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Resumo

Bellé, Cristiano. Diversidade, agressividade e patogenicidade de Meloidogyne spp.
em cana-de-acuUcar e prospeccao da resisténcia genética em genotipos
adaptados ao sul do Brasil. 2018. Tese (Doutorado em Fitossanidade) — Programa
de PoOs-Graduacdo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2018.

Entre os problemas que afetam a cultura da cana-de-agucar, os fitonematoides podem
resultar em sérios prejuizos. Nesse sentido, o presente estudo foi dividido em trés
capitulos. No primeiro, populacbes de Meloidogyne spp. advindas de coletas em
regides canavieiras do Rio Grande do Sul, foram caracterizadas bioquimica e
fisiologicamente através da enzima esterase (Est) sendo parte delas, avaliadas quanto
as racas fisiologicas; a seguir, 35 populacdes de Meloidogyne spp. provenientes deste
estudo e do trabalho de Bellé (2014), foram caracterizadas molecularmente por
marcadores do tipo SCAR e RAPD. No segundo capitulo, avaliou-se a agressividade
de diferentes populacées de M. javanica e M. incognita em diferentes genoétipos de
cana-de-agucar. E, no terceiro, avaliou-se, em casa de vegetacao, a reacao de 25
gendtipos de cana-de-acUcar a M. incognita e M. javanica além dos efeitos dessas
espécies sobre o desenvolvimento das plantas inoculadas; o comportamento de
plantas parasitadas por M. incognita, M. javanica e M. arenaria quanto a reproducéo,
desenvolvimento vegetativo, produc¢éo de colmos, aclicares e componentes da parede
celular da parte aérea. Por fim, estudou-se a patogenicidade de espécies de
Meloidogyne de menor frequéncia em cana-de-acUcar. Verificou-se a presenca de
Meloidogyne spp. em 92,6% das amostras coletadas, sendo M. incognita Est 12, a
espécie mais frequente (51,3%). Entre as populacdes de M. incognita caracterizadas
fisiologicamente, identificou-se as racas 1, 2, 3 e 4, todavia, ndo foi possivel
correlaciona-las com os respectivos fenétipos de esterase. Através dos marcadores
SCAR foi possivel a diferenciagdo da maioria das espécies de Meloidogyne
estudadas, através da amplificacdo de fragmentos espécie-especificos para
populacdes de M. javanica (670 pb), M. incognita (399 pb), M. arenaria (420 pb), M.
morocciensis (420 pb), M. ethiopica (350 pb) e M. enterolobii (520 pb). Pela analise
RAPD, 234 e 394 fragmentos reprodutiveis foram amplificados, cuja percentagem de
bandas polimoérficas amplificadas variou de 21,0 a 31,5%, respectivamente. Pela
analise filogenética, quatro grupos se formaram: no 1°, agruparam-se 16 populacées
de M javanica; no 2°, M. arenaria e M. morocciensis; no 3°, M. incognita e Meloidogyne
sp. Est. SC1; e, M. ethiopica, M. luci e M. enterolobii se agruparam separadamente.
Avaliando-se a agressividade das populacdes de Meloidogyne spp., verificou-se,
interacdo significativa entre genoétipos de cana-de-acUcar e populagbes dos
nematoides para as variaveis relacionadas a reproducdo e danos causados nas
raizes, assim como também em relagdo aos parametros de crescimento das plantas,
digestibilidade de fibras, acucares e componentes da parede celular. Em relacdo a
reacdo da cana-de-acUcar a M. javanica e M. incognita, todos os genotipos foram
suscetiveis (diferentes graus), havendo interferéncia dessas espécies sobre o
desenvolvimento das plantas. Nos testes de patogenicidade, M. luci, M. enterolobii, M.
morocciensis, M. hapla, M. arenaria e M. ethiopica reproduziram-se (10,2>FR<50,5)
em cana-de-agucar, e afetaram negativamente o desenvolvimento vegetativo da
cultura.

Palavras-chaves: Saccharum spp., nematoide das galhas, ocorréncia, variabilidade
intraespecifica, suscetibilidade.



Abstract

Bellé, Cristiano. Diversity, aggressiveness and pathogenicity of Meloidogyne spp.
in sugarcane and prospect of genetic resistance in genotypes adapted to
Southern Brazil. 2018. Thesis (Doctorate degree in Plant Protection) — Plant
Protection Graduate Program. Federal University of Pelotas, Pelotas, 2018.

Among the problems affecting sugarcane crop, plant-parasitic nematodes can result in
deleterious effects to agricultural productivity. The present study was carry out in multi-
tier steps which resulted in three chapters. In the first, Meloidogyne spp. populations
sampled in sugarcane location of Rio Grande do Sul state, were characterized through
the esterase (Est) activity where part of them were evaluated as the physiological
races. Subsequently, 35 populations of Meloidogyne spp. from this study and the work
of Bellé (2014) were molecularly characterized by SCAR and RAPD markers. In the
second chapter, efforts were done to evaluate the aggressiveness of different
populations of M. javanica and M. incognita in different sugarcane genotypes. The last
step of this study aimed to evaluate the reaction of 25 sugarcane genotypes to M.
incognita and M. javanica. Additionally, the effects of two root-knot species was
monitored based on the development of inoculated plants(a); the response of
parasitized plants by M. incognita, M. javanica and M. arenaria on the Meloidogyne
spp. reproduction, vegetative development, shoot production, content sugars and
components of the shoot cell wall of sugarcane plants. Finally, the pathogenicity of low-
frequency Meloidogyne species were quantified. Meloidogyne spp. was detected at
92.6% of the collected samples and M. incognita Est |2 was the most frequent species
(51.3%). Among M. incognita populations physiologically characterized, the races 1, 2,
3 and 4 were identified; however, it was not possible to correlate them with the
respective esterase phenotypes. The use of SCAR markers allowed to differentiate
most of the Meloidogyne populations by amplifying species-specific fragments for M.
javanica (670 bp), M. incognita (399 bp), M. arenaria (420 bp) and M. javanica (670
bp), M. morocciensis (420 bp), M. ethiopica (350 bp) and M. enterolobii (520 bp). By
RAPD analysis, 234 and 394 reproducible fragments were amplified, whose the
percentage of amplified polymorphic bands ranged from 21.0 to 31.5%, respectively.
By the phylogenetic analysis, four groups were formed: in the first one, 16 populations
of M javanica were grouped; in the second, M. arenaria and M. morocciensis; in the
third, M. incognita and Meloidogyne sp. Est. SC1; and, M. ethiopica, M. luci and M.
enterolobii were grouped separately. Evaluating the aggressiveness of the populations
of Meloidogyne spp., there was a significant interaction between sugarcane genotypes
and nematode populations for the variables related to nematode reproduction and
damage caused in the roots, as well as growth plant parameters, fiber digestibility,
sugars content and cell wall components. Considering the sugarcane reaction to M.
javanica and M. incognita, all genotypes were susceptible in different degrees; these
nematode species interfered on the development of the plants. Evaluating the
pathogenicity of M. luci, M. enterolobii, M. morocciensis, M. hapla, M. arenaria and M.
ethiopica, all species reproduced (10.2> RF <50.5) on sugarcane, and affected
negatively the vegetative development of this crop.

Keywords: Saccharum spp., root-knot nematode, molecular marker, intraspecific
variability, susceptibility.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cana-de-acUcar (Saccharum spp. L. hibrido) € uma planta semi-perene e
pertence a familia Poaceae, a qual inclui espécies importantes na alimentacdo
humana (CESNIK; MIOCQUE, 2004). Séao citadas cinco espécies de Saccharum:
Saccharum officinarum L., Saccharum sinense Roxb., Saccharum barberi Jeswiet,
Saccharum spontaneum L. e Saccharum robustum Brandes; Jew (MOZAMBANI et al.,
2006), sendo a primeira, por muito tempo, a mais cultivada. Porém, em funcao de
algumas limitaces como adaptacéo ecoldgica, e suscetibilidade a diferentes pragas
agricolas, sua produtividade foi sendo reduzida ao longo dos anos e comegou a cair
em desuso (TERAMOTO, 2003). Atualmente as plantas de cana-de-acucar cultivadas
sdo hibridos derivados de cruzamentos, principalmente entre as espécies S.
officinarum e S. spontaneum (DILLON et al., 2007).

O cultivo da cana-de-acucar ocorre em aproximadamente 80 paises, sendo na
Republica Dominicana, Jamaica, llhas Mauricio e Suazilandia, a principal fonte de
receita (CADET; SPAULL, 2005). No Brasil, a cultura encontra-se distribuida emuma
area superior a nove milhdes de ha, com producdo de 658 milhdes de toneladas
(CONAB, 2017). Representa a segunda cultura mais importante para o agronegocio
brasileiro, sendo o setor sucroalcooleiro responsavel por aproximadamente 3% do
Produto Interno Bruto (PIB) nacional e por aproximadamente 35% do PIB da
agricultura no Brasil, tendo empregado cerca de cinco milhdes de pessoas
(PROCANA, 2017). A cana-de-acucar possui destacada importancia econémica, pois
além de ser matéria prima para a fabricacdo de aclcar para consumo interno e
exportacdo, é também usada para a producdo de &alcool, aguardente, melado,
rapadura e na alimentacdo animal e para a cogeracao de energia elétrica. O Brasil &
0 maior produtor mundial de agucar e etanol derivado da cana-de-agucar, assim como
também é o maior detentor de areas cultivadas da cultura (CONAB, 2017).

Ademais, a cana-de-agucar, constitui-se também como um fator de grande
importancia para o desenvolvimento e sustentabilidade da agricultura familiar, quer
seja pela producéo de acucar mascavo, melado, rapadura ou pelo uso na alimentacao
animal. Entre as regides produtoras do Rio Grande do Sul, destacam-se as Missdes e
o Médio Alto Uruguai, as quais, juntas contribuem com pouco mais da metade da
producdo gaucha. No cenario agricola brasileiro e regional, a cana-de-acucar

representa uma boa fonte de energia renovavel. O cultivo da cana-de-acucar, no Rio
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Grande do Sul, ocupa em torno de 40 mil ha (CONAB, 2017), onde a maior parte
dessas areas € proveniente de pequenas extensdes de terras, ou, ainda, de areas
marginais sem a sua devida importancia; sendo, a média produtiva do Estado,
considerada muito baixa.

A produtividade média brasileira poderia ser maior se o desenvolvimento da
cultura ndo fosse prejudicado por fatores abidticos, como clima e solo, além da
competicao por plantas daninhas. Além disso, fatores bioticos como os fitonematoides,
que contribuem para o acentuado declinio da producdo (MOURA, 1997; MOURA et
al., 2000; CHAVES et al., 2007). Diversos fitonematoides parasitam a cana-de-agucar:
Meloidogyne Goeldi, Pratylenchus Graham, Radopholus sp. Thorne, 1949,
Paratrichodorus Colbran, 1956, Trichodorus sp. Cobb, 1913, Xiphinema sp. Cobb,
1913, Aphelenchoides Fisher, 1894, Mesocriconema
Raski, 1958, Helicotylenchus Cobb., 1893, Hemicycliophora sp. Raski, 1958,
Longidorus sp. Micoletzky, 1922 e Rotylenchulus reniformis Linford; Oliveira, 1940.
(MOURA, 2000; ROSA et al., 2003; CADET; SPAULL, 2005; BELLE, 2014; BELLE et
al., 2014; GOMES et al., 2016).

Dentre os fitonematoides que afetam a cultura, destacam-se os géneros
Meloidogyne e Pratylenchus. Dentre as espécies de Pratylenchus associadas a
cultura, destacam-se as espécies Pratylenchus zeae Graham, 1951 e P. brachyurus
(Godfrey, 1929) Filipjev e Schuurmans Stekhoven, 1941, os quais se encontram
distribuidos em quase todas as regides brasileiras de cultivo (MOURA et al., 2000;
CHAVES et al., 2002; SEVERIANO et al., 2010; BELLE et al., 2014). J4 para o
nematoide-das-galhas, Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood 1949 e M. incognita
(Kofoide & White) Chitwood 1949 sdo consideradas as espécies mais danosas,
constituindo-se como importantes fitoparasitas da cultura da cana-de-agucar, nos
estados produtores do Brasil, causando danos ao sistema radicular das plantas
infectadas (DINARDO-MIRANDA, 2008).

Os nematoides do género Meloidogyne sdo vermes endoparasitas sedentarios
muito especializados, cujo ciclo de vida inicia com a penetracao do juvenil de segundo
estadio (J2) no interior das raizes. Uma vezque ocorre a penetracdo, 0 mesmo induz
a formacdo de engrossamentos anormais nas raizes das plantas, provocados pelo
aumento das células no entorno de seu sitio de alimentagédo (hipertrofia) com a
posterior multiplicacdo exagerada das células formando os tumores (galhas) a volta

do tecido parasitado, onde, na cana-de-acglcar, se apresentam pequenas e
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localizadas na regido da coifa. O ciclo de vida de Meloidogyne spp. € rapido e pode
ser completado em 20-25 dias, dependendo das condi¢cdes do solo (umidade e
temperatura). Apds 3 a 4 semanas de infeccdo, as fémeas iniciam a postura de ovos
no cortex da raiz. As fémeas adultas de Meloidogyne se mantém no interior das raizes
e ali fazem a postura dos ovos, sendo isso muito comum nas plantas da familia
Poaceae (ASMUS et al., 2000; AGRIOS, 2005; HUNT; HANDOO, 2012). Nessas
circunstancias, o nematoide completa varias geracfes em um unico ciclo da culturao
que pode contribuir para o definhamento das plantas parasitadas (AGRIOS, 2005;
FERRAZ; MONTEIRO, 2011; BERNARD; POE, 2017). Plantas de cana-de-acucar
seriamente afetadas por Meloidogyne spp., apresentam retardamento do crescimento
e reducdo do namero de perfilhos. As folhas tornam-se, muitas vezes, murchas e
amareladas em consequéncia da dificuldade da planta em absorver agua e nutrientes
através do sistema radicular (ASSUNCAO et al., 2010).

A ocorréncia de fitonematoides em plantacdes de cana-de-acucar nos estados
de Sao Paulo, Pernambuco e Parana figura entre as mais prejudicadas na cultura
(NOVARETTI et al.,, 1984; SEVERINO et al., 2010). Dentre as espécies de
Meloidogyne que comprometem a producdo de cana-de-acucar, no Brasil, M.
incognita e M. javanica sao as mais comuns, sendo essas constatadas em
praticamente todas as regibes produtoras. Outras espécies do nematoides-das-
galhas, como M. arenaria Neal) Chitwood 1949, M. hispanica Hirschmann, 1986, M.
kikuyensis Grisse, 1961 e M. thamesi Chitwood; Specht; Havis, 1952, j4 foram
descritas na cultura, sendo as duas primeiras relatadas no Brasil e as demais nao
(CADET; SPAULL, 2005; DINARDO-MIRANDA, 2005). Recentemente, M.
paranaensis foi constatado em canaviais do noroeste paranaense (SEVERINO et al.,
2008), e, M. ethiopica Whitehead 1968, M. luci Carneiro et al., 2014 e M. hapla
Chitwood 1949 na mesma cultura, no Rio Grande do Sul (BELLE, 2014); porém, ainda
ndo se dispde de informacfes sobre o impacto dessas espécies na cultura em
condicdes de campo.

Novaretti et al. (1998), trabalhando em areas de producédo comercial de cana-
de-acucar no Estado de Sdo Paulo, detectaram populacdes elevadas de M. incognita
e M. javanica. No noroeste do Parana, M. javanica é a espécie predominante, com
incidéncia de 46% nas areas amostradas (SEVERINO et al., 2008); no Rio Grande do
Sul o nematoide-das-galhas esta presente em mais de 60% das areas produtoras de

cana-de-aculcar do norte e noroeste do estado (BELLE, 2014), cuja espécie
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predominante nessa regido € M. javanica. Dinardo-Miranda et al. (2003) apontaram
M. javanica como a espécie mais comum na regido canavieira de Piracicaba,
representando cerca de 60 % da populacdo de nematoides presentes na area.

A fim de reduzir os prejuizos causados por esses parasitos, algumas medidas
de controle podem ser adotadas e, para que possam ser corretamente recomendadas,
€ necessario um diagnéstico seguro da presenca de nematoides na area (CARNEIRO
et al., 2000; MACEDO et al., 2009; DINARDO-MIRANDA, 2011). De acordo com
Severino et al. (2008), o controle de nematoides é uma pratica bastante complexa.
Inicialmente, medidas preventivas devem ser tomadas, evitando a entrada destes
organismos em areas onde ainda ndo estejam presentes. Uma vez introduzidos ou
presentes em uma determinada area, devem-se adotar medidas como a utilizacdo de
variedades resistentes, rotacéo de cultura, controle quimico, revolvimento do solo nas
épocas mais quentes, incorporacdo de matéria organica no solo (BARROS, 2000) na
tentativa de reduzir ou minimizar danos causados por fitonematoides.

Entre as medidas de controle que podem ser adotadas em cana-de-agUcar
visando a reducdo das populacdes de nematoides, o uso de variedades resistentes
ou tolerantes €, sem duvida, a mais pratica e econémica, pois estas variedades podem
ser adquiridas pelo mesmo preco de outras variedades (LORDELLO, 1981;
DINARDO-MIRANDA et al., 2000). Entretanto, os fatores que conferem a cana-de-
acucar alta produtividade parecem ser antagbnicos com aqueles que propiciam
rusticidade, como resisténcia os fitonematoides (DINARDO-MIRANDA, 1994;
DINARDO-MIRANDA et al., 1995; SANTOS et al., 2013). Em razédo disso, sao raras
as variedades atualmente em cultivo que apresentam resisténcia a, pelo menos, uma
das espécies de nematoides de importancia econémica (M. javanica e M. incognita).
Além disso, quando se detecta resisténcia em determinada variedade, a mesma
normalmente restringe-se a uma das espécies citadas. Como em campo é frequente
a ocorréncia de duas ou mais espécies citadas (SEVERINO et al., 2008; BELLE, 2014;
NORONHA et al., 2017), o emprego de uma variedade resistente somente a uma
espécie de nematoide torna-se inviavel (GARCIA et al., 1997; DINARDO-MIRANDA,
2006; MACEDO et al., 2009). O tnico gendtipo resistente a Meloidogyne spp., descrito
na literatura, & SP70-1143, reconhecida como resistente a M. javanica (NOVARETTI
et al., 1981), no entanto, tal genétipo comportou-se como suscetivel a M. incognita em

trabalho realizado por Dinardo-Miranda et al. (1995).
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As constantes mudancas no conjunto de variedades de cana-de-agucar
cultivadas no Brasil refletem continua necessidade de novas variedades, objetivando
melhores produtividades agricolas (REGIS; MOURA, 1989; SCARAMUCCI, 2006;
MACEDO et al., 2009). Entretanto, até 0 momento, sdo poucas aquelas cujas reacdes
aos nematoides estdo caracterizadas ou que n&do apresentem restricoes
agroindustriais. Por outro lado, o uso continuado de variedades tradicionais, vem
favorecendo maiores incidéncias e severidades a problemas fitossanitarios,
especialmente nematoses o que contribuem sensivelmente para a baixa produtividade
agricola no pais (MOURA; ALMEIDA, 1981; DINARDO-MIRANDA et al., 1995;
DINARDO-MIRANDA, 2001; BARBOSA et al., 2009).

Considerando-se a importancia econdmica da cana-de-acucar para o Rio
Grande do Sul e o Brasil; e a necessidade de estudos sobre a ocorréncia, danos e
resisténcia genética para o manejo de Meloidogyne spp., 0 presente estudo foi dividido
em trés capitulos. No primeiro, objetivou-se caracterizar bioquimica, fisiologica e
molecularmente as espécies do nematoide-das-galhas em cana-de-acucar presentes
na cultura em areas produtoras das regides central, litoral, serrana e sul do Estado do
Rio Grande do Sul. No segundo, teve-se por objetivo, estudar a agressividade de
diferentes populagbes de M. javanica e M. incognita provenientes de diferentes
regibes do Rio Grande do Sul em diferentes genétipos de cana-de-acgucar. E, no
terceiro, avaliar a reacéo de genotipos de cana-de-acucar a M. javanica e M. incognita;
assim como também, estudar o impacto de M. javanica, M. incognita, M. arenaria no
desenvolvimento da cana-de-aclUcar, em casa de vegetacdo, e, avaliar a
patogenicidade de espécies presentes e menos frequentes (M. ethiopica, M. luci, M.

hapla, M. arenaria, M. morocciensis e M. enterolobii) na cultura.
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2 CAPITULO | - OCORRENCIA E CARACTERIZAC}AO DO NEMATOIDE-DAS-
GALHAS (Meloidogyne spp.) EM CANA-DE-ACUCAR NO RIO
GRANDE DO SUL

2.1 Introducéao

No Rio Grande do Sul (RS), a cana-de-acucar (Saccharum spp. L hibrido)
apresenta grande importancia socioeconémica uma vez que a cultura esta fortemente
relacionada as atividades desenvolvidas na agricultura familiar. A producdo da cana-
de-acucar no RS contribui em aproximadamente R$ 70 milhdes e esta entre as sete
principais culturas de maior valor econdmico depois da soja, do arroz, do milho e do
trigo (IBGE, 2016). Além disso, a producdo de cana-de-acucar esta associada a
criacdo de gado, ao processamento artesanal de produtos como melado, rapadura,
cachaca, aclcar mascavo e a expansao da producéo de etanol no Estado.

A produtividade média brasileira poderia ser maior se o desenvolvimento da
cultura ndo fosse prejudicado por fatores abidticos como clima, solo, além da
competicdo com plantas daninhas, dentre outros fatores biéticos de origens diversas.
Entre estes, pode-se citar a ocorréncia de fitonematoides, que contribui para o declinio
da produtividade da cultura (MOURA, 1997; MOURA et al., 2000). Diferentes espécies
de nematoides fitoparasitas representam sérios problemas ao cultivo da cana-de-
acucar em praticamente todas as regides do mundo onde essa espécie é cultivada.
Conforme Cadet e Spaull (2005), mais de 300 espécies de fitonematoides, distribuidas
em 48 géneros, tem sido associadas as raizes da cana-de-agUcar, cuja reducdo da
produtividade pode chegar a 40% dependo da espécie (DINARDO-MIRANDA, 2005),
inviabilizando, dessa forma, o seu cultivo em areas infestadas por tais patégenos
(NOVARETTI et al, 1978). No entanto, as perdas variam em fungcdo dos
fitonematoides envolvidos, seus niveis populacionais e da suscetibilidade da
variedade (NOVARETTI et al., 1997; NOVARETTI et al., 1978; DINARDO-MIRANDA,
2008; CHAVES et al. 2009).

No Brasil, os nematoides-das-galhas (Meloidogyne sp.) e o das lesbes
(Pratylenchus sp.) sdo os mais frequentes e associados a reducdo da producao da
cana-de-agucar (GOMES et al., 2016). Em levantamentos nematoldgicos, verificou-se

gue entre as espécies do nematoides-das-galhas, Meloidogyne incognita (Kofoide;
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White) Chitwood 1949, M. javanica (Treub) Chitwood 1949 e M. arenaria (Neal)
Chitwood 1949, estdo associadas as principais regides brasileiras produtoras de cana-
de-acucar, sendo as duas primeiras, as mais frequentes (DINARDO-MIRANDA, 2008).
Estudos conduzido nos estados do Rio Grande do Sul e do Parana, M. javanica foi a
espécie predominante nas regides amostradas (SEVERINO et al., 2008; BELLE,
2014). Em levantamento conduzido por Bellé (2014), foi registrada a ocorréncia de M.
incognita, M. arenaria, M. ethiopica Whitehead 1968, M. luci Carneiro et al., 2014 e M.
hapla Chitwood 1949 no Rio Grande do Sul. Outras espécies como M. hispanica
Hirschmann, 1986 e M. enterolobii Yang e Eisenback, 1983 também ja foram relatadas
na cultura na regido nordeste do Brasil (CHAVES et al., 2007; MOURA et al., 2009).
Convém ressaltar que, apesar da cana-de-acucar ser um dos principais cultivos do
Brasil, estudos de distribuicdo do nematoide-das-galhas sdo escassos nas regioes
produtoras do pais.

Em areas de producdo de cana-de-acucar infestadas pelos nematoides-das-
galhas, o primeiro passo para realizagcdo de um manejo adequado € a identificacédo
da(s) espécie(s) que ocorrem no local. As espécies de Meloidogyne sao altamente
variaveis nos niveis genéticos, morfolégicos e biolégicos e a identificacdo por meio de
métodos morfologicos classicos € complexa e dificil. Além disso, em alguns casos,
pode ocorrer a identificacdes errdbneas quando se utilizam os padrdes perineais de
fémeas como Unico critério de identificacdo (CARNEIRO; COFCEWICZ, 2008).Como
alternativas praticas, a eletroforese de isoenzimas (esterases) e as técnicas baseadas
em PCR (Polymerase Chain Reaction) provaram ser confidveis e rapidas para
monitorar e caracterizar as espécies de Meloidogyne, tornando-se ferramentas
confiaveis de identificacdo das mesmas (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985,
ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU 1990; CARNEIRO et al., 1996, CARNEIRO et
al., 2000; BLOK; POWERS, 2009; CARNEIRO et al., 2016; STARE et al., 2017;
CUNHA et al., 2018)

O uso de meétodos bioguimicos através de padrdes eletroforéticos por
isoenzimas tem demonstrado que as principais espécies do nematoide-das-galhas
podem ser identificadas com o uso de proteinas, com preciséo, caracterizando essa
técnica como uma ferramenta excelente e rapida (ESBENSHADE;
TRIANTAPHYLLOU, 1985; ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1990; CARNEIRO
et al.,, 2000; CARNEIRO; ALMEIDA, 2001; CARNEIRO et al., 2016; CUNHA et al.,
2018).
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Outra técnica de identificacdo de espécies de Meloidogyne incluem o uso de
marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) obtidos a partir de
fragmentos de DNA amplificados ao acaso (RAPD) e posterior conversdao em primers
espécie-especificos (ZIJLSTRA, 2000; ZIJLSTRA et al., 2000; RANDIG et al., 2002;
TIGANO et al., 2010; CUNHA et al., 2018). Métodos baseados na técnica de PCR tém
demonstrado que sao rapidos, independentemente do estadio do ciclo de vida do
nematoide e sdo muito mais confiaveis (ZIJLSTRA, 2000; CARNEIRO et al., 2016;
CUNHA et al., 2018). Marcadores SCAR ja foram desenvolvidos para separar M.
incognita, M. javanica e M. arenaria, presentes principalmente em regides tropicais e
subtropicais (ZIJLSTRA, 2000; MENG et al., 2004), M. hapla (ZIJLSTRA et al., 2000),
e espécies quarentenarias como M. chitwoodi Golden et al., 1980 e M. fallax Karssen
1996 (KARSSEN, 1996). Foram também desenvolvidos para as trés principais
espécies de Meloidogyne parasitas de cafeeiro no Brasil: M. incognita, M. exigua
Goeldi 1887 e M. paranaensis Carneiro et al. 1996 (RANDIG et al., 2002) e, M.
arabicida Lopez e Salazar 1989 e M. izalcoensis Carneiro et al., 2005 (CORREA et al.,
2013), espécies ocorrentes em café. Foram também desenvolvidos marcadores SCAR
para M. enterolobii, 0 nematoide-das-galhas da goiabeira (TIGANO et al., 2010) e, mais
recentemente, para M. ethiopica (CORREA et al., 2014). No entanto, ainda nao se
dispde de marcadores SCAR para todas as espécies, podendo ocorrer problemas de
sobreposicao, havendo a necessidade de emprego de outro método de identificacao
conjuntamente (CARNEIRO et al., 2016).

Para o estudo de variabilidade genética intraespecifica de populacdes de
Meloidogyne spp., 0 uso de marcadores moleculares € bem mais eficiente e pode
permitir revelar polimorfismo entre organismos relativamente proximos (COFCEWICZ,
2003; MUNIZ et al., 2008; TIGANO et al., 2010; ROBERTS et al., 2016; SEESOO et
al., 2017). A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA) pode revelar
consideravel polimorfismo, mesmo entre organismos estreitamente relacionados,
sendo extremamente interessante para estudos de variabilidade intraespecifica
(RANDING et al., 2002; CARNEIRO et al., 2004a; CUNHA et al., 2018).

Considerando-se a importancia do nematoide-das-galhas na cultura da cana-
de-aclcar e a falta de estudos sobre a variabilidade do género, nas regides
canavieiras brasileiras, torna-se necessario a realizagdo de estudos que objetivem
detectar a ocorréncia, e a diversidade de espécies do nematoide-das-galhas. Dessa

forma, foi objetivo do presente trabalho: caracterizar bioquimica, fisiologica e
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molecularmente as espécies do nematoide-das-galhas em cana-de-acUcarpresentes

na cultura em diferentes areas produtoras do estado do Rio Grande do Sul.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Ocorréncia e distribuicdo do nematoide-das-galhas (Meloidogyne spp.) em

regides produtoras de cana-de-agucar do Rio Grande do Sul

Quarenta e uma amostras de solo e de raizes de cana-de-agUucar foram
coletadas em lavoura distribuidas nas regifes da Serra Gaucha, Litoral Norte, Central
e Sul do Rio Grande do Sul, percorrendo-se as areas em zigue-zague, das quais foram
obtidas amostras compostas de 10 subamostras/ha, sendo o nimero total dependente
da dimenséo de cada local (NOVARETTI, 2011). Procederam-se as coletas a uma
profundidade de 0 a 25 cm da superficie do solo, obtendo-se, ao final, uma amostra
composta de aproximadamente 100 g de raizes e 1 kg de solo. A seguir, as amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos, etiquetados e identificados quanto a
variedade e origem do material e levadas ao Laboratoério de Fitopatologia/Nematologia
da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, para avaliacdo da presenca,
quantificacdo das populacdes e caracterizacdo da(s) espécie(s) de Meloidogyne.

No laboratério, parte das raizes (10 g) de cada amostra foram lavadas e
trituradas em liquidificador conforme metodologia de Hussey e Barker (1973)
modificada por Bonetti e Ferraz (1981), sendo a suspensado obtida observada sob
microscopio estereoscopico, para avaliacdo da presenca e quantificacdo do nimero
de juvenis de segundo estadio (J2) do género Meloidogyne (MAI; MULLIN, 1996). Uma
aliquota de 100 cm3de solo, da mesma amostra, foi processada para quantificacdo do
namero de J2 do nematoide-das-galhas, através do método de peneiramento e
flotacdo centrifuga em solugéo de sacarose (JENKINS, 1964).

Para identificacdo das espécies do nematoide-das-galhas nas amostras,
fémeas adultas foram retiradas das raizes infectadas, quando presentes, e a seguir,
caracterizadas bioguimicamente através da técnica de eletroforese, utilizando-se a
enzima esterase (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001). Uma vez identificadas, as
respectivas massas de ovos de cada espécie de Meloidogyne spp. foram inoculadas

em plantas de tomate cv. ‘Rutgers’ e mantidas em vasos com solo autoclavado em



27

casa de vegetacéo a 25 + 3 °C, para obtencao de populacdes puras e condugéo de

estudos posteriores.

2.2.1.1 Caracterizacdo bioquimica das espécies de Meloidogyne

A caracterizacdo das espécies do nematoide-das-galhas foi realizada por
eletroforese utilizando-se a isoenzima esterase (Est) em gel de poliacrilamida 7%, de
acordo com Carneiro e Almeida (2001). Para isso, foram utilizadas trinta fémeas de
coloracdo branco-leitosa de Meloidogyne spp. na fase de postura de ovos, sendo
extraidas individualmente das raizes de cada amostra com o auxilio de um estilete,
sob microscopio estereoscopico; e, a seguir, transferidas para tubos de micro
hematdcrito, contendo 3 uL do tampéo de extracao (Sacarose/Triton X-100). Os tubos
foram mantidos em recipiente com gelo durante todo o processo de extracdo das
amostras. As fémeas foram maceradas com um bastdo de aco de extremidade
arredondada, sendo o extrato obtido de cada subamostra, aplicado com o auxilio de
uma seringa (Hamilton) sobre papel Whatman 3 mm (1,5 x 4,0 mm) em placa de
porcelana, e, a seguir, transferido para a respectiva cavidade do gel de poliacrilamida.
Extratos proteicos de fémeas de M. javanica foram incluidos em cada gel como
fendtipo padréo para a caracterizacao da esterase. Gotas de azul bromofenol (0,1%)
foram colocadas nas extremidades do gel, para acompanhamento da migracao, que
seguiu a voltagem de 120 V, em temperatura média de 4 °C por 2 horas.

Os padrbes de bandas no gel de poliacrilamida foram obtidos com a imerséo
do gel em solucdes reveladoras especificas para a isoenzima esterase (a-naftil-
acetato, Fast Blue RR Salt e tampéao fosfato de sédio) preparadas no momento do
uso. Apos a incubacdo do gel no escuro, a 37 °C, por aproximadamente 30-40
minutos, os mesmos foram lavados em 4gua corrente e fixados em solugdo composta
de agua destilada, alcool metilico e acido acético na proporgédo (5:5:1) (v/v) por 30
minutos. Em seguida, cada gel foi seco entre duas folhas de papel celofane sobre
placa de vidro. Os fenoétipos de esterase identificados foram designados pelas letras
sugestiva do nome da espécie, acompanhados de um namero que indica 0 nhimero
de bandas obtido (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985; ESBENSHADE;
TRIANTAPHYLLOU, 1990; CARNEIRO; ALMEIDA, 2001).
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2.2.2 Caracterizacdo fisioldgica das popula¢cdes de Meloidogyne incognita

Oito populagdes de M. incognita provenientes de diferentes locais do Rio
Grande do Sul (Mi17, Mil8, Mil19, Mi20, Mi 21, Mi22, Mi23 e Mi24 - Tabela 1) foram
caracterizadas quanto a raca fisioldgica pelo teste de hospedeiros diferenciadores
da Universidade Estadual da Carolina do Norte (HARTMAN; SASSER, 1985). Para
tanto, mudas de tomate (Lycopersicon esculentum ‘Rutgers’), fumo (Nicotiana
tabacum ‘NC 95’) e algodao (Gossypium hirsutum ‘Deltapine 61°), produzidas em
solo esterilizado, foram transplantadas no estadio de dois a trés pares de folhas
definitivas para vasos de 2 L, contendo solo esterilizado, em casa de vegetacéo

ApoOs uma semana do transplante, procedeu-se a inoculacao de cada planta
com 5.000 ovos + J2 de cada populacéo de M. incognita, individualmente, utilizando-
se seis repeticdes. A avaliacdo das plantas diferenciadoras foi realizada 60 dias
apos a inoculacao, quantificando-se o niumero de galhas por sistema radicular. Com
base no nimero médio de galhas/populacéo, foram atribuidas notas de 0 a 5, sendo
a caracterizacdo das racas realizada com base na escala proposta por Taylor e
Sasser (1978).

2.2.3 Caracterizagdo molecular das populagbes de Meloidogyne spp.
proveniente de areas com cana-de-acucar do Rio Grande do Sul

Para o estudo de variabilidade das populacbes de Meloidogyne, foram
utilizadas populacdes do nematoides-das-galhas obtidas neste presente trabalho e
aguelas obtidas no estudo de Bellé (2014) (Tabela 1).

2.2.3.1 Extracédo de ovos de Meloidogyne spp.

Para realizacdo desse estudo, foram utilizadas 16 populagdes puras de M.
javanica (6 Est. J3, 8 Est. J2 e 2 Est. J2a), 8 de M. incognita (6 Est. 12 e 2 Est. I1), 6
de M. arenaria (4 Est. A2 e 2 Est. A1) uma de M. morrocienis Est. A3, uma de M.
ethiopica Est. E3, uma de M. luci Est. L3, uma de M. enterolobii Est. M2 e uma de

Meloidogyne sp. Est. SC1 provenientes da cultura da cana-de-agucar (Tabela 1).
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Tabela 1 - Cédigo das populacdes utilizadas nas analises RAPD, origem geogréfica,
espécie de Meloidogyne e fenétipos de esterase presentes em amostras coletadas
em areas de cana-de-agucar do estado do Rio Grande do Sul.

Codigo dos N° amostra Procedéncia Espécie Fenotipo
Isolado Esterase
MJ 1* 134P Pelotas M. javanica J3
MJ 2** SAP08 Santo Antdnio da Patrulha M. javanica J3
MJ 3* 47P Planalto M. javanica J3
MJ 4* 109SA Santo Angelo M. javanica J3
MJ 5** CX24 Caxias do Sul M. javanica J3
MJ 6* 55V Vista Alegre M. javanica J3
MJ 7* 104PL Porto Lucena M. javanica J2
MJ 8* 91PX Porto Xavier M. javanica J2
MJ 9* 15l irai M. javanica J2
MJ 10* 10FW Frederico Westphalen M. javanica J2
MJ 11* 98RQ Roque Gonzales M. javanica J2
MJ 12* 111SA Santo Angelo M. javanica J2
MJ 13* 123A Aratiba M. javanica J2
MJ 14* 129C Crissiumal M. javanica J2
MJ 15* 117SLG Sao Luiz Gonzaga M. javanica J2a
MJ 16* 32PV Pinherinho do Vale M. javanica J2a
MI 17** SAP0O1 Santo Antdnio da Patrulha M. incognita 12
MI 18** 11M Maquiné M. incognita 12
M| 19** 170 Osorio M. incognita 12
MI 20* OFW Frederico Westphalen M. incognita 12
M1 21* 21VD Vicente Dutra M. incognita 12
MI 22* 119SLG S&o Luiz Gonzaga M. incognita 12
MI 23* 83J Jaboticaba M. incognita 11
MI 24* 121A Aratiba M. incognita 11
MA 25* 63P Palmitinho M. arenaria A2
MA 26* 29C Caicara M. arenaria A2
MA 27** VIio4 Viaméao M. arenaria A2
MA 28** CX21 Caxias do Sul M. arenaria A2
MA 29* 11FW Frederico Westphalen M. arenaria Al
MA 30* 110SA Santo Angelo M. arenaria Al
MM 31** A3V Viamao M. morocciensis A3
ME 32* 25C Caicara M. ethiopica E3
ML 33** 01SAP Caxias do Sul M. luci L3
MEn 34** M12 Maquiné M. enterolobii M2
Msp 35* 35PV Pinheiro do Vale Meloidogyne sp. SC1

*Populacdes provenientes do levantamento realizado por Bellé (2014) (Anexo 1). ** Populacbes

proviemintes do presente estudo.

Raizes de tomateiros infectados com cada uma das populacdes de

Meloidogyne acima citadas, ap0s trés meses da inoculacédo, em casa de vegetacao,
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foram lavadas, cortadas e trituradas em liquidificador com 500 mL da solucéo de
hipoclorito de sédio (NaClO) a 1,25% por 40 segundos. Em seguida, o triturado foi
passado por um conjunto de peneiras sobrepostas de 50, 100 e 635 mesh, cujos
residuos da peneira de 635 mesh foram lavados com agua corrente e coletados em
um béquer.

Posteriormente, a suspenséao obtida foi distribuida em tubos Falcon de 50 mL
com adicdo de caulim (aproximadamente 2 g) e centrifugada a 2500 rpm por 5
minutos. Apé6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e os tubos foram
completados com solucdo de sacarose (4 °C) a 45%. Logo, a suspensao foi
homogeneizada e centrifugada a 2500 rpm por 2 minutos, sendo o sobrenadante
imediatamente vertido sobre peneira de 635 mesh e lavado com agua destilada para
retirar os residuos de sacarose. Em sequéncia, os ovos foram pipetados e transferidos
para microtubos de 1,5 mL para centrifugacdo a 10.000 rpm por 2 minutos, sendo o
sobrenadante eliminado e os ovos armazenados a -80 °C para, posteriormente, serem

submetidos a extracdo de DNA.

2.2.3.2 Extracao, purificacdo e precipitacdo do DNA

Para cada populacdo do nematoide-das-galhas (Tabelas 1 e 4), o DNA
gendbmico foi extraido e purificado de aliquota de 50 yL de ovos, seguindo-se o
procedimento proposto por Doyle e Doyle (1990) modificado.

Os ovos foram macerados em microtubo de 1,5 mL com 400 pL de solucao de
extracao (Tris-HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM pH 8,0; NaCl 1,4 M; CTAB 2%; PVP
40000 1%; 2-Mercaptoetanol 0,1% e Proteinase K 0,01%) previamente aguecido a 65
°C por 3 minutos e agitado em vortex por 10 segundos. A seguir, 0 macerado, de cada
populacdo do nematoide-das-galhas, foi incubado em banho-maria a 65 °C por 45
minutos, sendo o0 mesmo agitado a cada 15 minutos. Em seguida, ao tubo de cada
amostra, foram acrescentados 400 uL de cloroférmio e agitou-se a mistura por suaves
inversdes, durante 5 minutos. Imediatamente, o conteutdo de cada amostra foi
centrifugado a 14.000 rpm, 20 °C, por 5 minutos, para retirada de aproximadamente
400 uL da fase aquosa e transferéncia para um novo microtubo de 1,5 mL. Ao
microtubo da amostra, foi adicionado 200 yL de isopropanol (2-propanol) gelado (4

°C), sendo a mistura homogeneizada por suaves inversdes por 1 minuto e incubado a
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-20 °C por 30 minutos. A seguir, a solugao foi centrifugada a 14.000 rpm, 20 °C, por 5
minutos, onde o sobrenadante foi descartado e manteve-se somente o pellet no fundo
do microtubo. Para precipitagao do DNA, foi adicionado ao microtubo, 200 uL de etanol
70% gelado (4 °C), seguido de centrifugacdo em 14.000 rpm a 4 °C por 5 minutos,
descartando-se o sobrenadante e mantendo-se o pellet formado. O precipitado foi
seco a temperatura ambiente, recuperado em volume de 50 pL de TE [1 mM de Tris
e 0,1 mM EDTA] + RNAse e incubado a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, o DNA

foi quantificado em NanoDrop 2000 e armazenado a -20 °C até a sua utilizacao.

2.2.3.3 ldentificacdo de espécies por marcadores moleculares tipo SCAR

Para confirmacdo da identificacdo das populacbes de Meloidogyne spp.
previamente caracterizadas pelos fenétipos de esterase (Tabela 1), foram utilizados
marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) espécie-especificos,
desenvolvidos por Zijlstra (2000), Zijlstra et al. (2000), Randig et al. (2002), Tigano et
al. (2010) e Correa et al. (2014), conforme tabela 2.

Tabela 2 - Primers utilizados nas reacfes de PCR-SCAR para a identificacdo de
espécies de Meloidogyne.

] ) Fragmento )
Espécies Marcadores Sequéncia (5" — 3") ob) Referéncia
p
] ] Fjav GGTGCGCGATTGAACTGAGC Zijlstra et al.
M. javanica 670
Rjav CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC (2000)
. . inc-K14-F GGGATGTGTAAATGCTCCTG Randig et al.
M. incognita 399
inc-K14-R CCCGCTACACCCTCAACTTC (2002)
) Far TCGGCGATAGAGGTAAATGAC Zijlstra et al.
M. arenaria 420
Rar TCGGCGATAGACACTACAACT (2000)
o MethF ATGCAGCCGCAGGGAACGTAGTT Correa et al.,
M. ethiopica 350
MethR TGTTGTTTCATGTGCTTCGGCATC (2014)*
MK7-F GATCAGAGGCGGGCGCATTGCGA Tigano et al.,
M. enterolobii 520
MK7-R CGAACTCGCTCGAACTCGAC (2010)

* Temperatura de anelamento (Tm) foi modificada para 60 °C

As reacdes de amplificacdo do PCR - SCAR foram realizadas no volume final
de 25 uL contendo 2 uL de DNA total [3ng/uL]; 1 pl de cada primer [10uM] (Tabela 2);
4,0 yL de dNTP [1,25 mM]; 5 pL de Tampéao 5X; 0,75 yL MgCI2 [25mM] (Invitrogen);
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0,20 de Tag DNA polimerase [5 U/uL] (Invitrogen) e 12,5 mL de H20. As amplificacdes
foram realizadas em termociclador PTC-100 (Bio-Rad) programado de acordo com as
condicdes descritas para cada par de primers (Tabela 2). Para M. morocciensis, 0
marcador usado foi 0 mesmo de M. arenaria (ZIJLSTRA et al., 2000) pois nao ha
marcador especifico desenvolvido para essa espécie. No entanto, para as espécies
proximas a M. arenaria, foram realizadas reacfes de PCR com marcador especifico
para M. arenaria (ZIJLSTRA et al., 2000), no sentido de testar a especificidade desse
marcador.

Para as espécies que nao possuem primers SCAR descritos na literatura, foi
feito um SCAR-PCR multiplex de acordo com as condic¢des relatadas para M. javanica
(ZIJLSTRA, 2000), exceto para a temperatura de anelamento, a qual foi estabelecida
a 61 °C e 35 ciclos de amplificacdo (RANDIG et al., 2002; RANDIG et al., 2004).

2.2.3.4 Anéalise molecular com marcador RAPD

Foram utilizadas 35 popula¢cdes de Meloidogyne spp. provenientes de cana-de-
acucar de lavouras do estado do Rio Grande do Sul (Tabela 1).

As reagbes de PCR-RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foram
realizadas em um volume final de 25 uL contendo 5 pL de tampéo 5X, 1,7 yL de MgClz,
0,45 yL de dNTP [1,25 mM], 0,85 uL do primer [10uM] (Operon Technologies), 0,2 yL
da enzima Tag DNA polimerase (5 U/uL), 6 L de DNA gendmico total (3 ng/uL) e 10,8
ML de agua Milli-Q. As amplificacBes foram realizadas em termociclador PTC-100 (Bio-
Rad) com as seguintes condi¢des: 5 minutos a 94 °C, 40 ciclos de 30 segundos a 94
°C, 45 segundos a 36 °C, 2 minuntos a 70 °C e uma extensao final de 10 minutos a
70 °C (RANDIG et al., 2002). Cada reacao foi feita em duplicata para maior seguranca
dos ensaios. Foram utilizados, na analise, um total de 45 primers (Tabela 3). Os
fragmentos amplificados foram separados por meio de eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, em tampéo TBE 0,5% (90 mM Tris-HCI, 89 mM de &cido borico, 2 mM de
EDTA), a uma corrente constante de 100 mA por cerca de 3 horas e visualizados sob
luz UV.

2.2.3.5 Analise filogenética
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Para a analise filogenética, os fragmentos revelados foram registrados como
presentes ou ausentes. Para cada isolado, duas reacfes de PCR independentes
foram corridas, sendo que apenas os fragmentos presentes em ambas repeticoes
foram considerados. Os fragmentos de DNA considerados presentes (1) ou ausentes
(0) foram convertidos em uma matriz binaria. Foi realizada uma andlise de distancia
(Neighbour-Joining) com 1000 repeticbes de bootstrap para testar a significancia do
dendrograma obtido (FELSENSTEIN, 1985). Foi utilizado o método filogenético
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) no programa PAUP*
v 4.0 (SWOFFORD, 2002).

Tabela 3 - Primers RAPD e suas respectivas sequéncias 5’-3' utilizados em reagbes de PCR para o
estudo da variabilidade genética de populacbes de Meloidogyne spp. provenientes de cana-de-agucar
do Rio Grande do Sul.

N° Primer Sequéncia 5' — 3' N° Primer Sequéncia 5' — 3'
1 OP A-07 GAA ACG GGT G 24 OP D-13 GGG GTG ACG A
2 OP A-12 TCG GCG ATAG 25 OP E-07 AGATGCAGCC
3 OP A-13 CAG CACCCAC 26 OP E-18 GGACTG CAG A
4 OP A-14 TCT GTG CTG G 27 OP G-02 GGC ACT GAG G
5 OP A-01 CAG GCCCTTC 28 OP G-03 GAG CCCTCCA
6 OP A-04 AAT CGG GCT G 29 OP G-06 GTG CCT AACC
7 OP A-10 GTG ATC GCAG 30 OP G-13 CTCTCCGCCA
8 OP A-18 AGG TGACCGT 31 OP H-04 GGAAGT CGCC
9 OP AB-02 GGAAACCCCT 32 OP J-20 AAG CGG CCTC
10 OP AB-03 TGG CGC ACAC 33 OP K-01 CATTCG AGCC
11 OP AB-04 GGC ACGCGTT 34 OP L-19 GAG TGG TGAC
12 OP AQ-13 GAG TCG GCT G 35 OP M-10 TCT GGC GCAC
13 OP AS-08 GGCTGC CAGT 36 OP N-09 TGC CGG CTT G
14 OP B-05 TGC GCCCTTC 37 OP N-20 GGTGCTCCGT
15 OP B-07 GGT GAC GCA G 38 OP P-01 GTAGCACTCC
16 OP B-09 TGG GGG ACT C 39 OP P-02 TCG GCACGCA
17 OP B-11 GTAGACCCGT 40 OP P-07 GTC CAT GCC A
18 OP B-17 TCG CATCCAG 41 OP P-09 GTG GTCCGC A
19 OP B-20 GGACCCTTAC 42 OP Q-06 GAG CGCCTTG
20 OP C-02 GTG AGG CGTC 43 OP Q-07 CCCCGATGGT
21 OP C-07 GTC CCG ACG A 44 OP R-07 ACT GGC CTG A
22 OP C-08 TGG ACC GGT G 45 OP Y-10 CAAACG TGG G

N
w

OP C-18 TGAGTG GGT G
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Ocorréncia e distribuicdo do nematoide-das-galhas (Meloidogyne spp.) em
regibes produtoras de cana-de-aclUcar nas regibes da Serra Gaucha, Litoral
Norte, Central e Sul do Rio Grande do Sul

Entre as 41 amostras de cana-de-acucar coletadas nos municipios de Santo
Antbnio da Patrulha, Maquiné, Osério, Caxias do Sul, Viaméo, Santa Maria e Pelotas,
Rio Grande do Sul, verificou-se a presenca do nematoide-das-galhas em 92,6% das
areas amostradas. Os niveis populacionais de Meloidogyne spp. nas lavouras foram
variaveis independentemente da variedade, sendo observado de 750 a 19.740 J2/10
g de raizes e de 120 a 6.418 J2/100 cm? de solo nas amostras onde o0 nematoide-das-
galhas foi detectado (Tabela 4; Figura 1).

Foram obtidas 51 populacdes de Meloidogyne spp. provenientes das amostras
de lavouras de cana-de-acUcar coletadas nos diferentes municipios amostrados no
Rio Grande do Sul (Tabela 4). Entre as popula¢des de Meloidogyne em estudo, foram
identificadas nove fendtipos de esterase (Est) que corresponderam as espécies
Meloidogyne incognita (Est. 12), M. javanica (Est. J3 e J2a), M. arenaria (Est. A2), M.
ethiopica (Est. E3), M. enterolobii (Est. M2), M. morocciensis (Est. A3), M. luci (Est.
L3) e M. hapla (Est. H1). Meloidogyne incognita foi a espécie predominante (51,3%)
nos locais onde foi detectado a presenc¢a de nematoide-das-galhas (Figura 2).

Nas amostras foram detectadas 19 populagcbes de M. incognita Est 12 (Rm:
1,00, 1,10), 11 de M. javanica Est. J3 (Rm: 1.00; 1.25; 1.40) e duas Est. J2a (Rm: 1.00;
1.40), sete de M. arenaria Est. A2 (Rm: 1.20, 1.30), duas de M. ethiopica Est. E3 (Rm:
0,90, 1,05, 1,20), trés de M. enterolobii Est. M2 (Rm: 0.7, 0.75, 0.9, 0.95), trés de M.
morocciensis Est. A3 (Rm: 1.10, 1.20, 1.30), trés de M. luci Est. L3 (Rm: 1.00, 1.16,
1.34) e uma de M. hapla Est. H1 (Rm: 1.18) (Tabela 4, Figura 2).
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Figura 1 - Localizacao e distribuicdo espacial de Meloidogyne spp. por municipio em

areas de cultivo de cana-de-agucar nas regibes da Serra Gaucha, Litoral Norte,

Central e Sul do Rio Grande do Sul.
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Tabela 4 - Fenotipos isoenzimaticos de esterase e suas respectivas percentagens de ocorréncia e niveis populacionais/amostra observados em populacdes
de Meloidogyne spp. provenientes de areas de cultivo de cana-de-acucar no Rio Grande do Sul, onde foi detectada a presenca donematoide-das-galhas.

N° de Meloidogyne

Meloidogyne spp./ Fenotipo de

Amostra Localidade Variedade - Ocorréncia (%)
Solo (100 cm3) Raiz (10g) esterase

133 Santo Antonio da Patrulha? Napa Paulista 1280 3098 M. incognita (Est. 12) 75
M. luci (Est. L3) 25
134 Santo Antbnio da Patrulha Mulata 1040 4686 M. incognita (Est. 12) 100
135 Santo Antdnio da Patrulha Napa Paulista 2686 6840 M. incognita (Est. 12) 100
136 Santo Antbnio da Patrulha RB935581 5946 5508 M. incognita (Est. 12) 60
M. ethiopica (Est. E3) 40
137 Santo Anténio da Patrulha Napa Paulista 640 9136 M. incognita (Est. 12) 80
M. javanica (Est. J2a) 20
139 Santo Antdnio da Patrulha Napa Paulista 2412 4916 M. incognita (Est. 12) 100
140 Santo Antdnio da Patrulha Napa Paulista 4900 5966 M. incognita (Est. 12) 80
M. javanica (Est. J3) 20
141 Maquine 2 RB935581 2400 2578 M. enterolobii (Est. M2) 100
143 Maquine RB845257 1138 9478 M. incognita (Est. 12) 50
M. arenaria (Est. A2) 50
144 Maquine RB008347 2106 3800 M. incognita (Est. 12) 25
M. enterolobii (Est. M2) 75
145 Maquine RB867515 4026 6258 M. incognita (Est. 12) 60
M. enterolobii (Est. M2) 40
147 Osorio® Napa Paulista 4126 1930 M. incognita (Est. 12) 100
148 Osorio Mulata 2472 2900 M. incognita (Est. 12) 100
149 Osorio Napa Paulista 1970 5530 M. incognita (Est. 12) 100
151 Osorio Manteiga 4870 8040 M. incognita (Est. 12) 75
M. javanica (Est. J3) 25
152 Osorio RB855156 6418 1732 M. incognita (Est. 12) 100
153 Caxias do Sul* RB867515 1234 2680 M. incognita (Est. 12) 100
154 Caxias do Sul RB946903 620 15340 M. luci (Est. L3) 100
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N° de Meloidogyne

Meloidogyne spp./ Fenotipo de

Amostra Localidade Variedade - Ocorréncia (%)
Solo (100 cm?3)  Raiz (10g) esterase

155 Caxias do Sul RB925268 230 10700 M. arenaria (Est. A2) 100
156 Caxias do Sul RB855156 450 19740 M. javanica (Est. J3) 100
157 Caxias do Sul RB845210 670 12140 M. javanica (Est. J3) 100
158 Caxias do Sul RB867515 980 10240 M. incognita (Est. 12) 100
159 Viamao® RB845210 750 4600 M. morrocienis (Est. A3) 100
160 Viamao RB966928 904 4800 M. arenaria (Est. A2) 100
161 Viaméao RB867515 516 10800 M. javanica (Est. J3) 100
162 Viamao RB935744 1216 6000 M. javanica (Est. J3) 75
M. arenaria (Est. A2) 25

163 Viamao RB855156 1517 4700 M.incognita (Est. 12) 25
M. arenaria (Est. A2) 75

164 Viamao RB845210 800 17400 M. javanica (Est. J2a) 100
165 Santa Maria® RB845210 320 1960 M. javanica (Est. J3) 50
M. arenaria (Est. A2) 50

166 Santa Maria RB008347 120 9000 M. javanica (Est. J3) 30
M. arenaria (Est. A2) 70

167 Santa Maria RB845210 670 16860 M. morrocienis (Est. A3) 100
168 Santa Maria RB925345 430 19600 M. javanica (Est. J3) 100
169 Santa Maria RB855156 770 4700 M. morrocienis (Est. A3) 100
170 Santa Maria RB867515 660 9980 M. ethiopica (Est. E3) 70
M. hapla (Est. H1) 30

171 Santa Maria RB855156 984 6400 M. luci (Est. L3) 100
172 Pelotas’ - 450 3590 M. incognita (Est. 12) 100
173 Pelotas RB008347 670 2189 M. javanica (Est. J3) 100
174 Pelotas RB855156 1609 750 M. javanica (Est. J3) 100

(-) variedade nao identificada; * A ocorréncia foi calculada a partir de 30 fémeas por amostra, caracterizada utilizando a esterase (Est) (CARNEIRO; ALMEIDA,
2001).1 2.3 Litoral Norte do RS; 4 Serra Gaucha; *Regido Metropolitana de Porto Alegre; ® Regido Central do RS; 7 Regido Sul doRS.
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Figura 2- Fendtipos de esterase (Est) detectados em populagbes de Meloidogyne spp. coletadas em
areas de cultivo de cana-de-aglcar nas regides da Serra Gaucha, Litoral Norte, Central e Sul do Rio
Grande do Sul (J3 — M. javanica; J2a — M. javanica; 12 — M. incognita; A2 — M. arenaria; E3 — M.
ethiopica; M2 — M. enterolobii; A3 — M. morocciensis; L3 — M. luci; H1 — M. hapla).

Meloidogyne incognita foi a espécie predominante nas amostras coletadas no
RS, principalmente no Litoral Norte do estado (93,75%), corroborando com os dados
de ocorréncia que vem sendo encontrados nas principais regides canavieiras do
nordeste do pais (CHAVES et al., 2002; MOURA et al., 2009; NORONHA et al., 2017)
e em S&o Paulo (DINARDO-MIRANDA, 2008). Embora na maioria dos trabalhos
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conduzidos no referido patossistema ndo tenha sido discriminado o fendtipo de
esterase, em levantamento conduzido no estado do Parana, Severino et al., (2008)
verificaram a ocorréncia de M. incognita Est. 11 em 21,62% das amostras analisadas.
Ja Moura et al. (2009), em Pernambuco, verificaram a ocorréncia de ambos os
fenotipos em aproximadamente 30% das amostras, percentagem abaixo da
observada nesse estudo. Enquanto que Noronha et al. (2017), em Alagoas, detectou
a presenca de M. incognita (Est. 1 e 12) na maioria das amostras (60%), predominando
a ocorréncia do fenotipo 12.

Quando comparados os resultados apresentados no presente estudo com
aqueles obtidos por Bellé (2014), em levantamento realizado na regido Norte do RS,
verifica-se que M. incognita foi a segunda espécie de maior distribuicdo. Tal fato pode
estar relacionado com a regido de cultivo do Estado, uma vez que a temperatura média
anual do Litoral Norte é mais elevada que aquela da Regido Norte do RS, sendo que a
temperatura 6tima para M. incognita varia de 25 a 30°C (EVANS; PERRY, 2009;
DAVILA-NEGRON; DICKSON, 2013). Parametros fisicos e quimicos do solo podem
estar relacionados com a espécie predominante na regido estudada (KOENNING et
al., 1996; TU et al., 2003). O levantamento realizado por Starr et al. (1993) no Texas,
na cultura do algod&o, mostrou a ocorréncia de M. incognita entre 8% e 57%, em
funcao da regido avaliada, e uma dependéncia significativa com a textura do solo, com
a predominancia de M. incognita em solos arenosos, sendo que raramente foi
encontrada em solos com teores de argila maiores que 40%, o que pode explicar a
diferencas entre a ocorréncia das espécies de Meloidogyne neste estudo e o realizado
por Bellé (2014), ja que a regido do Litoral Norte apresenta solos mais arenosos e a
regido Norte do RS tem a predominéancia de solos com maiores teores de argila
(EMBRAPA, 2013).

A segunda espécie mais frequente, M. javanica, ocorreu em 35% (29,7% Est.
J3 e 5,4 Est. J2a) das amostras cuja presenca do nematoide-das-galhas foi detectada.
Considerando-se a regiéo do litoral Norte, verifica-se uma relacéo de baixa frequéncia
(16,7%) em comparacao as demais espécies detectadas. No entanto, estes dados
divergem de outros levantamentos realizados, como um estudo conduzido por
Dinardo-Miranda et al. (2003), em uma regido canavieira de Piracicaba, onde foi
verificada a ocorréncia predominante de M. javanica nas amostras de cana-de-acucar
estudadas. De acordo com 0s mesmos autores, a infestacdo das lavouras por essa

mesma espécie representou 60% da populacdo de nematoides presentes nas areas.
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Da mesma forma, em levantamento realizado na Regido Noroeste do Parana,
Severino et al. (2008), confirmaram a presenca de M. javanica Est. J3 em 45,95% das
amostras analisadas de cana-de-acucar. Ja em trabalho recente conduzido em outras
regides canavieiras do Rio Grande do Sul, M. javanica foi a espécie mais frequente e
ocorreu em 52,98% das amostras; no entanto, foram detectados trés fenétipos de
esterases (J3, J2 e J2a), sendo Est. J2 o predominante (BELLE, 2014).

A presenca de M. arenaria Est. A2 foi detectado em 18,9% das amostras
analisadas. Gomes e Novaretti (1985) ja haviam relatado a presenca de M. arenaria
em cana-de-acUcar no estado de Sao Paulo, entretanto a identificacdo da espécie foi
realizada somente com base na configuracdo perineal das fémeas. Moura et al.,
(2009) observaram, no estado de Pernambuco, a presenca de M. arenaria Est. A2 em
aproximadamente 40% das amostras de cana-de-agUcar analisadas. Recentemente,
Bellé (2014) e Noronha et al. (2017) também verificaram a presenca desta espécie
mas em baixa frequéncia nos canaviais do Rio Grande do Sul (14%) e de Alagoas
(16%), respectivamente.

Outras espécies também foram detectadas nos locais amostrados como: M.
ethiopica (5,5%), M. enterolobii (8,1%), M. morocciensis (8,1%), M. luci (8,1%) e M.
hapla (2,7%), sendo estas limitadas a algumas regiées do estudo. Convém ressaltar
gue M. ethiopica, M. luci e M. hapla ja haviam sido relatadas por Bellé (2014) em cana-
de-aclcar, em baixa frequéncia, em outras regiées do RS.

Meloidogyne ethiopica foi detectado em uma lavoura de cana-de-acucar do
municipio de Santo Anténio da Patrulha, Litoral Norte, e em outra de Santa Maria,
regidao Central do RS. A referida espécie tem sido associada a danos consideraveis
em espécies frutiferas como a videira no Chile (CARNEIRO et al., 2003; CARNEIRO
et al., 2007) e em quivi no Brasil (CARNEIRO et al., 2003; SOMAVILLA et al., 2011),
representando uma grande ameaca a essas culturas devido a sua dificil erradicagéo.
Ha relatos de danos relacionados a M. ethiopica também em hortalicas como o tomate,
batata, yacon, milho, batata, feijdo caupi, abdbora, repolho, pimentdo, fumo, soja e
sisal e plantas daninhas (WHITEHEAD, 1968; CARNEIRO et al., 2003; SIRCA et al.,
2004; CARNEIRO et al., 2004; GOMES et al., 2005; CONCEICAO et al., 2012; LIMA-
MEDINA et al., 2014; LIMA-MEDINA et al., 2013).

Embora M. luci ja tenha sido relatado em cana-de-acucar no Rio Grande do Sul
(BELLE, 2014), a referida espécie também foi detectada em lavanda (CARNEIRO et
al., 2000) e quivi (SOMAVILLA et al., 2011) neste mesmo Estado, em pepino, alface,
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brécolis, quiabo, feijdo vagem e yacon no Distrito Federal (CARNEIRO et al., 2008), e
em videira no Chile (CARNEIRO et al., 2007). H4 mais de 30 anos atras, Esbenshade
e Triantaphyllou (1985) detectaram esse mesmo perfil de esterase na América do Sul
(Argentina, Bolivia e Equador) e na Turquia.

A restrita distribuicdo de M. hapla nas regides gauchas amostradas neste
estudo reflete a baixa frequéncia encontrada por Bellé (2014) em outros locais de
cultivo de cana-de-acucar do Rio Grande do Sul. Muito provavelmente, a competicéo
com outras espécies frequentes em tal hospedeiro, como M. incognita, M. javanica e
Pratylenchus spp., durante a maior parte do ano, pode estar desfavorecendo sua
reproducdo, uma vez que M. hapla tem seu 6timo em temperaturas mais amenas
(SANTOS; SILVA, 1984; CARNEIRO et al., 2000). Da mesma forma, essa espécie foi
relatada em estados nordestinos, quase na linha equatorial (MOURA, 1971; PONTE
et al., 1977). Populagces com este mesmo fendtipo tém sido identificadas, no Brasil,
em quivi, morango, batata-baroa e pessegueiro (CARNEIRO et al., 2000; GOMES et
al., 2009 SOMAVILLA et al., 2011; NYOIKE et al., 2012).

Ja a ocorréncia de M. enterolobii em cana-de-acucar, é registrada pela segunda
vez no Brasil e no mundo. O primeiro assinalamento na cultura foi em Pernambuco
(MOURA et al., 2012); no entanto, no primeiro registro, os autores nao relacionaram
0s niveis populacionais e associaram sua presenca a outras espécies do nematoide-
das-galhas na mesma amostra, cuja frequéncia no presente estudo foi relacionada ou
nao M. incognita variando de 40 a 100% no local detectado. Meloidogyne entrolobbi é
um nematoide-praga polifago relatado em muitas regides do mundo, inclusive nos
continentes africano e americano (CARNEIRO, 2001).

No Brasil, o primeiro relato de M. enterolobii foi feito em 2001 no Brasil
(CARNEIRO et al., 2001), em goiabeira, na cidade de Petrolina-Pernambuco, Curaga
e Manicoba na Bahia. Posteriormente, foi registrada também em goiabeira nos
seguintes estados: Rio de Janeiro (LIMA et al., 2003), Rio Grande do Norte (TORRES
etal., 2004), Ceara (TORRES et al., 2005), Sdo Paulo (ALMEIDA et al., 2006), Parana
(CARNEIRO et al., 2006), Piaui (SILVA et al., 2006), Espirito Santo (LIMA et al., 2007),
Paraiba (GOMES et al., 2007), Mato Grosso do Sul (ASMUS et al., 2007) e Rio Grande
do Sul (GOMES et al., 2008) e em fumo (GOMES et al., 2006), pimentdo (CARNEIRO
et al., 2006), soja (ALMEIDA et al., 2008) e maméao (SIQUEIRA et al., 2009). Estudos
envolvendo a patogenicidade dessa espécie, na cultura da cana-de-aglcar, ndo sao

conclusivos.
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A ocorréncia de populagbes mistas de Meloidogyne spp. detectadas nesse
estudo (30%) esteve associada, predominantemente, a presenga conjunta de M.
incognita e outra espécie, na maioria das ocorréncias simultaneas (72,72%). Ja no
levantamento realizado por Bellé (2014), espécies do nematoide-das-galhas foram
encontradas em 55% das amostras, sendo que M. javanica Est J2 esteve
frequentemente associado as amostras e sua ocorréncia foi predominante namaioria
dos locais coletados em misturas de outros fenétipos esterasticos de M. javanica ou
diferentes espécies do género. Da mesma forma, populacées mistas de Meloidogyne
spp. tem sido observadas em levantamentos conduzidos em outras culturas como a
bananeira (COFCEWICZ et al., 2004), o café (CARNEIRO et al., 2005b), a figueira
(LIMA-MEDINA et al., 2006), o quivi (SOMAVILLA et al., 2011), o fumo (ARAUJO-
FILHO et al., 2016) e, mais recentemente,em batata (LIMA-MEDINA et al., 2017) e
arroz irrigado (NEGRETTI et al., 2017).

2.3.2 Caracterizacao fisioldgica das populacdes de Meloidogyne incognita

Entre as populacbes de M. incognita avaliadas nos testes com plantas
hospedeiras diferenciadoras, verificou-se a presenca das quatro racas fisioldgicas
(Tabela 5). De acordo com os dados observados nesse estudo, verificou-se que a raca
1 foi detectada em uma populacéao de M. incognita com o fenétipo Est. I11; araca 2 em
trés populagbes, sendo duas com fendtipo Est. 12 e uma com fenotipo I11. J& as ragas
3 e 4 foram detectadas em apenas populacdes com fendtipo de esterase 12.

Embora em estudo conduzido por Lima-Medina et al. (2006) tenha sido
observado a predominéncia da raca 2 (80%) em 22 populacdes de M. incognita
provenientes de figueira, independentemente do fenotipo de esterase, no presente
estudo, a frequéncia dessa raca, apesar de ocorrer na maioria das populacées, foi
menor (37,5%). Adicionalmente, também nao foi possivel relacionar os fendtipos de
esterase I1 e 2 com as racas fisiologicas detectadas (Tabela 5), conforme ja
observado em estudos semelhantes conduzidos por Castro et al. (2003) e Lima-
Medina (2006), nos patossistemas M. incognita x soja e M. incognita x figueira,

respectivamente.
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Tabela 5 - Identificacdo de racas de Meloidogyne incognita através do teste de plantas hospedeiras
diferenciadoras, em oito populacdes de M. incognita utilizadas no estudo de diversidade genética de
populacdes.

Cédigo . Fendtipo Plantas diferenciadoras
dos Procedéncia Raca

Isolado Esterase Algoddo!  Fumo?  Tomates

MI 17 Sa”tg aAt:‘Jﬁgo da 12 + - + Raca 3
MI 18 Maquiné 12 + + Raca 4
MI 19 Osorio 12 + + Raca 4
MI 20 Frederico Westphalen 12 + + Raca 2
MI 21 Vicente Dutra 12 + + Raca 2
MI 22 Sao Luiz Gonzaga 12 + - + Raca 3
MI 23 Jaboticaba 11 - - + Raca 1
MI 24 Aratiba 11 - + + Raca 2

lalgoddo (Gossypium hirsutum ‘Deltapine 61°); 2 fumo (Nicotiana tabacum ‘NC 95’); * tomate

(Lycopersicon esculentum ‘Rutgers’).

7z

A identificacdo de racas de fitonematoides é essencial para o0 manejo de
fitonematoides em areas infestadas com espécies que apresentam tal variacdo
fisioldgica, levando-se em consideracdo a recomendacao de rotacdo de culturas com
espécies vegetais mas hospedeiras (LORDELLO; LORDELLO, 1996). Embora o
reconhecimento de racas seja importante na pratica, Moens et al. (2009)
recomendaram a descontinuidade da terminologia, sobretudo porque, esse conceito
nunca foi universalmente aceito, pois mede uma variabilidade muito restrita,
considerando a ampla gama de hospedeiros das quatro principais espécies de
nematoides-das-galhas. Além do mais, o conceito stricto de raca se aplica a
organismos de reproducdo cruzada como Heterodera spp. e Globodera spp. por
exemplo, diferentemente, da espécie aqui tratada de reproducdo partenogenética
(TIHOHOD, 2000), como algumas espécies de Meloidogyne. Nesse sentido, estudos
mais detalhados a esse respeito, precisam ser feitos a fim de se elucidar a
continuidade de uso da referida categorizacdo para espécies de reproducéo
assexuada na recomendacdo de medidas de manejo, uma vez que ainda tem sido

usada, especialmente para a espécie M. incognita.

2.3.3 Identificacdo das populagcbes de Meloidogyne spp. por marcadores

moleculares tipo SCAR

O método SCAR-PCR possibilitou a diferenciacdo das espécies de

Meloidogyne estudadas (Tabela 1; Figura 3), através da amplificacdo de fragmentos
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especificos para populagbes de M. javanica (670 pb), M. incognita (399 pb), M.
arenaria (420 pb), M. morocciensis (420 pb), M. ethiopica (350 pb) e M. enterolobii
(520 pb). Além disso, permitiram a identificacdo de todas as variacdes intraespecificas
(Tabela 1) encontradas em populagdes de M. javanica, com fendtipos de esterases
distintos (Est. J3, J2 e J2a), de M. incognita (Est. 12 e I1) e de M. arenaria (Est. Al e
A2).

Em relacdo as populagbes de M. arenaria, embora tenham sido encontrados
dois fenotipos esterasticos (Al e A2), neste trabalho e em Bellé (2014), o marcador
SCAR desenvolvido para essa espécie permitiu a amplificacdo de um fragmento
especifico para as seis populacbes estudadas. M. arenaria e M. morocciensis sdo
duas espécies distintas, elas estdo intimamente relacionadas uma vez que um
marcador SCAR desenhado para M. arenaria, amplifica o fragmento alvo de 420 pb
em M. morocciensis (CARNEIRO et al., 2008; MATTOS et al., 2016). O fragmento de
DNA amplificado da populacgéo atipica Meloidogyne sp.1 (Est. SC1), resultou em peso
molecular de 399 pb, podendo tal populacédo ser uma variante ou uma espécie muito
préxima geneticamente de M. incognita. Para M. luci, ndo houve amplificacdo com
nenhum dos primers testados, demostrando a especificidade dos mesmos.

Em relacdo as populagbes de M. javanica, embora tenham sido encontrados
trés fendtipos esterasticos (J3, J2 e J2a), o marcador SCAR desenvolvido para essa
espécie permitiu a amplificacdo de um Unico fragmento especifico para as 16
populacdes testadas, reconfirmando a validacdo desse marcador como uma
ferramenta na identificacdo molecular. O mesmo, também pode ser observado para
M. incognita (Est. 11 e 12) e para M. arenaria (Est. A1 e A2). A identificag&o realizada
através desses marcadores € simples, rapida e econbmica, permitindo o
processamento de um grande numero de amostras ao mesmo tempo (MUNIZ et al.,
2008), favorecendo um diagndstico preciso a partir de um Unico juvenil ou fémea.
Estes aspectos viabilizam a utilizacdo da referida técnica em programas
guarentenarios ou para analise de juvenis de segundo estadio provenientes do solo
(RANDIG et al., 2002; RANDIG et al., 2004; HU et al., 2011; KIEWNICK et al, 2013;
CARNEIRO et al., 2016; SEESOO et al., 2017). Os marcadores do tipo SCAR sao de
suma importancia na identificacao e diferenciacdo de espécies individualizadas ou em
misturas, em uma mesma reacao, como ocorre frequentemente na cana-de-agucar,
arroz irrigado e batata, por exemplo (BELLE, 2014; NEGRETTI et al. 2017; LIMA-
MEDINA et al. 2017). Além disso, esses marcadores Sao muito precisos, pois
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permitem a deteccdo de cerca de 1% de mistura de espécies ha mesma amostra
(RANDIG et al. 2002; RANDIG et al. 2004), situacao bastante comum em lavouras de
cana-de-acucar, onde frequentemente M. javanica e M. incognita ocorrem em,

aproximadamente, 50% das amostras no Rio Grande do Sul (BELLE, 2014).
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Figura 3 - Padréo de amplificacdo de SCAR-PCR para populacdes de Meloidogyne spp. parasitando
cana-de-acucar, no Rio Grande do Sul. Cédigos das populacdes estdo listados na tabela 1. M: 1 kb

DNA plus ladder (Invitrogen); (C-): controle negativo.
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2.3.4 Diversidade genética de populacdes de Meloidogyne sp. por marcadores

moleculares RAPD

Utilizando-se 45 primers RAPD, o niumero de fragmentos reprodutiveis por
cada isolado de Meloidogyne spp. (Tabela 1) variou de 2 a 18, sendo o tamanho do
fragmento de 200 a 1400 bp, aproximadamente, dependo do primer utilizado. Na
Figura 4, pode ser verificado os perfis das 35 popula¢cées de Meloidogyne spp., em
gel de agarose com os fragmentos amplificados com o primer OP E-18, sendo 273
informativos; e, alguns amplificados em todos os isolados testados (fragmentos

monomoérficos), como por exemplo, o fragmento de 600 pb (Figura 4).
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Figura 4 - Polimorfismo de fragmentos de DNA de 35 popula¢cdes de Meloidogyne spp., gerado pelo
primer OP E-18. As reagOes foram realizadas em duplicata e a eletroforese em dois géis separados,
sendo um a copia do outro. (-): reagao controle sem DNA; M: marcador de peso molecular 1kb Plus
DNA Ladder.

O numero minimo de 234 fragmentos e maximo de 394 foram amplificados para
as espécies de Meloidogyne testadas, dependendo do primer utilizado, cuja
porcentagem de bandas polimérficas variou de 21 a 31,5%, independentemente da

espécie, ou seja, observando-se um baixo polimorfismo (Tabela 6).
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Tabela 6 - Proporcao de fragmentos polimorficos de RAPD observados a nivel de espécie para trinta e
cinco populagfes de Meloidogyne spp. provenientes de cultivo de cana-de-aglcar no Rio Grande do
Sul.

. ) Fragmentos de RAPD
Espécie de Meloidogyne

Amplificados Polimorfismo
M. javanica (J3) 308 34 (11,0%)
M. javanica (J2) 302 27 (8,9%)
M. javanica (J2a) 299 29 (9,7%)
M. javanica (J3) + M. javanica (J2) 297 35 (11,7%)
M. javanica (J3) + M. javanica (J2a) 332 56 (16,8%)
M. javanica (J2) + M. javanica (J2a) 341 65 (19,0%)
M. javanica (J3 +J2 + J2a) 394 109 (27,6%)
M. incognita (12) 251 39 (15,5%)
M. incognita (11) 275 34 (12,4%)
M. incognita (I11) + M. incognita (12) 291 61 (21,0%)
M. arenaria (Al) 312 97 (31,1%)
M. arenaria (A2) 245 75 (30,6%)
M. arenaria (Al) + M. arenaria (A2) 279 88 (31,5%)
M. arenaria (Al + A2) + M. morocciensis (A3) 287 91 (31,7%)
M. arenaria (Al) + M. morocciensis (A3) 234 79 (33,8%)
M. arenaria (A2) + M. morocciensis (A3) 252 74 (29,4%)

No dendrograma gerado (Figura 5), a partir da andlise de RAPD, pode-se
observar a formacdo de trés grupos principais (M. javanica, M. arenaria + M.
morocciensis e M. incognita + Meloidogyne sp Est. SC1) e dois secundarios (M.
ethiopica, M. luci e M. enterolobii. Em cada grupo, as popula¢des de cada espécie
agruparam-se com boostrap de elevada similaridade.

O primeiro grupo foi formado por 16 populacbes de M. javanica o qual
apresentou um boostrap de 100, entre as mesmas e uma baixa porcentagem de
polimosfismo (Tabela 4). Nao houve separacdo dentro de cada grupo entre
populacdes em funcado do fendtipo de esterase (J3, J2), como pode ser verificado nas
populacdes Mj6 (Est. J3 — Vista Alegre) e Mj10 (Est. J3 — Frederico Westphalen),
advindas de localidades geograficamente distante as quais se agruparam com um
boostrap de 80. O mesmo pode-se observado para as populacdes Mj4 (Est. J3 — Santo
Angelo) e Mj14 (Est. J2 — Crissiumal) as quais se agruparam com um boostrap de 68.
As duas populacdes de M. javanica (Mj15 Est. J2a — S&o Luiz Gonzaga e Mj16 Est.
J2a - Pinherinho do Vale) agruparam-se em um subclado com um boostrap de 87

demonstraram, também, um alto grau de similaridade (Figura 5, Tabela 6).
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O segundo grupo estd composto por seis popula¢cdes de M. arenaria (Est. Al e
A2) e por uma populagdo de M. morocciensis (Est. A3) apresentaram um boostrap de
98 e um polimosfismo de 31,7% entre as mesmas (Figura 5, Tabela 6). J& as oito
populacdes de M. incoginta (Est. | e 12) e de Meloidogyne sp. Est. SC1 se agruparam
em um clado com 99 de boostrap, ndo diferenciando os fenétipos de esterase. As
espécies M. ethiopica (Est E3), M. luci (Est L3) e M. enterolobii (Est M2) se agruparam
separadamente com um bootstrap baixo.

Neste estudo, as diferentes populacbes de Meloidogyne foram agrupadas
independentemente das origens geogréficas. Da mesma forma, Devran et al. (2008)
relataram a auséncia de correlagcéo entre o nivel de similaridade genética e a origem
geografica em trés espécies M. arenaria, M. javanica e M. incognita (COFCEWICZ et
al., 2004; COFCEWICZ et al., 2005; MATTOS etal., 2016; LIMA-MEDINA et al., 2017).

Em estudos de variabilidade genética de popula¢cdes do nematoide-das-galhas,
M. javanica tem sido relatada como uma espécie de baixa variabilidade intraespecifica
(CASTGNONE-SERENO et al., 1994; BLOK et al., 1997; MATTOS et al., 2016; LIMA-
MEDINA et al.,, 2017). Estudos realizados por Cofcewicz et al. (2004) com sete
populacdes de M. javanica provenientes de bananeiras de diferentes regides do Brasil,
revelaram uma variabilidade intraespecifica de 29,1%, que € considerada baixa.
Mattos et al. (2016), avaliando populacdes de M. javanica da soja, também detectaram
uma variabilidade de aproximadamente 27%, muito semelhante ao verificado neste
estudo. Entretanto, em estudo realizado por Carneiro et al. (1998), onde foram
comparadas populacdes de M. javanica provenientes de diferentes regiées do Brasil,
foi constatada significativa variabilidade intraespecifica, observada em caracteres

morfolégicos e moleculares (marcadores RAPD).
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Figura 5 - Dendrograma dos dados obtidos com marcadores RAPD de Meloidogyne spp. CAdigos em
negrito indicam as espécies e populagdes discriminadas na Tabela 1. NiUmeros préximos aos nos
indicam as probabilidades de similaridade. N6s sem valores indicam similaridade abaixo de 50%.

Similarmente aos resultados obtidos nesse estudo, varios estudos tém
demonstrado baixo polimorfismo genético intraespecifico em populacbes de M.
incognita (CASTAGNONE-SERENO et al., 1994; BLOCK et al., 1997; SANTOS et al.,
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2012). Cofcewickz et al. (2004), estudando a diversidade genética de populacdes de
Meloidogyne spp. provenientes de Musa spp., coletados no Brasil, detectaram baixa
variabilidade intraespecifica (20,1%) com base em marcadores RAPD em cinco
isolados de M. incognita. Em estudos posteriores, 0s mesmos autores relataram baixo
polimorfismo e baixa variabilidade intraespecifica em populacdes de M. incognita
(14,9%) provenientes de bananeiras (COFCEWICZ et al., 2005). Carneiro et al.
(2004b), da mesma forma, observaram reduzido polimorfismo (11%) em populacdes
de M. incognita (Est. 11 e [2) quando estudaram a variabilidade genética de
Meloidogyne spp. em amostras provenientes de cafeeiros provenientes do Brasil, da
Ameérica Central e do Hawaii pela técnica RAPD.

As oito populagcbes de M. incognita (Est. 11 e 12) estudadas produziram um
polimorfismo de 21,0%, corroborando com os valores obtidos (15,3%) em estudos
conduzido por Mattos et al. (2016), os quais estdo um pouco abaixo daqueles obtidos
por Randig et al. (2002), cujos autores testaram 27 primers RAPD e obtiveram um
polimorfismo de 30% para quatro populacdes de M. incognita patogénicas ao cafeeiro.
No entanto, todas as populac¢des utilizadas nesse estudo, agruparam-se com suporte
alto (99%) de bootstrap, similarmente aos resultados encontrados por Santos et al.
(2012), que também obtiveram um agrupamento de 12 populacdes de M. incognita
com 100% de bootstrap.

Meloidogyne sp. Est. SC1 agrupou-se no mesmo clado de M. incognita
partilhando o fragmento de mesmo tamanho de DNA amplificado pelo par de primers
(inck14F/R) desenhado para M. incognita, 0 que pode ser uma variante ou uma
espécie muito proxima geneticamente de M. incognita. No entanto, estudos
morfolégicos, morfométricos e moleculares (sequenciamento multilocus ou genoma
completo) complementares sdo necessarios para comprovar tal inferéncia.

Existem poucos estudos sobre a variabilidade de M. arenaria na literatura.
Cofcewickz et al. (2005), estudando a diversidade genética de populacdes de
Meloidogyne spp. coletados em banana nos paises Martinique, Guadeloupe e Guiana
Francesa, detectaram baixa variabilidade intraespecifica (23,3 a 29%) em populacdes
de M. arenaria, com base em marcadores RAPD, comparativamente ao presente
estudo cuja relagéo foi de 31%. J& Randig et al. (2002) estudando variabilidade de 4
populacbes de M. arenaria provenientes de diferentes regides do Brasil (Pato
Branco/PR, Gramado/RS, Pelotas/RS e Nova Soure/BA) por através do marcador

RAPD, verificaram um alto grau de variabilidade intraespecifica 69,8%. As
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discrepancias entre estes estudos pode ser atribuida ao fato de M. arenaria ser
considerada uma espécie “enxame’, a qual a apresentado com maior variagao
morfolégica, isoenzimética, citolégica e molecular, dentro do género Meloidogyne
(EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991; CARNEIRO et al., 2008).

Meloidogyne morocciensis foi uma espécie que mostrou-se muito proxima de
M. arenaria utilizando-se marcadores RAPD conforme ja observado (TIGANO et al.,
2005; CARNEIRO et al.,, 2008). Essa espécie foi descrita pela primeira vez no
Marrocos, parasitando plantas de pessegueiro. M. morocciensis foi inicialmente
identificada, com base nos padrbes perineais, como M. arenaria. Por muitos anos,
ambas as espécies foram confundidas; com o advento da identificacdo bioquimica
através da esterase e de caracterizacdbes moleculares, foi realizada a devida
separacao das espécies. Em estudo realizado por Tigano et al. (2005), isolados de M.
arenaria e M. morocciensis apresentaram fragmentos 18S rDNA amplificados do
mesmo tamanho (1112 pb). Carneiro et al. (2008), por sua vez, relataram um estudo
em que M. arenaria (Est A3) provenientes da Franga e do Brasil se agruparam com
alto suporte de bootstrap a M. morocciensis, e se separaram completamente de
populacdes de M. arenaria (Est Al e Est A2). Com base em estudos morfoldgicos, foi
comprovado que as populacdes Est A3 eram na verdade, M. morocciensis. Apesar de
hoje, tratarem-se de duas espécies distintas, ambas sdo intimamente relacionadas
uma vez que um marcador SCAR desenhado para M. arenaria, amplifica o fragmento
alvo de 420 pb em M. morocciensis. No entanto, apesar de molecularmente idénticas
(SCAR), as duas espécies diferem citolégica, morfolégica e bioquimicamente
(CARNEIRO et al., 2008).

Em estudos realizados por Cofcewicz et al. (2004, 2005), foi verificado que o
uso de marcadores RAPD permitiu avaliar a variabilidade tanto entre diferentes
espécies de Meloidogyne como dentro das mesmas espécies. Em relacdo a
variabilidade intraespecifica, o recomendavel é a insercdo de populacbes de
Meloidogyne de diferentes procedéncias e com comprovada variabilidade para poder
distinguir a existéncia da variabilidade genética. A baixa variabilidade genética
encontrada em populacdes de M. incognita, M. javanica e M. arenaria encontrada no
presente estudo, pode estar relacionada a reproducdo partenogenética mitética
dessas espécies, 0 que teoricamente gera descendentes clonais
(TRIANTAPHYLLOU, 1985).
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2.4 Conclusoes

Diferentes espécies de Meloidogyne parasitam a cultura da cana-de-agucar nas
regides da Serra Gaulcha, Litoral Norte, Central e Sul do Rio Grande do Sul, sendo
Meloidogyne incognita, a mais frequente; ocorrendo também M. javanica, M. arenaria,
M. ethiopica, M. enterolobii, M. morocciensis, M. luci e M. hapla.

Diferentes racas fisiol6gicas de M. incognita ocorrem na cana-de-agucar e ndo
ha relacdo entre os fenotipos de esterases.

Utilizando-se os marcadores RAPD foi detectada uma baixa variabilidade
intraespecifica entre populagdes de M. javanica, M. incognita e M. arenaria na cultura

da cana-de-acUcar.



53

3 CAPITULO Il - AGRESSIVIDADE DE POPULACOES DE Meloidogyne spp. em
DIFERENTES GENOTIPOS DE CANA-DE-AGCUCAR

3. 1 Introducéao

Entre os problemas que afetam o cultivo da cana-de-acucar, de origem
fitossanitaria afetam consideravelmente a cultura em diferentes regides do mundo
(CADET; SPAULL, 2005). Dentre esses, 0os nematoides parasitas de plantas sao
considerados um dos principais fatores limitantes devido a alta suscetibilidade da
cana-de-aclcar aos nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.) e das lesdes
(Pratylenchus spp.); e, a ampla gama de plantas hospedeiras desses grupos de
patdgenos (DINARDO-MIRANDA, 2005; DINARDO-MIRANDA, 2008), sendo o
género Meloidogyne o mais amplamente distribuido geograficamente nas regides
canavieiras do globo (BLAIR et al., 1999; BLAIR; STIRLING, 2007; BERRY et al.,
2008; BELLE, 2014; ONKENDIA et al., 2014 ).

No Brasil, diferentes espécies do género Meloidogyne encontram-se
distribuidas em diversas regides produtoras de cana-de-acgulcar, sendo M. javanica e
M. incognita aquelas mais frequentes na cultura (CHAVES et al., 2004; SEVERINO et
al., 2008; BELLE, 2014; NORONHA et al., 2016). Em levantamento recente, M.
javanica foi relatada como a espécie mais frequentemente encontrada em diversas
regides do Rio Grande do Sul (BELLE, 2014), sendo também considerada, aquelade
maior ocorréncia na maioria das regides canavieiras do globo (TAYLOR; SASSER,
1978, CADET; SPAULL, 2005).

Plantas de cana-de-acucar afetadas por Meloidogyne spp., apresentam
sintomas na parte aérea como reducao do vigor, folhas murchas e com tonalidades
diversas. Além disso, raizes infectadas por esse patdgeno exibem pequenos
engrossamentos, denominados de galhas. Estas galhas geralmente desenvolvem-se
nas extremidades das raizes, no entanto, muitas vezes, sdo de tamanho diminuto, e,
portanto, dificeis de serem notadas a olho na (NOVARETTI et al., 1981; REGIS;
MOURA, 1989). Nas raizes infectadas, também pode ser observada a destruicdo do
cortex com a presenca de areas necroticas distribuidas irregularmente, principalmente
nas radicelas (CADET; SPAULL, 2005). Além disso, plantas debilitadas em funcéo do
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parasitismo do nematoide-das-galhas, podem se tornar mais vulneraveis a outros
patdgenos de solo, como Fusarium sp. e Rhizoctonia sp, acarretando danos mais
severos (CHAVES et al., 2007).

Entre as praticas de controle utilizadas no manejo do nematoide-das-galhas
nas diferentes culturas agricolas, o uso da resisténcia genética é considerada uma
das taticas mais desejadas por ser economicamente viavel e acessivel aos
produtores, além de néo representar riscos a saude humana e ao meio ambiente. No
entanto, embora seja uma pratica desejavel, ndo existem materiais genéticos de cana-
de-acucar resistentes a Meloidogyne spp. disponiveis para uso no mercado brasileiro
(SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2016; BELLE et al., 2017); ou mesmo fora do pais
(CADET; SPAULL, 2005; STIRLING, 2006; CHIRCHIR et al., 2015). Entre os trabalhos
encontrados na literatura e relacionados a resisténcia genética da cana-de-aclcar a
M. javanica e M. incognita, em sua totalidade, evidenciam a suscetibilidade da cultura
a tais espécies. Nessas avaliacOes, percebe-se que alguns gendtipos apresentam
diferentes graus de suscetibilidade a Meloidogyne spp. (DIAS-ARIEIRA et. al., 2010;
BELLE et al., 2017). Variacbes na agressividade tém sido observadas entre
populacdes de Meloidogyne spp. da mesma espécie em culturas como soja, trigo,
alface, amendoim, lentilha, videira, café, batata e arroz (TIHOHOD; FERRAZ,
1986;LOUBSER, 1989; PATEL et al., 1993; SHARMA; GOMES, 1992; MITKOWSKI;
ABAWI, 2003; POLHAREL et al., 2007;MACHADO et al., 2013;MATTOS et al., 2016;
LIMA-MEDINA et al., 2017; BRUM, 2017). De acordo com Hussey e Janssen (2002)
e Roberts (2002), a agressividade reflete a habilidade de reproducdo dos nematoides
em hospedeiras suscetiveis, enquanto que a viruléncia é a capacidade do patégeno
em se reproduzir em um hospedeiro resistente.

No entanto, investigacdes quanto a agressividade e possivel variabilidade
genética de popula¢gbes da mesma espécie, em cana-de-agucar, no pais e no mundo,
estdo mais voltadas ao nematoide-das-lesdes (BARBOSA et al., 2013; BISOGNIN,
2017); enquanto que para o0 género Meloidogyne, sao incipientes. Em estudo
conduzido por Bellé (2014), embora o autor tenha observado variacdo no padrao de
esterase de populacdes de M. javanica e M. incognita provenientes de amostras da
cana-de-acglcar, ndo foi avaliado o comportamento destas populagbes quanto a
reproducao e interferéncia do nematoide no desenvolvimento de genoétipos dessa
cultura. Considerando-se a necessidade de informacgdes relacionadas aos potenciais

danos causados por essas espécies em cana-de-agucar, teve-se por objetivo, nesse
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trabalho, avaliar a agressividade de diferentes populagcbes de M. javanica e M.
incognita provenientes de diferentes regides canavieiras do Rio Grande do Sul em

diferentes genadtipos de cana-de-acucar.

3.2 Material e métodos

O presente estudo foi conduzido nas casas de vegetacdo e dependéncias do
laboratorio de Fitopatologia e Central Analitica da Embrapa Clima Temperado, em
Pelotas-RS. Avaliou-se a agressividade de seis populacdes de M. javanica e de M.
incognita (Tabela 7), provenientes de diferentes regides canavieiras do Rio Grande do
Sul (BELLE, 2014), sendo a mesma testada em dois genétipos de cana-de-agucar
com diferentes graus de suscetibilidade para a primeira (RB935581/S* e RB008347/S;
BELLE, 2014) e segunda espécie do nematoide-das-galhas (RB867515/S* e
RB928064/S; DIAS-ARIEIRA et al., 2010), respectivamente, sob condi¢cdes
controladas (25 + 3 °C).

Tabela 7 - PopulagBes de Meloidogyne utilizadas no estudo de agressividade, origem geogréfica,
espécies e os respectivos fenoétipos de esterase.

Procedéncia N° amostra Cadigo do . Fendtipo
(Municipio/RS) (Levantamento) Isolado Especie Esterase
Porto Lucena 104PL* Mj7 M. javanica J2
Frederico Westphalen 10FW* Mj10 M. javanica J2
Pelotas 134p* Mjl M. javanica J3
Vista Alegre 55VA* Mj6 M. javanica J3
Séo Luiz Gonzaga 117SLG* Mj15 M. javanica J2a
Pinheirinho do Vale 32PV* Mj16 M. javanica J2a
Santo Antbnio da Patrulha SAPQ1** Mil7 M. incognita 12
Maquine 11M** Mil8 M. incognita 12
Séo Luis Gonzaga 119SLG* Mi22 M. incognita 12
Frederico Westphalen 9FW* Mi20 M. incognita 12
Jaboticaba 83J* Mi23 M. incognita 11
Aratiba 121A* Mi24 M. incognita 11

*Populacdes proveneintes do levantamento realizado por Bellé (2014); ** populagdes detectadas e
apresentadas no Capitulo 1.

Os gendtipos utilizados neste trabalho foram provenientes do Programa de
Melhoramento da Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroenergético (RIDESA) em parceria com a Embrapa Clima Temperado. Nos
ensaios com M. javanica, o trabalho foi repetido duas vezes, sendo o primeiro
realizado entre 16/03/2015 e 14/07/2015; e, o segundo, entre 01/10/2015 a

28/01/2016. Ja para M. incognita, a avaliacado da agressividade também foi repetida,
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sendo o primeiro ensaio realizado entre 01/04/2016 e 29/08/2016; e, o segundo, entre
03/10/2016 e 30/01/2017.

As diferentes populagbes de Meloidogyne spp. foram multiplicadas em plantas
de tomateiro (cv. Rutgers) mantidas em vasos com solo esterilizado, em casa de
vegetacao (25 + 3 °C), sendo a pureza de cada uma delas, verificada, periodicamente,
pela técnica da eletroforese utilizando-se a isoenzima esterase (CARNEIRO;
ALMEIDA, 2001). Para obtencao do inéculo, raizes de tomateiros infectadas com cada
uma das populacbes de Meloidogyne spp., foram processadas separadamente
conforme metodologia de Hussey e Barker (1973) modificada por Bonetti e Ferraz
(1981).

A multiplicacdo das mudas dos diferentes genotipos foi realizada através do
sistema de producédo de mudas pré-brotadas (MPB), adaptado de Landell et al. (2013).
Para tanto, os toletes de cada variedade de cana-de-acucar foram cortados para a
retirada das gemas (minirrebolos), as quais foram colocadas em tubetes individuais
com substrato comercial autoclavado (2 horas/120 °C). Decorridos 20 dias apos o
plantio, as mudas foram transplantadas individualmente para vasos de 4 L contendo
uma mistura de solo e substrato (2:1), previamente esterilizado.

Cinco dias apods o transplante das mudas, cada uma foi inoculada,
individualmente, com uma suspensao contendo 5.000 ovos e juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne sp. (populacéo inicial) de cada uma das popula¢des para
cada espécie, separadamente. Plantas de cana-de-aclcar dos mesmos genotipos,
nao inoculadas com o nematoide-das-galhas, foram utilizadas para avaliacdo do
impacto do nematoide sobre o seu desenvolvimento vegetativo (testemunhas).

Aos 120 dias ap6és a inoculacao, cada planta foi avaliada quanto a massa fresca
da parte aérea e do sistema radicular (g), namero de perfilhos, diametro do colmo
(mm), altura de planta (cm), area foliar (cm?) e indices de clorofila (Clorofila a, Clorofila
b e Clorofila Total). Posteriormente, a parte aérea de cada planta foi triturada e seca
em estufa de circulacdo de ar forcada (60° C por 96 horas) e depois moida e separada
50 g para analise de digestibilidade [Fibra em detergente neutro (FDN) e Fibra em
detergente acido (FDA)], celulose, hemicelulose e lignina através espectroscopia de
infravermelho proximo (NIR) (modelo NIR FLEX N500, BUCHI).

A altura das plantas foi avaliada pela medicao da distancia da superficie do solo
até a regiao auricular da folha+1 (designacao dada a primeira das folhas com bainha

exposta, contadas a partir do apice da planta) de acordo com a numeragdo proposta
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por Kuijper (DILLEWIJN, 1952) (Figura 6). Ja o diametro do colmo, foi determinado no
segundo entrend acima da superficie do solo com o auxilio de paquimetro digital. A
area foliar (AF) foi determinada por meio da contagem do numero de folhas verdes
(folha totalmente expandida com o minimo de 20% de area verde, contada a partir da
folha +1) e pelas medi¢des nas folhas +3, sendo obtidos o comprimento e a largura
da folha na porcdo mediana, segundo metodologia descrita por Hermann e Camara
(1999): AF = Cx Lx0,75x (N + 2) , onde ‘C’ é o comprimento (cm) da folha +3 , ‘L’ é a
largura (cm) da folha +3; ‘0,75’ € o fator de corregao para area foliar da cultura, e, ‘N’
€ o numero de folhas abertas com pelo menos 20% de &area verde. O indice de clorofila
foi aferido por meio do medidor portatil ClorofiLOG1030® na folha +3 das plantas de
cana-de-acUcar.

A seguir, as raizes de cada planta foram lavadas e avaliadas quanto a massa
fresca e numero de galhas. Na sequéncia, procedeu-se a extracdo de ovos e J2 das
raizes de cada planta pela técnica de Hussey e Barker (1973) modificada por Bonetti

e Ferraz (1981) para quantificacdo da populacéao final e determinacéao do fator de
reproducao (FR = populacao final/populacéo inicial) de cada uma das populacdes de
cada espécie de Meloidogyne conforme Oostenbrink (1966). Além disso, foi estimado
0 numero de nematoides por grama de raiz, sendo esse, definido pela razédo entre o
namero total de nematoides e a massa total das raizes, em gramas, de cada repeticao.

Cada um dos ensaios foi conduzido em esquema fatorial 7 x 2 (6 populacdes
de Meloidogyne e testemunha sem nematoide e 2 gendtipos de cana-de-acucar) em
delineamento inteiramente casualizado com seis repeticdes por tratamento, sendo
cada unidade experimental representada por uma planta. Os dados obtidos foram
analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk. Para as variaveis nimero
de galhas foi necesséria a transformacdo dos dados [V(x+0,5)]. Posteriormente, os
valores das diferentes varidveis, foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05),
sendo as médias dos tratamentos comparadas entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade, utilizando-se o software Genes (CRUZ, 2006). Complementarmente, os
valores das diferentes variaveis foram correlacionados entre si pela analise de
correlacdo de Pearson (p<0,05). Sendo ao final seleciodado uma populagao mais

agressiva de cada espécie para estudos posteriores de resisténcia genética.



A

Figura 6 - Esquema de numeracéo de folhas de um colmo de cana-de-acUcar conforme sistema
proposto por Kuijper (DILLEWIJIN, 1952).
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3.3 Resultados e discussao

De acordo com os resultados observados neste estudo, verificou-se interacao
significativa entre os genotipos de cana-de-acUcar e populacdes de M. javanica e M.
incognita para a maioria das variaveis relacionadas a reproducdo e danos causados
pelo nematoide, bem como aquelas associadas ao desenvolvimento das plantas
(Tabelas 8 a 19).

Na avaliagdo da agressividade de populacbes de M. javanica sobre os
genotipos de cana-de-acgUcar, verificou-se interacdo significativa entre os fatores para
namero de galhas, reproducdo do nematoide, peso da parte aérea e das raizes, area
foliar, Clorofila b e total (Tabelas 8, 9, 10 e 11). Ja para altura de plantas, nUmero de
perfilho, didametro do colmo, Clorofila a, fibora em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente &cido (FDA), lignina, celulose e hemicelulose, ndo observou-se interacdo
significativa entre os fatores (Tabelas 10, 11, 12 e 13).

Com relacdo aos danos causados por M. javanica, verificou-se maior nimero
de galhas nas raizes (Tabela 8) da variedade RB935581 quando comparada a
‘RB008347’, independentemente da populagéo testada. Quando avaliado o efeito das
populacdes do nematoide, dentro de cada genétipo, observou-se que ‘P;3’ e ‘P4’ foram
mais agressivas em ambos 0s gendtipos conforme maiores valores de namero de
galhas das duas variedades de cana-de-acucar.

Na avaliacdo do numero de nematoides por grama de raiz, dentro do fator
cultivar, a populacdo P;3 de M. javanica resultou em maiores niveis; e, para FR, de
forma semelhante a variavel nUmero de galhas, as populacées P;j3 foi a mais agressiva
nos dois genatipos, multiplicando-se mais, sobretudo a primeira, conforme observado
nos dois experimentos (Tabela 8). Adicionalmente, na avaliagdo das duas variaveis,
dentro de cada populagédo, houve maior densidade populacional do nematoide no
gendtipo RB935581.

Analisando-se a interferéncia do nematoide-das-galhas sobre o
desenvolvimento das plantas de cana-de-agucar, para a variavel massa fresca do
sistema radicular (Tabela 9), observou-se interferéncia do patégeno sobre ambos
genotipos estudados em relagdo as respectivas testemunhas ndo inoculadas,
havendo maior reducéo do peso (29 a 81%) sobretudo com a populacao P;3 para os

ambos gendtipos no experimento 1; enquanto que, para o experimento 2, além de P;3,
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as populacoes Pj2 e Pj4 foram aquelas que mais afetaram a massa das raizes parao
genotipo RB935581; e, ‘Pi4’ na variedade RB008347. No entanto, independentemente
da inoculacédo, ‘RB935581’ foi o gendtipo onde se observaram os menores valores de
massa fresca das raizes.

Todas as populacdes de M. javanica afetaram negativamente a massa fresca
da parte aérea das plantas inoculadas (45 a 75%) em ambos os gendtipos (Tabela 9),
sendo Pj3 aquela que mais influenciou na reducédo de tal variavel, cujo genotipo
RB935581 foi mais afetado, independentemente da inoculagéo nos dois experimentos
analisados conjuntamente. Em relacdo a altura de plantas (Tabela 9) nos diferentes
tratamentos, observou-se que a populacdo P;3 foi a mais agressiva em ambos
genadtipos, apesar das populacdes Pj5 e Pj6 ndo diferirem quando inoculadas em
RB935581 e RB008347, respectivamente, no primeiro ensaio.

Quanto a interferéncia de M. javanica no niamero de perfilhos e no diametrodo
colmo das plantas de cana-de-acucar (Tabela 10), de uma maneira geral, todas as
populacdes do nematoide afetaram negativamente ambas varidveis em comparacao
com as plantas ndo inoculadas nos dois experimentos, independentemente do
gendtipo.

Foi verificado um decréscimo significativo da area foliar das plantas inoculadas
com M. javanica quando comparado com a testemunha sem a presenca dos
nematoides, sendo a populagéo P;3 aquela que causou as maiores reducdes nas duas
variedades de cana-de-acUcar (Tabela 10). Independente da populacédo o genétipo
RB935581 foi 0 mais afetado.

Para o indice de clorofila a, ndo houve interacao entre os tratamentos. Porém,
dentro de cada gendtipo, observou-se diferenca significativa entre as plantas
inoculadas, independentemente da populacdo do nematoide-das-galhas
comparativamente aquelas ndo inoculadas, havendo reducdo média de 31% em
funcdo do patdgeno (Tabela 11). Ja para a variavel clorofila b, M. javanica interferiu
negativamente nos indices, cuja reducéao foi de 56% comparativamente as plantas nao
inoculadas. O gendétipo RB935581 apresentou maiores valores de clorofila b; e, na
avaliacdo dos referidos indices, dentro de cada cultivar, as respostas foram
semelhantes entre as popula¢gdes de M. javanica em ambos os ensaios. No entanto,
apesar de haver interacéo entre os fatores, dentro de cada populacao, incluindo Pj0,
o efeito observado foi independe da inoculacdo das plantas, fato também ocorrido

guando analisou-se o indice de clorofila total no gendtipo menos suscetivel
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(RB008347), conforme pode ser verificado na tabela 11. Ja para ‘RB935581’ (gendtipo
mais suscetivel), de uma forma geral, a populacédo P;j3 foi a mais agressiva (reducéo
de 64%). Porém, avaliando-se os niveis de clorofila total, independentemente da
inoculagéo, o genotipo RB008347 apresentou menores indices da referida variavel em
ambos 0s experimentos

Em relacéo as variaveis FDN e FDA (Tabela 12), verificou-se que as plantas de
cana-de-aclcar ndo inoculadas (testemunha) apresentaram 0s menores valores
(p<0,05) quando comparadas aos demais tratamentos com plantas inoculadas,
independentemente do gendtipo avaliado, nos dois experimentos e ndo houve
diferencas entre as populac¢des de M. javanica.

Em relacéo a porcentagem de lignina (Tabela 13) na parte area das plantas de
cana-de-acgUcar, inoculadas com o nematoide, observou-se um aumento significativo,
em ambas as cultivares. De forma geral, os maiores aumentos foram observados pela
inoculacao das plantas com as populacfes Pj2, P;3, Pj5 e Pj6. Porém, analisando-se
o efeito dos tratamentos, dentro de cada populacdo do nematoide, e, nas plantas nao
inoculadas, ndo foram observadas diferencas significativas entre as cultivares para tal
variavel. Ja em relacdo a porcentagem de celulose e hemicelulose, apesar de todas
as populacdes de M. javanica ndo diferirem entre si, foram estatisticamente distintas
da testemunha néo inoculada (Pj0), apresentando os maiores valores para ambas

variaveis, independentemente da variedade estudada.
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Tabela 8- Numero de galhas nas raizes, nimero de nematoides (ovos + J2) por grama de raiz e fator
de reproducdo de Meloidogyne javanica em dois genétipos de cana-de-acglcar infectadas com seis
populacdes de M. javanica.

Namero de Galhas

Populacdes Experimento 1 Experimento 2
RB9355812 RB008347" RB9355812 RB008347"°
Pl 1267 Ca* 1014 Cb 1618 Ba 1222 Cb
P;2 1118 Ca 950 Chb 1300 Ca 1113 Cb
P;3 3061 Aa 2195 Ab 3909 Aa 2803 Ab
P4 1469 Ba 1290 Bb 1875 Ba 1675 Bb
Pi5 1095 Ca 835 Chb 1398 Ca 1079 Cb
Pi6 1084 Ca 918 Cb 1383 Ca 1148 Chb
CV(%) 24,82 22,77
Numero de nematoides (ovos + J2) por grama de raiz
Pil 1312 Ba 905 Bb 2098 Ba 746 Bb
P2 1146 Ba 601 Cb 2280 Ba 424 Cb
P;3 3238 Aa 1723 Ab 6060 Aa 1252 Ab
P4 1463 Ba 846 Bb 2597 Ba 725 Bb
Pi5 1149 Ba 642 Cb 1927 Ba 453 Cb
Pi6 1199 Ba 824 Bb 1996 Ba 582 Bb
CV(%) 25,66 26,35
Fator de Reprodugéo
Pil 29 Ca 25 Bb 53 Ca 48 Bb
P;2 23 Da 18 Cb 43 Ca 32 BCh
P;3 47 Aa 34 Ab 85 Aa 62 Ab
P4 33 Ba 22 Chb 59 Ba 39 Bb
Pi5 27 Ca 15 Cb 49 Ca 27 Chb
Pi6 28 Ca 20 Chb 51 Ca 35 Bb
CV(%) 20,15 22,07

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variacdo. Pj1 - Porto Lucena (Amostra
104PL /Mj7): M. javanica Est. J2; P;2 - Frederico Westphalen (Amostra 10FW/Mj10): M. javanica Est.
J2; P;3 - Pelotas (Amostra 134P /Mj1): M. javanica Est. J3; Pj4- Vista Alegre (Amostra 55V/Mj6): M.
javanica Est. J3; Pj5 - S&o0 Luiz Gonzaga (Amostra 117SLG/Mj15): M. javanica Est. J2a); Pi6 -
Pinherinho do Vale (Amostra 32PV /Mj16): M. javanica Est. J2a. a) genétipo mais suscetivel; b) genétipo
menos suscetivel.
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Tabela 9 - Massa fresca do sistema radicular, massa fresca da parte aérea e altura de plantas em de
dois gendtipos de cana-de-acUcar infectadas com seis populacdes de Meloidogyne javanica.

Massa fresca do sistema radicular (g)

Populacdes Experimento 1 Experimento 2
RB9355812 RB008347° RB9355812 RB008347°
P;0 229,0 Ab* 283,7 Aa 324,8 Ab 443,1 Aa
Pl 116,6 Bb 149,1 Ba 108,1 Bb 269,7 Ba
P2 102,5 Bb 1485 Ba 788 Cb 313,3 Ba
P;3 741 Cb 989 Ca 589 Cb 202,4 Ca
P4 1156 Bb 1343 Ba 946 Cb 2253 Ca
P;5 107,7 Bb 117,8 Ca 104,5 Bb 248,6 Ba
Pi6 1109 Bb 120,4 Ca 104,6 Bb 2545 Ba
CV(%) 25,09 23,29
Massa fresca da parte aérea (Q)
P;0 306,6 Ab 405,4 Aa 401,8 Ab 4936 Aa
Pl 156,8 Cb 216,7 Ba 170,1 Bb 235,1 Ba
P2 1573 Chb 185,0 Ca 170,6 Bb 200,7 Ca
P;3 946 Db 131,1 Da 102,6 Chb 1422 Ea
P4 160,7 Bb 1746 Ca 164,4 Bb 189,4 Da
Pi5 167,7 Bb 189,3 Ca 175,6 Bb 203,2 Ca
Pi6 160,9 Bb 187,1 Ca 174,6 Bb 2035 Ca
CV(%) 23,59 18,56
Altura de plantas (cm)
P0 213,3 A 214,2 A 230,1 A 234,2 A
Pl 188,1 B 192,8 B 2025 B 197,6 B
P2 186,2 B 190,7 B 1956 B 1995 B
P;3 166,8 C 169,8 C 1745 C 1635 C
P4 186,0 B 181,3 B 1952 B 190,5 B
P5 173,8 BC 184,8 B 182,7 B 194,2 B
Pi6 182,9 B 1772 C 191,8 B 186,3 B
CV(%) 14,54 16,32 17,25 19,8¢

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, nao
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variagcdo; Pj0 — Testemunha sem
nematoide; P;j1 - Porto Lucena (Amostra 104PL /Mj7): M. javanica Est. J2; P;2 - Frederico Westphalen
(Amostra 10FW/Mj10): M. javanica Est. J2; P;3 - Pelotas (Amostra 134P /Mj1): M. javanica Est. J3; Pi4-
Vista Alegre (Amostra 55V/Mj6): M. javanica Est. J3; P;5 - S80 Luiz Gonzaga (Amostra 117SLG/Mj15):
M. javanica Est. J2a); P;6 - Pinherinho do Vale (Amostra 32PV /Mj16): M. javanica Est. J2a. a) genotipo
mais suscetivel; b) genétipo menos suscetivel.



64

Tabela 10 - Namero de perfilho, diametro do colmo e area foliar de dois genétipos de cana-de-acglcar
infectadas com seis popula¢gfes de Meloidogyne javanica.

Numero de perfilho

Populacdes Experimento 1 Experimento 2
RB9355812 RB008347° RB9355812 RB008347°
P0 3,8 A* 30 A 38 A 45 A
Pil 18 B 27 A 23 B 25 B
P2 20 B 2,7 A 26 B 2,7 B
Pi3 18 B 21 A 1,7 C 15 B
P4 25 B 20 A 25 B 25 B
Pi5 28 B 30 A 25 B 2,7 B
Pi6 18 B 20 A 22 B 20 B
CV(%) 16,71 15,66 21,58 20,5
Diametro do colmo (mm)
Pi0 23,1 A 233 A 30,7 A 328 A
Pl 176 B 16,2 B 191 B 182 B
P2 16,1 B 174 B 18,6 B 195 B
Pi3 159 B 16,0 B 17,7 B 180 B
Pi4 185 B 16,5 B 20,7 B 185 B
Pi5 176 B 164 B 19,7 B 184 B
Pi6 16,6 B 174 B 18,6 B 195 B
CV(%) 19,1 19,88 16,66 18,54
Area foliar (cm?2 planta-t)
P;0 4445 Ab 525,77 Aa 4659 Ab 552,1 Aa
Pil 202,7 Cb 329,8 Ca 2113 Chb 3455 Ca
P2 276,2 Bb 3935 Ba 288,7 Bb 4126 Ba
Pi3 1185 Db 258,7 Da 1225 Db 2704 Da
P4 1993 Chb 329,2 Ca 2078 Chb 3448 Ca
Pi5 282,2 Bb 380,7 Ba 2952 Bb 399,1 Ba
Pi6 296,3 Bb 3552 Ca 310,1 Bb 3725 BCa
CV(%) 25,32 18,84

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variacdo. Pj0 — Testemunha sem
nematoide; Pj1 - Porto Lucena (Amostra 104PL /Mj7): M. javanica Est. J2; P;2 - Frederico Westphalen
(Amostra 10FW/Mj10): M. javanica Est. J2; P;3 - Pelotas (Amostra 134P /Mj1): M. javanica Est. J3; Pj4-
Vista Alegre (Amostra 55V/Mj6): M. javanica Est. J3; P;5 - Sdo Luiz Gonzaga (Amostra 117SLG/Mj15):
M. javanica Est. J2a); Pj6 - Pinherinho do Vale (Amostra 32PV /Mj16): M. javanica Est. J2a. a) gendtipo
mais suscetivel; b) gendtipo menos suscetivel.
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Tabela 11 — indice de clorofila a, b e total de dois gendtipos de cana-de-aclcar infectadas com seis
populacdes de Meloidogyne javanica.

Clorofila a
Populacdes Experimento 1 Experimento 2
RB9355812 RB008347" RB9355812 RB008347"
Pi0 379 A* 365 A 410 A 377 A
Pil 275 B 264 B 301 B 257 B
P2 253 B 264 B 287 B 260 B
Pi3 247 B 258 B 238 B 247 B
Pi4 265 B 278 B 243 B 249 B
Pi5 267 B 268 B 267 B 264 B
Pi6 267 B 286 B 277 B 266 B
CV(%) 18,88 19,09 21,05 21,56
Clorofila b
Pi0 220 Aa 193 Ab 232 Aa 202 Ab
Pil 113 Ba 89 Bb 126 Ba 92 Bb
P2 105 Ba 90 Bb 131 Ba 86 Bb
Pi3 79 Ba 53 Bb 84 Ca 73 Bb
P4 94 Ba 84 Bb 121 Ba 96 Bb
Pi5 97 Ba 57 Bb 109 Ba 94 Bb
Pi6 98 Ba 69 Bb 121 Ba 88 Bb
CV(%) 27,41 24,96
Clordfila Total
P;0 599 Aa 508 Ab 642 Aa 579 Ab
Pl 388 Ba 354 Bb 427 Ba 341 Bb
P;2 359 Ba 339 Bb 418 Ba 352 Bb
P;3 330 Ca 301 Bb 333 Ca 304 Bb
Pi4 350 Ba 302 Bb 374 Ba 355 Bb
Pi5 325 Ca 300 Bb 376 Ba 358 Bb
Pi6 365 Ba 350 Bb 418 Ba 354 Bb
CV(%) 18,79 19,99

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, nao
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de VariagdoP;0 — Testemunha sem
nematoide; Pj1 - Porto Lucena (Amostra 104PL /Mj7): M. javanica Est. J2; P;2 - Frederico Westphalen
(Amostra 10FW/Mj10): M. javanica Est. J2; P;3 - Pelotas (Amostra 134P /Mj1): M. javanica Est. J3; Pi4-
Vista Alegre (Amostra 55V/Mj6): M. javanica Est. J3; P;5 - S&0 Luiz Gonzaga (Amostra 117SLG/Mj15):
M. javanica Est. J2a); Pj6 - Pinherinho do Vale (Amostra 32PV /Mj16): M. javanica Est. J2a. a) gendtipo
mais suscetivel; b) gendtipo menos suscetivel.
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Tabela 12 — Teor de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) de dois
gendtipos de cana-de-agUcar infectadas com seis populagdes de Meloidogyne javanica.

Fibra em detergente neutro (FDN)

Populacoes Experimento 1 Experimento 2
RB9355812 RB008347° RB9355812 RB008347b

Pj0 56,1 B 56,5 B 64,8 B 65,3 B
Pj1 835 A 85,7 A 95,1 A 94,0 A
Pj2 85,3 A 85,2 A 87,3 A 94,2 A
Pj3 88,4 A 876 A 97,1 A 97,6 A
Pj4 79,1 A 84,1 A 914 A 945 A
Pj5 829 A 84,8 A 945 A 96,9 A
Pj6 82,7 A 849 A 95,1 A 96,4 A

CV(%) 26,36 25,63 24,57 26,77

Fibra em detergente acido (FDA)

PjO 358 B 36,7 B 415 B 425 B
Pj1 48,4 A 53,2 A 548 A 50,6 A
Pj2 42,1 A 50,5 A 49 A 58,8 A
Pj3 535 A 546 A 57,3 A 60,3 A
Pj4 515 A 521 A 56,6 A 58,5 A
Pj5 476 A 519 A 549 A 57,3 A
Pj6 494 A 50,2 A 55,1 A 58,4 A

CV(%) 26,63 23,55 25,42 22,08

*Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Varia¢do. Pj0 — Testemunha sem nematoide;
Pjl - Porto Lucena (Amostra 104PL /Mj7): M. javanica Est. J2; Pj2 - Frederico Westphalen (Amostra
10FW/Mj10): M. javanica Est. J2; P;3 - Pelotas (Amostra 134P /Mj1): M. javanica Est. J3; Pj4- Vista
Alegre (Amostra 55V/Mj6): M. javanica Est. J3; P;5 - S80 Luiz Gonzaga (Amostra 117SLG/Mj15): M.
javanica Est. J2a); Pj6 - Pinherinho do Vale (Amostra 32PV /Mj16): M. javanica Est. J2a. a) genotipo
mais suscetivel; b) gendtipo menos suscetivel.
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Tabela 13 — Teor de lignina (%), celulose (%) e hemicelulose (%) da parte area de dois genétipos de
cana-de-acgUcar infectadas com seis populacdes de Meloidogyne javanica.

Lignina (%)
Populacdes Experimento 1 Experimento 2
RB9355812 RB008347" RB9355812 RB008347b
PO 35 C* 33 C 3,7 C 42 C
Pil 51 B 6,6 B 6,3 B 83 B
P2 69 A 79 A 8,6 A 8,9 AB
P;3 77 A 82 A 9,3 A 99 A
Pi4 55 B 6,6 B 6,2 B 82 B
Pi5 71 A 76 A 88 A 94 A
Pi6 74 A 71 A 59 B 89 A
CV(%) 18,43 20,21 17,45 18,59
Celulose (%)
PO 329 B 334 B 378 B 38,4 B
Pl 43,3 A 46,6 A 48,5 A 50,9 A
P2 41,1 A 42,6 A 46,4 A 490 A
P;3 46,8 A 46,5 A 49,2 A 51,4 A
Pi4 46,5 A 455 A 50,4 A 50,3 A
Pi5 40,6 A 443 A 46,1 A 50,9 A
Pi6 420 A 43,1 A 48,0 A 495 A
CV(%) 17,47 19,4 18,14 19,54
Hemicelulose (%)
PO 203 B 198 B 233 B 228 B
Pi1 352 A 325 A 40,3 A 344 A
P2 332 A 348 A 382 A 369 A
P;3 376 A 36,0 A 40,5 A 388 A
Pi4 370 A 32,1 A 36,3 A 36,0 A
P5 352 A 329 A 39,6 A 36,6 A
Pi6 332 A 347 A 379 A 38,0 A
CV(%) 18,45 21,1 20,27 22,25

*Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variacdo. Pj0 — Testemunha sem nematoide;
Pil - Porto Lucena (Amostra 104PL /Mj7): M. javanica Est. J2; P;2 - Frederico Westphalen (Amostra
10FW/Mj10): M. javanica Est. J2; P;3 - Pelotas (Amostra 134P /Mjl1): M. javanica Est. J3; Pj4- Vista
Alegre (Amostra 55V/Mj6): M. javanica Est. J3; P;5 - S80 Luiz Gonzaga (Amostra 117SLG/Mj15): M.
javanica Est. J2a); Pj6 - Pinherinho do Vale (Amostra 32PV /Mj16): M. javanica Est. J2a. a) genotipo
mais suscetivel; b) genétipo menos suscetivel.
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Na avaliacdo da agressividade das populagbes de M. incognita, verificou-se
interacao significativa entre os gendtipos de cana-de-acUcar e as populacdes paraas
variaveis relacionadas a reproducao e danos causados pelo nematoide, bem como
para aquelas variaveis associadas ao desenvolvimento da parte aérea e sistema
radicular, altura, didametro do colmo e area foliar. Ja para as variaveis numero de
perfilhos, clorofila a, b e total, FDN, FDA, lignina, celulose e hemicelulose, n&o houve
interacao significativa entre os fatores.

Analisando-se os danos causados por M. incognita nas raizes das plantas
inoculadas, verificou-se que os maiores valores de numero de galhas (Tabela 14)
foram detectados na variedade RB867515 (S*) nos dois experimentos. Avaliando-se
os dados da referida variavel das populacdes do nematoide dentro de cultivar,
percebe-se que ‘Pi3’e ‘P4’ foram aquelas que causaram os maiores danos em
RB867515; e, ‘Pi1’ juntamente com essas duas, foram aquelas populacbes onde
observou-se maior numero de galhas na variedade RB928064 (experimento 1). Na
repeticdo do experimento, ‘Pi3’ e ‘P4’ mantiveram-se com aquelas que causaram
maior numero de galhas no gendtipo mais suscetivel (RB867515) além de ‘Pi5’;
entretanto, ndo houveram diferencas significativas entre as populagbes estudadas
quando inoculadas em ‘RB928064’ (gendtipo menos suscetivel).

Em relacdo ao numero de nematoides por grama de raizes (NNPGR), maiores
densidades populacionais de M. incognita foram observadas nas plantas inoculadas
com a populacéao P;3, independentemente do gendétipo de cana-de-acucar (Tabela 14).
Porém, analisando-se as populagdes menos agressivas em relagao ao dano, ‘Pi1’ e
‘Pi2’ resultaram em menores valores de NNPGR em ‘RB867515’, e, no genotipo
RB928064, ‘Pi1’, ‘Pi2’, ‘Pi4’, ‘Pi5" e ‘Pi6’ ndo diferiram-se estatisticamente entre si. Ja
na comparacdo do NNPGR entre os genotipos, dentro de cada populacdo do
nematoide, maiores valores foram observados no gendtipo RB867515 nos dois
experimentos. Na avaliacdo da reproducdo de M. incognita (Tabela 14), a populagéo
Pi3 apresentou os maiores valores de FR para ambos os genoétipos nos dois
experimentos, sendo, portanto, a mais agressiva. Porém, na avaliacéo, dentro de cada
populacdo, a semelhanca das variaveis numero de galhas e NNPGR, o gendtipo
RB928064 comportou-se como o menos suscetivel em fungdo dos menores valores
de FR (Tabela 14).

Quando analisados os dados de desenvolvimento das plantas de cana-de-

acucar, verificou-se interferéncia negativa do nematoide nos diferentes parametros
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avaliados comparativamente aqueles obtidos nas plantas ndo inoculadas, sendo
essas reducdes variaveis de 20 a 80% dependendo da interacéo (Tabelas 15, 16, 17,
18 e 19).

Para a variavel massa fresca de raizes (Tabela 15), houve uma reducédo média
de mais de 65% na massa do sistema radicular, independentemente da populagéo de
M. incognita na comparacdo com aquelas plantas sem a presenca do nematoide.
Resultados semelhantes foram observados para a massa fresca da parte area (Tabela
15), sendo observada uma reducédo de 66% para a variedade RB867515 e 70% para
RB928064, independentemente das das populacbes de M. incognita estudadas,
sendo o gendtipo RB867515, o mais afetado negativamente. Na avaliagdo da altura
de plantas (Tabela 15), independentemente da populacao testada, os maiores valores
foram observados na variedade RB867515 (S*). Todas as populacdes de M. incognita
afetaram a altura das plantas de cana-de-ac¢Ucar em comparacao as testemunhas nao
inoculadas, ndo havendo diferencas significativas entre as populacées do nematoide
em estudo para a variedade RB867515, nos dois experimentos. Ja para ‘RB928064’
(S), verificou-se um comportamento diferenciado, sendo que no primeiro experimento
as populacdes Pi2 e Pi3 foram aquelas que apresentaram 0s menores valores; ja para
0 segundo, ndo houve diferenca entre as populacdes.

Analisando-se a variavel numero de perfilhos (Tabela 16), ndo foram
observadas diferencas significativas entre os genoétipos de cana-de-acUcar. No
entanto, independente da variedade, as plantas ndo inoculadas com M. incognita
apresentaram os maiores numeros de perfilhos quando comparadas com as plantas
inoculadas, ndo havendo diferencas significativas entre as populacbes de M.
incognita. J& para diametro do colmo, a inoculacdo das plantas com M. incognita
impactou negativamente sobre tal variavel, independentemente da populacéo; e,
apesar de ter sido observado interacdo entre os fatores, as diferencas observadas
entre as cultivares (Tabela 16), inverteram-se na repeticao do experimento.

Em relacdo a éarea foliar (Tabela 16), verificou-se que o gendétipo RB928064
apresentou 0s maiores valores quando comparado com ‘RB867515%,
independentemente da inoculagdo das plantas. Quando avaliado o efeito de M.
incognita sobre a cana-de-acucar, dentro de cada gendtipo, constatou-se que a
populacéo Pi3, independente da variedade de cana-de-acucar, foi aguela que resultou

em maior reducéo da area foliar. Por outro lado, as populacdes Pi2, Pi5 e Pi6 paraa 0
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genotipo RB867515, e, as populagdes Pil, Pi2, Pi4, Pi5 e Pi6 para ‘RB928064’,
apresentaram menor impacto sobre a area foliar das plantas de cana-de-acucar.

Com relagdo aos indices de clorofila a, b e total, ndo houveram diferencas
significativas entre os genotipos estudados nos diferentes tratamentos com plantas
inoculadas ou ndo com as diferentes populacdes de M. incognita (Tabela 17). No
entanto, quando analisados os dados, dentro de cada genotipo, observaram-se
diferencas nos indices de clorofila entre plantas inoculadas e néo inoculadas com o
nematoide, cujas populacdes, de uma maneira geral, ndo diferiram entre si (p>0,05).

Em relacado a interferéncia do M. incognita no FDN e FDA (Tabela 18), verificou-
se que as testemunhas nao inoculadas, apresentaram 0S menores valores
comparativamente aos demais tratamentos onde as plantas foram inoculadas com as
diferentes popula¢des do nematoide. Além disso, tanto para °Brix com para FDN e
FDA, as respostas obtidas, dentro de cada populacdo do nematoide ou testemunha,
nos dois experimentos, foram semelhantes (p>0,05), em ambos os gendtipos de cana-
de-acucar testados.

Quanto aos teores de lignina, celulose e hemicelulose (Tabela 19) verificou-se
gue nao houve diferencas entre os genétipos estudados quando analisadas as
interacbes dentro de cada populacdo. Porém, na avaliacdo da interferéncia do
nematoide-das-galhas, dentro de cada gendétipo, percebeu-se que em todos
tratamentos cujas plantas foram obtidos os maiores valores para as referidas variaveis
comparativamente a testemunha, ndo houveram diferencas significativas entre as

populacdes de M. incognita.
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Tabela 14 - Namero de galhas nas raizes, nUmero de nematoides (ovos + Jz2) por grama de raiz e fator
de reproducdo de Meloidogyne incognita em dois genétipos de cana-de-acUcar infectadas com seis
populacdes de M. incognita.

Numero de Galhas

Populacdes Experimento 1 Experimento 2

RB8675152 RB928064° RB8675152 RB928064°
Pil 6339 Aa* 4230 Cb 3149 Ba 2458 Ab
Pi2 5432 Ba 3935 Chb 3123 Ba 2310 Ab
Pi3 7436 Aa 6762 Ab 3763 Aa 2830 Ab
Pi4 6622 Aa 5570 Bb 3684 Aa 2901 Ab
Pi5 4942 Ba 4078 Cb 3555 Aa 2698 Ab
Pi6 4908 Ba 3021 Db 2920 Ba 2531 Ab
CV(%) 16,38 23,41

Numero de nematoides (ovos + Jz2) por grama de raiz
Pil 1306 Ca 1114 Bb 1367 Ca 1179 Bb
P2 1392 Ca 972 Bb 1350 Ca 997 Bb
Pi3 3806 Aa 2373 Ab 3529 Aa 2471 Ab
Pi4 2377 Ba 1428 Bb 2264 Ba 1098 Bb
Pi5 1856 B a 1088 Bb 1979 Ba 913 Bb
Pi6 1926 Ba 1168 Bb 1915 Ba 1318 Bb
CV(%) 25,05 21,88
Fator de Reproducao

Pil 53 Ba 47 Ba 45 Ba 40 Bb
Pi2 58 Ba 35 Db 36 Ba 27 Cb
Pi3 94 Aa 68 Ab 71 Aa 55 Ab
Pid 65 Ba 43 Cb 49 Ba 33 Chb
Pi5 54 Ba 30 Db 41 Ba 23 Db
Pi6 56 Ba 39 Db 43 Ba 30 Cb
CV(%) 22,08 20,9

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, nao
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Varia¢@o. Pil - Santo Antbnio da
Patrulha (Amostra SAP01/Mil7): M. incognita Est. 2; Pi2 - Maquine (Amostra 11M/Mil18): M. incognita
Est. 12; Pi3 — S&0 Luiz Gonzaga(Amostra 119SLG/Mi22): M. incognita Est. 12; Pi4- Frederico Westphalen
(Amostra (9FW/Mi20): M. incognita Est. 12; Pi5 - Jaboticaba (Amostra 83J/Mi23): M. incognita Est. 11;
Pi6 - Aratiba (Amostra 121A /Mi24): M. incognita Est. 11. a) genétipo mais suscetivel; b) gendtipo menos
suscetivel.
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Tabela 15 - Massa fresca do sistema radicular, massa fresca da parte aérea e altura de plantas em de
dois gendtipos de cana-de-acgUcar infectadas com seis populacdes de Meloidogyne incognita.

Massa fresca do sistema radicular (g)

Populacdes Experimento 1 Experimento 2

RB8675152 RB928064° RB8675152 RB928064°

Pi0 440,7 Ab* 4975 Aa 3185 Ab 389,8 Aa

Pil 1949 Bb 218,3 Ba 1446 Bb 169,7 Ba

Pi2 1456 Bb 180,0 Ba 1133 Bb 1354 Ba

Pi3 1235 Bb 1433 Ba 90,6 Bb 111,3 Ba

Pid 126,1 Bb 150,6 Ba 1082 Bb 150,3 Ba

Pi5 1455 Bb 169,0 Ba 103,6 Bb 1259 Ba

Pi6 1454 Bb 166,9 Ba 112,3 Bb 1238 Ba
CV(%) 18,46 24,19

Massa fresca da parte aérea (Q)

Pi0 455 Ab 562 Aa 382 Ab 497 Aa

Pil 161 Bb 193 Ba 117 Bb 138 Ba

Pi2 154 Bb 179 Ba 112 Bb 136 Ba

Pi3 140 Bb 155 Ba 109 Bb 121 Ba

Pi4 145 Bb 170 Ba 121 Bb 149 Ba

Pi5 142 Bb 176 Ba 112 Bb 153 Ba

Pi6 151 Bb 174 Ba 120 Bb 141 Ba
CV(%) 16,39 16,9

Altura de plantas (cm)

Pi0 2475 Aa 221,7 Ab 1625 Ab 1805 Aa

Pil 1596 Ba 146,7 Bb 81,3 Bb 122,3 Ba

Pi2 1555 Ba 131,3 Cb 953 Bb 112,1 Ba

Pi3 138,3 Ba 1273 Cbh 80,5 Bb 105,3 Ba

Pi4 1433 Ba 1318 Bb 95,8 Bb 1196 Ba

Pi5 165,0 Ba 151,7 Bb 952 Bb 113,0 Ba

Pi6 160,5 Ba 151,7 Bb 83,0 Bb 112,0 Ba
CV(%) 19,86 15,72

*Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, maidsculas, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variacdo. Pi0 — Testemunha sem nematoide;
Pil - Santo Anténio da Patrulha (Amostra SAP01/Mil7): M. incognita Est. 2; Pi2 - Maquine (Amostra
11M/Mil18): M. incognita Est. 12; Pi3 — S&o Luiz Gonzaga(Amostra 119SLG/Mi22): M. incognita Est. 12;
Pi4- Frederico Westphalen (Amostra (9FW/Mi20): M. incognita Est. 12; Pi5 - Jaboticaba (Amostra
83J/Mi23): M. incognita Est. 11; Pi6 - Aratiba (Amostra 121A /Mi24): M. incognita Est. I1. a) genétipo
mais suscetivel; b) gendtipo menos suscetivel.
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Tabela 16 - Namero de perfilho, diametro do colmo e area foliar de dois genétipos de cana-de-acglcar
infectadas com seis populacfes de Meloidogyne incognita.

NUmero de perfilho

Populactes Experimento 1 Experimento 2
RB867515?2 RB928064° RB867515?2 RB928064°
Pi0 2,2 A* 28 A 33 A 22 A
Pil 0,8 B 12 B 13 B 15 B
Pi2 12 B 12 B 18 B 10 B
Pi3 05 B 09 B 10 B 0,8 B
Pi4 12 B 10 B 10 B 12 B
Pi5 0,8 B 17 B 12 B 16 B
Pi6 0,7 B 15 B 12 B 10 B
CV(%) 22,71 20,54 18,75 19,04
Didmetro do colmo (mm)
Pi0 328 Aa 30,6 Ab 285 Ab 380 Aa
Pil 23,3 Ba 20,8 Bb 12,4 Bb 15,9 Ba
Pi2 233 Ba 216 Bb 11,7 Bb 15,8 Ba
Pi3 22,2 Ba 188 Bb 11,3 Bb 130 Ba
Pi4 23,7 Ba 20,9 Bb 147 Bb 186 Ba
Pi5 224 Ba 20,2 Bb 136 Bb 18,0 Ba
Pi6 22,7 Ba 198 Bb 128 Bb 148 Ba
CV(%) 14,91 12,81
Area foliar (cm2 planta)
Pi0 362 Ab 541 Aa 324 Ab 477 Aa
Pil 152 Cb 247 Ba 143 Cb 225 Ba
Pi2 207 Bb 295 Ba 190 Bb 266 Ba
Pi3 89 Db 194 Ca 88 Db 179 Ca
Pi4 150 Cb 247 Ba 141 Cb 224 Ba
Pi5 212 Bb 286 Ba 194 Bb 258 Ba
Pi6 222 Bb 266 Ba 203 Bb 241 Ba
CV(%) 19,64 19,12

*Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variagdo. Pi0 — Testemunha sem nematoide;
Pil - Santo Antbnio da Patrulha (Amostra SAP01/Mil17): M. incognita Est. 2; Pi2 - Maquine (Amostra
11M/Mil18): M. incognita Est. 12; Pi3 — S&o Luiz Gonzaga(Amostra 119SLG/Mi22): M. incognita Est. 12;
Pi4- Frederico Westphalen (Amostra (9FW/Mi20): M. incognita Est. 12; Pi5 - Jaboticaba (Amostra
83J/Mi23): M. incognita Est. 11; Pi6 - Aratiba (Amostra 121A /Mi24): M. incognita Est. |11. a) gendétipo
mais suscetivel; b) genétipo menos suscetivel.
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Tabela 17 — indice de clorofila a, b e total de dois genétipos de cana-de-aglcar infectadas com seis
populacdes de Meloidogyne incognita.

Clorofila a
Populactes Experimento 1 Experimento 2
RB8675152 RB928064° RB8675152 RB928064°
Pi0 368 A* 381 A 387 A 357 A
Pil 251 B 235 B 216 B 298 B
Pi2 249 B 236 B 269 B 259 B
Pi3 245 B 227 B 248 B 247 B
Pi4 242 B 261 B 238 B 289 B
Pi5 271 B 233 B 236 B 294 B
Pi6 263 B 230 B 242 B 266 B
CV(%) 21,74 24,81 20,2 24,51
Clorofila b
P;0 164 A 170 A 183 A 169 A
Pl 49 B 28 C 60 B 101 B
P;2 65 B 57 B 87 B 76 B
P;3 46 B 53 B 73 B 80 B
Pi4 56 B 68 B 78 B 92 B
Pi5 69 B 39 C 66 B 95 B
Pi6 50 B 38 C 68 B 85 B
CV(%) 22,3 20,35 26,25 25,66
Clordfila Total
Pi0 532 A 551 A 569 A 526 A
Pil 300 B 318 B 276 B 399 B
Pi2 314 B 294 B 356 B 335 B
Pi3 291 B 263 B 321 B 327 B
Pid 297 B 328 B 316 B 382 B
Pi5 340 B 272 B 302 B 389 B
Pi6 313 B 268 B 311 B 351 B
CV(%) 18,74 15,76 21,14 25,95

*Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, maidsculas, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variacdo. Pi0 — Testemunha sem nematoide;
Pil - Santo Anténio da Patrulha (Amostra SAP01/Mil7): M. incognita Est. 2; Pi2 - Maquine (Amostra
11M/Mil18): M. incognita Est. 12; Pi3 — S&o Luiz Gonzaga(Amostra 119SLG/Mi22): M. incognita Est. 12;
Pi4- Frederico Westphalen (Amostra (9FW/Mi20): M. incognita Est. 12; Pi5 - Jaboticaba (Amostra
83J/Mi23): M. incognita Est. 11; Pi6 - Aratiba (Amostra 121A /Mi24): M. incognita Est. I1. a) genétipo
mais suscetivel; b) gendtipo menos suscetivel.
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Tabela 18 — Teor fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) de dois genétipos
de cana-de-agucar infectadas com seis populages de Meloidogyne incognita.

Fibra em detergente neutro (FDN)

Populactes Experimento 1 Experimento 2
RB867515? RB928064° RB8675152 RB928064°
Pi0 56,8 B 60,5 B 56,3 B 59,6 B
Pil 76,6 A 80,7 A 84,2 A 87,3 A
Pi2 84,6 A 86,0 A 83,8 A 89,3 A
Pi3 88,9 A 855 A 88,7 A 90,3 A
Pi4 86,8 A 81,0 A 85,6 A 932 A
Pi5 79,8 A 85,0 A 88,8 A 952 A
Pi6 90,6 A 895 A 90,1 A 955 A
CV(%) 18,68 19,79 19,61 24,05
Fibra em detergente acido (FDA)
Pi0 30,9 B 355 B 275 B 31,7 B
Pil 415 A 49,1 A 38 A 419 A
Pi2 44,6 A 46,3 A 399 A 42,7 A
Pi3 51,2 A 50,3 A 458 A 43,6 A
Pi4 50,6 A 48,4 A 453 A 441 A
Pi5 46,1 A 49,2 A 414 A 443 A
Pi6 48,7 A 476 A 435 A 453 A
CV(%) 19,45 18,36 18,88 21,25

*Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variacdo. Pi0 — Testemunha sem nematoide;
Pil - Santo Anténio da Patrulha (Amostra SAP01/Mil7): M. incognita Est. 2; Pi2 - Maquine (Amostra
11M/Mil18): M. incognita Est. 12; Pi3 — S&o Luiz Gonzaga(Amostra 119SLG/Mi22): M. incognita Est. 12;
Pi4- Frederico Westphalen (Amostra (9FW/Mi20): M. incognita Est. 12; Pi5 - Jaboticaba (Amostra
83J/Mi23): M. incognita Est. 11; Pi6 - Aratiba (Amostra 121A /Mi24): M. incognita Est. |11. a) gendétipo
mais suscetivel; b) genétipo menos suscetivel.
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Tabela 19 — Teor de lignina (%), celulose (%) e hemicelulose (%) da parte area de dois gendtipos de
cana-de-acUcar infectadas com seis populacbes de Meloidogyne incognita.

Lignina (%)
Populactes Experimento 1 Experimento 2
RB8675152 RB928064° RB8675152 RB928064°
Pi0 3,0 B* 28 B 32 B 35 B
Pil 52 A 6,7 A 57 A 72 A
Pi2 48 A 6,7 A 53 A 72 A
Pi3 70 A 81 A 6,5 A 86 A
Pi4 6,2 A 8,0 A 6,7 A 85 A
Pi5 57 A 7.7 A 6,2 A 82 A
Pi6 50 A 6,2 A 55 A 6,7 A
CV(%) 24,26 26,66 23,19 24,5
Celulose (%)
Pi0 279 B 325 B 243 B 282 B
Pil 36,4 A 42,4 A 324 A 369 A
Pi2 39,8 A 39,6 A 346 A 34,7 A
Pi3 452 A 42,1 A 393 A 36,6 A
Pi4 44,4 A 40,4 A 38,6 A 352 A
Pi5 40,4 A 415 A 352 A 36,1 A
Pi6 43,7 A 41,4 A 38,0 A 36,0 A
CV(%) 19,87 18,74 26,74 24,89
Hemicelulose (%)
Pi0 229 B 251 B 28,8 B 27,8 B
Pil 351 A 415 A 39,2 A 46,2 A
Pi2 34,0 A 39,7 A 43,9 A 45,4 A
Pi3 396 A 452 A 429 A 50,3 A
Pi4 36,3 A 446 A 40,3 A 49,6 A
Pi5 33,7 A 458 A 374 A 50,9 A
Pi6 42,0 A 41,8 A 46,7 A 46,6 A
CV(%) 22,7 21,81 23,59 26,8

*Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, maidsculas, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variagdo. Pi0 — Testemunha sem nematoide;
Pil - Santo Antbnio da Patrulha (Amostra SAP01/Mil17): M. incognita Est. 2; Pi2 - Maquine (Amostra
11M/Mil18): M. incognita Est. 12; Pi3 — S&o Luiz Gonzaga(Amostra 119SLG/Mi22): M. incognita Est. 12;
Pi4- Frederico Westphalen (Amostra (9FW/Mi20): M. incognita Est. 12; Pi5 - Jaboticaba (Amostra
83J/Mi23): M. incognita Est. 11; Pi6 - Aratiba (Amostra 121A /Mi24): M. incognita Est. I1. a) genétipo
mais suscetivel; b) gendtipo menos suscetivel.

No presente estudo foi verificado que independemente das populacfes de M.

javanica e M. incognita, houve reducdao significativa no desenvolvimento das plantas
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de cana-de-acUcar parasitadas por ambas as espécies, sendo esses efeitos, também
notados pelas correlacdes negativas da reproducdo e numero de galhas de ambas as
espécies de Meloidogyne com a massa fresca da parte aérea (R=-0,60 a -0,89), massa
fresca da raiz (R=-0,60 a -0,89), area foliar (R=-0,77 a -0,91), nimero de perfilhos (R=-
0,62 a -0,82), clorofila (R=-0,75 a -0,90), dentre outras caracteristicas das plantas
inoculadas. No entanto, pela analise dos dados, existem populacdes mais agressivas
gue outras considerando-se aquelas variaveis relacionadas ao patégeno (danos e
reproducdo), a parte da planta afetada (massa fresca da parte aérea e raizes, altura,
area foliar, clorofila total) ou outras caracteristicas ligadas a sua constituicdo como a
lignina. Esses danos ocorrem por haver comprometimento na absorcdo de agua e
nutrientes das raizes das plantas infectadas pelonematoide-das-galhas, o que afeta,
consequentemente, seu desenvolvimento vegetativo conforme ja relatado em outros
patossistemas (SHARMA et al., 1993; ASMUS; FERRAZ, 2001). Durante o processo
infectivo das raizes pelos nematoides-sedentarios, ocorre a demanda de energia por
parte do patégeno para o seu crescimento e sua reproducéo. Para os hematoides-de-
galhas, que modificam as células que os alimentardo, ocorre a hiperplasia e hipertrofia
das células nutridoras e a captacdo de nutrientes da planta, havendo uma demanda
de carbono proveniente da planta (MOENS et al., 2009). Neste sentido, e levando em
consideracdo a divisdo espacial entre fonte e dreno, 0os nematoides assumem
caracteristica de dreno, ou seja, ha transporte de nutrientes organicos da parte aérea
para um local distante, as raizes, que nutrirdo os nematoides (CARNEIRO;
MAZAFFERA, 2001; MOENS et al., 2009).

Os menores valores apresentados para massa fresca da parte area e do
sistema radicular das plantas inoculadas indicam que o parasitismo do nematoide-
das-galhas acarreta diminuicAo do crescimento das plantas, 0 que repercute
diretamente nas caracteristicas produtivas da cana-de-acucar, diminuindo altura, area
foliar das plantas, indices de clorofila e, verificado no presente estudo, que, por
consequéncia, no final do ciclo da cultura, ira influenciar na sua produtividade,
conforme evidenciado pelas correlacdes negativas acima relatadas. A interferéncia
negativa de Meloidogyne spp. sobre o desenvolvimento das plantas de cana-de-
acucar também foi observada por Dinardo-Miranda (2005). O referido autor relata que
em consequéncia do ataque deste nematoide, houve reducdo do na quantidade de
raizes, menor absorcdo de agua e nutrientes e, consequentemente, as plantas se

desenvolveram menos e ficaram amareladas.
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Em estudo semelhante, conduzido no patossistema cana-de-aglucar X
Pratylenchus spp., Barbosa et al. (2013) avaliaram a agressividade de populacdes do
nematoide-das-lesbes-radiculares (P. brachyurus e P. zeae) na variedade CTC 2. Os
autores verificaram que para as variaveis estudadas (perfilhamento, massa fresca,
diametro do colmo e altura de planta), ndo houveram diferengas significativas quando
as populacdes foram comparadas entre si, porém, todas elas afetaram negativamente
o desenvolvimento das plantas quando comparadas a testemunha ndo inoculada.
Dinardo-Miranda (1994), estudando o comportamento de plantas de cana-de-agucar
inoculadas com P. zeae e P. brachyurus, avaliou o efeito dessas espécies sobre o
desenvolvimento das plantas, verificou poucas diferencas significativas entre os
valores das diferentes variaveis (massa fresca de raiz e da parte aérea) entre as
testemunhas e aquelas plantas inoculadas com uma ou outra espécie de nematoide.
Em outro estudo, o mesmo autor (DINARDO-MIRANDA,1999), avaliando o
comportamento de seis genoétipos de cana-de-acUcar ao parasitismo de P. zeae,
constatou reducéo na produtividade, deixando evidente as perdas causadas por esse
nematoide aos canaviais infestados.

A reducao da area foliar da cana-de-acucar verificada no presente estudo, para
ambas as espécies do nematoide-das-galhas, pode estar relacionada com o seu
menor desenvolvimento vegetativo. Pois a folha € a estrutura responsavel pela
produgdo da maior parte dos carboidratos essenciais ao crescimento e
desenvolvimento dos vegetais (HERMANN; CAMARA 1999). Benincasa (1988) relata
gue as folhas sdo os érgdos responsaveis por 90% da massa seca acumulada nas
plantas, resultante da atividade fotossintética. Assim, fatores como temperaturas
elevadas, interacdo com patdgenos e periodos de estresse hidrico causam a
diminuicdo da area foliar, pois aceleram o processo de senescéncia das folhas verdes
(INMAM-BAMBER, 2004). Neste sentido, Wahid (2004) acrescenta que em condic¢des
de estresses bidticos com patégenos, gendtipos mais suscetiveis seriam mais
prejudicados por reduzirem sua massa de folhas e sua area foliar. Alem desses
fatores, a deficiéncia de nitrogénio também pode reduzir a capacidade fotossintética
(MEINZER; ZHU, 1998).

A expressiva reducdo da area foliar em funcéo da infeccdo por M. javanica ja
foi observado em soja (SHARMA; RODRIGUEZ, 1982; ASMUS; FERRAZ, 2001) e
entre M. incognita e tomateiro (FORTNUM et al.,, 1991), dentre varias outras

interacdes, envolvendo espécies de nematoides em diferentes culturas (POSTUKA et
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al., 1986; NAGESH; DHAWAN,1988; FASAN; HAVERKORT, 1991; KAUSHAL;
MADAVI, 1992; SCHANS; ARNTZEN, 1991; SHARMA et al., 1993). Os nematoides-

de-galhas utilizam rapidamente o carbono fixado nas folhas e consomem uma
significativa parte do total de energia produzida pelas plantas (MELAKEBERHAN et
al., 1990; CARNEIRO et al., 1999). O grande volume e o elevado conteudo protéico
do corpo das fémeas de Meloidogyne spp. associados a alta capacidade de producéo
de ovos e as modificacbes que causam na organizacao e fisiologia das raizes, alteram
0 padréo energético das plantas, comprometendo a capacidade das plantas de manter
e expandir certas estruturas, como as folhas (BIRD, 1974; ASMUS; FERRAZ, 2001).

A reducao significativa dos indices de clorofila das plantas de cana-de-acgucar
inoculadas com Meloidogyne spp. se deve, provavelmente, a falta de translocacédo de
nutrientes essenciais a constituicdo da molécula de clorofila, que tém sua absorcao
afetada pelo parasitismo de nematoides (KOENNING; BARKER, 1995; GONCALVES
et al., 1995). O teor de clorofila permite avaliar o indice de intensidade da cor verde
em varias espécies de plantas (NASCIMENTO JUNIOR, 2012), sendo que a perda de

pigmento € um indicador visivel de eventos como estresse ou deficiéncia hidrica em
plantas. De acordo com Asmus e Ferraz (2001), os fitonematoides podem causar
estresse hidrico em plantas a ponto de intervir no teor de clorofila, o que pode explicar
os resultados da presente pesquisa. Em trabalho com Pratylenchus thornei e
Helicotylenchus multicinctus, em arroz, os autores observaram que estes nematoides
podem provocar reducdes no contetudo de clorofila (DUTTA et al., 1990). Menores
teores de clorofila presente nas folhas das plantas induzem a reducgéo da atividade
fotossintética acarretando em consequéncia uma reducado de foto-assimilados, como
pode-se verificar para a cultura do tomate, arroz, soja, batata e de plantas medicinais
guando atacadas por fitonematoides (LOVEYS; BIRD, 1973; WALLACE, 1974, BIRD,
1974; BHUDANANANDA; PRASAD, 1989; BALOGUN; BABATOLA, 1990; SCHANS;
ARNTZEN, 1991; MELAKEBERHAN, 1999).

Os niveis de fibra em detergente neutro (FDN) e em detergente acido (FDA)
detectados nesse estudo dédo indicios da interferéncia de Meloidogyne spp. uma vez
gue ambos estéo ligados diretamente a digestibilidade das fibras da cana-de-acglcar
por amimais ruminantes, uma vez que indices mais baixos destas variaveis
proporcionam um melhor aproveitamento pelo animal (LEMOES et al., 2016). Os
teores de fibras estdo intimamente ligados com os teores de lignina, celulose e
hemicelulose; quanto maiores estes valores, maiores serdo os valores de FDN e FDA
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(LEMOES et al., 2016). Outro ponto importante que se deve levar em consideracéo é
a variacdo da composicdo nutricional da cana-de-acucar em funcdo da idade da
planta. No presente trabalho, as plantas foram avaliadas aos 120 dias apés a
inoculacdo dos nematoides. De acordo com Anjos et al. (2008), quanto mais madura
estiver a cana-de agucar, maior 0 seu teor de acgucar e menor o seu teor de fibra,
sendo maior o seu valor nutritivo para alimentacdo animal. Nesse sentido, avaliando-
se 0 material inoculado aos 300 dias (primeira colheita), diferencas menos acentuadas
podem ser detectadas, o que demanda a conducéo de estudos adicionais para
elucidar tal questéo.

Outro fator importante que pode estar ligado ao aumento dos teores lignina,
celulose e hemicelulose, na parte area de cana-de-acucar, pode estar ligado a uma
resposta de resisténcia das plantas parasitadas pelas duas espécies de Meloidogyne.
Como por exemplo, tomateiros atacados por Meloidogyne spp. apresentaram um
maior acumulo de lignina nas raizes das plantas (KUMAR; KHAANA, 2006). Muitas
vezes, na infec¢do de células vegetais por patdégenos, ocorre um acumulo de lignina,
celulose e hemicelulose, no ponto de entrada, cuja substancia mais encontrada é a
primeira, a qual pode ser depositada longe do ponto inicial onde ocorreu a infe¢cado do
patégeno (SOMSSICH; HAHBROCK, 1998; BARROS et al., 2010). A lignina parece
aumentar a resisténcia da parede celular a enzimas digestivas dos agressores
(patdégenos). Isso pode explicar o acumulo acentuado desta fracdo da fibra na parte
area das plantas infectadas por ambas espécies do nematoide-das-galhas, conforme
observado no presente estudo.

De uma forma geral, as interacdes encontradas neste estudo reforcam a
importancia de conducdo de novos trabalhos relacionados a agressividade de
nematoides parasita de plantas em espécies vegetais para o desenvolvimento de
pesquisas voltadas a resisténcia genética de cultivares associados ou nao a outras
estratégias de manejo. Os resultados desta pesquisa corroboram com aqueles
observados por Bisognin (2017) estudando a agressividade de populacdes de P. zeae
e P. brachyurus em cana-de-aclcar. Neste trabalho o autor verificou que além de
ambas espécies do nematoide-das-lesbes influenciaram negativamente o
desenvolvimento das plantas, a maior ou menor intensidade sobre tais foi relacionada
a agressividade das populacdes. Lima-Medina et al. (2017) estudando o patossistema
batata x M. javanica, evidenciaram que existe interagao entre cultivares e populacoes

da mesma espécie, e, por fim, os autores relatam a importancia de se selecionar
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populacdes mais agressivas para estudos de resisténcia genética. Da mesma forma,
Somavilla (2008), avaliando a relacdo entre resisténcia de cultivares de videira e
populacdes de M. ethiopica, observou que existem populagdes mais agressivas que
outras e que cultivares de Vittis labrusca foram mais suscetiveis. Mattos et al. (2016)
estudando a agressividade de diferentes populacfes de M. javanica e M. morocciensis
em gendtipos de soja, provenientes de areas com vegetacdo nativa e de soja,
observaram diferentes niveis de agressividade entre as populacdes e que aquelas
mais agressivas foram provenientes da mesma cultura testada. Da mesma forma,
Brum (2017) estudando a agressividade de popula¢des de M. graminicola em cinco
cultivares de arroz, verificou interacdo significativa entre as populacfes testadas e
genadtipos quanto a severidade dos danos na cultura e ao fator de reproducédo do
nematoide. Desta forma, tais trabalhos relatados demonstram a importancia de se
utilizar populagces agressivas em screenings para selecao de materiais.

Embora a populagéo P;3 de M. javanica tenha sido a mais agressiva nos dois
gendtipos de cana-de-acucar testados, ndo foi possivel relacionar as diferencas
encontradas com respectivos fendtipos esterasticos e 0s agrupamentos genéticos
(Capitulo 1), uma vez que a populacdo P;3 (Amostra 134P /Mj1) com fenétipo de
esterase J3, se agrupou préximo as demais populacdes de M. javanica com outros
fenétipos. O mesmo pode ser observado para M. incognita, sendo a populacdo Pi3
(Amostra 119SLG/Mi22), foi a mais agressiva em varios paramentos avaliados, sendo
esta populacdo muito proéxima genética e molecularmente das demais populacdes,
independentemente do fendtipo de esterase. A baixa relacdo entre estudos de
variabilidade genética intraespecifica de populacbes de Meloidogyne spp. e
agressividade, tem sido observada por outros autores. Oliveira et al. (2011) verificaram
gue populagbes de M. incognita Est.Mdh I1N1 raca 2, comportaram-se de forma
diferenciada em cultivares de café com diferentes niveis de resisténcia. Xu (2002)
estudando trés populacbes de M. konaensis com diferentes perfis de malato
desidrogenase (MKF1, MKI1 e MKI1-F1) também observou comportamento
diferenciado na cultura do café, tomate e pepino. Em outro trabalho, Polharel et al.
(2007), avaliando diferentes populagdes de M. graminicola em cultivares de arroz, néo
verificou correlacdo entre a regiao internal transcribed spacer (ITS) das populagbes
do nematoide avaliadas com a agressividade nas cultivares. Populacdes de M.
incognita Est. S2 foram pouco agressivas a diferentes cultivares de cafeeiro (MUNIZ

et al., 2009). Em trabalhos conduzidos por Santos et al. (2012), essas mesmas
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populacdes, em andlise filogenética, se agruparam parcialmente separadas das
demais populacdes (I1 e 12), mostrando haver baixa correlacdo entre variabilidade
genética, fendtipos de enzima e filogenia das populacdes.

Considerando-se os resultados obtidos nesse estudo, verificou-se que as
variaveis numero de galhas, fator de reproducdo e desenvolvimento de plantas sédo
importantes para determinar os danos ocasionados por diferentes populagdes de M.
javanica e M. incognita em genotipos de cana-de-agucar. Trabalhos nessa linha sao
importantes, uma vez que ainda ndo se dispde de materiais resistentes de Saccharum
spp. para ambas as espécies visando a utilizacdo futura desses materiais no campo
ou como progenitores. Desta forma, investigacdes futuras quanto a agressividade
desse patdégeno e suas consequéncias nas plantas podem contribuir na adocéo de

estratégias de manejo do nematoide-das-galhas na cultura da cana-de-acucar.

3.4 Conclusbes

Existe interacdo entre gendtipos de cana-de-agUcar e populacbes de M.
javanica e M. incognita onde algumas populacdes sédo mais agressivas.

Meloidogyne incognita e M. javanica afetam negativamente odesenvolvimento
da cana-de-acucar influenciando as diferentes varidveis de crescimento,
digestibilidade de fibras, solidos soluveis e componentes da parede celular da parte

area.
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4 CAPITULO Il - REACAO DE GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR A
Meloidogyne javanica E Meloidogyne incognita E
PATOGENICIDADE DE OUTRAS ESPECIES DO
NEMATOIDE-DAS-GALHAS NA CULTURA

4.1 Introducéao

A cana-de-acUcar (Saccharum spp. L hibrido) é uma das culturas mais
importantes no cenario socioecondmico brasileiro e internacional. A produgcédo mundial
de cana-de-acUcar € de aproximadamente de 2,5 bilhdes de toneladas anuais. No
Brasil, a producéo gira em torno de 658 milhdes de toneladas em mais de 9 milhdes
de hectares cultivados, sendo o pais, responsavel por 25% da producao cuja matéria-
prima é destinada a producdo de acgucar, alcool, aguardente e também para a
alimentacao animal (CONAB, 2017).

Apesar do crescente aumento na area e produtividade da cana-de-acucar nas
Ultimas safras, diversos fatores tém sido limitantes a producdo, dentre esses, 0s
fitonematoides. Diferentes espécies desses patdgenos afetam negativamente a
cultura em praticamente todas as regiées do mundo onde ela é cultivada. Conforme
Cadet e Spaull (2005), mais de 300 espécies de fitonematoides, distribuidas em 48
géneros, sdo associadas ao cultivo de cana-de-agucar, cujas perdas médias séo
estimadas em 20%. No entanto, os prejuizos podem variar em funcdo das espécies
envolvidas, seus niveis populacionais, da suscetibilidade da variedade, além do
periodo de cultivo do ano (CHAVES et al., 2009).

No Brasil, os nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.) e das lesbes
radiculares (Pratylenchus spp.) sdo os mais frequentes e estéo relacionados a danos
na cultura da cana-de-agucar (DINARDO-MIRANDA et al., 2008; SEVERINO et al.,
2010; BELLE et al., 2014). Na regido nordeste e em S&o Paulo foi verificada a
ocorréncia M. javanica e M. incognita em lavouras cana-de-acucar (DINARDO-
MIRANDA et al., 2003a; DINARDO-MIRANDA, 2008; NORONHA et al., 2017). J& na
regido Sul, em levantamento nematoldgico realizado no Paranda, Severino et al. (2008)

verificaram que as espécies do nematoides-das-galhas mais frequentes foram
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Meloidogyne javanica seguido de M. incognita. Em trabalho recente, no Rio Grande
do Sul, Bellé (2014) também observou predominancia de M. javanica.

A importancia dos nematoides-das-galhas para a cultura da cana-de-acucar
pode ser especialmente verificada com a diminuigdo na produtividade em funcao das
dificuldades de manejo destes patdégenos (BARROS et al.,, 2005; DINARDO-
MIRANDA et al., 2008). Varios métodos de controle visando diminuir as populacdes
de fitonematoides na cultura, a niveis abaixo do limiar de dano econdémico, tém sido
estudados. Dentre esses, citam-se 0 uso de nematicidas, a rotacdo de culturas, o
revolvimento do solo, a incorporacdo de matéria organica e o uso de gendtipos
resistentes ou tolerantes (BARROS et al., 2000). De uma forma geral, a resisténcia
genética € considerada uma das praticas de controle mais desejadas por ser
economicamente viavel, acessivel aos produtores e ndo apresentar riscos a saude
humana e ao meio ambiente. Entretanto, para cultura da cana-de-acucar, ndo ha
variedades com resisténcia aos nematoides-das-galhas disponiveis no mercado
brasileiro (DIAS-ARIEIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2012).

Nos ultimos anos, 0 expansao das areas de cultivo com cana-de-agUcar tem
evidenciado a exposicdo da cultura a outras espécies de Meloidogyne, como M.
ethiopica, M. luci, M. hapla, M. arenaria (Est. A2 e A1) (BELLE, 2014), bem como M.
morocciensis e M. enterolobii, que foram detectadas no presente estudo. Estas
espécies tém causado preocupacado por serem extremamente agressivas em culturas
como a goiaba, videira, kiwi, soja, batata, berinjela e fumo (CARNEIRO et al., 2003;
CARNEIRO; et al., 2006; ALMEIDA et al., 2011; GOMES et al., 2008; LIMA-MEDINA
et al., 2014). Na literatura h&d poucos estudos ligados a patogenicidade destas
espécies a cultura da cana-de-acucar. Considerando-se a liberacdo de gendtipos
novos para plantio em areas comerciais, especialmente para o estado do Rio Grande
do Sul e a ocorréncia de espécies até entdo nao detectadas ou pouco frequentes em
cana-de-acucar, informacdes sobre a resisténcia tanto das variedades em uso como
novos materiais aos nematoides-das-galhas, sdo importantes para o manejo da
cultura.

Desta forma, teve-se por objetivo no presente estudo: a) avaliar a reagao de
genotipos de cana-de-agucar a M. javanica e M. incognita; b) estudar o impacto de M.
javanica, M. incognita e M. arenaria sobre diferentes aspectos do desenvolvimento e

composicdo da parte aérea da cana-de-acucar; e, c) avaliar a patogenicidade de
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espécies menos frequentes (M. ethiopica, M. luci, M. hapla, M. arenaria, M.

morocciensis e M. enterolobii) na cultura.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Reacdo de gendétipos de cana-de-acUcar a Meloidogyne spp. eprospecc¢ao

dos danos causados pelo nematoide

Vinte e cinco gendtipos de cana-de-acgucar (RB006970, RB006995, RB006996,
RB008347, RB016916, RB036088, RB036152, RB72454, RB845210, RB867515,
RB925268, RB92579, RB931003, RB946903, RB951541, RB965560, RB965902,
RB966928, RB975932, RB98710, RB987935, RB988082, RB99368, RB996519,
RB996527) adaptados as condic6es edafocliméaticas do Rio Grande do Sul e
provenientes do programa de melhoramento da RIDESA (Rede Interuniversitaria para
o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético), em parceria com a Embrapa Clima
Temperado, foram avaliados quanto a reacdo a Meloidogyne spp., em casa de
vegetacdo, no periodo de novembro de 2016 a marco de 2017, sob condicdes
controladas (25 = 3°C). Para tanto, as plantas de cana-de-acucar utilizadas nesse
estudo foram produzidas de acordo com o sistema de mudas pré-brotadas (MPB)
adaptado de Landell et al. (2013).

Populacdes puras de M. javanica (Est J3) (Amostra 134P/Mj1/P;3) e de M.
incognita (Est 12) (Amostra 119SLG/Mi22/ Pi3), as provenientes de cana-de-aglcar e
mantidas em tomateiro 'Rutgers' (Solanum lycopersicum L), em vaso com solo
esterilizado, em casa de vegetacdo (25 + 2°C), foram utilizadas como inoculo.
Periodicamente, ambas as espécies foram avaliadas quanto identidade através da
caracterizacdo bioquimica dos respectivos fenotipos de esterase pela técnica de
eletroforese (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001) conforme capitulo 1. Plantas individuais
de cana-de-acgucar dos diferentes genoétipos, mantidas em vasos de 3500 cm3 de solo
esterilizado (mistura de vermiculita e solo na proporcao 1:3), foram inoculadas com
uma suspensédo de 5.000 ovos + juvenis de segundo estadio (J2) (populagéo inicial)
de cada uma das espécies de Meloidogyne em estudo (HUSSEY; BARKER, 1973;
BONETTI; FERRAZ 1981), separadamente. A inoculagéo foi realizada em trés orificios
de quatro cm de profundidade, ao redor de cada planta de cana-de-agucar. Plantas

nao inoculadas e mantidas nas mesmas condi¢des, foram adicionadas ao
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estudo para comparacao do desenvolvimento vegetativo. O ensaio seguiu o
delineamento inteiramente atualizado em esquema fatorial com seis repeticdes.

Apo6s 120 dias da inoculacao, as raizes de cada planta foram separadas da
parte aérea, lavadas e avaliadas quanto & massa fresca de parte aérea e da raiz (g),
altura (comprimento/distancia da base da planta até o colarinho (folha +1)) (cm),
diametro do colmo (mm), nimero de perfilhos, area foliar (cm?) (HERMANN;
CAMARA, 1999) e nimero de galhas. A seguir, realizou-se a extra¢do de ovos + J2
das raizes de cada planta (populacdo final) conforme metodologia citada, para
guantificacdo de nematoides e determinacdo do fator de reproducdo do nematoide
(FR=populacéao final/populacéo inicial) (OOSTENBRINK, 1966) de cada espécie de
Meloidogyne, em cada repetigao.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Para a variavel nimero de galhas foi necessaria a transformacédo
[V(x+0,5)]. Posteriormente, os dados foram submetidos a anélise de variancia
(p<0,05), em esquema fatorial, sendo as médias de cada tratamento comparadas
entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-
se o software GENES (CRUZ, 2006). Adicionalmente, a reacdo dos genotipos de
cana-de-acucar foi classificada de acordo com os valores de FR de cada um dos
nematoides testados, considerando-se como resistentes, aqueles cujo nematoide
apresentou FR<1,00 e suscetiveis, aqueles com FR=1,00. Embora tenha sido aplicado
conceito de Oostenbrink (1966), adicionalmente também se avaliou as diferencas
entre 0s materiais genéticos, com base nos diferentes graus de suscetibilidade
proposto por Trudgill (1991). Complementarmente, os valores das diferentes variaveis

foram correlacionados entre si pela anélise de correlacdo de Pearson.

4.2.2 Impacto de diferentes espécies Meloidogyne no desenvolvimento de

plantas de cana-de-agucar

O experimento foi conduzido no periodo de dezembro de 2016 a novembro de
2017, em telado, no Setor de Agroenergia da Embrapa Clima Temperado, utilizando-
se para este estudo, o gendétipo RB867515 por representar 27% da area cultivada no
Brasil (BRAGA-JUNIOR et al., 2017), cujas mudas foram produzidas conforme

descrito anteriormente.
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Utilizou-se como inéculo, populacdes puras de M. javanica (Est J3/ Amostra
134P/Mj1/P;3), M. incognita (Est 12/ Amostra 119SLG/Mi22/ Pi3) sendo estas as mais
agressivas (capitulo 2) e M. arenaria (Est A2/ Amostra 160) mantidas e reproduzidas
conforme detalhado anteriormente.

Plantas individuais de cana-de-agucar ‘RB867515’, mantidas em vasos de 20 L
com solo esterilizado (mistura de vermiculita + solo na proporcdo 1:3), foram
inoculadas separadamente com uma suspenséao de 5.000 ovos + juvenis de segundo
estadio (J2) de cada uma das espécies de Meloidogyne obtida conforme método de
Hussey e Barker, (1973) modificado por Bonetti e Ferraz (1981). Plantas do mesmo
gendtipo ndo inoculadas, foram adicionadas ao estudo para comparacdo do
desenvolvimento vegetativo. O ensaio seguiu o0 delineamento inteiramente
casualidade com seis repeticoes.

Apéds 330 dias da inoculagéo, as raizes de cada planta foram separadas da
parte aérea, avaliadas quanto a massa fresca da parte aérea e da raiz (g). Além disso,
também foi realizada a mesuracédo da altura de plantas (cm), o diametro do colmo
(cm), a medicéo da area foliar (cm2) (HERMANN; CAMARA, 1999), e, do indice de
clorofila foliar (ICF); massa fresca dos colmos, e, a contagem do numero de perfilhos,
internddios e do numero de galhas nas raizes.

A seguir, realizou-se a extracdo de ovos + J2 das raizes de cada planta
(populacgao final) conforme metodologia citada anteriormente para quantificacdo da
populacdo final de nematoides e determinacdo dos fatores de reproducdo do
nematoide (FR=populac¢éo final/populacédo inicial) (OOSTENBRINK, 1966) em cada
repeticdo e também foi determiando o nimero de nematoides por grama de raizes.
Na sequéncia, as amostras dos colmos de cana-de-acucar de cada repeticdo, foram
submetidas a prensagem a 250 kg cm? e o volume do caldo foi medido.
Posteriormente, foi triturada e seca em estufa de circulagéo forcada (60° C por 96
horas) e depois moida e separada 50 g para analise de digestibilidade (FDN e FDA),
celulose, hemicelulose e lignina através da espectroscopia de infravermelho proximo
(NIR) (modelo NIR FLEX N500, BUCHI). Também foi determinado teor de sacarose
aparente do caldo (POL) e agucares redutores do caldo (AR) no NIR.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Para a variavel nuimero de galhas foi necesséaria a transformacéo
[V(x+0,5)]. Posteriormente, os dados foram submetidos & andlise de variancia

(p=0,05), sendo as médias de cada tratamento comparadas entre si pelo teste de de
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Duncan a 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o software GENES (CRUZ,
2006). Complementarmente, os valores das diferentes variaveis foram

correlacionados entre si pela analise de correlacdo de Pearson.

4.2.3 Patogenicidade de Meloidogyne spp. em diferentes variedades de cana-de-

acucar

Foram realizados diferentes ensaios em casa de vegetacdo para avaliar a
patogenicidade das diferentes espécies de Meloidogyne detectadas no presente
estudo e em trabalho recente conduzido por Bellé (2014) em cana-de-acUcar. Para
tanto, populag@es puras de seis diferentes espécies de Meloidogyne, foram utilizadas
nesse estudo, conforme a tabela 20. A escolha da variedade foi em funcdo da

ocorréncia do nematoide-das-galhas detectado no referido genétipo.

Tabela 20 - Espécies Meloidogyne e variedades de cana-de-agUcar usadas no teste de patogenicidade.

Fenétipo Populacéo/

Espécie de esterase Localidade Variedade

M. arenaria A2 160 — Viam&o/RS RB966928
M. arenaria Al 111 - Santo Angelo/RS RB867515
M. enterolobii M2 141 — Maquiné/RS RB935581
M. ethiopica E3 25 — Caicara/RS RB72454
M. hapla H1 19 - Vicente Dutra/RS RB845057

M. luci L3 154 - Caxias do Sul/RS RB946903

M. morocciensis A3 169- Santa Maria-RS RB855156

As mudas das diferentes variedades de cana-de-acucar foram obtidas pelo
sistema de multiplicacdo de mudas pré-brotadas (MPB), adaptado de Landell et al.
(2013) conforme ja detalhado. Cada populacdo de Meloidogyne foi multiplicada em
plantas de tomate ‘Rutgers’ e mantidas em vaso contendo solo esterilizado, em casa
de vegetacdo, sendo a pureza de cada uma verificada periodicamente, por
eletroforese (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001).

Plantas individuais de cana-de-agucar das diferentes variedades, mantidas em
vasos com solo esterilizado, foram inoculadas com uma suspensao de 5.000 ovos +
juvenis de segundo estadio (J2) de cada espécie de Meloidogyne obtida conforme

método de Hussey e Barker, (1973) modificado por Bonetti e Ferraz (1981), utilizando-
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se seis repeticbes para cada espécie testada. Plantas de cana-de-acuUcar, das
mesmas variedades, ndo inoculadas com o nematoide-das-galhas, foram utilizadas
para avaliacdo do impacto do nematoide sobre o desenvolvimento vegetativo. O
ensaio seguiu o delineamento inteiramente casualizado com seis repeticdes por
tratamento.

Apoés 120 dias da inoculacao, as raizes de cada planta foram separadas da
parte aérea, lavadas e avaliadas quanto a massa fresca da parte aérea e do sistema
radicular (g), altura de plantas (cm), didametro do colmo (mm), niumero de perfilho, area
foliar (cm?) e o numero de galhas por sistema radicular. A seguir, realizou-se a
extracdo de ovos e J2 das raizes (HUSSEY; BARKER, 1973; BONETTI; FERRAZ,
1981) para quantificacdo da populacédo final e posterior determinacdo do fator de
reproducdo (FR = populacdo final/populagdo inicial) de cada populacdo de
Meloidogyne (OOSTEMBRINK, 1966). Também foi estimado o nimero de nematoide
por grama de raiz que é definido pela razdo entre o niumero total de nematoides nas
raizes e a massa fresca do sistema radicular.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk; sendo a seguir, submetidos a analise de variancia (p<0,05). Em caso de

significancia estatistica, compararam-se os efeitos da inoculacéo pelo teste t (p<0,05).

4.3 Resultados de discussao

4.3.1 Reacdo de gendtipos de cana-de-aclucar a Meloidogyne spp. eprospeccao

dos danos causados pelo nematoide

Verificou-se interagédo significativa (p<0,05) entre os fatores para a grande
maioria das variaveis analisadas e relacionadas a danos e reproducdo dos
fitonematoides e aquelas associadas ao desenvolvimento das plantas de cana-de-
acucar avaliadas, para ambas as espécies de Meloidogyne.

Com relacdo aos danos no sistema radicular (Tabela 21), o genoétipo que
apresentou maior numero de galhas para as duas espécies do nematoide-das-galhas
(M. incognita e M. javanica) foi ‘RB931003’. Ja ‘RB008347’ e ‘RB946903’ foram
aqueles onde se verificaram o0os menores valores para M. incognita, diferindo

estatisticamente dos demais. Em relagdo ao numero de galhas por sistema radicular
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associadas a M. javanica, 0s genétipos com menores valores, foram também
‘RB008347° e ‘RB946903’, incluindo ‘RB036088’, ‘RB845210°’, ‘RB925268’,
‘RB965902’ e ‘RB975932'.

Analisando-se a reproducéo dos nematoides nos diferentes materiais genéticos
de cana-de-acUcar testados (Tabela 22), o gendtipo RB931003 foi 0 que apresentou
0os maiores valores de FR para M. incognita (FR= 96) e M. javanica (FR= 70). No
entanto, os menores valores de FR para M. incognita foram observados em
‘RB008347’ (FR= 14) e ‘RB946903’ (FR=18); e, para M. javanica, em ‘RB008347’ e
‘RB946903’, ‘RB008347’, ‘RB036088’, ‘RB845210’, ‘RB925268’, ‘RB946902’,
‘RB965902’ e ‘RB975932’ (FR= 14 a 20), a semelhanca dos menores danos nas raizes
de cana-de-acucar, conforme relatado anteriormente.

Quanto a densidade de ovos e J2 de Meloidogyne sp. por grama de raizes
de cana-de-acucar (Tabela 23), os gendétipos com 0s menores valores para M.
incognita foram RB008347 e RB946903; e, o maior valor, foi observado em
RB966928; ja para M. javanica, as maiores densidades populacionais/g deraizes
foi também verificada no gendtipo RB966928; e, o menor valor, em ‘RB008347’,
diferindo significativamente dos demais gendétipos.

Quando avaliou-se a interferéncia dos nematoides no desenvolvimento dos
gendtipos de cana-de-acucar, verificou-se que para a grande maioria dos
parametros analisados das plantas inoculadas com M. incognita e M. javanica,
ocorreram consideraveis reducdes significativas em relagcdo as plantas nao
inoculadas (testemunhas), conforme pode ser observado nas tabelas 24 a 30.

Em relacdo a massa fresca da parte aérea (Tabela 24) das plantas
inoculadas com M. incognita e M. javanica, verificou-se diferencas significativas
entre os genotipos inoculados e os mesmos materiais genéticos néo inoculados,
cuja reducéo no parametro avaliado foi de 49 a 81% para M. incognita e de 43 a
73% para M. javanica. Nos genotipos mais afetados por M. incognita, foram
verificadas reducdes da massa fresca da parte aérea nos genotipos RB72454,
RB965902, RB966928, RB98710, RB987935, RB99368 e RB996527; ja para M.
javanica, RB966928, RB98710, RB99368 foram aqueles que apresentam as
maiores redugles. Entretanto, ‘RB036152’, ‘RB931003’ e ‘RB008347’ foram
aqueles gendtipos em que se observaram as menores reducdes para ambas as

espécies de nematoide-das-galhas estudadas.
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Na avaliacdo da massa fresca do sistema radicular (Tabela 25), houve uma
reducdo de 56 a 83% do peso dos diferentes gendtipos inoculados com ambas as
espécies do nematoide-das-galhas estudadas. Porém, a menor interferéncia de
M. javanica sobre tal variavel foi observada em RB016916, e para M. incognita em
RB036152 e RB951541.

Em relacdo a altura das plantas (Tabela 26) parasitadas por M. incognita,
os gendtipos RB006970, RB006995, RB006996, RB008347, RB036152, RB867515,
RB925268, RB946903, RB975932, RB987935 apresentaram os maiores valores e,
diferiram dos demais tratamentos. Da mesma forma, os mesmos genaétipos de
cana-de-acucar quando inoculados com M. javanica tiveram o comportamento
semelhante para esta variavel, exceto o para o ‘RB987935’

Na andlise do didametro do colmo das plantas inoculadas com o nematoide-
das-galhas (Tabela 27), apesar dos gendétipos RB951541, RB965902, RB975932
inoculados com M. incognita apresentarem 0s maiores valores, as menores
reducdes foram observadas em ‘RB975932’. Para M. javanica, embora os valores
do diametro do colmo sejam numericamente maiores, nao diferiram
estatisticamente de M. incognita, sendo as menores interferéncias desse
nematoide sobre tal variavel observada em ‘RB008347’, ‘RB925268’, ‘RB951541°,
‘RB965902’, ‘RB966928’, ‘RB975932’, ‘RB99368’ ¢ ‘RB996519’.

Avaliando-se o numero de perfilhos (Tabela 28), ndo houve iteracéo
significativa entre materiais genéticos de cana-de-acgucar e inoculacdo. No entanto,
avaliando-se os efeitos das inocula¢des dentro de cada gendétipo, de uma forma geral,
houve uma reducao significativa do niamero de perfilhos das plantas parasitados pelas
duas espécies em comparacdo com a respectiva testemunha sem inoculacao.
Dependendo do gendtipo observou-se um decréscimo do numero de perfilhos de mais
de 60% para M. incognita e acima de 40% para M. javanica, sendo as menores
reducdes, observadas em ‘RB845210’ e ‘RB036152’ respectivamente

Em relacdo a area foliar (Tabela 29) dos gendétipos de cana-de-acgucar,
verificou-se um decréscimo da area foliar das plantas inoculadas com ambas as
espécies de nematodides, reduzindo, em média, 56 e 50% para M. incognita e M.
javanica, respectivamente, em relacdo as testemunhas nao inoculadas. Os genétipos
RB006970, RB72454, RB867515, RB946903, RB965902, RB966928, RB98710,
RB99368 e RB996527 foram aqueles que apresentaram maior reducdo da areafoliar
para M. incognita e M. javanica; e, 0os genoétipos RB006996, RB008347, RB036088,
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RB036152, RB845210, RB931003 e RB951541 foram os menos afetados para tal

variavel para ambas as espécies de nematoide-das-galhas.

Tabela 21 - Namero médio de galhas em raizes de diferentes genétipos de cana-de-acUcar inolucados
com Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica, em casa de vegetacao.

NUmero de galhas

Gendtipos - - : -

M. incognita M. javanica
RB006970 3406 E b* 4421 Ca
RB006995 5142 Da 4757 Ca
RB006996 5919 Ca 3451 Db
RB008347 1456 Fa 1320 Ea
RB016916 5584 D a 2895 Db
RB036088 7679 Ba 2083 Eb
RB036152 3873 Ea 4249 Ca
RB72454 6016 Ca 3059 Db
RB845210 3791 Ea 1778 Eb
RB867515 3728 Ea 3406 D a
RB925268 3355 Ea 1866 Eb
RB92579 5174 Da 3647 Db
RB931003 10035 Aa 7347 Ab
RB946903 1935 Fa 1799 Ea
RB951541 6166 Ca 3490 Db
RB965560 6675 Ca 3311 Db
RB965902 3918 Ea 1953 Eb
RB966928 7546 Ba 5467 Bb
RB975932 3190 Ea 1733 Eb
RB98710 6615 Ca 4113 Cbh
RB987935 5233 Da 3920 Cb
RB988082 5716 Da 5684 Ba
RB99368 4348 Ea 3619 Da
RB996519 6398 Ca 4351 Cbh
RB996527 3637 Ea 3409 Da
CV (%) 18,29

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo
diferem entre si pelo de teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%; CV = Coeficiente de Variacéo.



Tabela 22—Fator de reproducao de Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica em diferentes

gendtipos de cana-de-acgUcar.

Fator de Reproducao

Genétipos — Reacéo
M. incognita M. javanica

RB006970 32 Eb 42 Ca S
RB006995 49 Da 45 Ca S
RB006996 56 Ca 33 Db S
RB008347 14 Fa 13 Eb S
RB016916 53 Da 28 Db S
RB036088 73 Ba 20 Eb S
RB036152 37 Ea 41 Ca S
RB72454 57 Ca 29 Db S
RB845210 36 Ea 17 Eb S
RB867515 36 Ea 32 Da S
RB925268 32 Ea 18 Eb S
RB92579 49 Da 35 Db S
RB931003 96 Aa 70 Ab S
RB946903 18 Fa 19 Ea S
RB951541 59 Ca 33 Da S
RB965560 64 Ca 32 Db S
RB965902 37 Ea 19 Eb S
RB966928 72 Ba 52 Bb S
RB975932 30 Ea 17 Eb S
RB98710 63 Ca 39 Cb S
RB987935 50 Da 37 Chb S
RB988082 54 Da 53 Ba S
RB99368 41 Ea 35 Da S
RB996519 61 Ca 41 Cb S
RB996527 35 Ea 32 Da S
CV (%) 20,21

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo
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diferem entre si pelo de teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%; CV = Coeficiente de Variacao.



Tabela 23 - NUmero de nematoides (ovos + J2) por grama de raiz de Meloidogyne incognita e

Meloidogyne javanica em diferentes gendtipos de cana-de-acgUcar.

Genbtipos — NNGR

M. incognita M. javanica
RB006970 1503 Ca 1554 Ba
RB006995 2072 Ca 1480 Bb
RB006996 2198 Ca 1017 Cb
RB008347 431 Ea 340 Ea
RB016916 1871 Ca 839 Db
RB036088 2661 Ba 680 Db
RB036152 1255 Da 1144 Ca
RB72454 3210 Ba 1192 Cb
RB845210 1264 Da 563 Db
RB867515 1652 Ca 1195 Cb
RB925268 1135 Da 627 Db
RB92579 2281 Ca 1411 Bb
RB931003 2873 Ba 2134 Bb
RB946903 867 Ea 737 Da
RB951541 2211 Ca 896 Db
RB965560 2562 Ba 1236 Cb
RB965902 1857 Ca 780 Db
RB966928 4439 Aa 3119 Ab
RB975932 1509 Ca 577 Db
RB98710 3295 Ba 1836 Bb
RB987935 2819 Ba 1464 Bb
RB988082 2356 Ca 2079 Ba
RB99368 2285 Ca 1910 Ba
RB996519 2282 Ca 1467 Bb
RB996527 1725 Ca 1689 Ba
CV (%) 23,55

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, maidsculas, na coluna, nao
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diferem entre si pelo de teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%; CV = Coeficiente de Variacéo.
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Tabela 24 - Massa fresca da parte aérea (MFPA) de genétipos cana-de-acucar inoculados ou ndo com
Meloidogyne incognita ou Meloidogyne javanica.

Massa fresca da parte aérea (g)

Gendtipos

Testemunha M. incognita M. javanica
RB006970 3910 Ca 1122 Chb (-71) 146,4 Bb (-63)
RB006995 438,1 Ba 130,0 Bb (-70) 155,8 Bb (-64)
RB006996 336,6 Da 146,4 Bb (-56) 1747 Ab (-48)
RB008347 3838 Ca 1899 Ab (-51) 207,3 Ab (-46)
RB016916 3416 Da 1486 Bb (-57) 153,1 Bb (-55)
RB036088 313,7 Ea 160,8 Bb (-49) 180,3 Ab (-43)
RB036152 376,6 Ca 1909 Ab (-49) 2054 Ab (-45)
RB72454 4712 Aa 82,1 Db (-83) 1485 Bb (-68)
RB845210 4082 Ca 159,3 Bb (-61) 162,1 Ab (-60)
RB867515 3675 Da 1159 Cb (-68) 138,3 Bb (-62)
RB925268 428,8 Ba 159,3 Bb (-63) 147,2 Bb (-66)
RB92579 2951 Ea 132,8 Bb (-55) 1389 Bb (-53)
RB931003 4228 Ba 187,2 Ab (-56) 1934 Ab (-54)
RB946903 2965 Ea 1183 Ch (-60) 126,1 Bb (-57)
RB951541 3212 Ea 1545 Bb (-52) 1857 Ab (-42)
RB965560 3776 Ca 1410 Bb (-63) 1243 Bb (-67)
RB965902 3856 Ca 101,2 Db (-74) 1351 Bb (-65)
RB966928 4270 Ba 821 Db (-81) 848 Cbh (-80)
RB975932 3416 Da 119,1 Chb (-65) 189,9 Ab (-44)
RB98710 4315 Ba 945 Db (-78) 97,7 Chb (-77)
RB987935 4440 Ba 846 Db (-81) 1442 Bb (-68)
RB988082 328,1 Da 1422 Bb (-57) 137,8 Bb (-58)
RB99368 355,2 Da 89,7 Db (-75) 96,2 Ch (-73)
RB996519 3536 Da 1453 Bb (-59) 146,9 Bb (-58)
RB996527 2914 Ea 1141 Db (-61) 128,1 Bb (-56)
RM
CV(%) 25,44

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, néo
diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%;CV = Coeficiente de Variacao.
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Tabela 25 - Massa fresca do sistema radicular (MFSR) de genoétipos cana-de-agUcar inoculados ou ndo
com Meloidogyne incognita ou Meloidogyne javanica.

Massa fresca do sistema radicular (g)

Genotipos
Testemunha M. incognita M. javanica
RB006970  370,2 Ba 108,0 Ch (-71) 1356 Ab (-63)
RB006995 472,4 Aa 118,3 Chb (-75) 153,2 Ab (-68)
RB006996  451,7 Aa 128,4 Bb (-72) 1e61,7 Ab (-64)
RB008347  501,8 Aa 161,0 Bb (-68) 1848 Ab (-63)
RB016916  375,0 Ba 1422 Ab (-62) 1644 Ab (-56)
RB036088  381,1 Ba 137,6 Bb (-64) 146,1 Ab (-62)
RB036152  426,0 Ba 1471 Bb  (-65) 1771 Ab  (-58)
RB72454 460,0 Aa 89,3 Ch (-81) 122;3 Bb (-73)
RB845210  460,0 Aa 143,0 Bb (-69) 1505 Ab (-67)
RB867515  477,3 Aa 107,6 Ch (-77) 1358 Ab (-72)
RB925268  495,7 Aa 141,0 Bb (-72) 1419 Ab (-71)
RB92579 385,9 Ba 108,1 Ch (-72) 123,2 Bb (-68)
RB931003  454,7 Aa 166,5 Bb (-63) 164,1 Ab (-64)
RB946903  400,8 Ba 106,4 Ch (-73) 129,3 Bb (-68)
RB951541  428,6 Ba 133,0 Bb (-69) 185,7 Ab (-57)
RB965560  480,3 Aa 1242 Bb (-74) 127,7 Bb (-73)
RB965902  459,0 Aa 100,6 Chb (-78) 119,33 Bb (-74)
RB966928  480,8 Aa 81,0 Chb (-83) 83,6 Bb (-83)
RB975932  434,1 Aa 100,8 Ch (-77) 143,2 Ab (-67)
RB98710 498,0 Aa 95,7 Ch (-81) 106,8 Bb (-79)
RB987935  457,2 Aa 88,5 Ch (-81) 127,7 Bb (-72)
RB988082  411,7 Ba 115,7 Chb (-72) 130,3 Bb (-68)
RB99368 437,2 Aa 90,7 Ch (-79) 90,3 Bb (-79)
RB996519  439,0 Aa 133,6 Bb (-70) 1413 Ab (-68)
RB996527  392,8 Ba 100,5 Ch (-74) 96,2 Bb (-76)
CV(%) 26,76

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%;CV = Coeficiente de Variacao.
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Tabela 26 —Altura de plantas (AP) de genotipos cana-de-agUcar inoculados ou nao com Meloidogyne
incognita ou Meloidogyne javanica.

Altura de plantas (cm)

Genotipos
Testemunha M. incognita M. javanica

RB006970 200,7 Aa 1612 Ab (-20) 1642 Ab (-18)
RB006995 1923 Aa 1557 Ab (-19) 158,7 Ab (-18)
RB006996 188,0 Aa 161,3 Ab (-14) 164,3 Ab (-13)
RB008347 196,3 Aa 169,0 Ab (-14) 176,2 Ab (-10)
RB016916 1902 Aa 1522 Bb (-20) 155,2 Bb (-18)
RB036088 1978 Aa 1492 Bb (-25) 1522 Bb (-23)
RB036152 1930 Aa 161,8 Ab (-16) 1648 Ab (-15)
RB72454 1953 Aa 150,8 Bb (-23) 153,8 Bb (-21)
RB845210 192,7 Aa 150,7 Bb (-22) 153,7 Bb (-20)
RB867515 196,0 Aa 1565 Ab (-20) 1595 Ab (-19)
RB925268 1950 Aa 158,2 Ab (-19) 1612 Ab (-17)
RB92579 191,8 Aa 1433 Bb (-25) 1473 Bb (-23)
RB931003 1932 Aa 146,7 Bb (-24) 149,7 Bb (-23)
RB946903 190,8 Aa 1655 Ab (-13) 1685 Ab (-12)
RB951541 1953 Aa 1523 Bb (-22) 1553 Bb (-20)
RB965560 1943 Aa 146,3 Bb (-25) 1493 Bb (-23)
RB965902 191,7 Aa 1427 Bb (-26) 1457 Bb (-24)
RB966928 1990 Aa 150,3 Bb (-24) 153,3 Bb (-23)
RB975932 1985 Aa 158,7 Ab (-20) 166,7 Ab (-16)
RB98710 199,7 Aa 1452 Bb (-27) 1482 Bb (-26)
RB987935 206,0 Aa 156,0 Ab (-24) 159,0 Bb (-23)
RB988082 1933 Aa 1455 Bb (-25) 1485 Bb (-23)
RB99368 1922 Aa 1422 Bb (-26) 1452 Bb (-24)
RB996519 196,7 Aa 146,0 Bb (-26) 149,0 Bb (-24)
RB996527 189,7 Aa 1473 Bb (-22) 150,3 Bb (-21)
CV(%) 23,29

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, maidsculas, na coluna, nao
diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%;CV = Coeficiente de Variacdo



Tabela 27 —Diametro do colmo (DC) de genétipos cana-de-acucar inoculados ou ndo com
Meloidogyne incognita ou Meloidogyne javanica.

Diametro do colmo (mm)

Gendtipos
Testemunha M. incognita M. javanica

RB006970 310 Ca 143 Cb (-54) 18,1 Bb (-42)
RB006995 284 Ca 116 Chb (-59) 152 Cb (-47)
RB006996 27,7 Ca 109 Chb (-61) 143 Cb (-48)
RB008347 33,1 Ba 16,7 Bb (-50) 204 Ab (-38)
RB016916 303 Ca 135 Chb (-55) 17,3 Bb (-43)
RB036088 30,7 Ca 139 Chb (-55) 17,7 Bb (-42)
RB036152 303 Ca 135 Chb (-55) 17,3 Bb (-43)
RB72454 319 Ba 151 Cb (-52) 19,1 Bb (-40)
RB845210 305 Ca 138 Chb (-55) 175 Bb (-43)
RB867515 300 Ca 132 Chb (-56) 16,9 Bb (-44)
RB925268 329 Ba 16,2 Bb (-51) 20,3 Ab (-38)
RB92579 296 Ca 128 Chb (-57) 16,5 Cb (-44)
RB931003 288 Ca 120 Chb (-58) 156 Cb (-46)
RB946903 311 Ca 143 Cb (-54) 18,2 Bb (-42)
RB951541 350 Aa 18,3 Ab (-48) 22,6 Ab (-35)
RB965560 319 Ba 152 Cb (-52) 19,1 Bb (-40)
RB965902 36,3 Aa 19,7 Ab (-46) 24,1 Ab (-34)
RB966928 335 Ba 16,8 Bb (-50) 20,9 Ab (-38)
RB975932 309 Ca 19,1 Ab (-38) 22,1 Ab (-28)
RB98710 31,8 Ba 151 Cb (-53) 190 Bb (-40)
RB987935 293 Ca 16,2 Bb (-45) 18,6 Bb (-37)
RB988082 31,3 Ba 150 Chb (-52) 190 Bb (-40)
RB99368 32,8 Ba 16,1 Bb (-51) 20,1 Ab (-39)
RB996519 333 Ba 16,6 Bb (-50) 20,7 Ab (-38)
RB996527 305 Ca 138 Chb (-55) 175 Bb (-43)
CV(%) 19,22

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%;CV = Coeficiente de Variacao.
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Tabela 28 —NUmero de perfilhos (NP) de genétipos cana-de-aclcar inoculados ou nao com
Meloidogyne incognita ou Meloidogyne javanica.

Numero de perfilho

Genodtipos
Testemunha M. incognita M. javanica

RB006970 32 Aa 0,7 Ab (-79) 1,2 Ab (-63)
RB006995 35 Aa 0,7 Ab (-81) 05 Ab (-86)
RB006996 35 Aa 10 Ab (-71) 1,0 Ab (-71)
RB008347 2,7 Aa 05 Ab (-81) 08 Ab (-69)
RB016916 2,7 Aa 10 Ab (-62) 0.8 Ab (-69)
RB036088 2,7 Aa 0,8 Ab (-69) 0.8 Ab (-69)
RB036152 30 Aa 1,0 Ab (-67) 18 Ab (-40)
RB72454 32 Aa 0,7 Ab (-79) 1,3 Ab (-58)
RB845210 33 Aa 1,2 Ab (-65) 1,2 Ab (-65)
RB867515 35 Aa 1,0 Ab (-72) 1,3 Ab (-62)
RB925268 25 Aa 0,7 Ab (-74) 1,3 Ab (-47)
RB92579 35 Aa 10 Ab (-71) 05 Ab (-86)
RB931003 33 Aa 05 Ab (-85) 1,0 Ab (-70)
RB946903 30 Aa 1,0 Ab (-67) 0,8 Ab (-72)
RB951541 32 Aa 1,0 Ab (-68) 10 Ab (-68)
RB965560 33 Aa 10 Ab (-70) 10 Ab (-70)
RB965902 30 Aa 08 Ab (-72) 18 Ab (-39)
RB966928 3,7 Aa 0,7 Ab (-82) 1,2 Ab (-68)
RB975932 32 Aa 0,8 Ab (-74) 05 Ab (-84)
RB98710 35 Aa 0,8 Ab (-76) 15 Ab (-57)
RB987935 25 Aa 0,8 Ab (-67) 1,0 Ab (-60)
RB988082 32 Aa 10 Ab (-68) 0.8 Ab (-74)
RB99368 28 Aa 0,7 Ab (-77) 0,7 Ab (-77)
RB996519 35 Aa 10 Ab (-71) 1,3 Ab (-62)
RB996527 35 Aa 1,0 Ab (-71) 1,2 Ab (-67)
CV (%) 16,16

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%;CV = Coeficiente de Variacao.
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Tabela 29 —Area foliar (AF) de genétipos cana-de-agucar inoculados ou ndo com Meloidogyne incognita
ou Meloidogyne javanica.

Area foliar (cm?2 planta-?t)

Genotipos
Testemunha M. incognita M. javanica

RB006970 390,0 Aa 140,2 Bb (-64) 183,0 Bb (-53)
RB006995 4726 Aa 1625 Ab (-66) 1948 Bb (-59)
RB006996 345,7 Ba 183,0 Ab (-47) 2184 Ab (-37)
RB008347 404,7 Aa 237,3 Ab (-41) 259,1 Ab (-36)
RB016916 352,1 Ba 1858 Ab (-47) 1913 Bb (-46)
RB036088 317,1 Ba 201,0 Ab (-37) 2253 Ab (-29)
RB036152 3958 Aa 238,6 Ab (-40) 256,7 Ab (-35)
RB72454 4140 Aa 1026 Bb (-75) 1856 Bb (-55)
RB845210 418,7 Aa 199,1 Ab (-52) 202,7 Ab (-52)
RB867515 3844 Aa 1448 Bb (-62) 1729 Bb (-55)
RB925268 4277 Aa 199,1 Ab (-53) 1840 Bb (-57)
RB92579 2939 Ba 166,0 Ab (-44) 173,7 Bb (-41)
RB931003 4535 Aa 2341 Ab (-48) 2417 Ab (-47)
RB946903 2956 Ba 1479 Bb (-50) 1576 Bb (-47)
RB951541 326,5 Ba 1932 Ab (-41) 232,1 Ab (-29)
RB965560 397,0 Aa 176,2 Ab (-56) 1554 Bb (-61)
RB965902 4070 Aa 126,5 Bb (-69) 168,8 Bb (-59)
RB966928 4588 Aa 102,6 Bb (-78) 106,0 Bb (-77)
RB975932 352,1 Ba 148,8 Bb (-58) 2374 Ab (-33)
RB98710 4477 Aa 118,1 Bb (-74) 122,1 Bb (-73)
RB987935 4936 Aa 136,4 Bb (-72) 196,9 Ab (-60)
RB988082 3351 Ba 1778 Ab (-47) 1722 Bb (-49)
RB99368 369,0 Ba 112,1 Bb (-70) 120,3 Bb (-67)
RB996519 367,0 Ba 181,7 Ab (-51) 183,6 Bb (-50)
RB996527 289,2 Ba 1426 Bb (-51) 160,2 Bb (-45)
CV (%) 21,77

* Médias seguidas por letras iguais e mindsculas, na mesma linha, e, mailsculas, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%;CV = Coeficiente de Variacao.
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A suscetibilidade de variedades de cana-de-agucar a M. incognita e M. javanica
tem sido observada por outros pesquisadores. Dinardo-Miranda et al. (1995),
estudando a reacdo de doze variedades de cana-de-acUcar a M. javanica em areas
naturalmente infestadas, observaram que todos os genotipos foram suscetiveis ao
nematoide, no entanto, verificaram que os genétipos RB735275, SP71-1632 e SP72-
1861 comportaram-se como tolerantes. Em trabalho recente Bellé et al. (2017),
estudando a reacdo de 10 gendtipos (grupo RB) de cana-de-aglUcar a M. javanica,
verificaram valores de FR e de numero de galhas muito semelhante aos encontrado
no presente estudo. Em outro trabalho, Dias-Arieira et al. (2010), avaliando a reacéo
de gendtipos do grupo RB a M. javanica e M. incognita, incluindo alguns genotipos
comuns (RB72454, RB867515 e RB975932), constataram que todos os materiais
genéticos testados foram suscetiveis a ambas espécies do nematoide-das-galhas.
Porém, os valores de FR observados por esses autores foram de 3 a 10 vezes
menores do que aqueles obtidos no presente estudo, fato esse que pode estar
associado ao menor perido em que as planas permaneceram inoculadas.

De maneira geral, a interferéncia negativa dos nematoides no desenvolvimento
vegetativo das plantas de cana-de-acucar, conforme observado no presente estudo,
pode estar relacionada a espoliacdo de nutrientes da planta durante a sua alimentacéo
nos sitios de alimentacao das raizes parasitadas em funcéo da alteracdo na absorc¢éo
e translocacédo de agua e nutrientes, modifica¢do ou destruicdo dos tecidos das raizes,
e, diminuicdo do crescimento das mesmas (HUSSEY; WILLIAMSON, 1998). Nesse
sentido, tais efeitos foram constatados no presente trabalho, conforme correlacdes
negativas (p<0,05) observadas entre FR, nimero de galhas e densidade populaconal
de Meloidogyne spp. nas raizes com a massa fresca da parte aérea (R=-0,70), massa
fresca da raiz (R=-0,70), area foliar (R=-0,75), diametro do colmo (R=-0,80), nimero
de perfilhos (R=-0,65), °Brix (R=-0,75) e altura de plantas (R=-0,70).

Conforme verificado neste trabalho, plantas de cana-de-aguUcar parasitadas
com M. incognita e M. javanica apresentam uma significativa reducdo da area foliar
guando comparados com plantas sem a presenca dos nematoides. De acordo com
varios autores, essa reducao ocorre devido a utilizacéo rapida do carbono fixado nas
folhas pelos nematoides-das-galhas, os quais consomem uma significativa parte do
total de energia produzida pelas plantas (MELAKEBERHAN et al., 1990; CARNEIRO
etal., 1999; CARNEIRO, 2000). O elevado conteudo protéico do corpo das fémeas de
Meloidogyne, em funcédo do seu tamanho, e, associado a alta capacidade de produgéo
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de ovos que apresentam, além das modificacbes que causam na organizacdo e na
fisiologia das raizes, alteram o padréo energético das plantas, comprometendo-lhes a
capacidade de manter e expandir certas estruturas como as folhas (ASMUS; FERRAZ,
2001). Dessa forma, densidades populacionais elevadas de nematoides, podem levar
a diminuicdo na producao de fotoassimilados em decorréncia da menor area foliar
fotossintetizante associada ao efeito de dreno metabdlico exercido pelo nematoide,
resultando na reducdo de massa fresca de parte aérea das plantas parasitadas
(ASMUS; FERRAZ, 2001). Gongalves et al. (1995) também destacaram que sintomas
como diminuicdo da area foliar, deficiéncia mineral e murcha temporéria, durante o
periodo mais quente do dia, e, a baixa produtividade, sdo consequéncias de raizes
danificadas, caracteristico de plantas atacadas por nematoides. Uma vez que 0s
nutrientes absorvidos pelas raizes sdo levados a parte aérea via xilema, seria
esperado que qualquer alteracado no fluxo da agua pudesse também acarretar em
problemas fisioldgicos. Assim, dependendo do nematoide que esteja parasitando as
raizes de uma planta, pode haver diminuicdo na absorcdo de nutrientes pela propria
reducdo do sistema radicular, como também pela disfuncdo ocasionada no mesmo
(SIDDIQUI et al., 2014). Como consequéncia, estes fatos podem levar a redugcdes no
crescimento da planta como observado neste estudo, e, consequentemente, na
produtividade das plantas de cana-de-acgUcar.

A reducdo da massa da parte area e do sistema radicular de todos os genétipos
de cana-de-acucar inoculados com M. incognita e M. javanica foi bastante evidente,
pois independentemente das espécies de nematoides ou dos gendtipos, o impacto
negativo, em sua grande maioria, foi acima de 50%. Resultados semelhantes foram
verificados por Bisognin (2017), estudando a interacdo cana-de-agucar x Pratylenchus
spp. verificaram reducdo de 41 a 47% na massa fresca de parte aérea e radicular
independente da espécie do nematoide-das-lesdes (P. zeae ou P. brachyurus). Ja
Sharma e Rodriguéz (1982), que trabalhando com plantas de soja inoculadas com M.
javanica, observaram reducéo significativa na massa fresca de parte aérea e radicular.
O mesmo foi verificado em um experimento onde avaliou-se a agressividade de
diferentes niveis populacionais de M. incognita em plantas de fumo (DI VITO et al.,
1983). Os autores observaram que a medida que se aumentava o nivel populacional
do nematoide, notava-se reducdo na massa fresca de parte aérea das plantas
inoculadas, sendo o nivel populacional de 2 espécimes/mL* de solo, suficiente para

causar reducado significativa e perda na producdo das plantas. Ja Barbosa et al.
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(2009), ao avaliarem variaveis biométricas (numero de perfilhos e de colmos) de
plantas de cana-de-acuUcar parasitadas por M. incognita e M. javanica, perceberam
gue nao houve diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha. Em
contrapartida, isso pode ter ocorrido devido os autores terem avaliado apenas a
variedade SP911049 de cana-de-agucar. A massa fresca da raiz pode servir como
indicativo direto da acdo do parasitismo dos mesmos, uma vez que, plantas com
reduzidos sistemas radiculares, podem ser consideradas intolerantes, devido aos
danos ocasionados.

Entre os efeitos prejudiciais decorrentes da presenca do nematoide ao
desenvolvimento das plantas de cana-de-acucar inoculadas, observou-se redugéao na
altura, no diametro do colmo e no numero de perfilhos. Essas redu¢des podem ser um
indicativo de que os nematoides nas raizes atuam como eficientes drenos metabdlicos
(CARNEIRO et al., 1999; CARNEIRO, 2000; CIRRINICIONE et al., 2009),
prejudicando o processo de desenvolvimento das plantas de cana-de-acucar. De
acordo com Cadet e Spaull (2005), em areas de producao, as perdas ocasionadas por
M. javanica podem chegar a 15 toneladas de cana-de-acucar por hectare. Deve-se
ressaltar que essa espécie tem sido assinalada como uma das mais frequentes nos
canaviais brasileiros (DINARDO-MIRANDA et al., 2003a; SEVERINO et al., 2008;
BELLE et al., 2014). Dessa forma, estudos nessa linha podem contribuir para
minimizar os prejuizos a cultura decorrentes do ataque de fitonematoides.

Entre os materiais genéticos testados, o genoétipo RB008347 foi o que
apresentou os menores niveis de suscetibilidade a M. incognita e M. javanica,
conforme as menores taxas de reproducédo (FR) e desempenho de desenvolvimento
das plantas considerando-se as variaveis massa fresca da parte aérea, altura de
plantas e area foliar. Este genétipo possui um ciclo médio-tardio e apresenta
resisténcia a geada e 6timo desempenho agronémico (SILVA et al., 2012; VERISSIMO
etal., 2012), sendo uma boa alternativa para regifes subtropicais como o sul do Brasil.

Dentre as variedades estudadas neste trabalho, RB72454 (29>FR<57) esta
entre as mais suscetiveis e intolerantes aos nematoides-das-galhas (REGIS; MOURA,
1989; DINARDO-MIRANDA, 2001). Em trabalho conduzido por Régis e Moura (1989),
0 ataque de M. incognita reduziu significativamente a massa fresca da parte aérea da
referida variedade. Em outro estudo além da RB72454, as variedades RB835486 e

RB845257 também se mostraram suscetiveis a esta espécie de nematoide, com
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incremento de 40 t/ha na produtividade na RB835486 com a aplicacdo de carbofuran
(DINARDO-MIRANDA, 2001).

Outros trabalhos realizados em diferentes paises tém comprovado a
suscetibilidade da cana-de-acUcar aos nematoides-das-galhas. Na Nigéria, Salawu
(1990) avaliando a reacéo de 12 variedades comerciais a M. incognita, observou que
todos os materiais se comportaram como altamente suscetiveis apos 195 dias de
inoculacdo, mesmo aqueles cujas massas de parte aérea e raizes foram elevadas.
Em experimentos realizados na Austrélia, por Stirling e Blair (2000), os autores
demonstraram que niveis populacionais iniciais de M. javanica superiores a 100
espécimes/200 g de solo foram suficientes para promoverem a reducdo na producéo
de cana-de-acgucar; ja populacgéo inicial de 2 espécimes de M. incognita/mL"* de solo
sdo capazes de causar decréscimo da producédo de tabaco (DI VITO et al., 1983).
Nesse sentido, é importante ressaltar que o comportamento de variedades de cana-
de-acucar é variavel no campo e nem sempre 0s maiores numeros de nematoides
refletem em reducdo nos parametros vegetativos da planta. Um exemplo disto pode
ser evidenciado no trabalho realizado por Barros et al. (2005), no qual se observou
gue a variedade SP79-1011 foi a que apresentou maior nimero de nematoides
(Meloidogyne + Pratylenchus) nas amostras, no entanto, esse material genético nao
teve seu rendimento comprometido quando comparada com as variedades RB813804
e RB72454, comportando-se como tolerante segundo os autores.

Os dados obtidos com o presente trabalho demonstraram que as variedades
avaliadas apresentaram reacao de suscetibilidade a M. incognita e M. javanica. Nesse
sentido, a suscetibilidade da cana-de-acucar ao nematoide-das-galhas € um
importante indicativo da necessidade de adocao de outras medidas de controle, uma
vez que tais espécies se encontram amplamente difundidas nas areas de cultivo.
Embora varias estratégias de manejo sejam utilizadas para o aumento da
produtividade dos canaviais (DINARDO-MIRANDA et al., 2003b; DINARDO-
MIRANDA et al.,, 2008; DINARDO-MIRANDA, 2008; CHAVES et al., 2009b;
NOVARETTI; REIS, 2009), nenhuma delas isoladamente tem sido totalmente efetiva
para manter as populagdes abaixo do nivel de dano econdmico. Tal condicao reflete
a necessidade de adocao de outras medidas de controle conjuntamente a fim de
possibilitar mais rapidamente, e em maior grau, a redugcao da populacao inicial de
nematoides em éareas de cultivo de cana-de-acUcar, minimizando, assim, 0s

problemas ocasionados por tais patdogenos. Contudo, faz-se necessario a instalacao
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de experimentos em areas de cultivo a fim de estudar o comportamento das
variedades no campo.

Apesar dos dados obtidos com o presente trabalho demonstrarem que todos
0s gendtipos avaliados apresentam suscetibilidade a M. incognita e M. javanica, o uso
de materiais genéticos com menor suscetibilidade, associado a outras estratégias de
manejo, conforme abordado anteriormente, pode contribuir para 0 aumento da
viabilidade do canavial. Entre essas medidas, incluem-se a incorporacdo de matéria
organica no sistema, o emprego de plantas antagbnicas, a rotacdo de culturas com
plantas ndo hospedeiras e 0 uso de poucas aplicagcdes de nematicidas sistémicos na
cultura (AGROFIT, 2018), indutores de resisténcia e uso de nematicidas biologicos.
Aliado a essas alternativas, ainda, pode-se fazer uso da associa¢ao de gendtipos de
cana-de-acgUcar a rizobactérias biocontroladoras e promotoras de crescimento que
tem apresentado resultados promissores no controle de fitonematoides (PACHECO et
al., 2016; BISOGNIN, 2017). Dessa forma, a utilizacdo destas técnicas em conjunto
pode contribuir decisivamente para a reducdo das populacdes de fitonematoides em
areas de cultivo de cana-de-agUcar com o0 intuito de minimizar os problemas
ocasionados por tais patégenos e, consequentemente, aumentar a produtividade da

cultura.

4.3.2 Impacto de diferentes espécies de Meloidogyne no desenvolvimento das
plantas de cana-de-agucar

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, verificou-se que todas as
espécies de Meloidogyne testadas afetaram negativamente o desenvolvimento e
composicdo de algumas fracbes analisadas das plantas de cana de acucar
comparativamente a testemunha nao inoculada (Tabelas 30 a 34).

Os dados apresentados na Tabela 30 demonstram a elevada reproducao de M.
arenaria, M. javanica e M. incognita no genotipo RB867515 cujos valores de FR
variaram de 74 a 105. Da mesma forma, verificou-se elevado numero de galhas nas
raizes das plantas inoculadas com as trés espécies do nematoide-das-galhas;
enquanto que a densidade de nematoides por grama de raiz foi o dobro para M.
arenaria e M. incognita comparativamente aquela observada nas raizes parasitadas

por M. javanica. Embora o nimero de ovos e J2 de Meloidogyne spp./10 g de raizes
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também tenha refletido no menor fator de reproducéo de javanica, a diferenca entre
os valores de FR dessa e das outras duas espécies, foi menor.

Os valores das variaveis massa fresca da parte area e de raizes, altura de
plantas, numero de perfilhos, nUmero de colmos e didmetro do colmo (Tabela 31) nédo
diferiram entre as espécies do nematoide-das-galhas estudadas, no entanto, foram
signficativamente menores que aqueles obtidos na testemunha néo inoculada. Nesse
sentido, verificou-se reducdes médias da massa fresca do sistema radicular, massa
fresca da parte &rea, altura de planta, nimero de perfilhos, nimero de colmos,
diametro do colmo e altura de plantas em 68,6, 65, 58,3, 50,7, 28,3 e 12,8%,

respectivamente, independentemente da espécie do nematoide-das-galhas.

Tabela 30 — Numero de galhas (NG), nimero de nematoides por grama de raiz (NNGR) e fator de
reproducéo (FR) de Meloidogyne arenaria, Meloidogyne javanica e Meloidogyne incongita em planta
de cana-de-agucar ‘RB867515’.

Espécies NG NNGR FR
M. arenaria 10253 a* 684 a 98 A
M. javanica 9687 a 396 Db 74 B
M. incognita 11494 a 751 a 105 A
CV(%) 23,51 24,19 21,16

* Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%
de probabilidade. CV: coeficiente de variac¢ao.

Tabela 31 — Valores de Massa fresca do sistema radicular (MFSR), Massa fresca da parte aérea
(MFPA), Altura de plantas (AP), Namero de perfilho (NP), Nimero de colmos (NC) e Didmetro do colmo
(DC) em plantas de cana-de-agucar ‘RB867515’ inoculadas ou ndao com Meloidogyne spp.

NC

Espécies MFSR (g) MFPA (g) AP (mm) NP (planta?) DC (mm)
M. arenaria 728,3 b* 1358,3 b 225 b 34 b 36 D 26,1 b
M. javanica 9450 b 1481,7 b 226,6 b 36 Db 35 b 272 b
M. incognita 716,7 b 1191,7 b 2175 b 33 D0 34 b 256 b
Testemunha 25417 a 3858,3 a 255,8 a 8,3 a 71 a 36,7 a
CV %) 19,95 17,07 23,83 20,35 24,46 18,14

*Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5 % de
probabilidade.CV: coeficiente de variacao.

Analisando as variaveis massa fresca de colmos, volume de caldo, area foliar
e os teores de clorofila a, b e total (Tabela 32; Figura 7), verificou-se reducao de todos
0s parametros avaliados quando comparado com a testemunha n&o inoculada,
independentemente da espéciedo nematoide-das-galhas, resultando em reducdes
significativas acima 50%.

Em relagcéo aos teores de fibras em detergente neutro e acido (Tabela 33), que

tem por objetivo avaliar a digestibilidade das folhas de cana, observou-se um aumento
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expressivo (55%) nos niveis detectados nas plantas inoculadas, independentemente
da espécie do nematoide quando comparados aos valores observados nas plantas
nao inoculadas (testemunhas). Tais interferéncias foram também verificadas para os
teores de lignina, celulose e hemicelulose da parte &rea das plantas (Tabela 33) de
cana-de-acguUcar inoculadas com Meloidogyne spp., observando-se aumentos medios

da ordem de 83,3, 80,4 e 81,3%, respectivamente.

Tabela 32 — Valores de Massa fresca dos colmos (MFC), volume de caldo (VC), Area foliar (cm?2 planta-
1), indice de clorofila a (CLO a), clorofila b (CLO b), clorofila total (CLO total) em plantas de cana-de-
acucar ‘RB867515’ inoculadas ou ndo com Meloidogyne spp.

Espécies MFC (g) VC (L) AF (cm2planta?) CLOA CLOB CLO TOTAL
M. arenaria 918,6 b 0,56 b 1670,4 b 1236 b 29,1 b 151,8 b
M. javanica 1025,5 b 0,53 b 1740,6 b 1216 b 286 b 150,3 b
M. incognita 850,5 b 0,54 b 1743,7 b 1121 b 348 b 1470 b
Testemunha 2725,6 a 15 a 3822,7 a 2725 a 72,6 a 345,2 a
CV %) 22,34 23,47 19,8 19,11 20,52 17,7

* Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%
de probabilidade. CV: coeficiente de variacao.

Tabela 33 — Valores de Fibra em detergente neutro (FDN), Fibra em detergente acido (FDA), Lignina
(Lig), Celulose (Cel), Hemicelulose (Hemicel) em plantas de cana-de-agtcar ‘RB867515’ inoculadas ou
ndo com Meloidogyne spp.

Espécies FDA FDN Lig (%) Cel (%) Hemicel (%)
M. arenaria 40,2 a 86,4 a 55 a 347 a 452 a
M. javanica 39,3 a 84,5 a 53 a 339 a 4455 a
M. incognita 42,2 a 89,0 a 57 a 36,4 a 474 a
Testemunha 226 b 48,7 b 30 b 194 b 252 b
CV %) 21,27 21,37 15,75 21,83 22,14

* Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5 % de
probabilidade. CV: coeficiente de variago.

Tabela 34 — Porcentagem de so6lidos presentes dissolvidos na agua (°Brix), teor de sacarose aparente
do caldo (POL) e acucares redutores do caldo (AR) em plantas de cana-de-agUcar RB867515
inoculadas ou ndo com Meloidogyne spp.

Espécies °Brix POL (%) AR (%)
M. arenaria 17,75 p 12,27 b 1,26 a
M. javanica 18,21 p 12,63 b 121 a
M.incognita 17,95 p 12,00 b 1,39 a
Testemunha 21,53 a 18,05 a 0,76 b
CV %) 19,18 15,67 19,52

* Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5 %de
probabilidade. CV: coeficiente de variacao.



108

Analisando os teores de °Brix, porcentagem aparente de sacarose (Pol%) e
acucares redutores (Tabela 34) do caldo de cana-de-acucar, verificou-se o nematoide-
das-galhas também interferiu negativamente na producéo dessas variaveis respostas,
independentemente da espécie quando comparadas as plantas ndo inoculadas
(testemunhas). A reducdo média para o °Brix e Pol% foi de 17,7 e 31,8%
respectivamente; porém a maior interferéncia foi observada na producédo dos acucares
redutores, verificando-se aumentos significativos médios de 72%.

As taxas de reproducéo de M. javanica e M. incognita na variedade RB867515
obtidas nesse estudo se assemelham aquelas encontradas por outros pesquisadores
(GUIMARAES et al, 2008; CHAVES et al., 2009; SILVA et al., 2012; SILVA et al.,
2016). Regis e Moura (1989) também observaram valores de FR>27 para M. incognita
em cinco variedades de cana-de-acglcar, aos 110 dias apos a inoculacdo. Cabe
ressaltar que para a espécie M. arenaria, ndo a ha trabalhos na literatura com dados
sobre a reproducéo e o seu efeito no desenvolvimento de plantas de cana-de-acuUcar,
muito embora sua presenca seja recorrente em levantamentos nematolégicos em
cultivos de cana-de-agtcar no Brasil (MOURA et al., 2009; BELLE, 2014; NORONHA
et al., 2017). As menores taxas de multiplica de M. javanica em relacdo a M. incognita
observada neste trabalho vao de encontro aguela relatada por Dinardo-Miranda (1999)
o qual observou uma variacédo de 4,5 a 9 vezes maior nos niveis populacionais da
primeira comparativamente a segunda.

A reducao significativa no desenvolvimento vegetativo das plantas de cana-de-
acucar parasitadas com M. arenaria, M. javanica e M. incognita, observada nesse
estudo, resultou em correlacdo negativa (p<0,05) de varias variaveis como a massa
fresca da parte area (R=-0,80 a -0,91) e do sistema radicular (R=-0,72 a -0,82), nimero
de perfilhos (R=-0,67 a -0,67), altura de plantas (R=-0,71 a -0,75), diametro do colmo
(R=-0,70 a -0,76), area foliar (R=-0,79 a -0,91), massa fresca de colmos (R=- 0,75 a -
0,88), volume de caldo (R=-0,81 a -0,92) com as variaveis FR/nimero de
galhas/densidade populacional de Meloidogyne spp. Nesse sentido a infecgéo das
plantas com tal patdgeno influenciara diretamente na quantidade de colmos e caldo
produzidos pelas plantas. Nesse sentido, Regis e Moura (1989) avaliando em cinco
genotipos de cana-de-agucar (CB45-3, C0997, Na56-79, RB72454 e RB732577)
inoculados com M. incognita, verificaram reducdes significativas da parte area e do

sistema radicular que foi, segundo os autores, ficaram comprometidos em funcéo dos
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engrossamentos radiculares (galhas), necroses e reducéo das ramificacdes das

raizes.

. lncognita 'V JVU
- :

Fgura 7 - Massa fresca dos colmos (MFC) deplntas de cae-aguca ‘RB87515’
inoculadas ou ndao com Meloidogyne spp.

A reducdo média da massa fresca de colmo foi de 66% independentemente da
espécie de Meloidogyne inoculada nas plantas de cana-de-acucar, corroborando com

aquela encontrada por Dinardo-Miranda (1999). Nesse trabalho o autor verificou
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reducédo 61,5% na producédo de colmos de cana-de-acucar quando as plantas estam
infectadas com M. incognita, e, 54,2% para M. javanica. Considerando-se a reducéo
meédia na producdo de colmos observada nesse estudo, prejuizos decorrentes da
infestacdo do nematoide-das-galhas em canaviais infestados poderiam resultar em
perdas da ordem de 48,3 t/ha.

A reducdo significativa dos valores de area foliar, indice de clorofila a, b e total
associada as trés espécies do nematoide-das-galhas detectada no presente estudo,
reflete diretamente no potencial de rendimento da cultura conforme elevada correlagcéo
negativa verificada entre FR e indice de clorofila (R=-0,75 a -0,85). Dessa forma,
guanto menor for a area foliar e os indices de clorofila, menor sera a eficiéncia de
interceptacédo, conversdo da radiacéo interceptada em fitomassa, e, da eficiéncia de
particdo de assimilados a estrutura de interesse econémico (SANGOI et al., 2002;
FORSTHOFER et al., 2006). De acordo com Uhart e Andrade (1995), a reducao da
atividade fisiolégica das principais fontes produtoras de carboidratos, causadas pela
diminuicdo da éarea foliar, na fase reprodutiva, interfere na redistribuicdo de
fotoassimilados dentro da planta, alterando, dessa maneira, a velocidade e
intensidade da senescéncia foliar, e, nos padrdes de acumulo de carboidratos nos
colmos.

Em relacdo a interferéncia do nematoide-das-galhas na porcentagem de
sélidos presentes dissolvidos em agua das plantas de cana-de-a¢Ucar inoculadas com
0 nematoide-das-galhas, verificou-se correlagdo negativa (R=-0,65), havendo uma
reducdo média de 3,5 °Brix comparativamente a testemunha sem nematoides. Tal fato
pode representar perdas consideraveis da ordem de R$ 1,95 mil por hectare, afetando
sobremaneira o preco pago pela producéo.

Ja a reducao do teor de sacarose aparente do caldo (POL) e 0 aumento nos
teores de acgucares redutores do caldo das plantas de cana-de-acucar infectadas por
Meloidogyne spp. podem representar perdas de qualidade tanto na producgao de alcool
como de acgucar. Dessa forma, o primeiro mede a porcentagem de sacarose obtida
em uma solucao, e, quanto maior este teor, maior € a recuperacéao de acucar ou etanol
no final do processo industrial (CONSECANA, 2006). Ja os agucares redutores, sdo
formados por glicose e frutose, onde, sua presenca em taxas elevadas, influenciam
direta e negativamente a quantidade e qualidade do produto (FERNANDES, 2003).
Em outro patossistema, a inoculacdo de plantas de café com M. exigua e M.
paranaensis, afetou o contetdo de carboidratos em tecidos ndo infectados,
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demonstrando que o nematoide é capaz de atuar como dreno metabdlico ndo somente
na galha ou regido de engrossamento, mas também nas areas distantes do ponto de
infeccdo (GOULART, 2011). Provavelmente essa alteracdo na particdo dos
carboidratos parece estar ligada a espécie do nematoide (CARNEIRO et al., 1999) e
ao nivel populacional (GOULART, 2011). Em trabalho realizado no patossitema batata
x M. javanica, verificou-se que a presenca do nematoide aumentou a porcentagem de
acucares redutores nos tubérculos infectados, que consequentemente, pode ter sido
o principal fator que influénciou o escurecimento da batata na hora da fritura
(SCHAFER, 2015).

Quanto ao aumento nos teores de fibra em detergente neutro, fibra em
detergente acido, lignina, celulose e hemicelulose, observados nas plantas inoculadas
com Meloidogyne spp., tais incrementos refletem diretamente na digestibilidade da
cana-de-acglcar, quando estas sao destinadas para a alimentacdo animal. Dessa
forma, os niveis de fibra em detergente neutro sdo importantes na escolha de
gendtipos de cana-de-acUcar destinadas a essa funcdo, estando diretamente
relacionada com o consumo. Corréa et al. (2003) estudando o potencial da cana-de-
acucar em dietas para vacas leiteiras, observaram queda no consumo a partir da
segunda semana de fornecimento da dieta contendo cana-de-ac¢uUcar, evidenciando,
assim, o enchimento do trato digestivo com fibra em detergente neutro de baixa
digestibilidade. Ja a fibra em detergente acido esta contida no FDN, pois representa
as fracdes celulose e lignina, sendo a ultima, a fracdo nao digestivel da planta. Quanto
maior o teor de FDA menor a qualidade e a digestibilidade da cana-de-acucar. Nesse
sentido, a infec¢do das plantas de cana-de-acUcar pelo nematoide-das-galhas além
de reduzir a producdo de massa verde, pode também interferir na digestdo e
aproveitamento da cana-de-agucar pelo animal, resultando em perdas em producéo
de leite ou carne.

Para reduzir o dano provocado pelos nematoides-das-galhas, o emprego de
nematicidas é a estratégia de controle mais utilizada em canaviais afetados por
fitonematoides, contribuindo assim, para o aumento da produtividade da cana-de-
acucar (MOURA, 1995), principalmente por ocasido da colheita (NOVARETTI et al.,
1985; DINARDO-MIRANDA et al., 1995). Em um estudo sobre o comportamento de
variedades em campos infestados por M. javanica, o uso de nematicida resultou em
acreéscimos de produtividade da ordem de 15% para dois genotipos suscetiveis, SP79-
1011 e RB72454 (DINARDO-MIRANDA et al., 1995). Também em areas infestadas



112

por M. incognita, a reducdo das populacdes do nematoide, pelo emprego de
nematicidas, resultou em aumentos médios de produtividade da ordem de 50%,
chegando a 118% para o genotipo SP71-799 (NOVARETTI et al., 1985). Gracia etal.
(1970), também trabalhando em areas infestadas por M. incognita, observaram
aumentos de produtividade de até 40% devido a aplicagdo de nematicidas, sendo no
gendtipo RB72454 um incremento de 30%. Além disso, o uso de nematicida
juntamente com uma variedade tolerante a Meloidogyne spp, poderia reduzir o nimero
e a quantidade de nematicida aplicado. No entanto, o efeito desses produtos pode ser
limitado (MOURA; MACEDO, 1997), além de representarem sérios riscos a saude
humana e ao meio ambiente (PEASE et al., 1995; GOMES et al., 2016).

Aliados aos nematicidas, a utilizacdo de produtos a base de piraclostrobina,
pode ser uma altermativa, pois em trabalhos realizados em areas infestadas com M.
incognita, tém evidenciado aumento de produtividade agricola provavelmente pela
inducao de resisténcia (CHAVES et al., 2016b). Outra tatica de manejo que pode ser
utilizada é o emprego da rotacdo com culturas com amendoim, crotalérias, guandu,
mucunas e labe-labe, que podem ser consideradas no controle desses patdgenos,
dependendo do nematoide alvo, durante o periodo de que ocorrera a renovagao do
canavial (STIRLING et al., 2002; MOURA, 2010; STIRLING et al., 2011a). Somada a
essa tatica de manejo, a incorporacao de residuos organicos e o revolvimento do solo
(STIRLING et al., 2011b; CHAVES et al. 2016c), e controle biolégico (CADET et al.
2004) parecem ser boas alternativas para as areas infestadas, para se diminuir o a

populacao inicial do nematoide e consequentemente os danos causados.

4.3.3 Patogenicidade de outras espécies de Meloidogyne spp. em cana-de-

acucar

De acordo com os dados obtidos nesse estudo, verificou-se que todas espécies
de Meloidogyne avaliadas, foram capazes de se multiplicarem nas diferentes
variedades de cana-de-agUcar testada, causarem danos, e, assim, afetarem
negativamente o desenvolvimento das plantas inoculadas (Tabelas 35 a 38).

Na avaliacdo da patogenicidade de M. luci em ‘RB946903’, verificou-se que o
genotipo inoculado foi suscetivel e apresentou danos nas raizes conforme valores de
FR, e elevado numero de galhas e densidade populacional do nematoide nas raizes

(Tabela 35). Plantas de cana-de-acucar inoculadas com esta espécie apresentaram
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menor desenvolvimento quando comparadas com aquelas plantas ndo inoculas do
mesmo genotipo, sendo observado uma reducao de 55, 69, 57, 64 e 61% para a
massa da parte area e da raiz, diametro do colmo, numero de perfilhos e area foliar,

respectivamente.

Tabela 35 — Efeitos da inoculacao de Meloidogyne luci e Meloidogyne enterolobii no desenvolvimento
de diferentes genotipos de cana-de-agUcar e na sua reproducgéo sobre a cultura, em casa de vegetacao.

M. luci M. enterolobii
Genbtipo RB946903 RB935581
Sem Com CV(%) Sem Com CV(%)

MFSR (g) 216,7* 96,6  (-55) 234 228,9* 101,1  (-56) 256
MFPA (g) 2472 * 76,8  (-69) 254 396,5* 1455  (-63) 21,7
DC (mm) 26,6* 11,5 (-57) 17,8 22,3* 11,9 (-47) 232
AP (cm) 155,6* 1350 (-13) 154 215,7* 176,5  (-18) 21,7
NP 3,5¢ 1,3 (-64) 18,7 3,8+ 2,3 (-39) 158
AF (cm? planta™) 475 4+ 186,0 (-61) 21,3 444,0* 180,2  (-59) 26,5

NG - 1300,8 - - - 2557,9 - -

NNGR - 788,0 - - - 2446,8 - -

FR - 15,2 - - - 49,5 - -

MFSR: Massa fresca do sistema radicular; MFPA: Massa fresca da parte aérea; DC: Diametro do colmo;
AP: Altura de plantas; NP: Nimero de Perfilho; AF: Area foliar; NG: Namero de galhas; NNGR: Nimero
de nematoides (ovos + J2) por grama de raiz; FR: Fator de reproducéo. * e ", significativo e ndo
significativo, respectivamente, pelo teste de t (p<0,05), comparando-se plantas inoculadas e néo
inoculadas. CV = Coeficiente de Variagéo.

J& para M. enterolobbii, o fator de reproducéo foi de aproximadamente 50 no
gendtipo RB935581, apresentando elevado niumero de galhas e de nematoides por
grama de raiz (Tabela 35). O desenvolvimento das plantas de cana-de-acgucar foi
também afetado na presenca do patdégeno, sendo observadas reducdes nos
parametros de desenvolvimento como massa da parte area, massa do sistema
radicular, diametro do colmo e area foliar, da ordem de 47 a 63% (Tabela 36).

Analisando os parametros de desenvolvimento das plantas inoculadas com M.
morocciensis (Tabela 36), percebeu-se uma reducao significativa para as variaveis
estudadas, sendo as maiores reducgdes observadas para massa fresca da parte aérea
(67%), diametro do colmo (52%) e area foliar (56%), mesmo com um fator de
reproducao do nematoide de 10,2, que foi o indice de reproducédo mais baixo quando

comparado com as demais espécies estudadas.
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Tabela 36 - Efeitos da inoculagdo de Meloidogyne morocciensis e Meloidogyne hapla no
desenvolvimento de diferentes genétipos de cana-de-acUcar e na sua reproducao sobre a cultura, em
casa de vegetacao.

M. morocciensis M. hapla
Gendtipo RB855156 RB845057
Sem Com CV(%) Sem Com CV(%)

MFSR (g) 185,2* 93,8 (-49) 21,3 290,0* 105,7 (-64) 18,9
MFPA (g) 268,5* 88,6 (-67) 26,6 432,4* 135,7 (-69) 26,5
DC (mm) 26,0* 12,5 (-52) 154 26,4* 11,3 (-57) 16,9
AP (cm) 182,7* 1250 (-32) 17,7 226,7* 132,9  (-41) 24,6
NP 4,0* 2,3 (-44) 19,0 2,8* 1,9 (-34) 14,6
AF (cm?planta?) 4509« 2047  (56) 19,5 535,5 1983  (-63) 22,3

NG - 1025,8 - - - 239,9 - -

NNGR - 544.,3 - - - 662,2 - -

FR - 10,2 - - - 14,0 - -

MFSR: Massa fresca do sistema radicular; MFPA: Massa fresca da parte aérea; DC: Didmetro do colmo;
AP: Altura de plantas; NP: Nimero de Perfilho; AF: Area foliar; ° NG: Numero de galhas; NNGR: Nimero
de nematoides (ovos + J2) por grama de raiz; FR: Fator de reproducdo. * e ", significativo e ndo
significativo, respectivamente, pelo teste de t (p<0,05), comparando-se plantas inoculadas e néo
inoculadas. CV = Coeficiente de Variagao.

Na avaliacdo das plantas de cana ‘RB845057’ inoculadas com M. hapla, apesar
de terem se comportado como suscetiveis, verificou-se 0 nimero de galhas foi 0 mais
baixo em comparacdo com as demais espécies de Meloidogyne testadas (Tabela 36),
no entanto, grandes reducdes da massa da parte area (69%) e do sistema radicular
(64%), e, da area foliar (63%), forma observadas.

Analisando-se os testes com as populacdes de M. arenaria Est. A2 e Al,
embora a variedade de cana-de-acUcar utilizada tenha se comportado com suscetivel,
verificou-se uma diferenca de mais de duas vezes na reprodu¢cao do nematoide, com
o fendtipo A2 . Entretanto, independentemente do da taxa de multiplicacdo, ambas
populacbes de M. arenaria afetaram o desenvolvimento vegetativo das plantas
(Tabela 37). A reducgéao foi de 41 e 67% para o peso do sistema radicular quando
comparados com as plantas ndo inoculadas. Além disso, verificou um decréscimo de
62 e 70% para a massa fresca da parte area, em média de 70% na éarea foliar das

plantas inoculadas
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Tabela 37 — Efeitos da inoculacdo de Meloidogyne arenaria (Est. A2 e Al) no desenvolvimento de
diferentes genotipos de cana-de-agUcar e na sua reproducédo sobre a cultura, em casa de vegetacao.

M. arenaria (A2) M. arenaria (Al)
Gendtipo RB966928 RB867515
Sem Com CV(%) Sem Com CV(%)

MFSR () 255,2* 151,2  (-41) 235 398,5* 1316 (-67) 20,5
MFPA (g) 404,5* 1549 (-62) 21,8 382,8* 1134  (-70) 233
DC (mm) 27,2* 12,8 (-53) 15,9 27,7* 13,2 (-52) 15,9
AP (cm) 199,2* 172,9  (-13) 188 189,3* 162,3  (-14) 245
NP 3,5* 1,8 (-50) 14,6 4,5* 2,0 (-56) 18,8
AF (cm?planta?) 465 9« 1295  (-72) 253  499,0* 158,9  (-68) 247

NG - 2498,7 - - - 1724,7 - -

NNGR - 1670,8 - - - 757,7 - -

FR - 50,5 - - - 19,9 - -

MFSR: Massa fresca do sistema radicular; MFPA: Massa fresca da parte aérea; DC: Didmetro do colmo;
AP: Altura de plantas; NP: Namero de Perfilho; AF: Area foliar; NG: Namero de galhas; NNGR: Nimero
de nematoides (ovos + J2) por grama de raiz; FR: Fator de reproducéo. * e ", significativo e ndo
significativo, respectivamente, pelo teste de t (p<0,05), comparando-se plantas inoculadas e néo
inoculadas. CV = Coeficiente de Variagao.

Tabela 38 — Efeitos da inoculagdo de Meloidogyne ethiopica no desenvolvimento em gendétipo de cana-
de-acgUcar e na sua reproducao sobre a cultura, em casa de vegetacao.

M. ethiopica
Gendtipo RB72454
Sem Com CV(%)

MFSR (g) 656,3* 152,3 -77) 27,6
MFPA (g) 359,0* 87,7 (-76) 25,7
DC (mm) 27,8* 16,3 (-42) 17,4
AP (cm) 211,7* 172,0 (-19) 21,8
NP 4,0 1,5 (-63) 18,4
AF (cm? planta-) 416,9% 178,9 (-57) 237

NG - 14325 - -

NNGR - 546,1 - -

FR - 16,6 - -

MFSR: Massa fresca do sistema radicular; MFPA: Massa fresca da parte aérea; DC: Diametro do colmo;
AP: Altura de plantas; NP: Nimero de Perfilho; AF: Area foliar; NG: Numero de galhas; NNGR: Nimero
de nematoides (ovos + J2) por grama de raiz; FR: Fator de reproducéo. * e ", significativo e ndo
significativo, respectivamente, pelo teste de t (p<0,05), comparando-se plantas inoculadas e néo
inoculadas. CV = Coeficiente de Variagéo.

E, nas plantas de cana-de-acucar do genotipo RB72454, inoculadas com M.

ethiopica, além da suscetibilidade do gendtipo e danos nas raizes, a referida espécie
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afetou negativamente o desenvolvimento vegetativo das plantas como pode ser
verificado na tabela 38 e na figura 8, sendo a massa do sistema radicular e da parte
area e area foliar, os paramentos mais afetados, cujas reducdes foram de 77, 76 e
57% respectivamente (Tabela 38).

De acordo com os resultados observados no presente estudo, M. luci, M.
enterolobii, M. morocciensis, M. hapla, M. arenaria (Est. A2 e A1) e M. ethiopica foram
foram patogénicas a cana-de-aclUcar e afetaram o desenvolvimento das plantas,
conforme j& abordado. Entretanto, na literatura, poucos séo os registros de estudos
de patogenicidade do nematoide-das-galhas na cultura em estudo.

Nesse sentido, Bellé (2014) observou ocorréncia de M. luci, M. hapla, M.
ethiopica e M. morocciensis (Capitulo 1) em cana-de-acUcar, cujos relatos foram os
primeiros no Brasil e no mundo. Ja para M. enterolobii, Moura et al. (2012) detectaram
sua presenca, pela primeira vez, em levantamentos realizados em canaviais do estado
de Pernambuco. Os valores do fator de reproducédo para M. enterolobii observados
neste trabalho, sédo supeiores com os valores verificados por Marques et al. (2012)
para 0s genoétipos RB867515, RB956911, RB92579 e SP801816, os quais
constataram valores de FR do nematoide variando entre 1,89 a 5,6, sendo estes
inferiores ao observado nesse estudo. Contrariamente, Silva et al. (2012) avaliando a
suscetibilidade das variedades de cana-de-acucar RB92579, RB863129, SP81-3250
e RB867515 a M. enterolobii, verificaram que as mesmas comportaram-se como
resistentes ao nematoide. Esta variacdo pode estar ligada a origem das populacdes
M. enterolobii, uma vez que Marques et al. (2012) e Silva et al. (2012) utilizaram
populacdes advindas da goiabeira.

Em relacdo a M. ethiopica, os testes conduzidos neste trabalho sdo importantes
nao s para a cana-de-aclcar, mas também para outras culturas que podem ser
utilizadas em rotacdo. Este nematoide caracteriza-se por ser uma espécie polifaga e
gue se multiplica em plantas monocotiledéneas e dicotiledéneas, parasitando, pelo
menos, 80 diferentes espécies vegetais, incluindo culturas economicamente
importantes (EPPO, 2011). Meloidogyne ethiopica tem sido detectado em diversos
paises da América do Sul e tem sido associado ao declinio da videira, quivi e
tomateiro, dentre outras culturas (CARNEIRO et al., 2003; CARNEIRO et al., 2007).
Recentemente, Pinheiro et al. (2014) encontraram essa espécie na cultivar de
tomateiro Paronse, portador do gene Mi, em cultivo protegido em Santa Catarina, na

cultivar 'Cereja Vermelho' e em material experimental de campo, em Minas Gerais e
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no Distrito Federal, o que reforca a necessidade de investigar a resisténcia em outros

genotipos de cana-de-agucar a M. ethiopica.

Figura 8 - Reducéo no desenvolvimento de planta de cana-de-ac¢Ulcar, variedade RB72454, infectada
com Meloidogyne ethiopica, em casa de vegetacao, planta da esquerda sem a presenca de M. ethiopica
e a da direita com M. ethiopica.

Aléem dos testes habituais de avaliacdo da suscetibilidade de materiais
genéticos de cana-de-agucar a M. incognita e M. javanica, avaliacdes da resisténcia
deveriam envolver também M. arenaria, considerando-se a frequéncia que esta
espécie vem sendo assinalada no Brasil e pelo potencial de danos conforme verificado

no presente estudo. Meloidogyne arenaria tem sido detectado em lavouras de cana-
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de-acucar, sendo a frequéncia neste estudo (Capitulo 1) de, aproximadamente, 19%
das areas amostradas. Moura et al. (2009) verificaram, em Pernambuco, a presenca
de M. arenaria em aproximadamente 40% das amostras de cana-de-agucar
analisadas. Recentemente, Bellé (2014) e Noronha et al. (2017) também verificaram
a presenca desta espécie em canaviais de outras regides do Rio Grande do Sul (14%)
e de Alagoas (16%), respectivamente.

A patogenicidade de M. luci em cana-de-agUcar também reflete sua importancia
para a cultura, uma vez que recentemente foi detecta em canaviais gauchos das
cidades de Trés Passos (BELLE, 2014) e de Santo Ant6nio da Patrulha, Caxias do Sul
e Santa Maria (Capitulo 1). Embora seja uma espécie descrita recentemente, também
ja foi detectada em lavanda, quivi, pepino, alface, brdcolis, quiabo, feijdo vagem e
yacon (CARNEIRO et al., 2000; CARNEIRO et al. 2008; SOMAVILLA et al. 2011) e
em videira no Chile (CARNEIRO et al. 2007), o que reforca o cuidado no uso dessas
espécies plantas em rotacdo com a cana-de-acucar.

Em relagcdo as espécies M. morocciensis e M. hapla, embora tenham sido
detectadas em baixa frequéncia nos levantamentos realizados, apresentam potencial
para reproducao na cultura, e consequentemente, podem causar danos na mesma
(BELLE, 2014; Capitulo 1). No entanto estudos adicionais ao nivel de campo com
essas e com as demais espécies avaliadas nesses trabalhos sdo necessarios para
estabelecer o seu real impacto no desenvolvimento de plantas e na produgéo de cana-

de-aculcar.

4.4 Conclusodes

Os gendtipos de cana-de-acUcar avaliados apresentam diferentes niveis de
suscetibilidade a M. incognita e M. javanica.

Meloidogyne incognita, M. javanica e M. arenaria influenciam negativamente o
desenvolvimento das plantas de cana-de-acgucar da variedade RB867515.

Nas condicdes que foi realizado este estudo, M. luci, M. enterolobii, M.
morocciensis, M. hapla, M. arenaria e M. ethiopica se reproduzem em cana-de-agucar,
causam danos nas raizes e afetam negativamente o desenvolvimento da cultura, nas

condicBes deste estudo.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Meloidogyne incognita € a espécie mais frequente na cultura da cana-de-agucar
em amostras coletadas nas regides da Serra Gaulcha, Litoral Norte, Central e Sul do
Rio Grande do Sul;

Nas condi¢des em que foi conduzido o estudo, detectou-se baixa variabilidade
intraespecifica entre as populagbes de M. javanica, M. incognita e M. arenaria
utilizando-se marcadores RAPD;

Existem populacfes de M. javanica e M. incognita mais agressividade a cultura
da cana-de-aclcar, as quais afetam negativamente diferentes parametros de
desenvolvimento das plantas parasitadas;

Ha suscetibilidade diferenciada dos genoétipos de cana-de-agUcar a
Meloidogyne spp.;

Meloidogyne ethiopica, M. luci, M. hapla, M. arenaria, M. morocciensis e M.

enterolobii sdo patogénicas a cultura da cana-de-acucar.
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Apéndice 1 - Coeficiente de correlacao de Pearson entre os parametros avaliados no teste de agressividade de popula¢ces de Meloidogyne javanica e M.
incognita em diferentes gendtipos de cana-de-agucar.

Espécie  Gendtipo NG NNGR MFSR MFPA AP NP DC AF COLA CLO_ B CLO_T FDN FDA LIG CEL HEMI

FR o0,89* 0,88 -0,89* -0,81* -0,76* -0,76* -0,76* -0,91* -0,79* -0,75* -0,76*  0,80* 0,75* 0,50* 0,61* 0,70*

RB935581 NG - 087 -078* -068 -0,75* -0,75* -0,71* -0,83* -0,72* -071* -0,65* 065* 071* 0,64* 0,56* 0,80*

M NNGR - - .0,76* -0,79* -0,65* -0,65* -0,70+ -0,85* -0,65* -0,67* -0,72* 0,62* 056* 059* 0,56* 0,63*
javanica FR  081* 083* -0,81* -0,80* -0,61* -0,61* -0,73* -0,81* -0,73* -050* -0,79* 0,85* 0,70 0,50* 0,68* 0,77*
RB008347 NG - 084 -076* -064* -0,65* -065* -0,78* -0,79* -0,70* -0,61* -0,68* 0,75* 0,69* 0,60* 0,559* 0,78*

NNGR - - -073 -0,71* -0,75* -0,75* -0,69* -0,74* -0,55* -0,60* -0,71* 0,72* 054* 0,63* 059* 0,73*

FR  082* 079* -0,76* -0,89* -0,82* -0,70 -0,60* -0,82* -0,73* -081* -0,71* 0090* 0,84* 056* 068" 0,78*

RB935581 NG - 081* -071* -066* -0,80* -0,79* -0,82* -0,80* -0,82* -0,70+ -0,80* 0,73* 0,80* 0,72* 0,63* 0,90*

M NNGR - - -075* -0,71* -0,85* -0,69* -0,79* -0,77* -0,85* -0,74* -0,82* 0,69* 0,63* 0,66* 0,63* 0,71*
incognita FR 085 069* -0,78* -0,84* -0,72* -0,62* -0,70*+ -0,91* -0,83* -0,63* -090* 095* 0,78 0,556* 0,76* 0,86*
RB008347 NG - 072¢ -067* -074* -053 -0,63* -0,80* -0,88* -0,80* -0,69* -0,80* 0,84* 0,77* 0,67* 0,66* 0,87

NNGR - - -060* -0,78* -0,71* -0,61* -0,90* -0,80* -0,65* -0,70* -0,79* 081* 060* 0,71* 0,66* 0,82*

*p<0,05. FR: Fator de reproducéo; NG: Nimero de galhas; NNGR: Nimero de nematoides (ovos + J2) por grama de raiz; MFSR: Massa fresca do sistema radicular; MFPA: Massa fresca da parte
aérea; AP: Altura de plantas; NP: Nimero de perfilhos; DC: Diametro do colmo; AF: Area foliar; COL_A: Clorofila a; COL_B: Clorofila b; COL_T: Clorofila Total; Brix: Porcentagem de solidos presentes
dissolvidos na &gua; FDN: Fibra em detergente neutro; FDA: Fibra em detergente 4cido; LIG: Lignina; CEL: Celulose; Hemi: Hemicelulose
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Apendice 2 - Coeficiente de correlacdo de Pearson entre os parametros avaliados na reacao de gendtipos de cana-de-aclcar infectados por Meloidogyne
incognitae Meloidogyne javanica.

NG NNGR MFPA MFSR AP DC NP AF

FR 0,95* 0,91* -0,7* -0,7* -0,7* -0,8* -0,6* -0,7*
NG - 0,94* -0,7* -0,7* -0,7* -0,8* -0,6* -0,7*
NNGR - - -0,8* -0,7* -0,7* -0,8* -0,6* -0,7*

*p<0,05. FR: Fator de reproducéo; NG: Nimero de galhas; NNGR: Numero de nematoides (ovos + J2) por grama de raiz; MFSR: Massa fresca do sistema radicular; MFPA: Massa fresca da parte
aérea;AP: Altura de plantas; NP: Namero de perfilhos; DC: Diametro do colmo; AF: Area foliar; Brix: Porcentagem de sélidos presentes dissolvidos na agua.

Apéndice 3 - Coeficiente de correlacdo de Pearson entre os parametros avaliados no gendtipo ‘RB867515’ inoculadas com Meloidogyne spp.

NG NNGR FR NP AP NC DC BRIX MFSR MFPA MFC AF VC POL(%) AR(%) LIG CEL Hcel FDA FDN Clor_a Clor_b Clor_toral
FR  0,85* 0,81* - -0,71*  -0,75* -0,60* 0.76% -0,65* -0,82* -0,91* 0.88* -0,91* 0,.92* -0,78* 0,69* 0,78 0,75+ 0,77+ 0,85 0,88 -0,85* -0,75* -0,76*
NG - 0,70+ 0,86* -0,69* -0,71* -0,62* 0.70* -0,61* -0,72* -0,80* 0.75% -0,79* 0.81* -0,64* 0,66* 0,70* 0,69* 0,71~ o0,71* 0,79* -0,81* -0,68* -0,72*
NNGR - - 0,85+ -0,67* -0,71* -0,57* O,%Z* -0,62*  -0,78* -0,86* O,é4* -0,86* 0’é7* -0,74* 0,66* 0,74+ o0o,71* 0,73* 0,81* 0,84* -0,81* -0,71* -0,72*

*p<0,05. FR: Fator de reproducéo; NG: Numero de galhas; NNGR: Numero de nematoides (ovos + J2) por grama de raiz; MFSR: Massa fresca do sistema radicular; MFPA: Massa fresca da parte
aérea;MFC: Massa fresca dos colmos; VC: volume de caldo; AP: Altura de plantas; NP: Numero de perfilhos; DC: Diametro do colmo; AF: Area foliar; COL_A: Clorofila a; COL_B: Clorofila b; COL_T:
Clorofila Total; Brix: Porcentagem de sélidos presentes dissolvidos na agua; FDN: Fibra em detergente neutro; FDA: Fibra em detergente acido; LIG: Lignina; CEL: Celulose; Hemi: Hemicelulose.
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ANEXO



Anexo 1 — Relacdo das amostras e espécies de Meloidogyne detectado por Bellé
(2014) em cana-de-agucar na regido Norte do Rio Grande do Sul.

152

Amostra Procedéncia ESpé.CieS de Fenotipos
Meloidogyne (Esterase)

2 Seberi M. javanica J3
M. incognita 12

4 Seberi M. incognita 11
6 Seberi M. incognita 12
7 Frederico Westphalen M. javanica J3
M. javanica J2

M. incognita 12

8 Frederico Westphalen M. javanica J3
M. arenaria A2

M. ethiopica E3

9 Frederico Westphalen M. incognita 12
10 Frederico Westphalen M. javanica J2
11 Frederico Westphalen M. javanica J2
Meloidogyne sp.3 Al

12 Frederico Westphalen M. arenaria A2
14 Irai M. javanica J3
M. javanica J2

M. incognita 12

Meloidogyne sp.3 Al

15 Irai M. javanica J2
16 Irai M. javanica J3
M. arenaria A2
18 Irai Meloidogyne sp.1 Scl
19 Vicente Dutra M. javanica J3
M. hapla H1

M. incognita 12

20 Vicente Dutra M. javanica J2
M. ethiopica E3
Meloidogyne sp.2 Sc2

21 Vicente Dutra M. incognita 12
22 Vicente Dutra M. javanica J3
M. incognita 12

23 Vicente Dutra M. incognita 12
25 Caicara M. javanica J3
M. ethiopica E3

26 Caicara M. arenaria A2
27 Caicara M. javanica J3
M. arenaria A2



28

29

32

33
34

35

36
37

39
41
43
44
46

47
51

52

52

53

54

55

56

59

61
63

64
66
67

Caicara
Caicara
Pinherinho do Vale

Pinherinho do Vale
Pinherinho do Vale

Pinherinho do Vale

Pinherinho do Vale
Alpestre

Alpestre
Alpestre
Planalto
Planalto
Planalto

Planalto
Amestista do Sul

Amestista do Sul
Amestista do Sul
Amestista do Sul
Amestista do Sul
Vista Alegre
Vista Alegre

Vista Alegre

Palmitinho
Palmitinho

Palmitinho
Palmitinho
Tenente Portela

M. javanica
M. incognita
M. javanica
M. arenaria
M. javanica
M. javanica
M. javanica
M. incognita
Meloidogyne sp.1
Meloidogyne sp.1
M. javanica
M. incognita
M. hapla
Meloidogyne sp.1
Meloidogyne sp.1
Meloidogyne sp.1
M. incognita
M. incognita
. arenaria
M. incognita
M. javanica
M. javanica
M. javanica
M. javanica
M. javanica
M. incognita
M. javanica
M. incognita
M. javanica
M. incognita
M. incognita
M. javanica
M. javanica
M. incognita
M. javanica
M. incognita
M. javanica
M. arenaria
M. javanica
M. javanica
M. javanica
M. javanica
M. javanica
M. arenaria

J3

J2
A2
J2
J2a
J2

Scl
Scl

J2a
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68 Tenente Portela M. javanica J3
69 Tenente Portela M. javanica J2
71 Tenente Portela M. arenaria A2
73 Trés Passos M. javanica J2
74 Trés Passos M. javanica J2
M. luci L3

75 Trés Passos M. javanica J2
77 Trés Passos M. javanica J2
79 Jaboticaba M. javanica J2
80 Jaboticaba M. incognita 12
81 Jaboticaba M. javanica J2
Meloidogyne sp.2 Sc2

82 Jaboticaba M. javanica J3
M. javanica J2
Meloidogyne sp.2 Sc2

83 Jaboticaba M. incognita 11
84 Jaboticaba M. javanica J2
Meloidogyne sp.2 Sc2

89 Palmeira das Missbes M. javanica J2
M. javanica J3

Meloidogyne sp.3 Al

91 Porto Xavier M. javanica J2
Meloidogyne sp.2 Sc2

93 Porto Xavier M. javanica J2
97 Roque Gonzales M. javanica J2
98 Roque Gonzales M. javanica J2
99 Roque Gonzales M. javanica J3
M. javanica J2

M. hapla H1

100 Roque Gonzales M. javanica J2
103 Porto Lucena M. javanica J3
M. javanica J2

M. arenaria A2

M. incognita 11

104 Porto Lucena M. javanica J2
107 Porto Lucena M. javanica J2
Meloidogyne sp.3 Al

Meloidogyne sp.2 Sc2

108 Porto Lucena M. javanica J2
Meloidogyne sp.2 Sc2

109 Santo Angelo M. javanica J3
M. javanica J2

M. arenaria A2

M. incognita 12



110

111

112

113
114

115

116

117

118
119

121

123

124

125

126

128

129

130

133
134

Santo Angelo

Santo Angelo
Santo Angelo

Santo Angelo
Santo Angelo

Séo Luiz Gonzaga
Séo Luiz Gonzaga
Séo Luiz Gonzaga

Séo Luiz Gonzaga
Séo Luiz Gonzaga

Aratiba
Aratiba
Aratiba
Aratiba
Aratiba
Crissiumal
Crissiumal
Crissiumal

Pelotas
Pelotas

M. javanica

M. javanica
Meloidogyne sp.3

M. javanica
Meloidogyne sp.3

M. javanica
Meloidogyne sp.2

M. javanica

M. javanica

M. arenaria

M. javanica
Meloidogyne sp.2

M. javanica

M. arenaria

M. javanica

M. javanica

M. javanica

M. incognita

M. javanica

M. incognita

M. javanica
Meloidogyne sp.3
Meloidogyne sp.2

M. javanica
Meloidogyne sp.3

M. incognita

M. javanica

M. javanica
Meloidogyne sp.2

M. javanica

M. javanica

M. javanica

M. javanica

M. javanica
Meloidogyne sp.2

M. javanica

M. javanica

J3
J2
Al
J2
Al
J2
Sc2
J3
J2
Al
J2
Sc2
J2
Al
J2
J2a

Sc2
J2
Al

J2
J3
Sc2
J3
J2
J2
J2a
J2
Sc2
J3
J3
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