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RESUMO

ESPECIES DO FITONEMATOIDE DO GENERO Meloidogyne
(NEMATODA-HETERODERIDAE) ENCONTRADAS
ASSOCIADAS A CULTURA DA CANA-DE-ACUCAR
NO ESTADO DE PERNAMBUCO

Foi efetuado, em canaviais do Estado de Pernambuco, um levantamento de
espécies do fitonematoide endoparasito do género Melvidogyne. As areas de
coleta estavam distribuidas em duas regides: Zona da Mata Norte e Sul do
Estado. Foram coletadas cem amostras simples, contendo solo de rizosfera e
raizes de cana—de—agucar, nas duas citadas regides, que posteriormente foram
processadas para extragao de nematoides, usando—se a metodologia padrao.
Na regiao Norte, apenas 41 amostras apresentaram infestacao pelo nematoide
das galhas, com a seguinte distribuicio percentual: Meloidogyne incognita 32,0; M.
arenaria 46,05 M. javanica 2,0; M. enterolobii 12,0 e Meloidogyne sp. 7,0. Na regiao
Sul, o total de amostras infestadas foi 27 e as percentagens de ocorréncia de
espécies foram: M. arenaria 44,0; M. enterolobii 33,0; M. javanica 11,0; M. incognita
7,0 e M. hispanica 4,0.

Termos para indexagdo: nematoides parasitos de planta, levantamento de
espécies de nematoide, espécies do nematoide das galhas, Saccharum sp.
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ABSTRACT

SPECIES OD THE PLANT PARASITIC NEMATODE OF
THE GENUS Meloidogyne NEMATODA-HETERODERIDAE)
FOUND ASSOCIATED TO SUGAR CANE CROPS IN THE
STATE OF PERNAMBUCO, BRAZIL

A survey on Meloidogyne species associated to sugarcane was developed in
sugarcane producing areas in the State of Pernambuco, Northeastern of
Brazil. The colleting sites were distributed into two regions: North and South
of the Rain Forest Zone of the State. One hundred samples using stander
procedures were obtained from the north and the south. In the north region
only 41 samples presented infestation by root—not nematode species with
the following percentages of occurrence: Meloidogyne incognita 32,0; M. arenaria
46,0; M. javanica 2,05 M. enterolobii 12,0 and Melvidogyne sp. 7,0. In the south,
the total of infested samples was 27 and the percentages of the species found
were: M. arenaria 44,0; M. enterolobii 33,0; M. javanica 11,0; M. incognita 7,0 and
M. hispanica 4,0.

Index terms: plant—parasitic nematodes, nematode survey, root—knot species,
Saccharum sp.

1. INTRODUGAO

Os nematoides causam muitos danos as plantas cultivadas e altos prejuizos aos
agricultores no mundo Sasser (1980). No Nordeste este fato ¢ também verdadeiro.
Com efeito, conforme é sabido, os canaviais pernambucanos apresentam baixas
produtividades, a despeito dos investimentos feitos antes do plantio, com os tratos
culturais e, também, para manuten¢io das socas. Com efeito, produtividades em
torno de 20 a 30 toneladas por hectare sio frequentes nessas areas, levando o
produtor a freqlientes prejuizos. Tratam—se, na maiotia dos casos, de solos rasos, com
baixos teores de matéria organica, sobretudo nas encostas, e varzeas improdutivas,
nesses casos, frequentemente, essas mesmas areas encontram—se infestadas por
fungos fitopatogénicos e nematoides parasitos de plantas, que geralmente ocorrem
simultaneamente com formas intermediarias de desenvolvimento de insetos—praga.
Associado a esses fatos, o uso continuo da terra, sem uma necessaria rotatividade
envolvendo novas variedades melhoradas ou culturas comercias resistentes em planos
de rotagao de culturas, mantém altas as densidades populacionais dos fitonematoides
que podem, mesmo em solos de boa fertilidade, induzir produtividades irrisorias
(Spaull, 1981; Spaull & Cadet, 1990; Novaretti, 1995; Cadet ez al., 2002; Moura,
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2005). Entre os fitonematdides que se enquadram nesta categoria, encontra—se o
popularmente conhecido nematoide das galhas, em alusdo aos engrossamentos e
tumores radiculares, que os mesmos induzem suas formag¢des. Na literatura inglesa,
esse parasito ¢ referido popularmente por root—knot nematode, pela mesma razao.
Trata—se de um endoparasito sedentario, do género Melvidogyne Géeld (Nematoda:
Heteroderidae), descrito na Inglaterra por Berkeley em 1885. Pela sua importancia
econdmica, o nematoide das galhas, desde o seu primeiro assinalamento no mundo,
passou a ter registro em quase todos os paises (Carter & Sasser, 1982; Sasser, 1980).
Estudos realizados em canaviais nos Estados do Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco e Alagoas por Moura ¢z a/. (2000) revelaram que o nematoide das galhas
encontrava—se presente em todos esses Estados, tendo sido assinaladas as espécies
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood e M. javanica (Treub) Chitwood,
esta ultima conhecida popularmente por “nematoide da cana—de—acucar” (sugarcane
nematode) pelo fato de ter sido descrita em cana—de—agtcar, na Ilha de Java (Treub,
1885). No estudo de Moura e colaboradores, supracitado, algumas populages do
nematoide das galhas mostram—se atipicas e outras nio foram identificadas por razdes
técnicas e, por isto, foram referidas simplesmente por Melidogyne sp. Durante tais
estudos, os autores utilizaram o método de identifica¢do de espécies fundamentado
em um unico critério, o morfolégico, segundo Chitwood (1949), Eisenback ez a/.
(1981) e Hartman & Sasser (1985). Este critério tem como fundamento a analise de
um padrio morfolégico, formado pelas estrias do corpo do animal, localizado na
regido perineal de fémeas adultas. Atualmente, este método encontra—se em desuso
por possibilitar, em algumas situagoes, diagnosticos pouco precisos Por isto, apos
muitos anos de uso, este critério vem sendo substituido pelo critério molecular,
fundamentado em padroes eletroforéticos de isoenzimas, segundo Esbenshade &
Triantaphyllou (1990), descrito no Brasil por Carneiro & Almeida (2001).

Com o objetivo de melhor se conhecer a identidade das populacdes prevalentes
de Meloidogyne spp. no Estado de Pernambuco, foi elaborado um projeto de pesquisa,
visando o levantamento parcial de espécies do nematoide das galhas, ocorrentes
nas Zonas da Mata Norte e Sul do Estado de Pernambuco, com a colaboracio
do Laboratério de Nematologia do CENARGEM/ EMBRAPA, em Brasilia,
para as identificagdes das populagdes coletadas por meio do método molecular,
fundamentado em padroes eletroforéticos de isoenzimas (esterase). Paralelamente,
seriam efetuadas as identificagdes das mesmas populages pelo método morfologico,

neste caso, com os trabalhos realizados no Centro Académico de Vitoria (CAV), da
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Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Este cruzamento de informagdes teve
como objetivo a constata¢do de possiveis bidtipos ou variantes do fitonematoide,
que seriam populagdes com padrdes morfoldgicos e eletroforéticos divergentes. A
importancia da identificacao das espécies do género Melvidogyne para a agricultura
prende—se ao fato de que essas espécies possuem gamas de plantas hospedeiras nao
coincidentes. Portanto, as informacSes obtidas com esta pesquisa podem indicar
qual a cultura a ser considerada para as dreas infestadas, quando da implantacio
de assentamentos de colonos e para os novos projetos relativos ao agronegocio,
especialmente a fruticultura, atividade que se encontra em fase de desenvolvimento
na Zona da Mata do Nordeste, com muitas espécies de planta altamente susceptiveis

a diferentes espécies do nematoides das galhas.

2. MATERIAL E METODOS

Para a execugido do levantamento, objetivo principal da presente pesquisa, foram
selecionados, para as coletas das amostras, canaviais na Zona da Mata Norte e Sul
do Estado de Pernambuco. Como procedimento de amostragem, ao ser visitado um
canavial, era seguido o sistema de coleta do tipo ziguezague, segundo Barker (1985),
obtendo—se um numero variavel de amostras simples. Cada amostra era formada
por solo de rizosfera (£ 500 g) e raizes (£ 200 g). Os canaviais amostrados foram
indicados por técnicos locais, que os reconheciam como de baixa produtividade
(P<30 t/ha).

As coletas comecaram a ser feitas pela regiao Norte e totalizaram 100 amostras,
todas obtidas em terras proximas as industrias, exceto para os casos das amostras
da Estacio Experimental de Cana—de—Acucar de Carpina (EECAC). Foi amostrado
um total de nove usinas, tendo sido coletadas 10 amostras em cada uma e 10 na
EECAC. Na regido da Mata Sul a escolha foi diferente, pois foram consideradas
apenas duas usinas; Cucau e Trapiche, com um total de 10 locais de coleta, para a
obtencio de 10 amostras simples em cada local, totalizando, igualmente ao obtido na
Z.ona da Mata Norte, 100 amostras. Na usina Cucau, foram indicados oito locais de
coleta, todos afastados da industria, e escolhidos por técnicos da usina. Foram oito
engenhos, todos fornecedores de cana, que possufam as seguintes denominagoes:
Limeira, Santa Cruz, Conceicao, Pau Sangue, Cachoeirinha, Dourado, Triunfo e V.
Campelo.

Na usina Trapiche, o critério foi diferente do adotado para a usina Cucau,

pois foram tomados dois locais para amostragens e, como caracteristica desses

Anais da Academia Pernambucana de Ciéncia Agrondémica, vols. 8 ¢ 9, p.193-204, 2011/2012.



R.M. MOURA et al. 197

locais de coleta, considerou—se o fato de serem terras ha muito cultivadas com
cana (mais de 40 anos). Portanto, na Mata Sul, igualmente ao que foi feito na Mata
Norte, foram coletadas 100 amostras simples. As amostragens obedeceram a um
cronograma de execucao, aplicado ao longo dos meses mais chuvosos (maio a
agosto), dos anos de 2008 e 2009. A metodologia de coleta de amostras adotada
teve como objetivo promover uma diversidade de local de coleta que fosse adequada
aos objetivos do trabalho, considerando—se um universo de 200 amostras. Apos as
coletas, as amostras eram levadas para a Estagao Experimental “Luiz Jorge da Gama
Wanderley”, em Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco, pertencente ao Instituto
Agronomico de Pernambuco (IPA) para isolamento das populagdes do nematoide.
Para isso, cada amostra era individualmente colocada em um vaso plastico novo,
de 5 litros de capacidade, que era devidamente identificado, mediante uma etiqueta
plastica, aposta no solo. Depois de adequado umedecimento do solo, uma plantula
de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill. cv Santa Cruz), cultivar reconhecidamente
suscetivel a todas as espécies do nematoide das galhas, era transferida para cada vaso
e permitido seu crescimento por 40 a 50 dias, em ambiente de casa de vegetagio.
Os tomateiros utilizados nos transplantios possuiam 30 dias de idade e haviam
sido obtidos em células de germinacio, contendo substrato comercial, livre de
nematoides. A casa de vegetacio utilizada possuifa sistema de irrigacdo automatico,
assegurando—se permanente irrigagdo em volume adequado. Em casos recorrentes
de incidéncias de damping off, doenca causada por fungos e bactérias, substituia—se o
tomateiro pelo quiabeiro (Hzbiscus esculentuns 1..), ignalmente susceptivel ao nematoide
em estudo, porém resistente a doenga. Quando as plantas completavam 40 dias de
desenvolvimento apés o transplantio, cada uma era cuidadosamente retirada do solo,
cortada e descartada a parte aérea, ¢ o sistema radicular lavado cuidadosamente, por
meio de tripla imersdo em agua limpa. Quando detectada infeccao pelo nematoide,
que era caracterizada pela presenca de galhas, aproximadamente 70% do volume
das raizes de cada planta era colocado em envelope plastico, identificado mediante
etiquetagem ¢ enviado para o CENARGEN /EMBRAPA, por via Sedex. Os
demais 30% eram fixados em solugdo de CINa a 0,9% e guardados em refrigerador,
no laboratério de Microbiologia e Imunologia do Centro Académico de Vitoria
(CAV) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). No CENERGEN, as
espécies eram identificadas pelo método molecular eletroforese de isoenzimas,
obtendo—se o fendtipo isoenzimatico de esterase, de acordo com Esbenshade &
Triantaphyllou (1990) e Carneiro & Almeida (2001). No CAV, ap6s a fixagao do

Anais da Academia Pernambucana de Ciéncia Agronémica, vols. 8 ¢ 9, p.193-204, 2011/2012.



198 ESPECIES DO FITONEMATOIDE...

material em solucio salina, por um minimo de 48 horas, raizes parasitadas eram
dissecadas para serem retiradas fémeas adultas, visando—se a identifica¢do do padrio
perineal, segundo Chitwood (1949) e Hartmann & Sasser (1985). As popula¢des de
da espécie M. incognita (Kofoid & White) Chitwod, apds serem identificadas pelo
método morfolégico, eram submetidas as reagoes diferenciadoras de ragas desta
espécie, seguindo—se também o critério apresentado por Hartmann & Sasser (1985).
As sementes das espécies botanicas diferenciadoras das ragas de M. incognita, que sao
de fumo (Niotiana tabacum L. cv. NC 45) e de algodoeiro (Gossypin hyrsutm cv Delta
Pine) foram cedidas pelo Dr. Rui Carneiro, do IAPAR, EMBRAPA, localizado em
Londrina, Parana. A terceira planta diferenciadora foi o cultivar de tomateiro Santa

Cruz em substitui¢ao a cv Rutgers.

3. REsuLTADOS

Das 100 amostras coletadas na Zona da Mata Norte, apenas 41 possuiam
infestagdo por Melvidogyne spp. Apenas trés destas popula¢des nao puderam ser
identificadas em nivel de espécies, por razdes técnicas ou por apresentarem fenotipos
de esterase atipicos. Nao foram realizadas novas coletas nos locais de origem dessas
amostras perdidas. As espécies encontradas com suas respectivas frequéncias relativas
toram: Meloidogyne incognita 32,0; M. arenaria 46,05 M. javanica 2,0; M. enterolobii 12,0 e
Meloidogyne sp. 7,0. As populagbes de M. incognita, que totalizaram 13, foram todas
identificadas como pertencentes a raca 1. A relacdo das espécies do nematoide das
galhas assinaladas na Zona da Mata Norte encontra—se na Figura 1. Na regido Sul, o
total de amostras infestadas foi pelo nematoide em estudo foi de 27 e as porcentagens
de ocorréncia de espécies foram: M. arenaria 44,0; M. enterolobii 33,0; M. javanica 11,0,
M. incognita 7,0 e M. hispanica 4,0. Nesta regiao, todas as populacoes de M. 7ncognita
foram identificadas como sendo da raca 2 (Figura 2). Nao houve divergéncias entre

as identificagdes morfologicas e as moleculares.

4. DISCUSSAO

Ficou constatado que existe uma maior diversidade de espécies de Melidogyne
que se presumia em canaviais nordestinos, a considerar os dados de literatura, que
sdo repetitivos em relagdao aos assinalamentos das espécies M. zncognita e M. javanica
(Treub) Chtwood, a exemplo de Moura ez a/. (1999 e 2000), entre outros. As novas

espécies ora reportadas e que foram M. arenaria (Neal) Chiwood e M. enterolobii Yang
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& Eisenback (Sin. Meloidogyne mayagunensis Rammah & Hirchmann) sio novos enfoques
para a patologia da cana—de—agucar, sobretudo por trazerem dificuldades para o

controle do parasito por meio de rotagdo de culturas. Também, tais assinalamentos
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dificultam os novos planejamentos agricolas para a regido canavieira do Nordeste,
especialmente para projetos de fruticultura, como o cultivo da bananeira, mamoeiro
e goiabeira. Ainda com relacio aos assinalamentos de M. arenaria, considerando—se
os dados de literatura, foi possivel inferir que esse nematoide pode nao ter sido
constatado em levantamentos e diagnodsticos anteriores em canaviais nordestinos,
pelo fato do seu parasitismo induzir em gramineas, inclusive na cana—de—acucar,
galhas muito diminutas, que podem passar despercebidas em situacdes de campo,
conforme salientou Williams (1969). No exterior, o parasitismo de M. arenaria em
cana—de—acucar foi primeiramente reportado na Australia, de acordo com Spaull &
Cadet (1990), seguindo—se outros assinalamentos, por exemplo, em Porto Rico, por
Romam (1961) apud Willians (1969). No Brasil, M. arenaria foi assinalada em cana—
de—acucar por Novaretti ¢f al. (1974) e por Gomes & Novaretti (1985). A presenca
de M. arenaria nos canaviais nordestinos traz a necessidade de estudos visando
determinar a sua dispersdo regional e posterior identificagdo da raca predominante.
Devido as dificuldades de serem observadas galhas causadas por M. arenaria em
cana—de—acucar, os estudos, aqui propostos, devem ser feitos, preferencialmente,
por meio da multiplicacdo do nematoide em tomateiros susceptiveis, cultivares
Rutgers ou Santa Cruz, desenvolvidos em vasos contendo solo e rafzes amostradas
de areas problemas. De rafzes parasitadas, obtidas 45 dias mais tarde, devera ser
procedida a identificacdo especifica do nematoide, fundamentada no padrio
fenétipico de esterase, de fémeas adultas isoladas. Melvidogyne arenaria raga 1, mesmo
sem possuir alta prevaléncia no Brasil, tem sido assinalada no Nordeste parasitando
varias culturas (Manso ez al., 1994), sempre ocasionando perdas. Entretanto, a raca 2,
ainda ndo assinalada no Brasil, apresenta—se como ameaga a agricultura nordestina,
principalmente por ser reconhecida como virulenta a cultura do amendoim (Arachis
hypogaea 1..), havendo relatos desse parasitismo em diversos paises, especialmente
nos Hstados Unidos, onde as perdas sdo expressivas (Milton & Baujard, 1985).
Portanto, a presenca dessa raca em canaviais nordestinos, caso confirmada, podera
comprometer o uso dessa oleaginosa, de grande valor nutritivo e comercial, que se
apresenta como uma das melhores alternativas para o controle de M. zncognita e M.
Javanica em canaviais, por meio de programas de rotaciao de culturas, devido a sua
imunidade em relagdo essas duas espécies, que sio muito virulentas em canaviais
brasileiros e do mundo, pelo que afirmaram Spaull & Cadet (1990) e Moura (2005),
entre outros. O assinalamento de M. enterolobii em canaviais ¢ fato novo para a

patologia de Saccharnm spp. A alta viruléncia desse nematéide foi verificada desde
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o seu primeiro assinalamento no Brasil por Carneiro e/ al. (2001), em plantas de
goiabeira (Psidium guajava 1..). Em relacdo ao tomateiro Santa Cruz a viruléncia é
igualmente alta e foi possivel ser observada na presente pesquisa, quando o tomateiro
se desenvolveu em vasos contendo solo infestado por esta espécie. Ainda em relacao
a este primeiro registro de M. enterolobii em canaviais pernambucano, é importante
ser relembrado que, por ocasiao do primeiro assinalamento da “meloidoginose
severa da goiabeira” no Brasil, por Moura & Moura (1989), os autores o fizeram
em um pomar localizado dentro de um antigo canavial, na Zona da Mata Norte
do Estado de Pernambuco, com mudas adquiridas junto a companhia SEMEP
(Sementes e Mudas de Pernambuco), 6rgao da Secretaria de Agricultura do Estado,
responsavel pela sanidade do material plantado. Houve perda total do pomar, com
sintomas dos mais severos em plantas doentes. Na ocasido do diagnéstico, segundo
relato dos citados autores, foi recomendado a erradica¢ao do pomar, por remog¢ao
de todas as plantas visivelmente parasitadas. As demais plantas morreram ao longo
de dois anos (Moura & Moura, 1989). Os sintomas da meloidoginose da goiabeira,
relatados naquela ocasido, coincidem totalmente com os que foram descritos para
os assinalamentos da doenca no semidrido nordestino e demais localidades. Para o
diagnostico do agente causal, os referidos autores utilizando—se da analise do padriao
perineal de fémeas adultas concluiu se tratar da espécie M. zncognita, determinando
também que se tratava da raga 2. Devido ao fato da configuragao perineal de M.
incognita ser parecida com o de M. enterolobii que, alids, apresenta a mesma reagao de
raca 2 de M. zncognta (Moura, dados nao publicados) é possivel que no assinalamento
de Moura & Moura (1989) tenha ocorrido um falso diagnoéstico, consequéncia da
precariedade do método do padrio perineal, e que, na verdade, o agente etiologico
do mal teria sido, M. enterolobii, espécie que, até aquela data, ainda ndo havia sido
assinalada no Brasil. Alias, Almeida ez /. (2008) analisando as dificuldades que ocorrem
quando da separacido das espécies M. incognita e M. enterolobii e sugerindo solugoes,
apresentaram diferencas morfologicas ocorrente entre as duas espécies, que sao vistas
com auxilio da microscopia eletronica de varredura e que aparentemente sio bem
constantes. Igualmente, aqueles autores contaram com as caracteristicas do padrio
eletroforético da isoenzina esterase, para assegurar ainda mais a confiabilidade da
identifica¢do. Concluiram afirmando que, por esta via, assegura—se um diagnostico
preciso na separacio das duas espécies. Na ocasido do diagnéstico de Moura &
Moura (1989) esses métodos nao estavam disponiveis no Nordeste. Esta antiga

constatacdo da meloidoginose da goiabeira sugere a presenca de M. enterolobii em
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canaviais pernambucanos, ha muitos anos, havendo a possibilidade de sobrevivéncia
em plantas invasoras, conforme assinalaram Carneiro ez a/. (2006). Quanto as demais
espécies assinaladas nesta pesquisa, a comecar por M. incognita e M. javanica, sabe—se
que sdo as espécies de maiores frequéncias de ocorréncia nos canaviais brasileiros e
do mundo, sendo também as de maiores viruléncias até hoje assinaladas para essa
graminea e, portanto, as que possuem a mais alta importancia econdémica no Brasil e
no mundo agucareiro (Spaull & Cadet, 1990; Moura, 2005). Quanto a M. hispanica, ja
assinalada em trabalhos anteriores no nordeste em cana—de—agucar, parece se tratar
de um organismo de baixa ocorréncia e aparentemente sem importancia econdémica
para o cultivo dessa graminea. Esta afirmativa esta em acordo com que mencionam
Spaull & Cadet (1990). Nao foram encontradas divergéncias entre as identificagoes
das espécies de Melvidogyne por meio dos fendtipos de esterase com as obtidas por

meio do exame da configuracao perineal.
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