2001; CARNEIRO et al., 2007). Esse nematoide foi
relatado pela primeira vez no Brasil em Petrolina (PE) e Curagad e Manigoba (BA)
(CARNEIRO et al., 2001), embora sintomas relacionados a ‘morte subita’ da goiabeira,
causados por uma espécie atipica de Meloidogyne, tenha sido relatada anteriormente
(MOURA; MOURA, 1989; FERREIRA FILHO; SANTOS; SILVEIRA, 2000;

SILVEIRA; CARVALHO; SANTQOS, 2000). Nos anos seguintes, varios foram os



relatos desse nematoide no Rio de Janeiro (LIMA et al, 2003), Rio Grande do Norte e
Ceara (TORRES et al., 2004; 2005), Maranhdo (SILVA et al., 2008), Piaui (SILVA et
al., 2006), Parana (CARNEIRO et al., 2006), Sdo Paulo (ALMEIDA et al., 2006),
Espirito Santo (LIMA et al., 2007), Mato Grosso do Sul (ASMUS et al., 2007), Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (GOMES et al., 2008). Meloidogyne enterolobii é um
nematoide altamente agressivo e polifago, cuja gama de hospedeiros se estende a
culturas anuais, perenes, horticolas, ornamentais e, até mesmo, a fragmentos de mata
(LIMA et al., 2005). Maranhdo, Moura e Pedrosa (2001) alertaram para a ameaca de M.
enterolobii a cultura da goiaba e outras culturas importantes ao agronegdcio, risco
evidenciado por altas perdas de producdo que, as vezes, justificam a erradicacdo da
cultura. Em 2009, Moura e colaboradores relataram M. enterolobii em analises de areas
cultivadas com cana-de-agUcar no estado de Pernambuco e, recentemente, Bellé et al.
(2015) registraram esse nematoide ocorrendo naturalmente em canaviais no norte do

Rio Grande do Sul.

Pratylenchus spp.

Os nematoides do género Pratylenchus causam lesdes necroticas nas raizes de
plantas hospedeiras (GODFREY, 1929; TIHOHOD, 1993). Esse nematoide ndo
apresenta dimorfismo sexual e se reproduz tanto por anfimixia quanto por
partenogénese (FERRAZ; BROWN, 2016). Sdo endoparasitas migradores de corpo
fusiforme, variando de 0,3-0,9 mm de comprimento. Todos 0s estadios desse nematoide
sdo infectivos. Estima-se que as fémeas produzem e depositam, em média, de 70 a 120
ovos, variando com a espécie de Pratylenchus (FERRAZ; BROWN, 2016; GONZAGA

etal., 2016).
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Os ovos desses nematoides sdo colocados dentro das raizes, um por um, e as
vezes no solo, embora isso ndo seja muito comum. Ao eclodirem, o J, migra no solo em
busca das raizes, sofrendo ainda mais trés ecdises até alcancar estadio adulto (fémea ou
macho). Tanto juvenis quanto adultos sdo capazes de penetrar as raizes das plantas e de
se movimentar pelo cortex em direcdo ao cilindro central. Essa migracdo pode ser
ocorrer entre ou dentro das celulas, por agdo mecanica (diversas puncgdes do estilete) ou
por acdo enzimatica (secrecdes esofagianas). Os ferimentos causados nas raizes pela
migracao desse nematoide permitem a entrada de outros agentes patogénicos resultando
no sintoma final de lesdes e causando a destruicdo dos tecidos (ZUNKE, 1990a,b;
FERRAZ; BROWN, 2016; GONZAGA et al., 2016).

As lesbes necroticas causadas nas raizes e, principalmente, nas radicelas,
decorrentes do processo destrutivo, diminuem a absorcdo de agua e nutrientes pela
planta. A reducdo do sistema radicular se reflete em mau desenvolvimento da parte
aérea, fato observado em forma de ‘reboleiras’. As reboleiras sdo areas onde é possivel
observar o subdesenvolvimento das plantas além de clorose, deficiéncia nutricional e
seca nas extremidades foliares. Esses danos resultam em queda crescente de
produtividade (OLOWE; CORBETT, 1976; BARBOSA, 2008; SMILEY, 2015).

Pratylenchus brachyurus e P. zeae sdo 0s mais importantes para a cana-de-
acucar. Embora estas duas espécies possam aparecer conjuntamente, P. zeae é 0
responsavel pelas perdas mais relevantes dessa cultura (FERRAZ; BROWN, 2016).
Testando doses de inoculo de P. brachyurus e P. zeae nas variedades SP701143 e
SP711406, Dinardo-Miranda (1990) observou que P. brachyurus teve boa multiplicacédo
nas raizes das duas variedades sem causar reducdes de produtividade, enquanto P. zeae
causou perdas significativas na variedade SP711406. Experimentos em campo

revelaram que a aplicacdo de nematicidas no plantio de cana-de-agUcar contribuiu para
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altos incrementos de produtividade da planta quando na presenca de P. zeae
(DINARDO-MIRANDA et al., 1998; 2006). Em testes com inseticidas/nematicida para
controle de nematoides em area infestada com M. javanica e P. zeae, aldicarb 150G —
12 kg/ha aplicado em uma ou duas doses e carbofuran 100G — 40 kg/ha foram os
tratamentos mais eficientes em diminuir a populacao de P. zeae por até trés meses ap0s

a aplicagdo (DINARDO-MIRANDA; GARCIA; PARAZZI, 2002).

Interacéo entre Pratylenchus spp. e Meloidogyne spp.

Os nematoides das galhas e os nematoides das lesGes radiculares sdo parasitas de
muitas culturas de importancia econdmica, inclusive ocorrendo de forma concomitante.
O modo de parasitismo desses nematoides é diferente. Por exemplo, o J, de
Meloidogyne se estabelece na raiz na regido de diferenciacdo vascular ap6s um breve
periodo de migracdo através do cortex causando pouco ou nenhum dano nas células
(CHRISTIE, 1936; DAVIS, 1959). As células do cilindro vascular se desenvolvem de
forma anormal, no local onde o J, se estabeleceu (LINFORD, 1937) e, ao redor deste, as
células corticais sofrem hiperplasia e hipertrofia causando o sintoma tipico de galhas.

Por outro lado, Pratylenchus penetra a raiz atras da zona de elongacgédo e
diferenciagdo, permanece migrando no cortex e incita 0s sintomas de escurecimento e
necrose (PITCHER; PATRICK; MOUNTAIN, 1960; KHAN, 1993). Essas estrategias
de parasitismo, bem como densidade populacional e o tempo de exposicdo, podem
definir qual dos patdgenos terd melhor chance de sucesso. A prévia inoculacdo de P.
thornei em menta (Menthaarvensis L.) ndo permitiu bom desenvolvimento de M.
incognita por deixar menos sitios de alimentacdo disponiveis, enquanto a prévia
inoculacdo com M. incognita causou alteracGes fisiologicas nas plantas, diminuindo as

chances de sucesso de parasitismo de P. thornei (HASEEB; SHUKLA, 2000).
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A interacdo entre diferentes espécies de nematoides, normalmente, € mais
antagonista do que benéfica e embora duas ou mais espécies possam coabitar 0 mesmo
hospedeiro, a competicdo se torna severa (ZACHEO, 1993). Estudo envolvendo
infeccdo concomitante de Pratylenchus e Meloidogyne em soja (Glycine max L. Merrill)
revelou que estes nematoides se suprimem mutuamente havendo diminuicdo de suas
populacdes (HERMAN; HUSSEY; BOERMA, 1988). Esse antagonismo entre espécies
ndo esta restrito apenas a nematoides com formas de parasitismos parecidos. Dickson e
McSorley (1990) avaliaram o comportamento de Belonolaimus longicaudatus Raul
(1958), M. incognita e P. brachyurus no milho (Zea mays L.) e observaram que quando
B. longicaudatus era inoculado sozinho, tinha um rapido aumento populacional,
entretanto quando combinado com P. bracyurus sua populacdo era reduzida, inclusive
mais do que quando inoculado juntamente com M. incognita. Os autores ainda
observaram que, 3 meses apos a inoculacdo dos trés nematoides juntos, a populacdo de
B. longicaudatus foi reduzida a quase 0, com predominancia da populacdo de M.
incognita sobre P. brachyurus.

Infecgdes conjuntas de ectoparasitas e endoparasitas, na maioria das vezes, sao
supressivas para 0 ectoparasita, isso acontece porgue 0s endoparasitas tem uma relacédo
de parasitismo mais evoluida (ZACHEO, 1993). As espécies do género Meloidogyne
sdo parasitas altamente especializados e tem efeito sisttmico sobre a alimentacdo de
outros nematoides na mesma planta através de substancias deletérias secretadas pelo
nematoide ou produzidas pela planta em resposta ao parasitismo por esse nematoide e
que sdo transmissiveis de tecidos infectados para tecidos sadios (VIGLIERCHIO et al.,
1968; ESTORES; CHEN, 1972). Esse efeito foi observado quando P. penetrans foi
inoculado em uma metade da raiz de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) sendo que a

outra metade ja estava com 15 dias de inoculada com M. incognita, sendo possivel
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observar uma significativa reducdo populacional de P. penetrans (ESTORES; CHEN,
1972).

Herman, Hussey e Boerma (1988) afirmam que o impacto das infecgdes
combinadas de endoparasitas migradores e sedentarios sobre o desenvolvimento das
plantas € aditivo, embora, nem sempre, resultem em danos maiores que 0s causados em
infeccdes isoladas. Os mesmos autores estudaram o efeito de P. brachyurus e de M.
incognita em variedades de soja resistente a M. incognita (Gordon) e suscetivel aos dois
nematoides (Coker 317) e observaram que a combinacdo dos dois nematoides causou
reducdo na parte aérea das duas variedades e, somente, a variedade Coker 317 teve
reducdo do sistema radicular. Estudando o mesmo patossistema, Ferraz (1995) observou
que as maiores reducBes de massa da parte aérea e de sistema radicular foram obtidos
quando P. brachyurus foi inoculado sozinho, seguido da inoculacdo conjunta de P.
brachyurus com M. javanica. Contudo em cebola, o desenvolvimento foi reduzido mais
severamente em infestagfes conjuntas deP. penetrans e M. hapla, ficando P. penetrans
como o segundo responsavel por maiores perdas (PANG; HAFEZ; SUNDARARAJ,
2009). Em cana-de-acUcar, Sujatha e Mehta (1997) observaram que em infecgdo
conjunta de P. zeae e M. javanica, as caracteristicas qualitativas (brix, pureza, sacarose)
e as caracteristicas quantitativas (comprimento e peso das raizes) foram mais reduzidas

que em infecgdes isoladas.

Aphelenchoidessp.

Mais de 180 espécies ja sdo descritas atualmente para esse género de nematoide
(HUNT, 2008; SANCHEZ-MONGE et al., 2015). Abriga desde espécies de vida-livre
habitantes de solo até fitoparasitas (HUNT, 1993). O parasitismo de Aphelenchoides

Fisher (1894), em plantas se da nas partes aéreas como, por exemplo, folhas,
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inflorescéncias e sementes, além de frutos hipogeos (JESUS; CARES, 2016) e até
mesmo raizes (BRIDGE; HUNT, 1985). Este nematoide causa danos e perda econémica
em uma extensa gama de hospedeiros (HUNT, 1993).

O género Aphelenchoides ndo apresentam dimorfismo sexual, mantendo a forma
filiforme durante toda a vida e, a maioria das espécies que causam doengas em plantas,
se reproduzem por anfimixia (FERRAZ; BROWN, 2016). O comprimento do corpo,
normalmente, ndo ultrapassa 1,2 mm, possuem a regido labial pronunciada, o metacorpo
bem desenvolvido, estilete delicado, a cauda com formato conoide apresentando mucros
na porcdo terminal, as fémeas possuem apenas uma génoda e 0s machos apresentam um
espiculo caracteristico em forma de aculeo (JESUS; CARES, 2016). Normalmente, sdo
ectoparasitas e endoparasitas migrador, no caso de A. arachidis, mas vale salientar que
na auséncia de culturas hospedeiras sobrevivem bem no solo se alimentando de hifas
fangicas, porém o solo ndo se constitui uma fonte de inoculo (YOSHII; YAMAMOTO,
1970). Quando na presenca de plantas hospedeiras, esses nematoides iniciam uma
migracdo externa e ascendente, sendo imprescindivel a presenca de lamina de agua
(BERNARD; NOE, 2016). Ao alcancar as folhas e os primordios foliares, se alimentam
intensamente e quando as folhas se expandem se mostram pequenas, retorcidas, estreitas
e com coloragéo mais escura (FERRAZ; BROWN, 2016).

Dentre as espécies de Aphelenchoides, cinco se destacam pela importancia
agricola, sdo elas: A. besseyi, A. fragarie, A. ritzemabosi, A. subtenuis e A. arachidis.
Dentre estas espécies, A. arachidis € a unica que ainda ndo foi relatada no Brasil,
estando restrita apenas a Nigéria causando danos a cultura do amendoim
(Arachishypogaea L.). As demais sdo pragas importantes para arroz (Oryza L.),
morango (Fragaria L.) e crisantemo (Chrysanthemum L.), respectivamente.

Aphelenchoides subtenuis teve apenas um relato no Estado do Acre associado a
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rizosfera de braquiaria (Brachiaria (Trin.) Griseb) (SHARMA et al., 2001). As
espécies de Aphelenchoides podem variar sua forma de parasitismo de acordo com a
planta hospedeira disponivel ou a parte da planta atacada (FORTUNER; WILLIANS,
1975; CARES; SANTOS; TENENTE, 2008). Em 1961, Krusberg estudando o
parasitismo de Ditylenchus dipsacie A. ritzemabosi em alfafa (Medigaco sativa L.),
observou que este nematoide parasitou raizes de alfafa crescidas em meio de cultura de
forma ectoparasitica. Ferraz, Pitelli e Furlan (1978), em estudo de levantamento de
nematoides associados a plantas daninhas, encontraram nematoides do género
Aphelenchoides, contudo ndo contabilizaram por ndo acreditarem que estes nematoides
estivessem se comportando como fitoparasitas. Aphelenchoides besseyi (SILVEIRA et
al., 1977, DUNCAN; MOENS, 2006) e A. arachidis (CARES et al., 2008; MOSES et
al., 2015) ja foram relatadas em associa¢do com cana-de-agucar.

Nas condic¢des brasileiras, 0os nematoides sdo reconhecidamente importantes para
a cana-de-acucar, em funcdo dos danos que causam a cultura. Diante do exposto, 0s
objetivos desse trabalho foram:1) avaliar a reproducdo de M. incognita e M. enterolobii
qguando em infestacdo Unica ou conjunta com P. zeae, 2) verificar os efeitos da
infestacdo conjunta de espécies de Meloidogyne e P. zeae no desenvolvimento inicial da
cana-de-agucar e 3) relatar a penetracdo e migracdo de Aphelenchoides sp. em raiz de

cana-de-agucar.
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RESUMO

Leite, R. R.; E. M. R., Pedrosa; S. R. V. L., Maranhdo, S. F., Silva; L. M. P,
Guimarées. 2017. Interacdo entre Meloidogyne incognita, M. enterolobii e Pratylenchus
zeae em cana-de-acgUcar. Nematropica, 41:00-00

Os nematoides Meloidogyne incognita e Pratylenchus zeae estdo comumente presentes
nos canaviais brasileiros causando sérios problemas. Aliado a isso, tem-se 0 recente
assinalamento de M. enterolobii ocorrendo naturalmente em campos de cana-de-agUcar
em Pernambuco e no Rio Grande do Sul. Assim, este trabalho teve como objetivos i)
mensurar, isoladamente, os niveis populacionais de M. incognita e M. enterolobii em
duas variedades de cana-de-agUcar; ii) contabilizar as densidades populacionais de M.
incognita, de M. enterolobii e de P. zeae em infestacGes conjuntas e, iii) avaliar os
efeitos da agdo conjunta desses nematoides no desenvolvimento inicial da cana-de-
acucar. Trés experimentos foram conduzidos paralelamente. No primeiro experimento,
trés densidades populacionais dos dois nematoides, M. incognita e M. enterolobii, foram
inoculados nas duas variedades de cana-de-agucar,RB867515 e RB92579, aléem do
tratamento controle — sem nematoide. O segundo experimento Seguiu 0 mMesmo
delineamento do primeiro, tendo como diferenca a prévia infestacdo do solo com P.
zeae (Pi = 2000 juvenis e adultos). No terceiro experimento, foi feita inoculacéo de P.
zeae seguida da inoculagdo com M. incognita ou M. enterolobii nas duas variedades de
cana-de-agucar. Meloidogyne enterolobii ndo teve bom desenvolvimento nas variedades
de cana apds 120 dias da infestacdo, ao contrario de M. incognita que alcancgou altos
niveis populacionais. Em infeccbes mistas com P. zeae, houve uma redugdo
populacional de M. incognita, enquanto que M. enterolobii alcangou fator de reproducao
maior que 1 nas duas variedades estudadas. Menores biomassa fresca e seca foram

obtidas na infestagdo conjunta de P. zeae e M. incognita, considerada como a mais
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danosa para a cana-de-agucar. Em infecgbes mistas, P. zeae e M. incognita se
suprimiam mutuamente, diminuindo seus niveis populacionais.
Palavras-chave: infeccdo conjunta, nematoide das galhas, nematoide das lesGes

radiculares, Saccharum.

ABSTRACT

Leite, R. R.; E. M. R., Pedrosa; S. R. V. L., Maranhdo, S. F., Silva; L. M. P.,
Guimarédes. 2017. Interaction among Meloidogyne incognita, M. enterolobii and
Pratylenchus zeae in sugarcane. Nematropica, 41:00-00

The nematodes Meloidogyne incognita and Pratylenchus zeae are ubiquitous in
the Brazilian sugarcane fields and induce severe production losses. Moreover a recent
report showed a natural occurrence of M. enterolobii in sugarcane fields from
Pernambuco and Rio Grande do Sul. Therefore we aimed to measure (i) the isolate
population density of both M. incognita and M. enterolobii in two sugarcane varieties
(if) the population density of M. incognita, M. enterolobii e P. zeae in mixed infections
and, (iii) evaluate the combined effects of nematodes on sugarcane shoots and roots
growth. Three experiments were performed. In first experiment, three population
densities of M. incognita and M. enterolobii were inoculated in both RB867515 and
RB92579 sugarcane varieties with a control treatment — no nematode. The second
experiment was designed similarly to the first experiment, but with a previous infection
of P. zeae (initial population=2000). The third experiment consisted of a prior
inoculation with P. zeae followed by M. incognita and M. enterolobii in both sugarcane
varieties. Meloidogyne enterolobii did not develop well on both sugarcane varieties
even after 120 days of inoculation, while M. incognita reached high population density.
In contrast, when in a mixed infections with P. zeae, the M. incognita populations

decreased while M. enterolobii reached a reproduction factor higher than 1, in both
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sugarcane varieties. The mixed infection with P. zeae and M. incognita reduced both
fresh and dried shoot weight, thus being considered the more damaging infection to
sugarcane. In mixed infections, P. zeae and M. incognita mutually supressed each other,
decreasing their population densities.

Key words: Saccharum spp., root-knot nematode, lesion root nematode, interaction.

INTRODUCAO

Nas areas cultivadas com cana-de-agUcar (Saccharum spp. L.) no Brasil, 0s
fitonematoides estdo entre os principais patégenos que diminuem a produtividade
(MOURA, 2000; DINARDO-MIRANDA, 2005). Os mais comuns e nocivos a cultura
sdo os nematoides das galhas (Meloidogyne spp. Goeldi) e 0 nematoide das lesdes
radiculares (Pratylenchus spp. Filipjev). Pratylenchus zeae Graham, M. incognita
(Kofoid & White) Chitwood e M. javanica (Treub) Chitwood sdo considerados
nematoides altamente patogénicos e 0s mais importantes a cana-de-agUcar devido aos
prejuizos causados (CADET; SPAULL, 2005; GUIMARAES et al., 2008; STEVEN;
SUNDAY.; FISAYO, 2014). Dinardo-Miranda (1999; 2005) e Garcia et al. (1997)
apontam M. javanica como menos agressivo a cana que M. incognita, e P. zeae como 0
mais comum. As perdas causadas na producdo estdo na ordem de 20 a 30% para M.
javanica e P. zeae e de até 50% para M. incognita.

Meloidogyne enterolobii Yang & Eisenback & um nematoide altamente agressivo
que vem causando danos em diversas culturas ao redor do mundo. No Brasil, foi
inicialmente relatado em Petrolina (PE), Curaca e Manicoba (BA), em plantacGes de
goiabeiras (Psidium guajava L.), tendo recebido o nome de M. mayaguensis (Carneiro
et al., 2001). Apds estudos morfologicos, de gama de hospedeiras, de fenotipos das

enzimas esterase e malato desidrogenase e de sequéncias de mtDNA, M. mayaguensis
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foi considerado sinonimia de M. enterolobii, nome valido atualmente. Dois
assinalamentos foram feitos relatando a ocorréncia desse nematoide em campos de
cana-de-acucar em Pernambuco (Moura et al., 2009) e no Rio Grande do Sul (Bellé et
al., 2015).

InfestacGes mistas de fitonematoides em campos de cultivo de cana-de-acUcar
sdo muito comuns, fato agravado pela monocultura, uso intensivo do solo, solos de
baixa fertilidade e estaces de seca prolongada (DINARDO-MIRANDA, 2008;
MOURA et al., 2000). Entretanto, a maioria dos trabalhos trata sobre infeccGes
individuais na planta, causada por apenas um desses nematoides. Além do mais, a
ocorréncia da relagdo parasitica um ‘nematoide-uma doenca’, em campo, ¢ uma
situacdo atipica (DICKSON; McSORLEY, 1990). Os trabalhos que tratam de infeccGes
mistas e de danos causados por comunidade poliespecifica de nematoides sdo
esporadicos, restritos a algumas culturas e, geralmente, antigos (FERRAZ, 1995).

A combinacdo interespecifica de Pratylenchus spp. e Meloidogyne spp. ja foi
estudada em algumas culturas. Em soja, essa interacdo causou reducdo na massa das
plantas, tanto de parte aérea quanto de raiz e ainda foi possivel perceber a supressao
mutua desses nematoides (HERMAN; HUSSEY; BOERMA, 1988; DICKSON;
McSORLEY, 1990; FERRAZ, 1995). No intuito de verificar a inibicdo desses
nematoides Estores e Chen (1972) separaram o sistema radicular de um mesmo
tomateiro em duas partes e inocularam M. incognita em uma metade e 15 dias depois P.
penetrans(Cobb) Filipjev & Schuurmans Stekhoven em outra. Os autores observaram
que P. penetrans ndo conseguiu se desenvolver. Em infestacdes de P. penetrans e M.
hapla Chitwood em cebola, foi observada diminuicdo de produtividade pela reducéo no
didametro do bulbo, altura da planta e massas das matérias fresca e seca da parte aérea

(PANG; HAFEZ; SUNDARARAJ, 2009). Testando niveis de inoculo de M. incognita e
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de P. penetrans em alfafa, foi possivel observar que P. penetrans suprimia mais M.
incognita do que o contrario (AMOSU; TAYLOR, 1975; TURNER; CHAPMAN,
1972). Inoculando M. chitwood Golden, O'Bannon, Santo & Finley e P.
neglectus (Rensch) Filipjev & Schuurmans Stekhoven em batata foi observada uma
matua supressdo destas espécies na raiz e no solo, com predominancia de supresséo de
M. chitwood por P. neglectus (AL-REHIAYANE et al., 1999). Pratylenchus
brachyurus(Godfrey) Filipjev & Schuurmans Stekhoven conseguiu suprimir as
populagdes de M. incognita e M. hapla em plantas de fumo, mantendo a populacao final
desses nematoides igual ao nivel de indculo inicial utilizado (JOHNSON; NUSBAUM,
1970). Infeccbes de P. thornei Sher & Allen e de M. incognita em menta causaram
reducdo de massa das raizes e da parte aérea e, ainda, diminuicdo da porcentagem de
6leo obtida da folha fresca (HASEEB; SHUKLA, 2000), Em cana-de-agUcar, a infeccao
de P. zeae e M. javanica, causou depreciacdo da qualidade do produto final obtido como
brix, sacarose e pureza (SUJATHA; MEHTA, 1997).

Os objetivos deste trabalho foram determinar a taxa reprodutiva de M. incognita
e de M. enterolobii quando em inoculacdo isolada e quando em inoculagdo conjunta
com P. zeae em cana-de-agUcar e os efeitos dessa interacdo sobre o desenvolvimento

inicial das variedades RB867515 e RB92579.

MATERIAIS E METODOS
Foram realizados trés experimentos, que foram conduzidos na casa de vegetacdo
do Laboratério de Fitonematologia do Departamento de Agronomia da Universidade

Federal Rural de Pernambuco.
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Obtencéo do in6culo do nematoide

A populacdo de M. incognita foi obtida de raizes de cana-de-aclcar
naturalmente infectadas em campo. Em laboratdrio, essas raizes foram lavadas e as
fémeas, com suas respectivas massas de ovos, foram retiradas e acondicionadas em
recipientes separados e identificados. A prévia identificacdo das espécies foi feita pela
morfologia da regido perineal em preparacGes microscopicas e a confirmacao foi feita
pela técnica de eletroforese de isoenzimas em gel de poliacrilamida. Identificada a
espécie, as perspectivas massas de ovos das fémeas submetidas a identificacdo foram
inoculadas em tomateiros variedade ‘Santa Clara’ para multiplicacéo.

A espécie M. enterolobii foi obtida de raizes de goiabeiras cultivadas no
Submédio do Vale do Sdo Francisco. Essas raizes foram lavadas, as fémeas foram
retiradas, e identificadas pela eletroforese, conforme descrito anteriormente.
Confirmada a espécie, procedeu-se a extracao de ovos e inoculagdo em tomateiro para
multiplicacao.

As populacdes de nematoide utilizadas nos experimentos foram obtidas de raizes
de tomateiros mantidos em casa de vegetacdo do Laboratério de Fitonematologia.
Tomateiros da variedade ‘Santa Clara’ foram transplantados aos 21 dias de idade para
vasos de 5L contendo solo esterilizado a 120°C/2h. A infestacdo com ovos de M.
incognita e de M. enterolobii foi feita em dois orificios equidistantes proximos ao caule
das plantas. Apos 60 dias da inoculacdo, essas raizes foram retiradas dos vasos e
procedeu-se a extracdo de ovos conforme metodologia de Hussey e Barker (1973)
modificada por Bonetti e Ferraz (1981). A suspensdo foi quantificada em lamina de
Peters sob microscopio optico.

A populacdo de P. zeae utilizada no experimento 2 e 3 foi obtida de solos

infestados em campos cultivados com cana-de-acUcar na Usina Santa Teresa, Goiana-
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PE e anteriormente identificada por morfometria (Castillo e Volvas, 2007). Os
nematoides foram mantidos em mudas de apice caulinar de cana-de-aclcar das
variedades RB 867515 e RB 92579. Os nematoides foram extraidos de raiz pela técnica
de flotagdo centrifuga em sacarose de Jenkins (1964) Os espécimes foram quantificados

em lamina de Peters sob microscopio optico.

Experimento 1

Reproducdo de Meloidogyne incognita e Meloidogyne enterolobii em inoculacdo Unica

Foram estudadas duas variedades (RB867515 e RB92579) obtidas junto a
Estacdo Experimental de Cana-de-aglcar de Carpina (EECAC) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). As plantas de cana-de-acucar foram obtidas a partir de
rebolos. Para a formagdo de mudas selecionaram-se plantas de cana-de-agUcar oriundas
de campos cultivados na EECAC, considerando-se vigor e sanidade. Os colmos
selecionados foram cortados em tamanhos de 60 mm, contendo apenas uma gema por
rebolo, e plantados em copos plasticos de 500mL contendo solo esterilizado a 120°C e 1
atm. durante 2 horas.

Passados 15 dias do plantio, selecionaram-se as mudas que apresentavam melhor
desenvolvimento e seguiu-se a inoculagdo com ovos e juvenis (J,) de M. incognita e M.
enterolobii. Para cada nematoide, utilizaram-se diferentes densidades de inéculo: 0,
5000, 10000 e 20000 ovos e J, para inoculagdo das mudas de cana-de-agucar. O inoculo
foi distribuido em dois orificios equidistantes proximos ao colmo das plantas.

A irrigagéo foi suspensa por cinco dias, evitando a lixiviagdo do inoculo. Apos
esse periodo, as plantas foram retiradas dos copos plasticos e transplantadas para sacos
de muda, com capacidade para 5L de substrato, onde permaneceram até 0 momento de

avaliacdo.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial com dois nematoides (M. incognita e M. enterolobii), duas variedades
(RB867515 e RB92579) e quatro densidades de inoculo (0, 5000, 10000, 20000), com
cinco repeticdes, totalizando um estande experimental com 80 plantas.

Apols 120 dias, as raizes dessas plantas foram retiradas e lavadas em agua.
Procedeu-se a extracdo de ovos segundo metodologia proposta por Hussey e Barker
(1973) e modificada por Bonetti e Ferraz (1981). Os ovos presentes nas suspensdes de
cada unidade experimental foram quantificados em lamina de Peters sob microscopio
optico. Os parametros avaliados foram a populacdo final total do nematoide nas raizes

de cana-de-agucar e o fator de reproducéo obtido pela Populacéo final/Populacéo inicial.

Experimento 2

Reproducdo de Meloidogyne incognita e Meloidogyne enterolobii em inoculacdo mista

com Pratylenchus zeae.

Foram utilizadas duas variedades de cana-de-aclucar RB867515 e RB92579
obtidas do cultivo de &pices caulinares desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento
Genético de Cana-de-acucar — RIDESA, produzidas e cedidas pela Biofabrica da Usina
Santa Tereza, Goiana-PE. Essas mudas foram transplantadas para copos plasticos de
500 ml, contendo solo esterilizado a 120 °C e 1 atm. por 2 horas.

Todas as plantas do experimento foram inoculadas com P. zeae em uma
densidade inicial de 2000 ovos e juvenis. Sete dias depois procedeu-se a inoculagédo
com as espécies de Meloidogyne. Para cada nematoide (M. incognita e M. enterolobii),
utilizaram-se diferentes densidades de inoculo: 0, 5000, 10000 e 20000 ovos e J, para
inoculacdo das mudas de cana-de-acUcar. O indculo foi distribuido em dois orificios

equidistantes proximos ao colmo das plantas.
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A irrigacdo foi suspensa por cinco dias, evitando a lixiviacdo do indculo. Apods
esse periodo, as plantas foram retiradas dos copos plasticos e transplantadas para sacos
de muda, com capacidade para 5L de substrato, onde permaneceram até 0 momento de
avaliacdo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial com duas combinacdes de nematoides (P. zeae + M. incognita e P.
zeae + M. enterolobii), duas variedades (RB867515 e RB92579) e quatro densidades de
inéculo (0, 5000, 10000, 20000), com cinco repetices, totalizando um estande
experimental com 80 plantas.

Apds 120 dias, as raizes dessas plantas foram retiradas e lavadas em agua.
Procedeu-se a extracdo de ovos segundo metodologia proposta por Hussey e Barker
(1973) e modificada por Bonetti e Ferraz (1981). Os ovos e J, das espécies de
Meloidogyne presentes nas suspensfes de cada unidade experimental, foram
quantificados em lamina de Peters sob microscopio éptico. Os parametros avaliados
foram a populacao final total das espécies de Meloidogyne nas raizes de cana-de-acUcar

e o fator de reproducdo obtido pela Populacéo final/Populacao inicial.

Experimento 3

Desenvolvimento inicial de cana-de-acucar e reproducdo de Meloidogyne incognita,

Meloidogyne enterolobii e Pratylenchus zeae.

Foi conduzido com mudas advindas de cultivo de apices caulinares das
variedades RB867515 e RB92579, também desenvolvidas pelo Programa de
Melhoramento Genético da Cana-de-agucar — RIDESA, produzidas e cedidas pela
Biofabrica da Usina Santa Tereza, Goiana-PE.

Todas as plantas foram inicialmente inoculadas com 2000 ovos e juvenis de P.

zeae. Decorridos sete dias, essas plantas foram inoculadas com 2000 ovos e J, de M.
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incognita ou de M. enterolobii, em dois orificios equidistantes proximos ao colmo das
plantas.

A irrigacdo foi suspensa por cinco dias, evitando a lixiviacdo do indculo. Apos
esse periodo, as plantas foram retiradas dos copos plasticos e transplantadas para sacos
de muda, com capacidade para 5L de substrato, onde permaneceram até 0 momento de
avaliacdo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial com duas combinacdes de nematoides (P. zeae + M. incognita e P.
zeae + M. enterolobii) e duas variedades (RB867515 e RB92579) com cinco repeticdes,
totalizando um estande experimental com 20 plantas. A avaliacdo foi feita 100 dias
apos a inoculacéo.

Aos 100 dias da inoculacao, retirou-se as raizes do solo e procedeu-se a lavagem
em &gua. Essas raizes foram trituradas em liquidificador contendo apenas agua e
centrifugadas em solucdo de sacarose segundo metodologia proposta por Jenkins
(1964). A suspensao foi quantificada em lamina de Peters sob microscépio Optico. Os
parametros avaliados em relacdo a planta foram peso de biomassa fresca, seca e raiz e
altura de plantas, e em relacdo aos nematoides foram a populacdo de juvenis das

espécies de Meloidogyne e de juvenis e adultos de P. zeae nas raizes de cana-de-agucar.

Anélise Estatistica

Os dados foram analisados quanto normalidade e homogeneidade de variancia e
transformados para log(x+1) e para (Vx+1) para analise de varidncias (ANOVA). Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando-se o programa
Statistica 8. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os dados apresentados na tabela sdo os dados néo transformados.
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RESULTADQOS

EXPERIMENTO 1

Reproducdo de Meloidogyne incognita e Meloidogyne enterolobii em infestacédo Unica

A espécie M. enterolobii apesentou as menores médias de densidade
populacional quando inoculada em cana-de-aglcar, mantendo uma estabilidade
reprodutiva baixa independente das densidades de inoculo inicial (p>0,05), enquanto o
nivel populacional de M. incognita aumentou de forma proporcional ao indculo inicial,
alcancando altos valores de fator de reproducdo com o inéculo de 10000 ovos e
Jo/planta, e uma reducdo populacional com o inéculo de 20000 ovos e Jo/planta (Tabela
1).

Quando comparadas as densidades de indculo inicial de M. incognita na
variedade RB867515, pode-se observar diferenca estatistica entre elas. Na densidade
inicial de 10000 ovos e Jo/planta, o nematoide apresentou o maior nivel populacional,
evidenciado pelo fator de reproducdo (FR=120,95). Enquanto que na variedade
RB92579, ndo houve diferenca entre as densidades populacionais utilizadas, somente
diferindo em relacdo a testemunha sem inoculagédo (Tabela 1).

Observou-se que as plantas submetidas a uma densidade de in6culo de 20000
ovos e J,, apresentaram um decréscimo na populagdo de M. incognita, quando
comparados proporcionalmente com as demais densidades.

Com relagdo a multiplicacdo de M. incognita nas duas variedades estudadas,
observa-se que ambas se apresentaram como hospedeiras, embora tenha havido
diferenga na multiplicacdo do nematoide entre as variedades nas diferentes densidades
de indculo testadas (Tabela 1). Comparando as duas variedades, notou-se diferenca
significativa (p<0,05) quando as plantas foram inoculadas com 5000 e 10000 ovos e

Jo/planta, obtendo maior multiplicagdo de M. incognita na variedade RB92579 com
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indculo inicial de 5000 ovos e Jo/planta, enquanto que em indculo inicial de 10000 ovos
e Jo/planta a maior multiplicacdo foi observada na variedade RB867515. Quando
inoculadas com 20000 ovos e Jo/planta, ambas nédo diferiram estatisticamente.

Os valores de fator de reproducdo apresentados para M. enterolobii mostraram a
dificuldade que este nematoide tem em parasitar a cana-de-agucar, que, neste caso, se
apresenta como uma planta ma-hospedeira. Apesar de alguns individuos terem
concluido seu ciclo de vida, 120 dias foram insuficientes para que esse nematoide

alcancasse um nivel populacional que se tornasse danoso a cana-de-agucar.

EXPERIMENTO 2

Reproducdo de Meloidogyne incognita e Meloidogyne enterolobii em infestacdo mista

com Pratylenchus zeae.

Em infestacbes mistas com P. zeae, M. incognita e M. enterolobii se
comportaram de modos diferentes. Houve um decréscimo na populacdo final de M.
incognita e um leve aumento populacional de M. enterolobii (Tabela 2). A populacdo
final das espécies permaneceu indiferente as concentragcdes crescentes de inoculo
(p>0,05), diferindo apenas do controle.

Observando o fator de reproducdo de M. incognita em presenca de P. zeae na
variedade RB867515, notou-se que M. incognita manteve um padrdo de crescimento
populacional diretamente proporcional ao aumento de inoculo inicial, nas duas
primeiras densidades (5000 e 10000 ovos e Jo/planta) e um decréscimo na densidade de
20000 ovos e Jo/planta. Ja na variedade RB92579, o fator de reproducdo foi
inversamente proporcional a adi¢do de indculo.

Meloidogyne enterolobii em presenca de P. zeae, teve um aumento populacional

na densidade de 5000 ovos e J,/plantas, nas duas variedades de cana-de-agucar, seguida
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de decréscimo nas outras duas densidades de inoculo. Meloidogyne enterolobii em
associacdo com P. zeae apresentou um aumento populacional, refletindo em um fator de
reproducdo mais alto (FR > 1).

Comparando-se o desenvolvimento das espécies de M. enterolobii nas duas
variedades de cana-de-agucar estudadas, notou-se que, na presenca de P. zeae, M.
enterolobii teve maior taxa reprodutiva na variedade RB867515, mesmo havendo

decréscimo dessa taxa com 0 aumento do indculo inicial.

EXPERIMENTO 3

Desenvolvimento inicial da cana-de-aclcar: biomassa fresca e seca de parte aérea e peso

de raiz

Meloidogyne incognita, combinado com P. zeae, afetou significativamente a
biomassa fresca da parte aérea nas duas variedades utilizadas nesse estudo (Tabela 3),
diferindo apenas do controle sem a inoculacdo deste nematoide. J& a associacdo M.
enterolobii + P. zeae ndo causou reducdo significativa (p<0,05) na biomassa fresca de
parte aérea quando comparado aos demais tratamentos. Salienta-se o fato de estas
plantas j& estarem naturalmente infectadas com P. zeae. E, mesmo sob uma infeccéo
mista somente a combinacdo P. zeae e M. incognita causaram decréscimo na biomassa
fresca da parte aérea, fato que néo é observado na combinagdo P. zeae e M. enterolobii.

Ainda na Tabela 3, pode-se observar que M. incognita em infeccdo mista
reduziu, significativamente, o peso da matéria seca da parte aérea nas duas variedades
estudadas, confirmando os resultados obtidos na matéria fresca, mostrando ser esta
combinacdo de nematoides a mais danosa para cana-de-aglcar, e M. incognita 0 mais
agressivo as duas espécies de Meloidogyne usadas no trabalho.

Na variedade RB92579, M. enterolobii, em infeccdo mista, ndo causou redugdes

significativas de peso de matéria seca de parte aérea (Tabela 3). Contudo, na variedade
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RB867515 esse nematoide causou reducdo significativa (p<0,05) ndo sendo menor
apenas aquela causada por M. incognita. Nem M. enterolobii, nem tampouco M.
incognita, em infeccdo mista, afetaram a altura e o peso fresco das raizes (p>0,05)
(Tabela 3).

A reproducdo das espécies de Meloidogyne é suprimida em presenca de P. zeae
(Tabela 4). A populacdo final tanto de M. incognita quanto M. enterolobii ndo foi alta
na presenca de P. zeae. A populacédo final de M. enterolobii e de P. zeae., na variedade
RB92579, sofreu uma reducdo. Enquanto que na variedade RB867515, ambas tiveram
um aumento populacional.

A densidade populacional de M. incognita na variedade RB92579 foi
significativamente maior quando comparada a densidade populacional alcancada na
variedade RB867515. Fato que se repete com a espécie P. zeae, 0 que pode demonstrar
a competicdo desses dois nematoides pelo mesmo sitio de alimentacdo, tendo como

resultado dessa competicdo uma supressdo mutua destes nematoides (Tabela 4).

DISCUSSAO

Um indculo inicial de 20000 ovos e Jo/planta de M. incognita, pode ser
caracterizado como muito alto, levando a uma competicdo intraespecifica, diminuindo
consideravelmente a densidade populacional final e, consequentemente, os fatores de
reproducdo (FR) (Tabela 1). A melhor adaptabilidade de M. incognita a variedade
RB867515 ¢é devido também a extensa utilizacdo dessa variedade em todo o Brasil,
além das boas caracteristicas agronémicas apresentadas, bem como resisténcia a
ambientes de alta radiacédo e falta de 4gua, embora seja suscetivel a Meloidogyne spp.

Estes resultados corroboram com experimentos que afirmam que esta variedade se
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apresenta como boa hospedeira deste nematoide (GUIMARAES, 2008; CHAVES et al.,
2009; SILVA et al., 2012; BARBOSA, 2013).

Alguns trabalhos relatam a dificuldade que M. enterolobii apresenta para
reproduzir-se em cana-de-agucar (SILVA et al., 2012; BARBOSA, 2013; PEREIRA,
2014). Na tabela 1 os valores apresentados do fator de reproducdo confirmam a
dificuldade desta espécie em parasitar cana-de-agucar, mesmo apds 120 dias em contato
com a planta. Nifio (2008) afirma que o tempo de exposicdo da planta ao nematoide
influencia a resposta destas ao parasitismo. Com isso, pode-se afirmar que 120 dias ndo
foram suficientes para que o ciclo de vida de todos os nematoides se completasse
diferente de M. incognita que completou seu ciclo e multiplicou-se normalmente
(Tabela 1).

Segundo Boerma e Hussey (1992) o alongamento do ciclo do nematoide pode
constituir um mecanismo de resisténcia da planta ao nematoide. Outro aspecto a se
considerar é que a espécie M. enterolobii utilizada neste trabalho é oriunda de cultivos
de goiabeira e ndo de cana-de-agucar como a espécie M. incognita. Embora haja relatos
de que M. enterolobii j& tenha sido encontrado por Moura et al. (2009) e Bellé et al.
(2015) em campos cultivados de cana-de-agucar nos estados de Pernambuco e Rio
Grande do Sul, respectivamente.

A origem da populacdo do nematoide é muito importante porque reflete a
especificidade do nematoide com uma planta hospedeira (CHRISTIE, 1959). Na
tentativa de encontrar outros hospedeiros para M. exigua, Lordello (1964) testou 11
espéecies botanicas além do cafeeiro, e observou que mesmo que algumas poucas
especies apresentassem pequenas galhas, ndo exibiam fémeas, sugerindo a morte
prematura dos J2 e a incapacidade desta especie em parasitar outras plantas que nao

cafeeiro.
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A diminuicdo populacional de M. incognita em presenca de P. zeae demonstra
uma competicdo entre 0s nematoides pela penetracdo nas raizes e pelo sitio de
alimentacdo (PANG et al., 2009). Além disso, sob alta infec¢do a resposta bioguimica
de uma planta muito estressada pode ser deletéria ao nematoide (LO et al., 1996;
GARCION et al., 2007).

Em infec¢Bes conjuntas, em variedade suscetivel, ambas as populacdes se
suprimem devido a diminuicdo e competicao por sitios de alimentacdo interespecifico
(PANG et al., 2009), e isso se reforca pelos habitos alimentares destas duas espécies de
nematoides, P. zeae € um endoparasita migrador e M. incognita um endoparasita
sedentario. Enquanto P. zeae tem rapida penetracdo e movimentacdo dentro dos tecidos
de forma intracelular, M. incognita, um nematoide sedentario apos todas as ecdises, €
um parasita altamente especializado e frequentemente tem um efeito sistémico sobre a
alimentacdo de outros nematoides na mesma raiz (ESTORES; CHEN, 1972).

Com o expressivo aumento populacional de M. enterolobii em presenca de P.
zeae, especula-se a necessidade de M. enterolobii sofrer estimulo adicional a
penetracdo. E mesmo com esse estimulo, 120 dias ap6s a inoculagdo, o fator de
reproducdo baixo mostra o atraso e dificuldade no desenvolvimento desse nematoide.

A presenca de populagdes mistas em campo cultivados com cana-de-agucar em
todo o territorio brasileiro, em especial no estado de Pernambuco, apresentam frequente
predominancia de P. zeae em relacdo as espécies de Meloidogyne. Fato ja mencionado
por Chaves et al., (2009), que observaram P. zeae em elevada densidade populacional
na maioria das variedades estudadas no Litoral Norte de Pernambuco. Pratylenchus
zeae e M. incognita também foram relatados como mais frequentes em levantamentos
realizados em canaviais em Alagoas e no Rio Grande do Sul, de amostragem de solo e

raizes (BELLE et al., 2014; NORONHA et al., 2017).



397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

46

A infeccdo combinada de endoparasitas migradores e sedentarios normalmente é
aditiva, embora nem sempre resulte em danos maiores a planta comparadas as infec¢des
unicas (HERMAN et al., 1988). A caracteristica de ma hospedeira da cana-de-acUcar a
M. enterolobii somada a competicdo por sitios de alimentacdo com Pratylenchus, nao
permitiu a M. enterolobii um bom desenvolvimento nem tampouco a potencializacdo de
suas caracteristicas danosas.

Dinardo-Miranda (2005) ja havia observado o comportamento agressivo de M.
incognita estudando essa espécie e M. javanica. Esse autor relatou niveis de perda que
chegam a 50% somente causados por M. incognita, enquanto que para M. javanica 0s
niveis de danos ndo ultrapassam 20%.

A reducdo da biomassa seca causada pelo parasitismo dos nematoides nas
variedades de cana-de-acUcar explica-se peloacimulo maior de dgua nos tecidos aéreos
de uma planta infectada como consequéncia do parasitismo com Meloidogyne sp.
(VIGLIERCHIO, 1979).

Parametros como a altura da planta e o peso do sistema radicular podem ser um
indicativo de que mesmo parasitadas por fitonematoides as plantas ainda conseguiram
se desenvolver (Silva, 2015). O que aponta para uma resposta de tolerancia destas
plantas ao parasitismo dos fitonematoides. Os resultados obtidos nesse experimento
podem apontar para uma resposta de tolerancia inicial das variedades de cana-de-agucar
ao parasitismo desses nematoides.

O aumento populacional observado em M. enterolobii na variedade RB867515
pode ter sido devido a prévia infec¢do por P. zeae. Tanto pelo estresse causado a planta
(SHURTLEFF; AVERRE 11, 2000; DUTRA; CAMPQS, 2000), como pela atragdo que
a area penetrada impde a outros nematoides, agregando-os ao redor da area lesionada

(ZUNKE, 1990).
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Ha estudos que defendem que o efeito inibitério de Meloidogyne sp. sobre P.
zeae vai além de simples competicdo pelo sitio de alimentacdo. Em um experimento,
Estores e Chen (1972) dividiram longitudinalmente as raizes de um tomateiro e
plantaram em dois copos, sendo uma metade da raiz infectada com M. incognita e a
outra com P. penetrans, 10 dias depois. Os autores observaram baixa reproducao de P.
penetrans quando a outra metade da raiz era inoculada com M. incognita. Herman et al.
(1988) em mesmo experimento utilizando soja, obtiveram resultados iguais quando
inocularam M. incognita em uma metade da raiz e P. brachyurus em outra. Tais
resultados indicam haver uma substancia deletéria secretada pela planta sob infeccdo
por M. incognita translocavel para as outras raizes que ndo apresentam infeccdo por M.
incognita (VIGLIERCHIO; YU, 1968; BALASUBRAMANIAN; RANGASWAMI,
1962).

Pratylenchus zeae e M. incognita sdo nematoides que coabitam solos dos
canaviais brasileiros (MOURA et al., 2000). Enquanto M. incognita é considerado o
nematoide mais agressivo, P. zeae é considerado o mais comum (DINARDO-
MIRANDA, 2005). Inclusive, alguns autores abordam a dificuldade de se desenvolver
uma variedade de cana-de-acUcar resistente devido a infestacdo mista em campos de
cultivo de cana-de-acucar (CHAVES et al., 2009; MACEDO et al., 2009). Por ser
comum a infestagdo concomitante dos canaviais com diferentes espécies, acredita-se
que estes nematoides, em algumas situacGes, infectem e se alimentem da mesma planta.
A competicdo ocorre devido as diferentes formas de parasitismo destes dois nematoides.
Meloidogyne incognita, um endoparasita sedentario, que altera um grupo de células
nutridoras com fungdo de manter todo o periodo reprodutivo da fémea e P. zeae, um
endoparasita migrador, que no seu percurso dentro da raiz causa o rompimento de

células. As diferentes formas de alimentacdo destes dois nematoides inviabiliza o
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parasitismo de ambos na mesma raiz, ou seja, a parte do sistema radicular em que um
esta presente 0 outro ndo consegue habitar (ESTORES; CHEN, 1972).

O nematoide que € beneficiado com a melhor oportunidade de parasitismo pode
melhor expressar seu potencial danoso (HASEEB; SHUKLA, 2000). Num estudo com
P. thornei e M. incognita parasitando menta, quando P. thornei era inoculado primeiro
seu habito migratorio com répida penetracdo deixava poucos sitios de alimentacédo
disponiveis para uma subsequente infeccdo por M. incognita, e quando se inoculava M.
incognita primeiro, as alterac@es fisiologicas que este causava na planta tornavam-na
menos suscetivel ao parasitismo por P. thornei (HASEEB; SHUKLA, 2000).
Resultados que corroboram com o do presente trabalho. As variedades de cana-de-
acucar utilizadas foram naturalmente infectadas com P. zeae e ap0s algumas semanas,
foram inoculadas ou com M. incognita ou com M. enterolobii, esse tempo até a
inoculacdo de outro nematoide, pode ter permitido a P. zeae uma vantagem sobre
Meloidogyne no que diz respeito ao parasitismo.

Os resultados deste trabalho trazem novas evidéncias do potencial de
parasitismo em infeccGes mistas e se somam a pouca literatura existente sobre o
assunto. Os resultados aqui apresentados reforcam a naturalidade da interacdo entre
varias espécies em campos de producdo. E mostra que mesmo coabitando, esses
nematoides podem se suprimir ou facilitar a infeccdo de espécies ndo adaptadas
mutuamente. Outros trabalhos poderdo ser desenvolvidos futuramente na tentativa de
elucidar os mecanismos que levam a diferentes respostas dessa interacdo e mesmo as

modificagOes na planta.
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CONCLUSOES

Pelos resultados pode-se concluir que M. incognita e P. zeae juntos, suprimem
um ao outro. Por outro lado, quando em presenca de P. zeae, M. enterolobii tem uma
vantagem no parasitismo sobre a cana-de-acucar. Houve, também, um aumento na
densidade populacional de M. incognita quando na variedade RB867515 e inoculo
inicial de 10000 nematoides/planta. A biomassa da parte aérea € reduzida pela infec¢éo
conjunta de P. zeae e M. incognita. Os 120 dias de infeccdo das plantas com M.

enterolobii, ndo foram suficientes para completar o ciclo de vida deste nematoide.
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663 TABELA 1. Densidade populacional e Fator de reproducdo de M. incognita e M.

664  enterolobii 120 dias apds a inoculacao.

Populacao M. incognita
inicial RB 867515 RB 92579
Pf FR Pf FR
0 OcA 0 ObA 0
5000 29200 bB 5,84 103860 aA 20,77
10000 1209480 aA 120,94 371400 aB 37,14
20000 54860 bA 2,74 85410 aA 4,27
CV% 8,09 36,40 18,43 42,42
Populacao M. enterolobii
inicial RB 867515 RB92579
Pf"™ FR Pf"™ FR
0 0 0 0 0
5000 512 0,10 300 0,06
10000 192 0,01 600 0,06
20000 488 0,02 550 0,02
CV% 84,07 233,89 83,03 114,02

665 Médias seguidas da mesma letra minGscula na coluna e maitsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste
666  de Tukey a 5% de probabilidade.

667 Apresentadas médias originais de uma analise com dados transformados para log(x+1) e (Vx+0,5).

668  ns— ndo significativo

669  Pf=populacio final
670  Fator de Reproducio: Pf(populacéo final)/Pi(populacéo inicial).



671 TABELA 2. Densidade populacional e Fator de reproducdo de M. incognita e M.

672  enterolobii 120 dias apds a infestacdo mista com P. zeae.

Populacao P. zeae +M. incognita
inicial RB 867515 RB 92579
Pf FR Pf FR
0 0b 0 Ob 0
5000 13400 a 2,68 34500 a 6,90
10000 34860 a 3,48 27200 a 2,72
20000 11836 a 0,59 27850 a 1,39
CV% 14,42 90 58,09 73,58
Populacao P. zeae + M. enterolobii
inicial RB 867515 RB92579
Pf FR Pf FR
0 Ob 0 Ob 0
5000 26200 a 5,24 8570 a 1,71
10000 13000 a 1,30 9500 a 0,95
20000 33120 a 1,65 11832 a 0,59
CV% 18,89 85,55 17,67 7427

673 Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

674  probabilidade.

675  Apresentadas médias originais de uma analise com dados transformados para log(x+1) e (\x+0,5).

676  Pf=populacio final

677  Fator de Reproducio: Pf(populagio final)/Pi(populacéo inicial).
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678 TABELA 3. Peso de parte aérea e raiz de variedades RB de cana-de-agucar inoculadas

679 com M. incognita e M. enterolobii e naturalmente infectadas com Pratylenchus.

Tratamentos Biomassa Biomassa Altura Peso raiz (g)
fresca de parte  seca de parte (cm)
aérea (Q) aérea ()
RB 92579 M. enterolobii 167,14 ab 32,42 ab 174,4™ 59,47™
M. incognita 135,06 b 25,36 b 186,6™ 57,73"
Controle 198,38 a 37,61a 181,6™ 55,00™
CV% 15,189 16,246 10,34 16,3
RB 867515 M. enterolobii 181,37 ab 32,15b 194,75™ 70,28™
M. incognita 160,18 b 29,88 b 191,80™ 61,16
Controle 221,30 a 44,65 a 217,80™ 62,12"
CV% 17,40 10,78 10,65 24,68

680  Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem

681  probabilidade.

682  Comparagdo de médias feita dentro de cada variedade

683  ns - ndo significativo

684

entre si pelo teste de Tukey a 5% de
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685 TABELA 4. Populacdo final e fator de reproducdo de P. zeae e Meloidogyne sp.em
686 variedades RB de cana-de-agUcar, 100 dias ap6s a inoculagdo com M. incognita e M.

687  enterolobii.

Nematoide Variedade Populacao Final total/planta
Pratylenchus Meloidogyne
M. enterolobii RB92579 9834 b 54 Db
RB867515 39825 a 1500 a
M. incognita RB92579 65620 a 1480 a
RB867515 4580 b 75b
CV% 24,50 30,67

688 Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
689 Apresentados dados originais de uma analise com dados transformados em (\Vx+1) para Pratylenchus e
690 log(x+1) para Meloidogyne.

691 Pi - populagéo inicial(2000 ovos e J,/planta).
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RESUMO
Leite, R. R.; A. C. M. M. Gomes; J. E. Cares; M. F. A. Leite; E. M. R., Pedrosa; L. M. P., Guimard&es.
2017. Primeiro registro Aphelenchoides sp. em raizes de cana-de-agUcar no Brasil.

O género Aphelenchoides é conhecido como nematoide de parte aérea. Entretanto, alguns
trabalhos relatam esse nematoide associado a rizosfera de algumas plantas, inclusive em relacdo
ectoparasitica. Este trabalho registra a presenca de Aphelenchoidessp. em raizes de cana-de-agucar.
Plantas de cana-de-agucar foram inoculadas com 10000 ovos/planta com um inéculo advindo de cultivo
experimental de alface. Dez dias apds a inoculagdo as raizes de cana-de-agtcar foram coletadas, coradas e
dissecadas.Em microscdpio oOptico foi possivel a visualizacdo de caracteristicas morfoldgicas tipicas do
género que permitiram a identificacdo do nematoide. Por meio de cortes histolégicos, o nematoide foi
observado dentro do cortex radicular da cana-de-agUcar, em tipico movimento serpentiforme. Hifas
fangicas foram observadas dentro das células, proximas ao corpo do nematoide. Danos internos foram
constatados devido a destruicdo da parede celular por onde o0 nematoide se movimentou. Porém, sintomas
primarios ou reflexos da infeccdo pelo nematoide nas raizes e na parte aérea das plantas, ndo foram

constatados.

Palavras-chaves: nematoide foliar, histopatologia, morfologia, Saccharum spp.

ABSTRACT
Leite, R. R.; A. C. M. M. Gomes; J. E. Cares; M. F. A. Leite; E. M. R., Pedrosa; L. M. P., Guimarées.
2017. First report of Aphelenchoides sp. in sugarcane roots in Brazil.

The genus Aphelenchoides is a widely known shoot nematode. However, some studies also
report this nematode inhabiting plants rhizosphere in which they may act as ectoparasite. This study
reports the presence of Aphelenchoides sp. in sugarcane roots. Sugarcane plantlets were inoculated with
10,000 eggs/plant of Aphelenchoides obtained from lettuce. Ten days after inoculation, sugarcane roots
were sampled, stained, and dissected. Visualization of typical morphological characteristics of
Aphelenchoides was observed under optical microscope which enabled its identification. Histological
sections showed the presence of nematode inside sugarcane root cortex with typical sinusoidal movement.

Fungal hyphae could also be detected inside root cells and near nematode bodies. Internal root damage
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also occurred due to the cell wall destruction carried out by nematode movement. However, no primary or
secondary symptoms were detected on either plant roots and shoots.

Key-words: foliar nematode, histopathology, morphology, Saccharum spp.

Sugarcane is a major crop for more than 80 countries in both tropical and subtropical regions,
and Brazil currently leads the world production (Mozambani 2006; Conab 2016). However, the diversity
of nematodes in sugarcane is high, with more than 48 genera being assigned as ecto- and/or endoparasites
associated to sugarcane roots and rhizosphere (Cadet and Spaull 2005). Among them, the genus
Aphelenchoides Fisher, 1894. The majority of species from this genusare free-living nematodes while
some others are shoot parasites infecting leaves, inflorescences, and seeds (Jesus and Cares 2016).
Previous reports found this nematode in rhizosphere of several crops, and some showed capacity to
endoparasite roots (Bos 1977a,b; Bridge et al. 1977; Bridge and Hunt 1985; Mor and Spiegel 1993).

Previous research detected the presence of Aphelenchoides in sugarcane rhizosphere of many
croplands in Brazil. Bellé et al. (2014) showed the diversity of nematode genera in 65 soil samples and
roots of sugarcane, obtained from cultivated areas of 21 municipalities of Rio Grande do Sul, south of
Brazil (subtropical region). The authors found Aphelenchoides specimens in 35.38% of soil samples. In
northeastern sugarcane fields from Pernambuco state (tropical region), Rodrigues et al. (2011) analyzed
the vertical distribution of different nematode taxa and reported the presence of Aphelenchoides in
different soil samples these sugarcane fields.

Recently, we detected the presence of Aphelenchoides inside the roots of the sugarcane varieties
RB 867515 and RB 92579 at the Laboratory of Plant Nematology from Federal Rural University of
Pernambuco. Eggs presented in suspension were obtained from an experimental field with lettuce crops.
The eggs were counted in a Peters’ slide under optical microscopy. After that, we inoculated 10,000 eggs
per plant of each variety.

Ten days after inoculation, roots were collected and stained to allow observation of nematode in
plant tissue following the procedures of Byrd et al.(1983). The stereoscopic microscope showed, inside
sugarcane roots, slender nematodes with offset labial region and conoid tails (Figure 1A-B). After root
dissection, singly collected specimens were added in a glass slide with glycerol and then they could be

identified as belonging to the genus Aphelenchoides. Morphological characteristics as offset labial region,
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weak stylet, large metacorpus, males with spicules typical of the genus, and conoid tail with terminal
mucro (Figure 1C-F) contributed to accurately identify the nematode at genus level.

In order to detect Aphelenchoides migration within sugarcaneroot tissue, we performed
histopathological tests. Root slices of Immwere fixed in 1% glutaraldehyde: 4% formaldehyde: 0.1M
phosphate buffer at pH 6.9: distilled sterilized water; washed in 0.05M phosphate buffer at pH 6.9. Later,
roots were passed to ethanol dehydration serie, added in Technovit resin, sectioned in 3.5-um thick slices,
stained with toluidine blue, and observed under light microscope. This allowed the observation of
Aphelenchoides in root cortex and inside sugarcane root cell. Some sections also showed the presence of
fungal hyphae close to the nematode body (Figure 2A-B). Bos (1977a) and Bridge et al. (1977) reported
Aphelenchoides arachidis Bos, 1977, inside roots of peanut (Arachis hypogaea L.) in north Nigeria. This
nematode is a facultative parasite capable of eating fungal hyphae inside plant roots (Cares et al. 2008).
Beyond peanut roots infection, Bridge and Hunt (1985) reported a higher seed infection rate of the
pathogenic fungi such as Fusarium spp. (Tassi) Gold, Rizoctonia solani Kuhn and Sclerotium rolfsii Sacc.
(Bridge and Hunt 1985).Bos (1977b) and Bridge and Hunt (1985) reported A.arachidis associated with
roots of maize, sorghum, sugarcane and others grasses which could cause economic losses in north
Nigeria. Similarly, root infection of A. subtenuis (Cobb 1926) Steiner and Buhrer caused commercial
losses in narcissus(Mor and Spiegel 1993). Despite the atypical parasitism of Aphelenchoidessp. reported
in this research, we did not detect any deleterious symptoms in sugarcane after 10 days of inoculation.
This might indicate that the nematode penetrates the root searching for fungal hyphae. Additionally, as a
facultative parasite the cell content also appears to be a possible source for feeding this nematode. The
impact of Aphelenchoidessp.in sugarcane roots needs more in-depth studies to highlight the feeding

source of this nematode in sugarcane roots.
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Figure 1.Photomicrographs of Aphelenchoides sp.inside sugarcane root tissues (A) in stereoscopic
microscope and (B) under optical microscopy; (C) and (D) head region morphological characteristics of

Aphelenchoides sp.; (E) male spicules in thorn shape; (F) tail conoid with a terminal mucro.
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Figure 2. Photomicrographs of sugarcane root slices stained with toluidine blue. (A) nematode presence

inside cortex cells and (B) presence of fungal hyphae in sugarcane cells close to nematode body.
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CONCLUSOES GERAIS

Em infeccéo conjunta, M. incognita e P. zeae juntos, suprimem um ao outro;
Em presenca de P. zeae, M. enterolobii tem uma vantagem no parasitismo sobre
a cana-de-acucar;

Houve um aumento na densidade populacional de M. incognita quando na
variedade RB867515 e inoculo inicial de 10000 nematoides/planta;

A biomassa da parte aérea é reduzida pela infeccdo conjunta de P. zeae e M.
incognita;

Cento e vinte dias de contato de M. enterolobii com as plantas, ndo foram
suficientes para que todos os nematoides completassem o ciclo de vida;

Foi registrada, pela primeira vez no Brasil, a presenca de Aphelenchoides sp. em
raizes de cana-de-acuUcar;

Nenhum sintoma na planta foi observado pelo parasitismo de Aphelenchoides

sp.



