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RESUMO

Entre os nematoides parasitas de plantas, os de maior importancia para a
bananicultura sdo Radopholus similis, Helicotylenchus  multicinctus,
Pratylenchus coffeae, Meloidogyne spp. € Rotylenchulus reniformis. O Estado da
Bahia € um dos maiores produtores da fruta no Brasil e o municipio de Bom
Jesus da Lapa é considerado o maior produtor individual de banana. O objetivo
desse trabalho foi obter informagdes sobre a ocorréncia dos principais
nematoides parasitas de bananeira no Estado; caracterizar, por meio de
isoenzimas, as espécies de Meloidogyne spp. prevalentes e estudar a
agressividade de diferentes populagbées de Meloidogyne incognita. Foram
coletadas 147 amostras compostas de solo em 36 municipios, representativos
de nove regides. Aproximadamente 65% das amostragens foram realizadas na
regiao da rizosfera de cultivares do subgrupo Prata (AAB), seguido de Cavendish
(22%) e Platanos (10%), sendo que o restante veio das cultivares Maga e Pisang
Mas. Houve predominancia de H. multicinctus em 87% das amostras, R.
reniformis em 63%, Meloidogyne spp. em 62%, Pratylenchus spp. em 3% e R.
similis em 2% das lavouras amostradas. A partir de analise isoenzimatica foi
possivel estimar a prevaléncia de M. incognita em 41,5% das amostras, seguida
por M. arenaria e M. javanica em 36,6% e em 18,3% das popula¢des analisadas,
respectivamente. Levando-se em consideracdo o fator de reprodugdo, néo
houve diferenga significativa na agressividade entre as populagcdes de M.
incognita. No entanto, foi possivel verificar que existe diferenca na capacidade
reprodutiva entre as treze populacbes do nematoide avaliado, em que a
populagdo oriunda de Bom Jesus da Lapa apresentou a maior taxa de
multiplicagdo. Essa populagdo tem potencial para uso no programa de
melhoramento genético de banana visando selecionar fontes de resisténcia a M.
incognita. Em uma amostragem externa, realizada no municipio de Jaiba, Estado
de Minas Gerais, observaram-se sintomas caracteristicos de infecgao por
nematoides-das-galhas  (Meloidogyne  enterolobii). ~ Foram  realizadas
caracterizagdes morfolégicas, morfométricas, bioquimica, molecular e teste de
patogenicidade que confirmaram a espécie. Este € o primeiro relato de M.
enterolobii em bananeira no Brasil.

Palavras-chave: Sele¢cdo, Nematoides, Musa spp., Melhoramento,

Agressividade.



ABSTRACT

Among the parasitic species of nematodes in plants, the main ones in bananas
are Radopholus similis, Helicotylenchus multicinctus, Pratylenchus coffeae,
Meloidogyne spp. and Rotylenchulus reniformis. The state of Bahia is one of the
main banana producers in Brazil and the county of Bom Jesus da Lapa is
considered the largest. The objective of the present work was to investigate the
distribution of parasitic nematodes in bananas in the State and estimate levels of
aggressiveness of the populations sampled as well as their prevalence in the
region. One-hundred and forty-seven combined soil samples in 36 counties,
representative of the 9 regions, were collected. Approximately 65% of the
samples were carried out in the rhizosphere of cultivars of the Prata Subgroup
(AAB), followed by Cavendish (22%) and Plantains (10%) and the remaining from
the Silk and Pisang Mas cultivars. The H. multicinctus species was predominant
in 87.1 % of the samples, R. reniformis in 63.3%, Meloidogyne spp. in 61.9%,
Pratylenchus spp. in 2.7% and R. similis in 2.0% of the sampled areas. Enzymatic
analysis estimated prevalence of M. incognita in 41.5% of the samples followed
by M. arenaria and M. javanica in 36.6% and 18.3% in the populations analyzed,
respectively. Considering the reproduction factor, there was no significant
difference in the aggressiveness between the populations of M. incognita.
However, there was difference in the reproductive capacity between the thirteen
nematode populations analyzed, whereas the population from Bom Jesus da
Lapa (Bahia) presented highest multiplication rate. This population has potential
for use aiming the selection of sources of resistance to M. incognita for use in the
banana genetic breeding program. In an external sample carried out at the county
of Jaiba, Minas Gerais State, characteristic symptoms of the infection by root-
rot—-nematodes (Meloidogyne enterolobii), was observed. Morphological,
morphometric and isoenzymatic characterizations as well as pathogenicity tests
which confirm the species were also carried out. This is the first report of
Meloidogyne enterolobii in bananas in Brazil.

Key-words: Selection, Nematodes, Breeding, Musa spp., Aggressiveness.



1. INTRODUGAO GERAL

1.1 Importancia econémica da banana

As bananas e os platanos assumem grande destaque na produgéo
mundial, figurando entre os oito alimentos mais importantes do mundo e quarto
quando se considera o continente africano (SEYDOU et al., 2017). A produgéo
mundial, em 2016, foi de aproximadamente 114 milhées de toneladas e o valor
bruto de produgédo alcangou 34 bilhées de dolares (FAO, 2018).

O Brasil ocupa a terceira posicdo no cenario mundial, com
aproximadamente 6,8 milhdes de toneladas produzidas em 550 mil hectares, o
que representa um valor bruto de producdo de 3,4 bilhdes de dolares,
correspondendo a 3,0% da riqueza gerada pela produgdo agricola brasileira,
reforgando a importancia da fruta para o agronegécio nacional (FAO, 2018).

A producgao de banana esta distribuida em todo o territério nacional e o
estado da Bahia € um dos principais produtores do Pais, com 1,1 milhdo de
toneladas produzidas na safra de 2017, representando 15% da producao
nacional, sendo que o municipio de Bom Jesus da Lapa figura como o maior
produtor individual da fruta no Pais (IBGE, 2018).

A bananicultura possui elevada importancia social e econdmica, e em
muitos locais, € a principal fonte de arrecadagéo, geradora de emprego e renda
para a populacdo. O cultivo dessa espécie frutifera é realizado por pequenos,
medios e grandes produtores, porém ha predominancia daqueles de pequeno e
meédio porte. Constitui-se uma importante fonte de renda para a unidade
produtiva, pois a produgéo € praticamente constante ao longo do ano, gerando
renda semanalmente (BARROS et al., 2016).

1.2 Limitantes a produgao de banana: problemas fitossanitarios

Dentre os principais fatores que afetam a cultura da bananeira, diminuindo
significativamente a produgédo, destacam-se os problemas fitossanitarios
causados por fungos, bactérias, virus e nematoides.

As doengas causadas por fungos sdo as mais comuns. Ocorrem

aproximadamente 50 patdégenos fungicos em bananeira, porém os mais
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importantes sdo os fungos causadores da sigatoka-negra, sigatoka-amarela e
mal-do-Panama (JONES, 2000).

A sigatoka-negra é a mais grave e temida doencga fungica da bananeira
em todo o mundo, implicando em aumento significativo de perdas, que podem
chegar a 100% da producdo, onde o controle ndo for realizado. Ataca
severamente as cultivares tipo Prata, Cavendish e os Platanos (CORDEIRO et
al., 2014). Ja a sigatoka-amarela, apesar de ser menos agressiva do que a
sigatoka-negra, € considerada a responsavel pelos maiores danos a produgao
de banana, em grande parte, por ser caracterizada como uma doenga endémica
no Brasil (CORDEIRO e MATOS, 2000).

O mal-do-Panama também conhecida como murcha-de-Fusarium,
causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E. F. Smith) Sn & Hansen, em
variedades altamente suscetiveis, como a banana ‘Mac&’, provoca perdas de
100% na produgédo. Ja nas variedades tipo Prata, que apresentam um grau de
suscetibilidade menor do que a Magéa, a doenga causa em torno de 20% de
perdas (CORDEIRO et al., 2014). Durante muitos anos foi a principal doenca da
bananicultura, sendo responsavel pela destruicdo de grandes plantagdes
comerciais em muitos paises (FERNANDES et al., 2006).

O moko ou murcha-bacteriana, causada pela bactéria Ralstonia
solanacearum Smith (Pseudomonas solanacearum), raga 2, constitui-se em
permanente ameaga no cultivo dessa fruteira, principalmente considerando
algumas de suas caracteristicas como disseminagao por insetos, morte rapida
das plantas afetadas e auséncia de variedades resistentes. (CORDEIRO et al.,
2016).

Outra doengca de origem bacteriana de importancia secundaria é a
podridao mole, causada por Erwinia carotovora subsp. carotovora. Geralmente,
as plantas afetadas por essa doenca entram em colapso por causa da murcha
seguida de podridao provocada pela bactéria (CORDEIRO et al., 2016).

No Brasil, ocorrem o virus das estrias da bananeira (Banana streak virus,
BSV) e o virus do mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus, CMV). O primeiro
€ transmitido por mudas infectadas e por cochonilha, enquanto a transmissao do
segundo é realizada por afideos. O CMV esta presente nas principais areas

produtoras de bananeira, podendo provocar perdas elevadas em plantios novos,



especialmente quando eles sido estabelecidos em areas com alta populacéo de
pulgdes e proximas a culturas hospedeiras do virus (CORDEIRO et al., 2014).

A bananeira também é acometida por varias espécies de nematoides. Sao
relatadas 146 espécies de fitonematoides associadas ao cultivo, distribuidas em
43 géneros. Os mais prejudiciais sdo os migradores Radopholus similis,
Helicotylenchus multicinctus, Pratylenchus coffeae e o0s sedentarios
Meloidogyne spp. e Rotylenchulus reniformis. Estas espécies sdo consideradas
importantes em paises tropicais e subtropicais, ndo sé pelos danos causados,
mas, principalmente por causa da grande variabilidade e da interagcdo com
diferentes cultivares de bananeira e outras culturas (RITZINGER e FANCELLI,
2006).

Na bananeira, destruicdo dos tecidos das raizes, causada pelos
nematoides, afeta a absorgdo de agua e nutrientes e enfraquece o sistema de
ancoragem da planta. Consequentemente, a planta pode apresentar
crescimento reduzido, menor numero e tamanho de folhas, redugdo da massa
do cacho e da vida produtiva, prolongamento do ciclo vegetativo com
consequente aumento do periodo entre colheitas (GOWEN e QUENEHERVE,
1990; COSTA et al.,, 2016). Além disso, o tombamento € comum entre as
bananeiras com raizes infectadas por nematoides, principalmente, na fase final

de formagao do cacho.

1.3 Fitonematoides na cultura da bananeira

O parasitismo por nematoides em bananeiras se caracteriza pela
infestacdo simultanea de varias espécies (GOWEN e QUENEHERVE, 1990;
DIAS-ARIEIRA, 2008). No Brasil as espécies encontradas com maior frequéncia
em areas de produgao de banana sao H. multicinctus, M. incognita, M. javanica,

M. arenaria, R. similis, P. coffeae e R. reniformis.

O nematoide-cavernicola, Radopholus similis

Radopholus similis pertence a familia Pratylenchidae e foi observado, pela
primeira vez, por Cobb, em 1891, em amostras de raizes de bananeira, coletadas

nas ilhas Fiji. No Brasil, foi relatado pela primeira vez em 1959, no municipio
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paulista de Juquid, parasitando bananeira (CARVALHO, 1959). E considerado o
principal nematoide da bananeira, destacando-se em fungdo dos danos
causados e por sua ampla distribuicao nas principais regides produtoras de
banana do mundo (DIAS-ARIEIRA, 2008).

Endoparasita migrador, ou seja, penetra nas raizes da bananeira e migra
pelos tecidos radiculares, podendo chegar até o rizoma, resultando em um
sistema radicular reduzido e necrosado. Os nematoides migram nos tecidos inter
e intracelularmente, alimentando-se do citoplasma das células do cortex,
causando o colapso das paredes celulares e formando cavidades e tuneis, ao
longo do cortex, resultando, dai, o nome comum de nematoide cavernicola. Os
tecidos infectados sao inicialmente de coloragdo avermelhada, mas se tornam
enegrecidos apos a colonizagdo de fungos e bactérias. As areas necrosadas
podem coalescer, originando extensas necroses. Essa destruicdo do sistema
radicular favorece o tombamento das plantas sob ventos fortes ou pelo peso do
cacho (COSTA et al., 2016).

Quando em condicdes favoraveis, R. similis € capaz de completar seu
ciclo de vida dentro da raiz do hospedeiro apés 21 dias em temperatura de 24
°C. Contudo, a duragao deste ciclo pode variar de 20 a 25 dias em decorréncia
de fatores ligados a planta hospedeira ou ao ambiente (SARAH et al., 1996). A
reproducao é tipicamente por anfimixia (FERRAZ e BROWN, 2016). No periodo
reprodutivo, as fémeas ovipositam quatro a cinco ovos por dia durante duas
semanas e 0s juvenis eclodem apos sete a oito dias em raizes de bananeira
(COSTA, 2004). Radopholus similis apresenta-se vermiforme tanto no estadio
juvenil como no adulto, além de possuir um pronunciado dimorfismo sexual em
que os machos apresentam aparelho digestivo degenerado, estilete atrofiado e
sao considerados nao-parasitarios (COSTA e CORDEIRO, 2009).

Apo6s completar o seu ciclo, ele pode voltar ao solo a procura de novas
plantas hospedeiras ou permanecer em pedacgos de rizoma no campo. Sem
alimento, ele pode sobreviver pouco menos do que seis meses com reservas de
seu préprio organismo (ROSSI, 2009).

Sua dispersao ocorre, na maioria dos casos, pelo material propagativo
contaminado (RITZINGER e COSTA, 2004). Acredita-se que a introdugao de

cultivares do subgrupo Cavendish contaminadas, que substituiu a cultivar mais



susceptivel ao mal-do-Panama (Gros Michel), tenha contribuido para a
dispersdo mundial desse nematoide (GOWEN e QUENEHERVE, 1990).

No geral, nos bananais do Brasil em que o nematoide cavernicola esta
presente, também ocorre H. multicinctus, sendo tal associagao possivel porque
ambas tém preferéncias por camadas bem distintas do cértex para atacar
(FERRAZ e BROWN, 2016).

O nematoide-espiralado, Helicotylenchus multicinctus

Helicotylenchus multicinctus pertence a familia Hoplolaimidae e é
conhecido como nematoide espiralado. Foi descrito em 1893 como Tylenchulus
multicinctus, sendo transferido para Helicotylenchus em 1956 (MCSORLEY e
PARRADO, 1986).

Nas raizes de bananeiras, H. multicinctus pode se comportar como
ectoparasita e/ou endoparasita. Restringe sua infec¢cado as camadas epidérmica,
subepidérmica e cortical mais externa. Isso acontece porque quase sempre
ocorre junto a R. similis. Como este ultimo ataca predominantemente as
camadas mais profundas do cértex, acaba restando a H. multicinctus limitar seu
ataque aos tecidos mais superficiais. Em quase todo o mundo, inclusive no
Brasil, essas duas espécies parasitam bananeiras simultaneamente, sendo R.
similis considerado o mais prejudicial e H. multicinctus o segundo em relevancia.
Em paises onde o nematoide cavernicola ndo foi assinalado, como Israel, H.
multicinctus se tornou o principal problema nos bananais, chegando a exigir
manejo especifico (FERRAZ e BROWN, 2016).

Tanto os juvenis como os adultos sdo vermiformes e, apds a morte
assumem formas que variam de retilineas até o formato de “C”. A reproducéo se
da por anfimixia e 0 numero de ovos por fémea pode passar de 100. O ciclo de
vida varia de 26-35 dias a uma temperatura média de 25 °C (COSTA, 2000).

Ovos e todos os estadios de juvenis e adultos de H. multicinctus foram
observados dentro de raizes de bananeira, o que torna provavel que o nematoide
possa completar todo o seu ciclo dentro das raizes, migrando para o solo com o
desenvolvimento da necrose dos tecidos (BLAKE, 1969). Os sintomas causados
consistem de pequenas lesdes acastanhadas com aparéncia de pontuacdes

superficiais, principalmente nas raizes mais grossas. Quando em altas
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infestagbes, estas lesbes podem coalescer causando extensivas necroses nas
raizes. Embora consiga parasitar diversas espécies vegetais, seu hospedeiro
principal é a bananeira (GOWEN e QUENEHERVE, 1990).

Segundo McSorley e Parrado (1986), a vida reprodutiva da plantagéo é
bastante reduzida, com quedas de producdo que podem ocorrem em dois a trés
anos apds o plantio. Porém, ndo ha muitos estudos especificos para esse
nematoide que esta presente em grande parte das amostras de solo e raizes
analisadas.

Este nematoide € comumente encontrado em associagdo com R. similis
e, ou Meloidogyne spp., porém pouco se conhece sobre sua real importancia

econdmica para a cultura da bananeira no Brasil (COSTA et al., 2016).

O nematoide-das-lesdes-radiculares, Pratylenchus spp.

Observado pela primeira vez por Cobb, em 1919, em raizes de platano na
América Central, P. coffeae foi inicialmente descrito como Tylenchus musicola.
Provavelmente nativo de paises do Pacifico, disseminou-se por meio de material
de plantio e, atualmente, se encontra distribuido mundialmente, entretanto, de
forma mais restrita do que R. similis (GOWEN e QUENEHERVE, 1990; BRIDGE
et al., 1997).

Os nematoides-das-lesdes-radiculares pertencem a familia
Pratylenchidae, o género considerado o segundo de maior importancia mundial,
superado apenas pelo género Meloidogyne (GOWEN et al., 2005). Oito espécies
de Pratylenchus ja foram associados a Musa. Dentre elas, P. coffeae e P. goodey
sao as mais disseminadas e reconhecidas como prejudiciais para a cultura
(GOWEN e QUENEHEHERVE, 1990). Entretanto, P. coffeae é a Unica espécie
do género considerada problema para a bananicultura no Brasil (SANTOS,
2000).

P. coffeae é um nematoide endoparasito migrador do cortex das raizes e
rizomas da bananeira, onde se alimenta e se multiplica. Todos os estadios do
ciclo de vida e ambos os sexos de P. coffeae e P. goodey invadem e se
alimentam do citoplasma das células dos tecidos de raizes e rizomas onde os

ovos sao depositados. O ciclo de vida de P. coffeae é de 27 dias a 25-30 °C e



se completa dentro da raiz. Os machos sdo comuns e abundantes e a
reproducao é sexuada (BRIDGE et al., 1997). A fémea deposita, em média, de
80 a 150 ovos durante o ciclo, no interior das raizes ou no solo préximo a
superficie das mesmas, sem formagao de massa de ovos, cujo ciclo se completa,
em média dentro de 3 a 4 semanas. Este tempo varia com fatores ambientais
como temperatura, umidade, espécie hospedeira e do patdgeno (FERRAZ e
MONTEIRO, 2011).

As lesdes causadas por P. coffeae apresentam-se menos extensas e
evoluem de maneira mais lenta, quando comparadas as originadas por R. similis.
Possui distribuicdo mais restrita do que H. multicinctus, sendo encontrado nas
regides produtoras em apenas 2,5% das amostras (CORDEIRO e KIMATI,
1997).

O nematoide-reniforme, Rotylenchulus reniformis

O género Rotylenchulus compreende ao redor de uma dezena de
espécies, das quais R. reniformis €, indiscutivelmente, a mais importante em
termos mundiais. Um aspecto peculiar a esse género no que tange ao ciclo de
vida esta no fato de que o estadio infectante n&o € o juvenil J2, mas sim a fémea,
ainda imatura sexualmente e com o corpo filiforme, esguio e alongado (FERRAZ
e BROWN, 2016).

Rotylenchulus reniformis foi descrito pela primeira vez em feijao-caupi
(Vigna sinensis Endl.), no Havai, por Linford e Oliveira (1940). Posteriormente,
esse nematoide foi encontrado em muitos paises tropicais e subtropicais
(JATALA, 1991). No Brasil, sua ocorréncia foi inicialmente relatada por Carvalho,
em 1957, parasitando raizes de plantas de soja, no Estado de Sao Paulo. Nos
anos seguintes, surgiram varios relatos de ocorréncia de R. reniformis em
diferentes culturas e em diferentes estados do Pais (LORDELLO, 1992).

Trata-se de uma espécie muito importante para a agricultura, por causa
da sua ampla distribuicdo geografica e por ser altamente polifaga, ou seja, possui
ampla gama de hospedeiros, sendo capaz de parasitar mais de 140 espécies de
plantas, sendo que 57 delas sdo de importdncia econdmica, incluindo a

bananeira. Desde a sua primeira constatacdo em bananeira, em Porto Rico, R.



reniformis vem sendo relatado como um dos principais parasitas da cultura em
diferentes regides do mundo (GOWEN e QUENEHERVE, 1990), além de estar
sempre associado a outros nematoides de importancia para a cultura (DIAS e
RIBEIRO JUNIOR, 2001). No Brasil, também foi relatada a presenca deste
nematoide causando expressivos danos a bananeira (COSTA, 2000).

As fémeas sdo ectoparasitas sedentarias, enquanto que os machos nao
sdo fitoparasitas. Reproduzem-se por anfimixia ou, raramente, por
partenogénese, depositando cerca de 120 ovos em uma substancia gelatinosa.
O ciclo de vida varia de 24-29 dias a temperaturas de 28-31 °C (GOWEN et al.,
2005).

Os sintomas, em geral, ocorrem pela destruicdo das células da epiderme
da raiz, por meio do endoparasitismo da fémea imatura, e pela injuria do floema,
de onde estas obtém seu alimento. Em bananeiras, o nematoide reniforme
usualmente se alimenta das raizes secundarias e terciarias, causando, em altos
niveis populacionais, severas lesdes necroticas e destruicdo das raizes. E,
consequentemente, pouco desenvolvimento da planta, culminando no declinio
da produgao (COSTA, 2000).

O nematoide-das-galhas, Meloidogyne spp.

Os nematoides formadores de galhas radiculares s&o pertencentes ao
género Meloidogyne Goeldi, 1887, e constituem o grupo de nematoides
fitoparasitas mais importantes no mundo, com mais de 100 espécies descritas
(KARSSEN et al.,, 2013) e mais de 2000 espécies de plantas hospedeiras,
representando ameaga a produgéo agricola mundial (PERRY et al., 2009). Entre
as espécies de nematoides-das-galhas, M. incognita e M. javanica sao as que
ocorrem com frequéncia em todos os estados brasileiros onde se cultivam
bananeiras (DIAS-ARIEIRA, 2008).

Apesar de os danos causados por Meloidogyne spp. serem menos
visiveis e destrutivos do que os causados pelos nematoides migradores, M.
javanica, M. incognita ragas 1, 2, 3 e 4 e M. arenaria ragas 1 e 2, mostraram-se
altamente prejudiciais a bananeira, que apresentou alta hospedabilidade a essas
espécies (JONATHAN et al.,, 1999). M. incognita se destaca por sua ampla

distribuicdo geografica, capacidade de sobrevivéncia e por infectar plantas das
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mais diversas familias botanicas. Este nematoide esta entre os fitopatégenos
mais prejudiciais do mundo (JONES et al., 2013).

Espécies de Meloidogyne normalmente ocorrem associadas a outras
especies de fitonematoides, como por exemplo R. similis e P. coffeae, os quais
tendem a ser mais numerosos e, eventualmente, substituir as popula¢des dos
nematoides-das-galhas, ja que os sitios de alimentagcdo estabelecidos sao
incompativeis com os danos causados por nematoides migradores. Na auséncia
do nematoide-cavernicola e do das lesdes radiculares, os danos por
Meloidogyne spp. tendem a ser mais evidentes (DE WAELE e DAVIDE, 1998).

O principal sintoma causado por Meloidogyne spp. na bananeira é a
formacao de galhas radiculares. Esta consiste no engrossamento das raizes, por
causa da hipertrofia e hiperplasia celular do cilindro vascular. Dentro de uma sé
galha é possivel encontrar diversas fémeas se alimentando. Nas células
gigantes ocorre mudanga no conteudo celular e obstrugcédo dos vasos condutores,
interferindo, assim, na translocacao de nutrientes e agua, resultando em
sintomas de deficiéncia hidrica e nutricional, redu¢cao no desenvolvimento da
planta e baixa producdo (FREITAS et al., 2014).

Outros sintomas sao a rachadura, paralisagdo do crescimento da ponta
da raiz, necrose e reducgao do sistema radicular, e sintomas reflexos na parte
aérea. Os danos causados na bananeira sdo diretamente proporcionais a
densidade das populagdes. Em bananeiras do subgrupo Cavendish (‘Nanica’,
‘Nanicao’ e ‘Grande Naine’), alta infestacdo de M. incognita causa redugao de
perfilhamentos, diminuigcdo do tamanho e do peso dos frutos, além de atrasar a
maturacéo dos cachos (COSTA, 2000).

Os fitonematoides desse género sao endoparasitas sedentarios (FERRAZ
e BROWN, 2016). Uma caracteristica marcante das espécies de Meloidogyne é
o dimorfismo sexual, em que as fémeas sao periformes e sedentarias, enquanto
0s machos apresentam o corpo vermiforme e se encontram livres no solo (DIAS-
ARIEIRA et al., 2008).
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Ciclo de vida de Meloidogyne spp.

O ciclo de vida de Meloidogyne se inicia com a fémea depositando seus
ovos em um unico local da raiz, formando uma massa de ovos envolta em uma
matriz gelatinosa (TAYLOR e SASSER, 1983). Apos o desenvolvimento
embrionario, o juvenil de primeiro estadio (J1) passa pela primeira ecdise ainda
dentro do ovo, dando origem ao juvenil de segundo estadio (J2), que eclode do
ovo por forca mecanica exercida por seu estilete, e também pela acao das
quitinases produzidas nas glandulas esofagianas e liberadas por meio do estilete
(ABAD et al., 2009).

Ao migrar para o solo, 0 J2, que ¢ a fase infectiva, inicia a procura de raiz
para se alimentar, guiado pelos exsudatos radiculares das plantas. Com o auxilio
das enzimas degradadoras de parede celular vegetal, o J2 penetra na ponta da
raiz, migrando intracelularmente até atingir a regido do parénquima vascular,
onde estabelece o seu sitio de alimentagao pela formacao de células gigantes
multinucleadas (TAYLOR e SASSER, 1983). O nematoide ingere o conteudo
citoplasmatico das células gigantes, atuando como drenos metabdlicos que
desviam os nutrientes da planta para o proveito proprio. A inje¢cao de secregdes
leva a hipertrofia e hiperplasia de células acompanhadas, geralmente, pelo
engrossamento das raizes com a formacé&o das galhas (MOENS et al., 2009).

Durante esse processo, o juvenil tem a sua largura aumentada e passa
por novas ecdises com formacgao dos estadios juvenis trés e quatro (J3 e J4), e
finalmente, os adultos (fémea ou macho). Quando ha boas condigbes para o
desenvolvimento do nematoide, a quase totalidade dos adultos formados de
Meloidogyne spp. séo fémeas. Porém, em condi¢des ambientais desfavoraveis,
com elevada populacdo de nematoides na raiz ou resisténcia da planta
hospedeira, os juvenis que se desenvolveriam em fémeas, tornam-se machos,
pois seu primdrdio sexual se desenvolve em testiculos em vez de ovarios. Esse
fendbmeno €& conhecido por reversdo sexual, um dos mecanismos de
sobrevivéncia desses nematoides, pois menos ovos serdo produzidos e o
parasitismo sobre a planta infectada sera mais brando, garantindo a
sobrevivéncia das poucas fémeas formadas (FREITAS et al., 2006).

O macho, ao ser formado, readquire seu formato alongado e abandona a

raiz, sendo que, na maioria das espécies, nao tem papel na reproducao que se
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da por partenogénese. A fémea continua na raiz depois de formada e vai
aumentando o diametro até completar seu amadurecimento, o que leva a postura
de varios ovos em uma massa gelatinosa externa a seu corpo, na superficie da
galha (FREITAS et al., 2014) interna ou externamente aos tecidos das raizes. O
ciclo vital desses fitonematoides dura cerca de 30 dias e cada fémea, em média,
produz 500 ovos por ciclo (DIAS-ARIEIRA et al., 2008).

A duragao do ciclo de vida do nematoide-das-galhas é fortemente afetada
pela temperatura, umidade e planta hospedeira. As fémeas produzem ovos por
trés semanas, depois cessam a produgao, podendo viver um pouco mais. Os
machos vivem durante semanas e os J2 podem viver de poucos dias a meses
(TAYLOR e SASSER, 1983).

Identificagao de espécies de Meloidogyne

A identificagédo correta das espécies de Meloidogyne € um aspecto muito
importante, tanto para os testes de resisténcia em programas de melhoramento
vegetal, como para a escolha de medidas de controle mais adaptadas a cada
situagdo (RANDIG et al., 2004). Em bananais infestados pelos nematoides-das-
galhas, o primeiro passo para a realizacdo de um manejo adequado € a
identificacdo das espécies que ocorrem no local.

Dentre os métodos empregados na diagnose de Meloidogyne spp.,
destacam-se a configuracdo perineal das fémeas, a morfologia da regiéo labial
e do estilete dos machos, fémeas e juvenis de segundo estadio (J2) e, as
identificacbes bioquimica e molecular quando disponiveis (EISENBACK e
HUNT, 2009).

A configuracdo da regidao perineal de fémeas maduras foi a técnica
morfolégica mais utilizada na identificagdo de espécies de Meloidogyne, pelo fato
de esta regido conter inumeras estrias formando desenhos caracteristicos de
cada espécie. Uma dificuldade na utilizagao desta técnica para fins taxonédmicos
€ o surgimento de populagdes com configuragdes perineais atipicas, além do
carater subjetivo na avaliagdo das mesmas (CASTRO et al., 2003). Todavia,

continua sendo util como um método complementar a ser utilizado juntamente
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com a caracterizagdo enzimatica e, ou molecular (CARNEIRO e COFCEWICZ,
2008).

Estudos bioquimicos, envolvendo proteinas soluveis, demonstraram que
varias espécies de nematoides-das-galhas podem ser diferenciadas utilizando
fendtipos enzimaticos, obtidos por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida
(CARNEIRO et al., 2000).

A técnica de eletroforese de isoenzimas consiste na avaliacdo da
mobilidade relativa (Rm) das bandas polimorficas das isoenzimas. A mobilidade
das enzimas em gel de poliacrilamida sob corrente elétrica varia de acordo com
suas cargas elétricas e pesos moleculares, levando a visualizagédo de bandas
em diferentes posi¢cdes no gel, as quais sdo especificas para a maior parte das
espécies de Meloidogyne. As principais vantagens dessa técnica incluem o
reconhecimento de Meloidogyne spp., mesmo em populagdo mista,
caracterizagdo de populagbes atipicas, eficiéncia, confiabilidade e rapidez
(CARNEIRO et al., 2000; BLOK e POWERS, 2009).

Dentre as isoenzimas estudadas, as esterases (EST) s&o as mais
utilizadas na identificacdo de espécies de Meloidogyne spp., com mais de 40
fendtipos descritos (BLOK e POWERS, 2009). Outras enzimas como malato-
desidrogenase (MDH), superoxido dismutase (SOD) e glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT) s&o, com frequéncia, utilizadas como auxiliares na
caracterizacao de espécies previamente identificadas com as esterases
(ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1985).

Trabalhos envolvendo fenodtipos enzimaticos, especialmente os de
esterase e malato desidrogenase, foram relatados por Carneiro et al. (1996) em
estudo com 90 populagdes brasileiras de Meloidogyne spp. Neste foi possivel
identificar M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. exigua, M. hapla e M.
graminicola. Em outro trabalho, Carneiro et al. (2000) utilizaram quatro enzimas
distintas (EST, MDH, SOD e GOT) na caracterizagao de mais de 100 popula¢des
originarias de diferentes estados do Brasil e paises das Américas.

Ainda nao existem padrbes enzimaticos para todas as espécies do género
Meloidogyne descritas, e infelizmente, esses marcadores nao podem ser
utilizados nos estudos de variabilidade intraespecifica, que requerem niveis
razoaveis de variabilidade (ARIAS et al., 2001).
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Por meio da técnica de isoenzimas, ndo € possivel distinguir ragas de uma
mesma espécie (JANATI et al., 1982). A identificacdo de ragas fisiolégicas em
especies de Meloidogyne ainda continua sendo realizada pelo teste de
hospedeiros diferenciadores conforme metodologia descrita ha mais de 30 anos
(HARTMAN e SASSER, 1985).

Além da caracterizagdo bioquimica, estudos baseados em analise de
DNA se intensificaram a partir de 1985, quando comegaram a ser desenvolvidos
conjuntos de primers espécie-especificos que possibilitam a identificagcao rapida
de algumas espécies do género Meloidogyne (RANDIG et al., 2002).

Apesar de ainda serem restritas a poucas espécies, as técnicas que
envolvem ferramentas moleculares sdo excelentes métodos de diagndstico para
Meloidogyne spp., com a vantagem de serem independentes da variagao
fenotipica das esterases, que as vezes envolve interpretagcdo mais complexa. Os
marcadores moleculares permitem a identificagcdo simples, precisa e rapida
(BLOK e POWERS, 2009; CASTAGNONE-SERENO et al., 2013) embora nao
permitam a detecgdo de algumas espécies, que sao relativamente frequentes no
género Meloidogyne, e que ainda s&o caracterizadas apenas pelas esterases
(CARNEIRO et al., 2016).

Diversidade em Meloidogyne spp.

Em cada ecossistema, a diversidade dos fatores bidticos e abidticos
condiciona a evolugdo das populagbes de nematoides. Intensos cultivos
agricolas e o uso de novas cultivares resistentes contribuem para a pressao de
selecado e aceleram o fendmeno da evolucdo das populagdes de nematoides
(COSTA, 2004).

A diversidade biolégica entre populagdes de nematoides tem sido
demonstrada por estudos morfoldgicos, citogenéticos, gama de hospedeiras,
reproducao e potencial de danos (FORGAIN e GOWEN, 1995; ELBADRI, 2000).
O alto nivel de diversidade genética, apresentado por algumas espécies de
nematoides-das-galhas, contribui para uma relagdo extremamente complexa
com o0s hospedeiros que leva a um parasitismo altamente bem sucedido
(CARNEIRO et al., 2016). Por exemplo, as trés principais espécies de

Meloidogyne (M. incognita, M. javanica e M. arenaria) sao conhecidas pela sua
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alta variabilidade genética, sendo que as mesmas sao altamente polifagas, com
mais de 3.000 espécies hospedeiras (TRUDGILL e BLOK, 2001).

A maioria das espécies de Meloidogyne descritas apresentam reprodug¢ao
partenogenética. A partenogénese permite uma rapida reprodugao, pois ndo ha
necessidade do encontro do macho com a fémea como em espécies anfimiticas.
Todavia, espécies de Meloidogyne caracterizadas por reprodugao
partenogenética possuem uma variagdo geneética que permite uma rapida
adaptacado a ambientes desfavoraveis, como por exemplo, quando em solo
cultivado com plantas hospedeiras resistentes (TRUDGILL e BLOK, 2001).

Se, por um lado, a reprodugdo partenogenética forma organismos
poliploides e estabiliza 0 genoma da sua descendéncia; por outro lado, cada
mutante que conseguir se reproduzir dara origem a um clone diferente da
populacdo-mae (TRIANTAPHYLLOU, 1985).

O primeiro estudo sobre diversidade de populagbes brasileiras de
Meloidogyne spp. foi realizado por Randig et al. (2002). Foram estudadas, por
meio de PCR-RAPD, 18 populagbes de Meloidogyne spp., provenientes de
diferentes regides do Brasil, caracterizadas previamente quanto ao perfil
isoenzimatico (CARNEIRO et al., 2000). Nesse estudo, verificou-se que as
espécies de Meloidogyne se diferenciaram em grupos, de acordo com os perfis
enzimaticos descritos para cada espécie. Foi possivel observar também um alto
grau de variabilidade intraespecifica em popula¢des de M. exigua, M. hapla e M.
arenaria, que apresentaram 67,5%, 67,5% e 69,8% de fragmentos polimérficos,
respectivamente. Diferentemente, populagdes de M. incognita e de M. javanica
apresentaram variabilidades intraespecificas baixas, equivalentes a 30% e a
19%, respectivamente.

Meloidogyne javanica tem sido relatada como uma espécie que apresenta
baixa variabilidade intraespecifica (CASTGNONE-SERENO et al., 1994; BLOK
etal., 1997). Estudos realizados por Cofcewicz et al. (2004) com sete populag¢des
de M. javanica provenientes de bananeiras de diferentes regides do Brasil
revelaram uma variabilidade intraespecifica de 29,1%, que ainda é considerada
baixa. Entretanto, em estudos realizados por Carneiro et al. (1998), com quatro
populacdes brasileiras de M. javanica, mostraram variabilidades morfoldgica,

enzimatica, fisiolégica e genética. A presenga de quatro racas fisioldgicas
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detectadas em M. javanica € outro exemplo da variabilidade intraespecifica
observada nessa espécie (CARNEIRO et al., 2003).

Estudos sobre a variabilidade genética de M. incognita com a utilizagao
de marcadores moleculares demostraram que a espécie possui baixa
variabilidade genética (CASTAGNONE-SERENO et al., 1994; BLOK et al. 1997,
RANDIG et al.,, 2002; CARNEIRO et al.,, 2004; COFCEWICZ et al., 2005;
SANTOS et al., 2012). Isso pode estar relacionado com o modo de reproducéo
dessa espécie.

A variacéo intraespecifica de Meloidogyne spp. em relagdo a interagao
planta-nematoide pode ser expressa em trés diferentes niveis: hospedabilidade,
agressividade e viruléncia. Nesse contexto, as espécies vegetais podem ser
boas hospedeiras, mas hospedeiras ou nao hospedeiras de determinada
espécie de Meloidogyne ou grupo de espécies (MATTOS, 2013).

A agressividade reflete a habilidade de reproducdo dos nematoides em
hospedeiras suscetiveis, enquanto a viruléncia é a capacidade do patégeno de
se reproduzir em uma hospedeira resistente. Nesta situacéo, ha interacédo de
genes de viruléncia do nematoide com genes de resisténcia da hospedeira
(HUSSEY e JANSSEN, 2002; ROBERTS, 2002; SANTOS, 2011).

1.4 Perdas causadas por nematoides

Os fitonematoides sao responsaveis por causar perdas nas principais
culturas de importancia econémica em todos os continentes. Eles podem
inviabilizar o cultivo em areas infestadas, causando nomadismo de culturas
suscetiveis, condicdo suficiente para posiciona-los como um dos principais
patdogenos agricolas (LOPES e FERRAZ, 2016). Se a importancia dos
fitonematoides € inquestionavel, também parece ser consenso entre os
nematologistas que as estimativas de perdas causadas por esses patdégenos
disponiveis na literatura retratam um cenario um pouco mais ameno do que a
realidade (NICOL et al., 2011; JONES et al., 2013; ONKENDI et al., 2014).

As perdas devidas ao ataque de nematoides na agricultura mundial estao
estimadas em, aproximadamente, US$ 80 bilhdes/ano (AGRIOS, 1997). Na
agricultura americana, essas perdas séo estimadas em US$ 8 bilhdes/ano, o que

corresponde a 10% em relacdo a agricultura mundial (BARKER et al., 1994). No
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Brasil, a quantificacdo de perdas nao € precisa, devido, principalmente, as
interagcbes com danos provocados por pragas e outras doengas, condigbes
climaticas, presenca de plantas invasoras e inadequacéao de tratos culturais. Em
vista do desconhecimento da importancia econdmica dos nematoides, esses
organismos tém sido frequentemente negligenciados nos agroecossistemas,
somente assumindo “status” de patdégeno quando sua populagdo se encontra
muito elevada, com prejuizos acentuados (RITZINGER e FANCELLI, 2006).

Alguns trabalhos demonstraram que os nematoides podem causar perdas
de mais de 50% na producdo de bananas em plantagdes comerciais
(NORGROVE e HAUSER, 2014; RODERICK et al., 2012; SSANGO et al., 2004),
e no Brasil sdo relatadas perdas de até 100% entre as bananeiras do subgrupo
Cavendish (COSTA et al., 2008). As perdas médias mundiais estimadas devido
ao ataque de nematoides na bananeira sdo de 19,7%, equivalente a US$ 178
milhdes por ano (SASSER e FRECKMAN, 1987, DAVIDE e MARASIGAN, 1992).

Em varios paises, M. incognita foi encontrado causando uma redugao
significativa na produgdo da bananeira ‘Cavendish’: Filipinas, india, Malasia,
Taiwan, Egito, Creta, Libano, Africa do Sul, Venezuela, llhas Canarias
(JONATHAN e RAJEDRAN, 2000; GOWEN et al., 2005; TENENTE et al., 2008).
Em Camardes, Meloidogyne spp. € considerado uma séria ameacga a producao
de bananas (TENENTE et al., 2008; SANTOS, 2011). Speijer e Kajumba (2000)
identificaram que Meloidogyne spp. e outros fitonematoides sdo responsaveis
por causarem perdas de 50% na produg¢ao de banana em Uganda. Em relagao
a R. similis, sao atribuidas perdas de 30 a 60% na Colémbia, de 68% no México
(GOMEZ, 1980) e de 80 a 100% no Brasil (ZEM e ALVES, 1981).

Além das perdas qualitativas e quantitativas causadas pelos nematoides,
também s&o registradas perdas indiretas, tais como maiores gastos com
nematicidas, fertilizantes e mao de obra para evitar o tombamento das plantas.
Dentre as perdas, a considerada mais significativa € a limitagdo do uso da terra
em areas infestadas, quando medidas rigorosas sao adotadas para viabilizar a
formacao de nova cultura produtiva como o pousio, aquisicdo de mudas sadias

e tratamento quimico das covas (FERRAZ, 1995).
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1.5 Manejo de nematoides em bananeira

Varios métodos de controle tém sido pesquisados nos ultimos anos na
tentativa de diminuir as populacdes de nematoides, visando tornar esse
processo mais eficiente e econdmico. Uma das principais dificuldades
encontradas pelos produtores € o controle desses patdgenos em areas
infestadas, principalmente quando se trata dos nematoides-das-galhas, por
parasitarem diversas espécies de plantas, inclusive plantas espontaneas.

O controle preventivo é muito importante e consiste em implantar mudas
sadias em solos que ndo contenham o patégeno. Quando o solo ja se encontra
infestado, as formas de controle se baseiam na redugcido populacional do
parasito.

O controle quimico tem sido o mais utilizado método de manejo de
nematoides na cultura da bananeira (BRIDGE, 2000). Porém, sabe-se que os
nematicidas apresentam custo elevado e sao altamente téxicos ao homem, aos
animais e ao ambiente.

Atualmente, as estratégias prioritarias de manejo de fitonematoides séo
aquelas que diminuem custos, aumentam a produg¢ao e nao agridem o ambiente.
A utilizacdo de matéria organica, o controle biolégico, o uso de variedades
resistentes, a solarizag¢ao, a rotacado de culturas, o pousio, a inundacao, o uso de
cultivos intercalares e a cobertura do solo sdo abordados, principalmente, por
reduzirem a populagdo dos nematoides e manter a biodiversidade nos diferentes
agroecossistemas (RITZINGER e FANCELLI, 2006).

Dentre as estratégias de manejo, o uso de cultivares resistentes no
controle de nematoides é uma alternativa de grande interesse para a producgéo
de banana (COSTA e CORDEIRO, 2009). Plantas sao consideradas resistentes
quando possuem a habilidade de inibir a reproducéo da espécie do nematoide.
Portanto, uma planta suscetivel é intolerante ao parasitismo do nematoide, ou
pode ser tolerante, permitindo o desenvolvimento do mesmo, mantendo, porém,
a produgao econémica (RITZINGER e FANCELLI, 2006).

Dentre os métodos culturais de controle de nematoides, tem-se a rotagao
de culturas. O método visa a diminuicdo da populagdo dos nematoides por meio
do cultivo de plantas ndo hospedeiras ou antagdnicas em areas infestadas. E

uma pratica importante, pois pode afetar a sobrevivéncia de pragas e patégenos
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pelo fato de proporcionar a quebra do ciclo desses organismos por um
determinado periodo (FERRAZ e FREITAS, 2009). No entanto, a limitagao dessa
técnica reside no fato de que as espécies de Meloidogyne sao altamente
polifagas, tendo como hospedeiro um grande numero de culturas (TRUDGILL,
2001; HUANG, 2006) e, ainda, pelo fato de a bananeira ser uma cultura
semiperene. De acordo com McSorley e Dickson (1995) o controle por rotagéo
de culturas também é dificil em areas onde ocorrem populagdes misturadas de
nematoides.

O controle biolégico tem-se apresentado como uma alternativa viavel para
0 manejo de fitonematoides, por minimizar o dano ambiental e, em alguns casos,
ser mais vantajoso economicamente, comparado aos métodos quimicos
convencionais (COIMBRA e CAMPOS, 2005). Dentre os organismos
antagonistas mais propicios para o controle biolégico de fitonematoides estao:
as rizobactérias promotoras de crescimento; bactérias parasitas obrigatoérias;
fungos nematofagos endoparasitas, parasitas de ovos, fungos predadores e
fungos endomicorrizicos (SIKORA, 1992).

Outra técnica empregada no controle de fitonematoides € a solarizagéo
do solo (KATAN, 1981) que atua reduzindo as populagbes de nematoides por
meio do aumento da temperatura. A solarizagdo altera a composi¢cao da
microbiota no solo, selecionando organismos antagonistas e com maior
capacidade de colonizacao das raizes e pode resultar em maior crescimento de
plantas e no aumento da indugdo de supressividade de patéogenos
(GREENBERGER et al., 1987; STAPLETON e DEVAY, 1984).

As plantas antagonistas sdo também bastante utilizadas no controle de
fitonematoides porque produzem exsudatos radiculares téxicos (MILLER e
AHRENS, 1971). Entre as plantas antagonistas, destacam-se as espécies dos
géneros Mucuna, Tagetes e Crotalaria (FERRAZ et al., 2001).

A adi¢ao de matéria organica ao solo pode reduzir a doenga causada por
Meloidogyne de duas formas: diretamente, alterando as propriedades do solo e
indiretamente, melhorando o desenvolvimento da planta, alterando a fisiologia
da raiz, aumentando a populag¢ao de micro-organismos antagonistas e induzindo
a resisténcia a doenga (VAN LOON et al., 1998).

Entretanto, a utilizagdo de uma unica pratica de manejo ndo € suficiente

para controlar os nematoides. Sugere-se, entdo, a integragcdo de diferentes
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meétodos de controle para que o produtor possa chegar a um manejo sustentavel
dos nematoides em sua plantacdo (ROBINSON et al. 1998). Apesar dessa
recomendagdo, 0 manejo integrado, geralmente, é executado apenas por
produtores mais tecnificados. A maioria dos pequenos produtores ndo utiliza
esse tipo de manejo, tanto pela falta de informacgdes basicas sobre como aplicar
a tecnlogia, quanto pela falta de recursos financeiros para utiliza-la (FORGAIN,
2001).

1.6 Resisténcia genética a nematoides em Musa spp.

Dentre as estratégias de manejo para redugdo de problemas
nematoldgicos nos cultivos de bananeira, a utilizacdo de resisténcia genética a
nematoides é uma das alternativas mais desejaveis, considerando sua
compatibilidade com outras praticas de manejo, além de nao contaminar o
ambiente. O desenvolvimento de cultivares resistentes contra nematoides é um
dos critérios chave nos programas de melhoramento (HARTMAN et al., 2010).
Diante disso, existe grande necessidade de se obter variedades geneticamente
melhoradas para a resisténcia ou tolerancia a nematoides, garantindo uma
produgao sustentavel e ambientalmente segura.

Para a elaboragdo de estratégias de controle por meio de resisténcia
genética, além do conhecimento sobre as bases genéticas da resisténcia no
hospedeiro, também se faz necessario o entendimento dos fatores que
contribuem para a variabilidade patogénica do nematoide. O conhecimento da
variabilidade genética dos fitonematoides é essencial para os programas de
melhoramento se tornarem mais efetivos (HAHN et al., 1994).

Segundo Costa et al. (2016), no Brasil, gendtipos selvagens de
bananeiras do banco de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura tém
sido avaliados e tém apresentado boas perspectivas de serem utilizados no
programa de melhoramento de cultivares para resisténcia a R. similis, M.
incognita, M. javanica e M. arenaria. Diploides melhorados, obtidos do
cruzamento entre diploides selvagens, tém sido selecionados como promissores
quanto a resisténcia aos nematoides de importancia econémica.

No caso de Meloidogyne, nenhuma fonte de resisténcia foi encontrada em
26 acessos de bananeira do Vietna (VAN DER BERG et al., 2002). No entanto,
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ja existem relatos de resisténcia a Meloidogyne em gendtipos de bananeira. Em
trabalho realizado por Costa et al. (1998), todas as cultivares avaliadas se
comportaram como moderadamente resistentes, se diferenciando da cultivar
Nanicdo. Teixeira (2007) relatou seis clones de Musa sp. resistentes a M.
incognita, seis clones, a M. javanica, e dois clones resistentes a M. arenatria.

Santos (2007) observou que os diploides melhorados de bananeira
042049-05, 003037-02, 003023-03 e 042079-06, desenvolvidos pela Embrapa,
se comportaram como resistentes a R. similis em condigcbes de casa de
vegetagdo. Em trabalho realizado por Quénéhervé et al. (2009) os seis hibridos
avaliados para resisténcia a P. coffeae reduziram a taxa de infeccao de 77%
(FB921) para 96% (FB920) em relagao a ‘Gran Enano’. Apesar de terem sido
encontrados alguns registros de fontes de resisténcia em Musa sp. a
nematoides, poucos sao os relatos de resisténcia ou tolerancia, principalmente
em condigdbes de campo (VIAENE et al., 2003; JANARTHANI et al., 2005;
HARTMAN et al., 2010).

A busca da resisténcia genética depende da variabilidade genética da
planta hospedeira e da variabilidade existente nas populacdes dos nematoides.
Diferencas quanto a viruléncia e agressividade em populag¢des tém sugerido a
existéncia de diferentes bidtipos. Ha relatos de variantes populacionais de
nematoides em bananeira (RIGGS, 1991; PINOCHET, 1979; KOSHY e JASY,
1991; ELBADRI, 2000; COSTA, 2004), sendo que uma populagdo pode se
reproduzir de maneira diferenciada em varias plantas da mesma espécie e,
diferentes populacbes podem mostrar diferentes niveis de viruléncia e
agressividade em diferentes hospedeiras ou em uma mesma hospedeira.

A busca de cultivares resistentes a pragas e doengas, por meio da selegéo
dentro dos recursos genéticos existentes nas colegcdes de germoplasma ou pela
geracao de novas cultivares por hibridacao, é considerada o meio mais eficiente
de controle dessas enfermidades (AMORIM et al., 2011). Vale ressaltar que uma
nova cultivar pode induzir um aumento de produtividade e um menor custo de
producao, em fungdo do reduzido emprego de defensivos agricolas e redugao
de gastos com 0 manejo da cultura, além de proporcionar melhoria na qualidade
dos frutos, aumentando, consequentemente, a renda do produtor e preservando
a saude dos consumidores (AMORIM et al., 2011; AMORIM et al., 2016).
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Levantamento de nematoides e caracterizagao bioquimica de

Meloidogyne spp. na principal area de produgao de banana no Brasil

Resumo - O Brasil é o terceiro produtor de banana, com aproximadamente 6,8
milhdes de toneladas produzidas em 550 mil hectares, o que representa um valor
bruto de producao de 3,4 bilhdes de ddlares anuais. De um total de 132 espécies
de nematoides, aproximadamente 54 sido relatadas em associagdo com a
rizosfera de bananeiras, os quais estdo envolvidas na destruicdo das raizes
primarias, danificando o sistema de fixagdo e resultando em tombamento das
plantas e, ou reducdao na produtividade. As principais espécies parasitas da
bananeira sdo Radopholus similis, Helicotylenchus sp., Pratylenchus coffeae e
Meloidogyne sp. Levando-se em consideragdo a importancia da bananicultura
para o Estado da Bahia (Brasil) e o limitado numero de informagdes quanto a
distribuicdo e espécies dominantes, o objetivo desse trabalho foi realizar um
levantamento sobre a ocorréncia dos principais fitonematoides presentes nas
regides produtoras e caracterizar, por meio de isoenzimas, as espécies de
Meloidogyne prevalentes. Foram coletadas 147 amostras compostas de solo em
36 municipios do Estado da Bahia, representativos de nove regides.
Aproximadamente 65% das amostragens foram realizadas na regido da rizosfera
de cultivares do subgrupo Prata (AAB), seguido de Cavendish (22%) e Platanos
(10%), sendo que o restante das amostras veio das cultivares Maga e Pisang
Mas. Houve predominancia de H. multicinctus em 87,1% das amostras, R.
reniformis em 63,3%, Meloidogyne spp. em 61,9%, Pratylenchus spp. em 2,7%
e R. similis em 2,0% das lavouras amostradas. Em relagdo as espécies de
Meloidogyne, a prevaléncia foi de M. incognita em 41,5% das amostras, seguida
por M. arenaria e M. javanica em 36,6% e 18,3% das populagdes analisadas,
respectivamente.

Palavras-chave: Prevaléncia, Nematoides-das-galhas, Musa spp., Bananeira.
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Nematode survey and biochemical characterization of Meloidogyne spp.

in a main banana production area in Brazil

Abstract - Brazil is the third-leading banana producing country. It produces
approximately 6.8 million tons in 550 thousand hectares, which represents a
gross production value of 3.4 billion dollars per year. Of 132 nematode species,
approximately 54 are associated with the banana rhizosphere. These species are
involved in the destruction of primary roots and damage to the fixation system,
which results in toppling of the trees and/or reduced productivity. The main
parasites species of banana trees are Radopholus similis, Helicotylenchus sp.,
Pratylenchus coffeae, and Meloidogyne sp. Taking into consideration the
importance of banana farming in the Brazilian state of Bahia and the limited
information regarding the distribution and presence of the dominant nematode
species, in this study, we determined the occurrence of the main phytonematodes
in banana producing regions and used isoenzyme characterization to determine
the prevalent species (Meloidogyne spp). A total of 147 soil samples were
collected in 36 municipalities in Bahia, representing nine regions. Approximately
65% of the samples were taken in rhizosphere areas of Prata sub-group cultivars
(AAB), followed by Cavendish (22%) and Plantain (10%) cultivars, with the
remainder were taken from those of the Apple and Pisang Mas cultivars. H.
multicinctus was found in 87.1% of the crops sampled, followed by R. reniformis
in 63.3%, Meloidogyne spp. in 61.9%, Pratylenchus spp. in 2.7% and R. similis
in 2.0%. With respect to the species of Meloidogyne, M. incognita was found in
41.5% of samples, followed by M. arenaria and M. javanica in 36.6% and 18.3%
of the analyzed populations, respectively.

Keywords: Prevalence, Root-knot nematode, Musa spp., Banana.
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INTRODUGAO

As bananas e os platanos assumem grande destaque na producgéo
mundial, figurando entre os oito alimentos mais importantes do mundo e quarto
quando se considera o continente africano (SEYDOU et al., 2017). A producgéao
mundial em 2016 foi de aproximadamente 114 milhdes de toneladas e o valor
bruto de producao (VBP) alcangou 34 bilhdes de ddélares (FAO, 2018). O Brasil
ocupa a terceira posi¢ao no cenario mundial com, aproximadamente, 6,8 milhdes
de toneladas produzidas em 550 mil hectares, o que representa um VBP de 3,4
bilhdes de ddlares, correspondendo a 3,0% da riqueza gerada pela produgéo
agricola brasileira, reforgando a importancia da fruta para o agronegécio nacional
(FAO, 2018).

Assim como outras culturas, a bananicultura também apresenta limitagdes
a producao devido a diferentes fatores abidticos e bidticos, esses ultimos
associados, em especial, as doengas e pragas, tais como a sigatoka-amarela
(Pseudocercospora musicola, Leach), a sigatoka-negra (Pseudocercospora
fijiensis, Morelet), a murcha-de-Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. cubense),
diferentes espécies de nematoides e a broca-do-rizoma (Cosmopolites
sordidus).

De um total de 132 espécies de nematoides, aproximadamente 54 sao
relatadas em associacao a rizosfera de bananeiras (CRUZ et al., 2005; CUNHA
et al., 2018). Os de maior importancia sdo aquelas envolvidas na destruicao das
raizes primarias, danificando o sistema de fixagao e resultando em tombamento
das plantas (GOWEN e QUENEHERVE, 1990). Areas de producdo de banana
podem sofrer perdas superiores a 50%, resultado da infecgdo das plantas por
nematoides parasitas (SEENIVASAN, 2017; RODERICK et al., 2018).

De acordo com Almeida et al. (2018), as principais espécies parasitas de
Musa spp. sdo: Radopholus similis (Coob 1893) Thorne 1949, Helicotylenchus
spp. Steiner 1945, Pratylenchus coffeae (Zimmerman 1898) Filipjev e
Schuurmans Stekhoven 1941, Meloidogyne spp. Goeldi 1892 e Rotylenchulus
reniformis Linford e Oliveira 1940. Estes nematoides sao importantes pelos
danos que podem causar, assim como pela grande variabilidade e interagdes

com diferentes cultivares de bananeira.
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Plantas sob parasitismo de nematoides perdem a capacidade de absorver
agua e nutrientes, resultando no atraso da floragdo e, consequentemente,
refletindo na diminuicdo da massa dos cachos e dos frutos. Além disso, a
sustentacdo das plantas ou ancoragem também é afetada, fato que facilita o
tombamento das mesmas, em especial durante o enchimento dos frutos
(CASTANEDA et al., 2017).

As espécies de nematoides-das-galhas, M. incognita, M. javanica e M.
arenaria causam perdas consideraveis em Musa (GOWEN et al., 2005), sendo
considerados endoparasitas sedentarios obrigatorios que infectam raizes e
interagem de forma biotrofica com o hospedeiro (CASTANEDA et al., 2017). Os
juvenis desses nematoides completam seu ciclo de vida nas raizes das plantas
infectadas, a partir da inducao de células especializadas que sao responsaveis
pela nutricdo dos nematoides durante todo o seu ciclo de vida. A partir do
desenvolvimento dessas células, ocorre hiperplasia e hipertrofia das células
vizinhas levando a formacao de galhas nas raizes infectadas (PERRY et al.,
2009). De acordo com Jones et al. (2013), as lesdes em plantas jovens podem
ser letais; ja em plantas adultas, as deformagdes das raizes e dos rizomas levam
ao aumento do ciclo e consequente redugao na produtividade. Nas condi¢cdes
brasileiras, M. incognita e M. javanica sao os nematoides que ocorrem com
frequéncia em todos os estados, devendo-se tal dispersdao a comercializagao
indiscriminada de mudas infectadas entre os bananicultores (COFCEWICZ et al.,
2004).

Radopholus similis esta presente em todas as regides produtoras de
banana do mundo e se distingue por produzir galerias e necroses nas raizes,
sendo considerada a espécie mais importante em Musa spp. Ele tem a
capacidade de migrar nos tecidos até o ponto de emissao das raizes, causando
intensa destruigdo do sistema radicular, ocasionando atrasos na emissao floral
e reducdo da massa dos cachos (GUZMAN-PIEDRAHITA e ADRIAN, 2011).
Assim como R. similis, o género Pratylenchus possui relevancia para a produgao
de banana, uma vez que também é considerado um endoparasita migratério,
sendo relatadas 75 espécies adaptadas a ambientes tropicais e temperados
(ARAYA et al., 2016).

Espécies de Helicotylenchus, frequentemente, sdo encontradas em

associacdo com R. similis. Relatos indicam que esta espécie tém a capacidade
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de completar seu ciclo dentro das raizes da bananeira, migrando para o solo com
a evolugao da necrose dos tecidos. As suas lesdes assemelham-se a pequenas
pontuacdes ou tragcos de cor marrom-avermelhadas a preta que, em estagios
avangados, podem coalescer e causar necrose no cortex (TZORTZAKAKIS et
al., 2017).

A resisténcia genética é a opgao de manejo mais eficaz e sustentavel para
a maioria das doencgas e pragas que afetam a bananeira, sendo que a Embrapa
possui um programa de melhoramento genético de bananeira, iniciado em 1983,
que tem como seu principal objetivo a busca por esta resisténcia. Para que haja
a selecao de gendtipos resistentes é fundamental o conhecimento da ocorréncia
e prevaléncia dos principais fitonematoides presentes nas areas de producao.
Conhecer e monitorar estas populagdes € essencial para delinear estratégias de
incorporagao de resisténcia em gendtipos superiores.

Levando-se em consideracdo a importadncia da bananicultura para o
Estado da Bahia e o limitado numero de informag¢des quanto a distribuicdo e
espécies dominantes, esse trabalho se propde a realizar um levantamento da
ocorréncia dos principais fitonematoides presentes nas regides produtoras de
banana do estado e caracterizar, por meio de isoenzimas, as espeécies de

Meloidogyne coletadas.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 147 amostras compostas de solo em 36 municipios do
Estado da Bahia, representativos de nove regides, agrupados em funcéao de
semelhangas no que diz respeito a condi¢gdes edafoclimaticas (Figura 1).
Aproximadamente 65% das amostras foram realizadas na regido da rizosfera de
cultivares do subgrupo Prata (AAB), seguido de Cavendish (22%) e Platanos
(10%); sendo que o restante das amostras veio das cultivares Maga e Pisang
Mas (Ouro). O Estado da Bahia é responsavel por 15% da produgao nacional de
banana e o municipio de Bom Jesus da Lapa é considerado o maior produtor
individual da fruta no Pais, local onde foi realizado o maior numero de

amostragens de solo.
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As coletas foram realizadas entre os anos de 2014 e 2016, a partir de dez
amostras simples por hectare, seguindo-se um caminhamento em zigue-zague
na lavoura, sendo retiradas a profundidade de 20 cm.

A extracdo dos nematoides presentes no solo foi realizada no Laboratério
de Nematologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, utilizando-se a
metodologia proposta por Jenkins (1964). Os nematoides foram identificados por
meio de caracteres morfoldgicos, em género, e quantificados quanto ao numero
de espécimes por 100 cm?® de solo com o auxilio de uma lamina de Peters, sob
microscopio o6tico. Os dados foram utilizados para calcular a densidade

populacional e a frequéncia dos géneros em cada area amostrada.

Figura 1. Regides do Estado da Bahia (Brasil) onde foram coletadas as amostras de solo. BAR:
Barreiras; BJL: Bom Jesus da Lapa; GUA: Guanambi; SEA: Seabra; VIC: Vitéria da Conquista;
VAL: Valenga; ILI: lIhéus-ltabuna; PSE: Porto Seguro; PAF: Paulo Afonso.
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As amostras positivas para Meloidogyne spp. passaram por multiplicagao
do nematoide em vasos com mudas de tomateiro (Solanum lycopersicum L. cv.
Santa Cruz Kada Gigante) e, apos 60 dias de cultivo realizou-se a purificagéo
das populagdes, a partir da retirada de massas de ovos e inoculacido das
mesmas em tomateiros individuais. Aos 45 dias, foi feita a identificacdo das
espécies de nematoides-das-galhas, por meio da eletroforese da isoenzima
esterase (Est), usando gel de poliacrilamida, de acordo com a metodologia
proposta por Carneiro e Almeida (2001). Fémeas com colorag&o branco-leitosa
foram coletadas das raizes de tomateiro, sob microscopio estereoscopico, e
transferidas para microtubos de 0,5 mL, contendo tampao de extragéo (sacarose
/ triton X-100 / azul de bromofenol), onde foram maceradas com um bastao de
acgo e o extrato foi aplicado nas cavidades dos géis de poliacrilamida. A espécie
M. javanica foi usada como padrao de comparagao.

A corrida de migragao seguiu sob a voltagem de 120 V em temperatura
de 4 °C durante 2 h. Para obtengdo dos paddes de bandas, os géis foram
colocados em solugao reveladora especifica para a enzima esterase (alfa-naftil-
acetato, fast blue RR salt e tampao fosfato de potassio). Apds incubagédo no
escuro a 37 °C, por 15 minutos, os géis foram lavados com agua e colocados em
glicerol a 10%. Apds 24 h os géis foram fixados em solu¢do de metano-glicerol
(65 ml de metanol; 5 ml de glicerol; 30 ml de agua destilada) por 15 minutos. Em
seguida, os géis foram secos entre folhas de papel celofane em temperatura
ambiente. Os fendtipos de esterase foram designados pelas letras sugestivas do
nome da espécie, acompanhadas de um numero que indica 0 numero de bandas
(ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas areas amostradas, os fitonematoides ocorreram em comunidades
poliespecificas compreendendo uma mistura de Meloidogyne spp., R. reniformis,
Helicotylenchus multicinctus, R. similis, Pratylenchus spp. e outros nematoides
menos frequentes (Criconemella spp., Tylenchus spp. e Hoplolaimus spp.). No
entanto, houve predominéncia de H. multicinctus em 87% das amostras, R.
reniformis em 63%, Meloidogyne spp. em 62%, Pratylenchus spp. em 3% e R.

similis em 2% das amostras coletadas (Tabela 1).
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O nematoide-espiralado, Helicotylenchus, foi o género que apresentou
maior frequéncia (87%). Ocorreu em todas as regides amostradas, apresentando
100% de frequéncia em Vitoria da Conquista e Guanambi, sendo esta ultima a
regido onde apresentou a maior densidade populacional (Tabela 1).

Rotylenchulus reniformis também apresentou frequéncia elevada (63%)
nas areas amostradas, sendo, de todos 0os nematoides, o que evidenciou a maior
densidade populacional, destacando-se as regides de Bom Jesus da Lapa, Porto
Seguro e Valencga; ndo sendo constatado em Paulo Afonso (Tabela 1). Rahman
et al. (2014), na Malasia encontraram resultados semelhantes, com prevaléncia
de R. reniformis em amostras de solo e M. incognita em amostras de raizes.
Ainda, segundo os autores, a prevaléncia de R. reniformis ocorreu também em
areas de cultivo de Cavendish, onde R. similis € mais comum.

Com a terceira maior frequéncia, espécies de Meloidogyne (62%) foram
encontradas em todas as regides amostradas. A regido de Paulo Afonso
apresentou a menor frequéncia de ocorréncia, com 17%, e também a menor
densidade populacional. Suas maiores frequéncias foram observadas em
Barreiras e Bom Jesus da Lapa, com 100% e 90%, respectivamente (Tabela 1).
De forma semelhante, Famina et al. (2017) determinaram os géneros e as
frequéncias de nematoides em amostragens realizadas em nove vilarejos na
india, observando que Meloidogyne spp. e Radopholus spp. foram os mais
frequentes.

Espécies de Pratylenchus apresentaram baixa frequéncia (3%), sendo
verificadas apenas em duas regides e com densidades populacionais muito
baixas. O nematoide-cavernicola, R. similis, foi o menos frequente nas areas
amostradas (2%), ocorrendo apenas em Bom Jesus da Lapa, llhéus-Itabuna e
Porto Seguro; mesmo assim em baixas densidades populacionais (Tabela 1).

Para o municipio de Bom Jesus da Lapa, as espécies de Meloidogyne
foram as de maior percentual de ocorréncia, sendo identificadas em,
aproximadamente, 90% das amostras coletadas. Por outro lado, R. reniformis
apresentou a maior densidade populacional nesse municipio; enquanto R. similis

foi o menos frequente (Tabela 1).
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Tabela 1. Densidade populacional, percentual de ocorréncia e frequéncia das populagdes de nematoides associadas as lavouras de
bananeira de nove regides produtoras do Estado da Bahia, Brasil.

Mel. Rot. Hel. Pra. Rad.

Regides N° MDP* PO? MDP* PO? MDP'  PO? MDP'  PO? MDP* PO?
amostras

B. J. da Lapa 29 80 90 780 41 368 83 0 0 155 3.4
P. Afonso 6 10 17 0 0 74 83 0 0 0 0
Barreiras 10 434 100 355 40 212 60 0 0 0 0
Guanambi 18 109 55 150 83 476 100 0 0 0 0
Seabra 7 564 86 60 71 220 71 0 0 0 0
V. da Conquista 3 20 33 50 67 255 100 0 0 0 0
llhéus-ltabuna 37 105 37 158 71 249 94 75 11 20 6
P. Seguro 25 207 70 600 67 325 85 50 4 15 4
Valenga 12 93 41 650 100 204 92 0 0 0
Frequéncia® 62 - 63 - 87 - - 2 -

Mel.: Meloidogyne; Rot.: Rotylenchulus; Hel.: Helicotylenchus; Pra.: Pratylenchus; Rad.: Radopholus; "MDP: Média densidade populacional (espécimes/cm?® de
solo); 2PO: Percentual de ocorréncia {frequéncia determinada como 100 x (niumero de amostras contendo a espécie na regido / nimero total de amostras na
regido)}; *Frequéncia total: Determinada como 100 x (nUmero de amostras contendo a espécie / numero total de amostras).
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Na caracterizagao isoenzimatica, foram analisadas 175 populagdes, com
a identificacédo de cinco fendtipos de esterase (Figura 2) que correspondem as
seqguintes espécies: M. javanica (Est. J3), M. incognita (Est. |11 e 12) e M. arenaria
(Est. A2 e A3). Houve predominancia de M. incognita em 41,5% das amostras.
M. arenaria e M. javanica estavam presentes em 36,6% e 18,3% das populagbes
analisadas, respectivamente. Em todas as regides amostradas, as espécies

ocorreram em mistura (Figura 3).

Figura 2. Fendtipos de esterase detectados em populagdes de Meloidogyne spp. coletadas em
areas produtoras de banana no Estado da Bahia, Brasil. J3= M. javanica; A2, A3= M. arenaria e
11, 12= M. incognita. M. javanica (Est. J3), foi usada como padrao de referéncia.

Tabela 2. Espécies de nematoides-das-galhas identificadas em amostras de
solo de bananeira coletadas em diferentes regides do Estado da Bahia, Brasil.

Regides M. incognita M. javanica M. arenaria

Bom Jesus da Lapa + + +
Paulo Afonso - - -

Barreiras + - +
Guanambi + I +
Seabra + + +
Vitéria da Conquista + - +
[lhéus-Itabuna + + +
Porto Seguro + + +
Valenca + + +

(+) presenca; (-) auséncia
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41,5

18,3

Percentual de ocorréncia (%)

M. incognita M. arenaria M. javanica

Espécies identificadas

Figura 3. Percentual de ocorréncia de populagdes de Meloidogyne spp. em amostras de solo
coletadas em areas produtoras de banana no Estado da Bahia, Brasil.

Os géneros de nematoides identificados neste estudo estdo de acordo
com os encontrados em outros trabalhos de levantamento realizados em
bananais no Brasil, particularmente, com relacdo as altas frequéncias de
Helicotylenchus e de Meloidogyne (LIMA et al., 2013; ALMEIDA et al., 2018);
assim como em outros paises (WANG e HOOKS, 2009; CHITAMBA et al., 2013;
DANEEL et al., 2015).

Helicotylenchus muilticinctus foi o mais frequente em todas as areas
amostradas. Em levantamento realizado em frutiferas, no Estado do Parana,
Dias-Arieira et al. (2010) verificaram altas frequéncias de H. multicinctus em
amostras de solo de bananeira. Este nematoide, tem sido mundialmente
associado a prejuizos na cultura da bananeira, ocorrendo em altos niveis
populacionais, principalmente quando associado a outros fitonematoides
(RIBEIRO et al., 2009).

Segundo Blake (1969), as primeiras observagdes de perdas de produgao
em bananeiras causadas por H. multicinctus foram feitas em lIsrael, em areas
onde R. similis estava ausente. Ha relatos também na regidao mediterranea, em
especial no Chipre, Libano e Israel (SIKORA e SCHLOSSER, 1973) e na Grécia
(TZORTZAKAKIS, 2017). Os resultados apontam para a necessidade de utilizar

44



esta espécie para a selegdo de genotipos resistentes, o que até momento ndo
estava sendo considerado.

Sob condigdes favoraveis, ele pode ser considerado o principal nematoide
para a cultura, ocorrendo, frequentemente, associado a M. javanica e M.
incognita (MCSORLEY e PARRADO, 1986). Esses autores também relatam a
ocorréncia desse nematoide em bananais, muitas vezes, associado a danos
causados a cultura, reforcando sua importancia pela frequéncia. Ssango et al.
(2004) demonstraram que o numero de H. multicinctus &, de fato, negativamente
correlacionado com a massa do cacho de bananeira.

Rotylenchulus reniformis apresentou o maior indice de densidade
populacional e segunda maior frequéncia. Esse nematoide é considerado um
dos mais frequentes e de grande importéncia para a bananicultura (WANG e
HOOKS, 2009). Desde a sua primeira identificacdo em Porto Rico, R. reniformis
vem sendo relatado como um dos principais parasitas da cultura em diferentes
regides do mundo (GOWEN e QUENEHERVE, 1990); além de estar sempre
associado a outros nematoides de importancia para a cultura. Trata-se de
nematoide altamente polifago que, embora seja mais frequente a profundidades
de 0-30 cm, pode ser encontrado também em camadas mais profundas,
dificultando a eficacia do controle quimico (ROBINSON et al., 2005). A partir dos
resultados apresentados neste trabalho o nematoide R. reniformis sera inserido
como um patoégeno desafiador na selegcao de gendtipos resistentes.

Com a terceira maior frequéncia, as espécies de Meloidogyne estiveram
presentes em todas as regides amostradas. As trés espécies identificadas neste
estudo, M. incognita, M. javanica e M. arenaria, também foram relatadas em
outras areas produtoras de banana no Brasil (COFCEWICZ et al., 2004), Costa
Rica (ARAYA et al., 2002) e Equador (CHAVEZ e ARAYA, 2010). Estas espécies
sao encontradas parasitando raizes de bananeira em todos os locais de cultivo
(DE WAELE e DAVIDE, 1998).

No Brasil, M. incognita, M. javanica e M. arenaria s&o as mais comumente
associadas a Musa spp. em diferentes regides produtoras, sendo que
populagdes mistas podem ocorrer em bananais infestados, mostrando ser
altamente prejudiciais (COFCEWICZ et al., 2005). Em levantamento realizado
nas principais zonas brasileiras produtoras de banana, M. incognita, M. javanica,

M. arenaria e Meloidogyne spp. foram detectadas em 32,2%; 61,7%; 4,3% e
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1,8% das amostras analisadas, respectivamente. Das 25 areas amostradas, 20
apresentaram espécies misturadas e as outras cinco, espécies puras, com
predominio de M. javanica e M. incognita (COFCEWICZ et al., 2004).

Chitamba et al. (2013), em levantamento realizado no Zimbabue em 40
fazendas, observaram uma frequéncia absoluta de Meloidogyne spp. de 95%,
segundo por R. similis (87,5%), Pratylenchus spp. (77%) e Helicotylenchus spp.
(75%). Ainda, segundo os autores, na maioria das amostras as espécies foram
encontradas em misturas, fato que dificulta o manejo em areas de producao.

Espécies de Meloidogyne sao conhecidas pela alta variabilidade genética,
sendo que algumas sao altamente polifagas, com mais de 3.000 espécies de
hospedeiras (TRUDGILL e BLOK, 2001), enquanto outras tém uma gama de
hospedeiras restrita. Diante deste quadro, as espécies de Meloidogyne podem
ser consideradas de grande importancia para a bananicultura.

Espécies de Pratylenchus foram identificadas apenas na regido de Ilhéus
— Itabuna, em baixa densidade populacional e ocorréncia. Em Taiwan e no Iémen
do Norte, esse € o género mais abundantemente encontrado em raizes de
bananeira, sendo considerado o segundo mais importante para a cultura na
Africa do Sul (GOWEN e QUENEHERVE, 1990).

Embora considerado mundialmente o principal nematoide parasito de
bananeira, neste estudo foi possivel observar que a ocorréncia de R. similis, no
estado da Bahia, ainda é consideravelmente baixa. O nematoide-cavernicola
ocorreu, em baixa frequéncia, apenas nas regides de Bom Jesus da Lapa, llhéus
- Itabuna e Eunapolis. Resultados semelhantes foram encontrados em
levantamento realizado por Almeida et al. (2018) no Estado de Goias (Brasil), em
que R. similis foi pouco frequente e encontrado em baixas densidades
populacionais. Wang e Hooks (2009) também obtiveram resultados parecidos
em levantamento realizado no Havai. Por outro lado, Nayba et al. (2012), no
Paquistao, observaram que R. similis apresentou densidade populacional de
75% em amostras de solo e raiz. De modo geral, a realizagdo de novas
amostragens, com coleta de raiz, pode aumentar a frequéncia de R. similis,
devido ao modo de vida endoparasita desse nematoide. A prevaléncia da
populacdo de nematoides nas raizes das bananeiras pode ser até dez vezes

mais elevada que no solo.
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Para Gowen et al. (2005), amostras com 2.000 espécimes/100g de raizes
€ considerada uma causa potencial de perdas de rendimento na cultura.
Tratando-se do nematoide-cavernicola da bananeira, por menor que seja a
infestacdo, esta merece atengdo por causa das perdas causadas, pois esse
nematoide pode se tornar uma séria ameaga a produgdo em longo prazo
(RODERICK et al., 2018).

No Equador, foi evidenciada a presenca de quatro géneros de
fitonematoides prejudiciais a bananicultura. Com base nas frequéncias e
densidades populacionais de nematoides nas amostras, R. similis foi 0 mais
importante, seguido por Helicotylenchus sp., Pratylenchus sp. e Meloidogyne sp.
As elevadas densidades populacionais e frequéncias de R. similis sustentam-se
na permanéncia do monocultivo de banana por mais de dez anos (CHAVEZ e
ARAYA, 2010). No Estado de Alagoas (Brasil) e em alguns estados da Africa do
Sul, estudos mostraram que os géneros Helicotylenchus e Meloidogyne foram
os mais frequentes e abundantes, sendo que R. similis e Pratylenchus sp. foram
considerados de menor importancia por causa das baixa densidade populacional
e frequéncia de ocorréncia (LIMA et al., 2013; DANEEL et al., 2015).

Varios relatos confirmam a importancia de fitonematoides presentes nos
cultivos de banana no mundo, e no Brasil essa realidade ndo é diferente. Em
estudos realizados por diversos pesquisadores R. similis, H. multicinctus, M.
incognita, M. javanica, P. coffeae e R. reniformis ja foram detectados associados
aos bananais brasileiros, com distintos indices de frequéncia, sendo
considerados os mais prejudiciais a bananicultura nacional (RIBEIRO et al.,
2009; DIAS-ARIEIRA et al., 2010; LIMA et al., 2013).

CONCLUSAO

Os resultados destacam a necessidade de monitorar a resisténcia a
Meloidogyne spp., Rotylenchulus reniformis, Helicotylenchus multicinctus, e
Radopholus similis no Estado da Bahia, visando proteger a bananicultura no

Brasil.
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Avaliacao da agressividade de populagoes de Meloidogyne incognita em

bananeira ‘Grande Naine’2

2 Artigo a ser submetido a Plant Disease
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Avaliacao da agressividade de populagoes de Meloidogyne incognita em

bananeira ‘Grande Naine’

Resumo - As bananas e os platanos assumem grande destaque na producao
mundial, figurando entre os oito alimentos mais importantes do mundo. O Brasil
ocupa a terceira posi¢ao no cenario mundial, com aproximadamente 6,8 milhdes
de toneladas produzidas em 550 mil hectares, onde o Estado da Bahia é
considerado um dos maiores produtores € o municipio de Bom Jesus da Lapa,
o maior produtor individual da fruta. Entre os problemas fitossanitarios que
limitam a produtividade da bananeira, destacam-se os fitonematoides. Para
contornar essa limitacdo, o uso de cultivares tolerantes se mostra o melhor
caminho. No entanto, para o sucesso na selegdo de gendtipos adaptados a
presenca de nematoides no solo, o conhecimento sobre os niveis de
agressividade das populacdes faz-se necessario. Diante do exposto, o objetivo
do presente estudo foi avaliar, em condi¢gdes de telado, a agressividade de treze
populagdes de M. incognita na cultivar suscetivel, Grande Naine, com base no
desenvolvimento das plantas e na reprodugdo do nematoide. Foram utilizadas
13 populagdes de M. incognita, obtidas a partir de coletas em plantios comerciais
de bananeira, sendo onze populagdes oriundas do Estado da Bahia, uma do
municipio de Jaiba, MG e outra de Linhares, ES. Essas populacbes foram
identificadas por meio dos perfis de esterase (EST). As avaliagcbes foram
realizadas aos 180 dias apds a inoculagdo quanto ao desenvolvimento
vegetativo das plantas (altura, didmetro do pseudocaule, numero de folhas,
massa seca e fresca da parte aérea e massa fresca da raiz), indice de galhas,
niveis populacionais dos nematoides e o fator de reprodugéo. Levando-se em
consideragdo o fator de reprodugédo, ndo houve diferenca significativa na
agressividade entre as populacdes. No entanto, foi possivel verificar que existe
diferenga na capacidade reprodutiva entre as treze popula¢gdes do nematoide
avaliado, sendo que a populacdo oriunda de Bom Jesus da Lapa (Bahia)
apresentou a maior taxa de multiplicacdo. Essa populagdao tem potencial para
uso visando selecionar fontes de resisténcia a M. incognita para uso no
melhoramento genético de bananeira.

Palavras-chave: Variabilidade, Selecdo, Nematoides, Musa sp., Banana.
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Evaluation of aggressiveness of populations of Meloidogyne incognita in

‘Grande Naine” banana

Abstract — Bananas and plantains assume great importance in worldwide
production. Brazil occupies the third position with approximately 6.8 tons
produced in 550 thousand hectars, where the State of Bahia is considered one
of the largest with highlight to the municipality of Bom Jesus da Lapa. Among the
Phytosanitary problems which limit productivity of the fruit, phytonematodes are
of major concern. In order to overcome this limitation, the use of tolerant cultivars
is the best approach. However, for the success in selection of genotypes adapted
to the presence of nematodes in the soil, the knowledge of the levels of
aggressiveness of the populations is necessary. Therefore, for the success of
the selection of genotypes adapted to the presence of nematodes in the soil,
knowledge of the levels of aggressiveness of the populations becomes
necessary. Thus, the objective of the present study is to evaluate under screen
conditions the aggressiveness of 13 M. incognita populations in the susceptible
cultivar ‘Grande Naine’, based on plant development and nematode reproduction.
Thirteen M. incognata species obtained by sampling commercial banana
plantations were evaluated, whereas 11 were from the State of Bahia, one from
the city of Jaiba in the State of Minas Gerais and one from Linhares in the State
of Espirito Santo. These populations were identified by esterase profiles (EST).
Evaluations for plant development (height, pseudostem diameter, number of
leaves, dry matter and fresh matter of aerial part and root fresh matter), gall index,
populations index of nematodes and reproduction factor, were carried out at 180
days after inoculation. Considering the reproduction factor, there was no
significant difference in the aggressiveness between populations. However, there
was difference in the reproductive capacity between the 13 populations of the
nematode evaluated whereas the population from Bom Jesus da Lapa (Bahia)
presented highest multiplication rate. This population has potential for selecting
sources of resistance to M. incognita for use in banana genetic breeding
programs.

Key-words: Variability, Selection, Nematodes, Musa sp., Banana.
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INTRODUGAO

As bananas e os platanos assumem grande destaque na producgéo
mundial, figurando entre os oito alimentos mais importantes do mundo e quarto
quando se considera o continente africano (SEYDOU et al., 2017). O Brasil
ocupa a terceira posi¢ao no cenario mundial, com aproximadamente 6,8 milhdes
de toneladas produzidas em 550 mil hectares. A producdo de banana esta
distribuida em todo territério nacional, sendo o Estado da Bahia um dos principais
produtores do Pais, com 1,1 milhdo de toneladas produzidas na safra de 2017
(IBGE, 2018).

Entre os problemas fitossanitarios que limitam a produtividade da
bananeira, destacam-se os fitonematoides. Estes patdogenos podem causar
perdas severas a producdo de banana (GOWEN e QUENEHERVE, 1990). Sao
relatadas 146 espécies de nematoides associadas a cultura, distribuidas em 43
géneros. As de maior importancia sdo aquelas envolvidas na destruicdo das
raizes primarias, danificando o sistema de fixagéo, resultando em tombamento
das plantas (GOWEN e QUENEHERVE, 1990).

Enquanto o nematoide endoparasita migrador, Radopholus similis, é
reconhecido mundialmente como o nematoide mais prejudicial em bananeira, M.
incognita, M. javanica e M. arenaria sdo nematoides-das-galhas que também
causam perdas consideraveis em Musa (GOWEN et al., 2005). Nas condi¢des
brasileiras, M. incognita e M. javanica sao as que ocorrem com frequéncia em
todos os estados, devendo-se tal dispersdo a comercializagao indiscriminada de
mudas infectadas entre os bananicultores (COFZEWICZ et al., 2004).

Meloidogyne incognita € considerada a espécie mais importante na
agricultura mundial, por causa da sua ampla distribuicdo e capacidade de
sobrevivéncia e, por infectar plantas das mais diversas familias botanicas, sendo
a espécie predominante em bananeiras do subgrupo Cavendish
(QUENEHERVE et al., 2009).

Plantas sob parasitismo de nematoides perdem a capacidade de absorver
agua e nutrientes, resultando no atraso da floragdo e, consequentemente,
refletindo na diminuicdo da massa dos cachos e dos frutos. Além disso, a

sustentacdo das plantas ou ancoragem também é afetada, fato que facilita o
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tombamento das mesmas, em especial durante o enchimento dos frutos
(CASTANEDA et al., 2017).

Os juvenis completam seu ciclo de vida nas raizes das plantas infectadas,
a partir da inducéo de células especializadas que sido responsaveis pela nutricao
dos nematoides durante tudo o seu ciclo de vida. A partir do desenvolvimento
dessas células, ocorre hiperplasia e hipertrofia das células vizinhas levando a
formacao de galhas nas raizes infectadas (PERRY et al., 2009). De acordo com
Jones et al. (2013), as lesbes em plantas jovens podem ser letais; ja em plantas
adultas as deformacgdes das raizes e dos rizomas levam ao aumento do ciclo e
consequente reducéo na produtividade.

Das diversas taticas de manejo para o controle dos nematoides, as
melhores chances de sucesso estdo no melhoramento vegetal, sendo a maneira
mais econdmica para o agricultor viabilizar a atividade em areas infestadas por
nematoides. Na bananeira, no entanto, fontes de resisténcia genéticas aos
nematoides-das-galhas sao limitadas, com poucos relatos de inclusdo de
gendtipos promissores com resisténcia ou tolerancia efetiva em programas de
melhoramento desta cultura (DAVIDE e MARASIGAN, 1985; QUENEHERVE et
al., 2009; CASTANEDA et al., 2017).

Para a elaboragdo de estratégias de controle, por meio de resisténcia
genética, além do conhecimento sobre as bases genéticas da resisténcia no
hospedeiro, também se faz necessario o entendimento dos fatores que
contribuem para a variabilidade patogénica do nematoide. O conhecimento da
variabilidade genética dos fitonematoides € essencial para os programas de
melhoramento se tornarem mais efetivos (HAHN et al., 1994).

E fato que populacdes diferentes da mesma espécie de nematoide podem
apresentar grande variabilidade genética. Por isso em programas de
melhoramento genético da cultura, visando resisténcia a nematoides, €
importante a utilizagdo de populagdes agressivas da espécie a ser avaliada, de
forma a contemplar a variabilidade encontrada no patégeno.

A agressividade reflete a habilidade de reprodugcdo dos nematoides em
hospedeiras suscetiveis, enquanto a viruléncia é a capacidade do patdégeno de
se reproduzir em uma hospedeira resistente. Nesta situacédo, ha interacdo de
genes de viruléncia do nematoide com genes de resisténcia da hospedeira
(HUSSEY e JANSSEN, 2002; ROBERTS, 2002).
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A identificagéo e o uso de fontes de resisténcia ou tolerancia a nematoides
sao considerados altamente apropriados para a redugdo de problemas
nematolégicos nos cultivos de bananeira. O desenvolvimento de cultivares
resistentes contra nematoides € um dos critérios chave nos programas de
melhoramento (HARTMAN et al., 2010). Diante disso, existe uma grande
necessidade de se obter variedades geneticamente melhoradas para a
resisténcia ou tolerancia a nematoides, possibilitando uma produgao sustentavel
e ambientalmente segura.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar, em condi¢des
de telado, a agressividade de treze populagbes de M. incognita na cultivar
suscetivel ‘Grande Naine’, com base no desenvolvimento das plantas e na

reproducdo do nematoide.

MATERIAL E METODOS

Instalagao do experimento

O experimento foi conduzido em condicbes de telado, na Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Utilizaram-se mudas da cultivar Grande Naine, as quais
foram transplantadas para vasos com capacidade de 3 litros, preenchidos com
substrato esterilizado, composto por uma mistura de solo e areia (1:1). Para
adubacao das plantas foi utilizado esterco bovino liquido fermentado, diluido em

agua, na proporgao de 1:1, aplicado ao solo a cada 15 dias.

Inéculo de Meloidogyne incognita

Foram utilizadas 13 populag¢des de M. incognita, obtidas a partir de coletas
em plantios comerciais de bananeira, sendo onze delas oriundas do Estado da
Bahia, uma do municipio de Jaiba, MG e outra do municipio de Linhares, ES
(Tabela 1). Essas populag¢des foram identificadas por meio dos perfis de esterase
(EST) de acordo com o protocolo de Carneiro e Almeida (2001).

Para obtencdo do ino6culo, as populagdes foram multiplicadas em
tomateiros cultivar Santa Cruz Kada, mantidos em casa de vegetagao por 60
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dias. A extragdo dos nematoides das raizes foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Coolen e D’'Herde (1972), em que as raizes foram
lavadas, cortadas em fragmentos de aproximadamente 2 cm e trituradas em
liquidificador, por 15 segundos. O macerado foi passado por peneiras de 100 e
500 mesh, acopladas, e recolheu-se o material retido na peneira de 500 mesh
em um tubo de centrifuga, seguido de centrifugagdo a uma velocidade de 3000
rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento ressuspendido
em solucdo de sacarose a 50%. Procedeu-se entdo outra centrifugagédo a 2000
rom por 2 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi vertido em uma peneira de
500 mesh e lavando com agua para eliminar a sacarose. A suspensao
recuperada na peneira foi quantificada em lamina de Peters, por meio da
contagem dos ovos e juvenis (J2), em microscopio estereoscopico, para ajuste

da concentracgao utilizada no ensaio.

Tabela 1. Municipios de origem, cddigo da populagao, fenétipo de esterase e
cultivar hospedeira das populagdes de Meloidogyne incognita utilizadas no
estudo.

Caddigo da Fendtipo de

Cidade de origem populacao esterase Cultivar
Bom Jesus da Lapa (BA) BJL 12 Prata-Ana
Utinga (BA) ut 11 Prata-Ana
Presidente Tancredo Neves (BA) PTN 11 Prata-Ana
Gandu (BA) GA1 11 Prata-An
Gandu (BA) GA2 12 Prata-Ana
Wenceslau Guimaraes (BA) WG 11 Prata-Ana
Barra do Choga (BA) BC1 11 BRS Platina
Barra do Choca (BA) BC2 12 BRS Platina
Riach&o das Neves (BA) RN 12 Prata-Ana
Barreiras (BA) BA 12 Prata-An
Porto Seguro (BA) PS 12 Prata-Ana
Jaiba (MG) MG 11 Prata-Ana
Linhares (ES) ES 11 Prata-Ana
Inoculagao

As mudas de bananeira, com 45 dias apos transplante, foram inoculadas
com 2.000 individuos (J2 e ovos) de M. incognita por planta. Para isso, aliquotas
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do in6culo foram aplicadas uniformemente em dois orificios opostos, abertos no
solo, ao redor do pseudocaule de cada planta, de modo a expor as raizes a

suspensao de nematoides.

Avaliagao

As avaliagdes foram realizadas aos 180 dias apds a inoculagao, quanto
ao desenvolvimento vegetativo das plantas (altura, didmetro do pseudocaule,
numero de folhas, massa seca e fresca da parte aérea e massa fresca da raiz),
indice de galhas, niveis populacionais dos nematoides e o fator de reprodugéo.

Os niveis populacionais dos nematoides nas raizes e no solo foram
avaliados apds a extragao pelos métodos modificados de Coolen e D’Herde
(1972) e de Jenkins (1964), respectivamente. A agressividade das populagdes
de M. incognita foi avaliada conforme o Fator de Reproducédo (SEINHORST,
1967) estimado para cada repeticdo (FR = populagao final/ populacgéo inicial),
sendo que a populagédo final correspondeu ao total de nematoides encontrados
no solo e nas raizes.

Para obtengdo do indice de galhas, as raizes foram cuidadosamente
lavadas e avaliadas por meio da escala proposta por Taylor e Sasser (1978), em
que 0 = nenhuma galha; 1 =1 a 2 galhas; 2 = 3 a 10 galhas; 3 = 11 a 30 galhas;
4 =31 a 100 galhas e 5 = mais de 100 galhas por sistema radicular.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com 13
tratamentos (populagdes) e seis repeticbes. Cada unidade experimental foi
representada por um vaso contendo uma planta. Os dados foram transformados
para raiz(x) e submetidos a analise de variancia. Os tratamentos foram
comparados pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05), utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos encontram-se resumidos nas Tabelas 2 e 3. Nao
houve diferenga estatistica significativa entre as populagdes quanto as variaveis

diametro do pseudocaule, niumero de folhas, massa fresca da parte aérea,
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massa fresca da raiz, populacgédo final na raiz, populacao final total e fator de
reprodugao.

Em relacdo as médias das variaveis de desenvolvimento vegetativo, as
plantas inoculadas com as populagdes UT, GA2, WG, BA e MG tiveram maior
altura e maior massa de matéria seca da parte aérea, simultaneamente. As que
tiveram menor altura foram as inoculadas com as populagdes PTN, GA1, PS
(Tabela 2).

Tabela 2. Altura (ALT), didmetro do pseudocaule (DIA), numero de folhas (NF),
massas fresca e seca da parte aérea (MFPA e MSPA) de bananeiras ‘Grande
Naine’ inoculadas com diferentes populagdes de Meloidogyne incognita.

Populagdes ALT (cm) DIA(cm) NF MFPA(g)  MSPA (g)

BJL 41 a 3,6 a 15 a 237 a 21b
uT 41 a 3,8a 15 a 240 a 25 a
PTN 39b 3,5a 14 a 220 a 20b
GA1 38b 3,3a 14 a 178 a 16 b
GA2 43 a 4,0 a 14 a 242 a 25a
WG 42 a 40a 15 a 229 a 26 a
BC1 42 a 3,6a 14 a 215 a 20b
BC2 45 a 3,6a 14 a 218 a 21b
RN 42 a 3,6a 14 a 222 a 21b
BA 44 a 3,8a 15 a 250 a 24 a
PS 36b 3,7a 14 a 197 a 19b
MG 42 a 3,8a 15 a 238 a 25 a
ES 43 a 3,6 a 14 a 209 a 22b
CV (%) 10,00 11,72 9,04 15,39 22,04
Fcal 2,056 1,160 0,609 2,045 2,051

Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.
(CV%) coeficiente de variagdo; (Fcal) valor de F calculado na analise estatistica. Dados
transformados em raiz (x).

Os maiores numeros de nematoides encontrados no solo foram
observados nas populacgdes ES, MG, RN, BC1, BC2, WG, GA1; e 0 menor, na
populacdo PTN. Ja as quantidades de nematoides nas raizes e as quantidades
totais foram altas em todas as populagdes (Tabela 3).

Em relacdo ao fator de reprodugdo (FR) dos nematoides, todas as
populagdes se multiplicaram bem nas plantas de banana, com FR maiores que
1,0. Plantas com FR maior ou igual a 1 sdo consideradas suscetiveis, de acordo
com Oostenbrink (1966).
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Levando-se em consideragédo o FR, ndo houve diferenga significativa na
agressividade entre as populagdes. No entanto, € possivel verificar que existe
diferenga na capacidade reprodutiva entre as treze popula¢gées do nematoide
avaliado, em que a populagao BJL teve a maior taxa de multiplicacao e, a GA1,

a menor, com FR variando de 68,1 a 23,8, respectivamente (Figura 3).

Tabela 3. Massa de matéria fresca de raizes (MFR), populagao final no solo
(PFS), populagao final na raiz (PFR), populacéo final total (PFT), indice de galhas
(IG) e fator de reproducdo (FR) de diferentes populagbes de Meloidogyne
incognita inoculadas em bananeira ‘Grande Naine’.

MUNICIPIOS MFR (g) PFS PFR PFT IG FR

BJL 650a 5166,6b 131118,7a 1362854a 3,8b 68,1a
uT 68,3a 8566,6b 81691,7a  902583a 4,0b 451a
PTN 60,0a 36000b 554167a  59016,6a 3,3b 295a
GA1 56,7a 14833,3a 327229a  475562a 3,8b 238a
GA2 60,8a 51000b 67802,1a  72902,0a 3,7b 36/4a
WG 71,7a 12966,6a 1030958a 116062,5a 3,7b 580a
BC1 53,3a 14800,0a 47377,1a  62177,0a 3,8b 310a
BC2 542a 14266,6a 483687a  626350a 3,8b 313a
RN 53,3a 13466,6a 411937a  546604a 3,8b 273a
BA 60,8a 7066,6b 642229a  71289,5a 3,8b 356a
PS 67,5a 3766,6b 547604a  58527,0a 4,5a 292a
MG 650a 14400,0a 76947,9a  91347,9a 42a 457a
ES 60,8a 23233,3a 98408,3a 1216416a 45a 60,8a
CV (%) 25,36 9,30 6,99 6,44 6,96 34,37
Fcal 0,87 2,41 1,73 1,40 2,20 1,57

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.
(CV%) coeficiente de variagao; (Fcal) valor de F calculado na analise estatistica. Dados
transformados em raiz (x).

Costa (2004), avaliando doze populagcbes de R. similis, de diferentes
locais do Brasil e do exterior, verificou que uma populagdo proveniente de
Pernambuco se colocou entre as mais agressivas e com as maiores taxas de
multiplicacdo e maiores FR.

Santos (2011) também avaliou a agressividade de trés populag¢des de R.
similis, provenientes de Santa Catarina, Distrito Federal e Pernambuco, em oito
acessos de bananeira do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca
e Fruticultura. Ele também verificou que a populagdo mais agressiva foi a de
Pernambuco, a mesma que ja havia sido testada quanto a agressividade por
Costa (2004).
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A capacidade reprodutiva dos nematoides tem sido estudada por muitos
autores que tém encontrado uma variabilidade alta entre populagdes de
nematoides, seja em ambito global ou regional (PINOCHET, 1979; COSTA,
2004; SANTOS, 2011). Diferengas na capacidade reprodutiva entre populagdes
de diferentes locais podem estar relacionadas com a distribuicdo de Musa spp.
pelo mundo (MARIN et al., 1998).

Os efeitos climaticos, as condigbes do solo e 0 manejo do cultivo, também
podem ter influenciado no desenvolvimento ou evolugdo de uma populagdo com
caracteristicas proprias (MOENS, 2004). Portanto, esperava-se encontrar
diferengas de agressividade entre as populagdes utilizadas no presente estudo.

Estudos sobre a variabilidade genética de M. incognita, de diferentes
fendtipos enzimaticos, provenientes de diferentes culturas com a utilizacdo de
marcadores moleculares, demonstraram que a espécie possui baixa
variabilidade genética (CASTAGNONE-SERENO et al., 1994; BLOK et al., 1997;
RANDIG et al.,, 2002; CARNEIRO et al.,, 2004; COFCEWICZ et al., 2005;
SANTOS et al., 2012). Isso pode estar relacionado com o modo de reprodugéo
dessa espécie, partenogenética mitética, que, em teoria, geraria descendentes
clonais (TRIANTAPHYLLOU, 1985).

No entanto, mesmo se reproduzindo por partenogénese mitética,
populagdes de M. incognita apresentam como caracteristicas comuns uma
rapida colonizacdo e adaptacdo em ambientes desfavoraveis. Isso,
possivelmente, |hes conferem vantagens em termos de parasitismo e
capacidade de causar danos em plantas, razao pela qual é considerado um dos
mais destrutivos fitopatégenos do mundo (TRUDGILL e BLOK, 2001).

Cofcewicz et al. (2004), ao estudarem a diversidade genética de
nematoides parasitando Musa sp. no Brasil detectaram baixa variabilidade
intraespecifica em cinco isolados de M. incognita e em sete isolados de M.
Jjavanica de 20,1 e 29,1%, respectivamente, por meio de estudo feito com
marcador RAPD. Cofcewicz et al. (2005) também relataram variabilidade
intraespecifica em populagdes de Meloidogyne spp. parasitas de bananeira,
sendo que o polimorfismo encontrado para as populagées de M. incognita foi de
14,9%.

A variagao fisioldgica entre as espécies ou populagdes de nematoide-das-

galhas pode ser expressa na interagdo planta-nematoide em trés niveis:
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hospedabilidade, agressividade e viruléncia. Nesse contexto, as espécies
vegetais podem ser boas hospedeiras, mas hospedeiras ou ndo hospedeiras de
determinada espécie de Meloidogyne ou grupo de espécies. A agressividade
reflete a capacidade de reproducéao, tal como medida pelo fator de reproducgao,
de nematoides em um hospedeiro suscetivel, enquanto que a viruléncia € a
capacidade de se reproduzir em uma planta com genes de resisténcia (HUSSEY
e JANSSEN, 2002).

A realizagado de ensaios prévios no sentido de se avaliar a agressividade
de isolados antes de se avaliar a reacdo de acessos de interesse é de
fundamental importancia, pois acessos com algum grau de resisténcia podem
reagir com menos danos quando parasitados por populagdes menos agressivas.

A populacdo de M. incognita, proveniente de Bom Jesus da Lapa, se
mostrou mais agressiva no presente ensaio, levando-se em consideragao seu
elevado FR em relag&o as demais, e pode ser incluida em estudos em busca de

novas fontes de resisténcia para a espécie.

CONCLUSOES

Todas as populagdes estudadas apresentaram agressividade, levando-se
em consideracido a capacidade de multiplicacdo na cultivar Grande Naine. Tal
agressividade deve ser considerada nos programas de melhoramento genético

da cultura visando resisténcia ou tolerancia a M. incognita.
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Primeiro relato de Meloidogyne enterolobii em bananeira no Brasil

Resumo - A banana assume grande destaque na produgdo mundial, figurando
entre os oito alimentos mais importantes do mundo. O Brasil ocupa a terceira
posicao no cenario mundial, com aproximadamente 6,8 milhdes de toneladas
produzidas, o que representa um valor de 3,4 bilhdes de ddlares anuais. Em
coleta para analise nematolégica, realizada em areas de produgao no Estado de
Minas Gerais, amostras de solo e de raizes foram coletadas em uma plantagao
no Municipio de Jaiba. As raizes apresentavam sintomas caracteristicos de
infeccdo por nematoides-das-galhas (Meloidogyne sp.). Fémeas, massas de
ovos e machos de Meloidogyne sp. foram dissecados das raizes e as massas
de ovos foram incubadas em agua a 25 °C para obtengao de juvenis de segundo
estadio (J2). Os padrdes perineais das fémeas apresentaram formato oval com
arcos dorsais moderadamente altos a altos, quase quadrados, com vértices
arredondados; as estrias foram grossas € as linhas laterais fracas. A regiao labial
dos machos foi alta e arredondada, ligeiramente definida fora do corpo, o
comprimento de estilete foi, em média, de 21,4 um, e a distancia média entre o
orificio da glandula esofagica dorsal e a base do estilete foi de 3,9 um. O J2 teve
cauda estreita com ponta larga e arredondada, o comprimento do corpo
apresentou média de 438,4 um e o comprimento médio da cauda foi de 54,2 ym.
Estas caracteristicas morfolégicas e morfométricas corresponderam a descrigao
original de M. enterolobii. A identificagdo da espécie também foi confirmada pelo
fendtipo da isoenzima esterase, com a observagao de duas bandas principais
(Rm: 0,7 e 0,9) e duas bandas secundarias mais fracas (Rm: 0,75 e 0,95). A
caracterizagao morfoldgica foi confirmada por primers especificos (194/195). No
teste de patogenicidade, em casa de vegetacédo, mudas de bananeira ‘Grande
Naine’, com cerca de 20 cm de altura, plantadas em vasos de plastico de 15 cm
de didmetro, foram inoculadas com 5.000 J2 e ovos de M. enterolobii com cinco
repeticoes e mudas nao inoculadas foram utilizadas como controle. Apés 90 dias,
as plantas foram coletadas e constatou-se a presencga de galhas nas raizes de
todas as plantas inoculadas, semelhantes aos sintomas do campo e o fator de
reproducdo do nematoide (populacéo final / populacéo inicial) foi de 24,4. Nao
foram encontradas galhas nas raizes das plantas controle. Este € o primeiro
relato de parasitismo de bananeira por M. enterolobii. A descoberta tem grande
importancia para a producéao brasileira da fruta, pois este nematoide representa
um problema adicional para a cultura. Novos trabalhos sdo necessarios para
elucidar as perdas causadas por M. enterolobii em bananeira no campo.

Palavras-chave: Musa sp., Caracteristicas morfolégicas, Agente causal.
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First report of Meloidogyne enterolobii on Banana (Musa spp.) in Brazil

Abstract - Bananas (Musa spp.) are considered among the 8 most important
foods produced worldwide with Brazil occupying the third position in the world
scenario with approximately 6.8 million tons produced representing 3.4 billion
USS$ dollars annually. During a collection for nematodes carried out in banana
production areas in the State of Minas Gerais, soil and root samples were
collected in a plantation in the county of Jaiba. Roots showed characteristic
symptoms of infection by root-knot nematodes (Meloidogyne enterolobii).
Meloidogyne sp. females, egg mass and males were dissected from roots and
the egg mass incubated in water at 25 °C for obtainment of second-stage
juveniles (J2). The perineal patterns were round to ovoid with moderate to high
dorsal arches, almost squared; the striae were thick and lateral lines weak. The
head of males was high and round, slightly defined outside of the body with
average length of stylet measuring 21,4 um and the average distance between
the opening of the dorsal esophageal gland and the base of the stylet of 3,9 ym.
The J2 presented narrow tail with large and round tip. Body length was in average
438,4 um and average length of tail of 54,2 ym. These morphological and
morphometric characteristics correspond to the original description of M.
enterolobii provided by Yang and Eisenback (1983). The identification of the
species was also confirmed by the profile generated by the esterase isoenzyme,
based on the observation of two primary bands (Rm: 0,7 and 0,9) and two
secondary, and lighter bands (Rm: 0,75 e 0,95). Morphological characterization
was confirmed by specific primers (194/195). For the pathogenicity test in the
greenhouse, ‘Grande Naine’ plantlets with approximately 20 cm in height planted
in 15 cm ¢ plastic pots, were inoculated with 5.000 J2 and M. enterolobii eggs in
5 replicates; non inoculated plantlets were used as control. After 90 days, the
plants were collected and root knots were present in all inoculated plants, with
similar symptoms in the field, and reproduction factor of the nematode (final
population / initial population) of 24,2. Root-knots were not found on control
plants. To our knowledge, this is the first report of M. enterolobii infecting Musa
spp. and plants in the family Musacea in Brazil. New studies are necessary to
evaluate losses in banana production in the field due to M. enterolobii.

Keywords: Musa sp., Morphological characteristics, Causal agent.
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INTRODUGAO

A banana assume grande destaque na produgdo mundial, figurando entre
os oito alimentos mais importantes do mundo. O Brasil ocupa a terceira posi¢céao
no cenario mundial, com aproximadamente 6,8 milhdes de toneladas produzidas
em 550 mil hectares, o que representa um valor bruto de produgao de 3,4 bilhdes
de dolares, sendo a nona cultura de maior importancia para o Pais (FAO, 2018).

Os nematoides séo responsaveis por causar danos a bananeira em todos
os locais de cultivo. Sao relatadas 146 espécies de fitonematoides associadas a
bananeira, distribuidas em 43 géneros. As de maior importancia sdo aquelas
envolvidas na destruicdo das raizes primarias, danificando o sistema de fixacao
e resultando em tombamento das plantas (GOWEN e QUENEHERVE, 1990).

Entre os principais fitonematoides que causam danos a bananeira,
encontram-se os nematoides-das-galhas, Meloidogyne spp., que constituem o
género mais agressivo, prejudicial e economicamente importante, pois infecta
todos os tipos de culturas (CARNEIRO et al., 2016). Ja foram descritas mais de
100 espécies do género e sua variedade de hospedeiros excede 3.000 espécies
de plantas (HUNT e HANDOO, 2009).

M. enterolobii (YANG e EISENBACK, 1983) [Sin.: M. mayaguensis
(RAMMAH e HIRSCHMANN, 1988)] € uma das espécies mais destrutivas de
nematoide-das-galhas (SILVA et al., 2017). No Brasil, sua ocorréncia foi relatada
pela primeira vez nos estados da Bahia e Pernambuco, causando severos danos
em pomares de goiabeira situados no Vale do Sao Francisco (CARNEIRO et al.,
2001). Este nematoide é uma espécie com ampla gama de hospedeiros e ja foi
relatado em outros estados, como Ceara e Rio Grande do Norte (TORRES et al.,
2005), Piaui (SILVA et al., 2006), Parana (CARNEIRO et al., 2006a), Rio de
Janeiro (LIMA et al., 2005), Sdo Paulo (ALMEIDA et al., 2006), Espirito Santo
(LIMA et al., 2007), Minas Gerais (NEVES et al., 2010), Rio Grande do Sul e
Santa Catarina (GOMES et al., 2008), Alagoas (CASTRO e SANTANA, 2010),
entre outros. E fato que este fitopatégeno estd amplamente disseminado pelas
diversas regides do Pais e também associado a diversas plantas, tanto
cultivadas quanto invasoras (SILVA e OLIVEIRA, 2010).

Sua disseminagao no Brasil pode ter ocorrido de maneira sistematica por
meio de mudas infestadas, pois em tdo pouco tempo, o nematoide foi
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disseminado para diversas regides do Pais (TORRES et al., 2007). Todavia,
acredita-se que esteja presente no Brasil ha muito tempo, pois foi detectado em
areas de Mata Atlantica do Rio de Janeiro (LIMA et al., 2005) e também em uma
orquidea nativa de florestas do Parana (CARNEIRO et al., 2006a).

Varios métodos de controle foram testados nos ultimos anos, como o
controle biolégico, o uso de nematicidas, gendtipos resistentes a outras espécies
do género Meloidogyne e pousio; todos sem resultados satisfatorios (PODESTA,
2015). Fontes de resisténcia efetivas contra as principais espécies de
Meloidogyne nao sao eficazes em seu controle (CARNEIRO et al., 2006b).

O presente trabalho teve por objetivo relatar a primeira detecgéo de M.

enterolobii parasitando bananeira no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Em coleta para analise nematoldgica realizada em areas de produgao no
Estado de Minas Gerais, amostras de solo e de raizes de bananeira foram
coletadas em uma plantacdo no municipio de Jaiba, maior produtor de banana
do Estado. As raizes apresentavam sintomas caracteristicos de infeccdo por
nematoides-das-galhas. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Nematologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, onde foram processadas e os
nematoides obtidos identificados, em género, por meio de caracteres
morfoldgicos, em lamina de Peters sob microscopio éptico.

Em seguida, parte das amostras de solo infestado e das raizes picadas
em pedagos foram transferidas para vasos onde se plantaram mudas de
tomateiro (Solanum lycopersicum L. cv. Santa Cruz Kada Gigante), com a
finalidade de multiplicar e manter o inéculo inicial do nematoide. Decorridos 60
dias, realizou-se a purificacdo das populagdes, em que massas de ovos foram
retiradas das raizes, maceradas individualmente em placa de Petri contendo
agua destilada, e inoculadas separadamente em tomateiros plantados em vasos
contendo solo autoclavado. A partir destas populagdes mantidas em tomateiro,

foi realizada a caracterizacdo morfolégica, morfométrica, bioquimica e molecular.
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Caracterizagao morfolégica e morfométrica

Para andlise da configuragdo perineal, foram utilizadas dez fémeas
adultas, de coloragao branco-leitosa, cortadas e lavadas em acido latico (40%)
e montadas em laminas com glicerina. Os machos e juvenis de segundo estadio
(J2) foram extraidos das raizes infectadas (COOLEN e D’HERDE, 1972), e
montados em laminas para a observagdo dos caracteres morfolégicos e
morfométricos. Foram utilizados dez machos e dez J2 para as observagoes.
Fémeas, machos e J2 foram visualizados e fotografados em microscopio optico

acoplado a um computador.

Caracterizacao bioquimica

A caracterizagdo bioquimica foi realizada pela revelacdo da enzima
esterase, apos corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida de acordo com a
metodologia proposta por Carneiro e Almeida (2001), utilizando-se sistema de
eletroforese vertical (Mini Protean 1I®, BIORAD). Dez fémeas de coloracao
branco-leitosa foram dissecadas das raizes de tomateiro, sob microscépio
estereoscoépico e transferidas para microtubos de 0,5 mL, contendo 6 pL do
tampao de extragéo (sacarose; triton X-100; azul de bromofenol). Em seguida,
foram maceradas com um bastao de aco e o extrato foi aplicado na cavidade do
gel de poliacrilamida. Como padrao enzimatico para esterase, foram utilizadas
fémeas de M. javanica (J3).

A corrida de migragao seguiu a voltagem de 120 V em temperatura de 4
°C durante 2 h. Para obtencdo dos paddes de bandas, o gel foi colocado em
solucao reveladora especifica para a enzima esterase (alfa-naftil-acetato, fast
blue RR salt e tampao fosfato de potassio) preparada no momento do uso. Apos
incubagédo no escuro a 37 °C, por 15 minutos, o gel foi lavado com agua e
colocado em glicerol a 10%. Apds 24 h, foi fixado em solugdo de metano-glicerol
(65 ml de metanol; 5 ml de glicerol; 30 ml de agua destilada) por 15 minutos. Em
seguida, o mesmo foi seco entre folhas de papel celofane em temperatura
ambiente. Os fendtipos de esterase foram designados pelas letras sugestivas do
nome da espécie, acompanhadas de um numero que indica o numero de bandas
(ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1990).
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Caracterizagao molecular

Obtengao de ovos de M. enterolobii para posterior extragao de DNA: Para
a extragao de ovos foi realizada a metodologia descrita por Carneiro et al. (2004).
Ap0s trés meses em casa de vegetacgao, as raizes de tomateiro infectadas foram
lavadas cuidadosamente, cortadas e trituradas em liquidificador com hipoclorito
de sodio (NaClO) a 1,25% por 40 segundos. Em seguida, o triturado foi passado
por um conjunto de peneiras sobrepostas de 50, 100 e 500 mesh. Os residuos
coletados na peneira de 500 mesh foram lavados com agua corrente para
eliminar todo residuo de NaClO. A suspenséo coletada foi distribuida em tubos
de Falcon de 50 mL, aos quais adicionou-se caulim (aproximadamente 5 g) em
cada tubo e esses foram centrifugados a 2500 rpm por 5 minutos. Apds a
centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado, e os tubos foram completados
com uma solugao de sacarose 30% a 4 °C, a suspensao foi homogeneizada, e
centrifugada a 2500 rpm por 2 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi vertido
em uma peneira de 500 mesh e lavando com agua destilada para retirar os
residuos de sacarose. Os ovos retidos na peneira de 500 mesh foram
transferidos para tubos Falcon de 15 mL, o volume do tubo foi completado com
agua esterilizada e esses foram centrifugados a 2000 rpm por 3 minutos. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente e com o auxilio de uma pipeta, o
pellet formado foi transferido para tubos eppendorf de 1,5 mL, onde foram
centrifugados a 13000 rpm por 2 minutos com o objetivo de descartar o excesso
de agua contida nos ovos. Por fim, foram estimados a quantidade de ovos, e os
tubos foram devidamente identificados e armazenados a -80°C para posterior

extracdo do DNA gendémico.

Extracao de DNA: O DNA gendmico das populagdes de M. enterolobii foi
extraido a partir de aliquotas de 200 a 300 ul de ovos seguindo-se o método
descrito por Randig et al. (2002). Os ovos foram macerados dentro do tubo
eppendorf de 2 mL, utilizando-se um micropistilo adaptado a uma furadeira
elétrica (em substituicdo ao nitrogénio liquido), ao qual foi adicionado 500 pl de
solugao tampao NIB (0,1 M NaCl; 30 mM Tris pH 8; 10 mM EDTA; 0,7 mM
mercaptoetanol; 5 mM Triton - NPHO). Apds a homogeneizagao, os tubos foram

centrifugados a 14000 rpm por dois minutos, e o sobrenadante foi descartado.
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Esta etapa foi realizada por duas vezes. Em seguida foram acrescentados 800
pI de tampao de homogeneizagao (0,1 M NaCl; 0,2 M sacarose; 10 mM EDTA)
e 200 pl do tampéo de lise (0,125 M EDTA; 0,5 M Tris pH 9,2; 2,3 % SDS), os
tubos foram homogeneizados e incubados em banho maria a 55 °C por 30
minutos, seguido de 10 minutos a temperatura ambiente. A purificacdo foi
realizada adicionando-se 1 V de fenol (1 mL), seguindo-se a homogeneizagao e
centrifugacéo a 14000 rpm por trés minutos. O sobrenadante foi recuperado e
depois misturado a 2 V de fenol (0,5 mL) + 72 V de cloroférmio (0,5 mL) e
centrifugado a 14000 rpm por trés minutos. O sobrenadante foi recuperado em
novo tubo, adicionando 200 ul de éter, e centrifugado a 14000 rpm por trés
minutos. O éter foi eliminado com auxilio de uma pipeta. Para precipitagao do
DNA, foi adicionado ao tubo 1 mL de etanol absoluto, seguido de
homogeneizagao e observagao do pellet formado. O tubo foi entdo deixado a —
80 °C durante 30 minutos. Em seguida efetuou-se uma centrifugagcao a 14000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e adicionou-se etanol 70%.
Apos a centrifugagcdo a 14000 rpm por 5 minutos, eliminou-se o etanol. O
precipitado foi seco a temperatura ambiente, e recuperado em volume de 10 a

20 pl de agua esterilizada (Milli-Q) e o DNA foi armazenado a — 20 °C.

Analise com marcador IGS: O DNA gendémico foi utilizado para a analise da
regido intergénica entre os genes 5S e 18S do DNA ribossomal (IGS). A
amplificagdo da regidao IGS foi realizada com o uso dos primers 194 (5'-
TTAACTTGCCAGATCGGACG-3") e 195 (5- TCTAATGAGCCGTACGC-3Y)
(VAHIDI et al., 1988). Esses primers foram sintetizados pela empresa Prodimol
(Belo Horizonte MG). As reacdes de PCR foram realizadas em volume final de
25 pL contendo: 1,5 pyL de DNA (3ng/ pL); 14,7 uL de agua MilliQ; 2,5 pL de
tampao de reacao 10x; 4 yL de dNTPs (1,25 uM); 0,3 uL de Tag DNA polimerase
(Phoneutria Biotecnologia e Servigos) e 1 yL de cada primer (10 uM). As
amplificagdes foram realizadas em termociclador com o programa de
desnaturacao inicial de 94 °C por 2 minutos; 35 ciclos de desnaturacao a 94 °C
por 30 segundos, anelamento a 50 °C por 30 segundos. e extensao a 72 °C por
2 minutos. Um ciclo de 72 °C por 7 minutos foi realizado ao final. Os fragmentos
amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em
tampao TBE 0,5% (90 mM Tris-HCI, 89 mM de acido bdrico, 2 mM de EDTA), a
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uma corrente constante de 80 mA, corados com solugdo de brometo de etidio

(0,3 pg/mL) e visualizados sob luz ultravioleta.

Teste de patogenicidade

Em casa de vegetacdo, cinco mudas micropropagadas de bananeira cv.
Grande Naine foram transplantadas para vasos plasticos de 15 cm de diametro,
contendo solo e areia autoclavados na proporcado 1:1. Apés 30 dias, quando
apresentavam cerca de 20 cm de altura, as mudas foram inoculadas com 5.000
J2 e ovos de M. enterolobii. O in6culo foi obtido de raizes de tomateiros
infectadas, seguindo o processo de extragado proposto por Hussey e Barker
(1973), modificada por Bonetti e Ferraz (1981), em que as raizes foram trituradas
no liquidificador com solugéo de hipoclorito de sédio a 0,5% por 15 segundos. O
triturado resultante foi recolhido e vertido em um conjunto de peneiras
sobrepostas de 50, 100 e 500 mesh. A suspensao recolhida na peneira de 500
mesh foi lavada sob agua corrente para retirada do excesso de hipoclorito de
sédio. Em seguida a mesma foi submetida ao processo de clarificagdo, utilizando
a metodologia de Coolen e D’Herde (1972) modificada. Os ovos e J2 obtidos
foram quantificados em lamina de Peters, sob microscopio éptico.

Cinco mudas nao inoculadas foram utilizadas como controle. Mudas de
tomateiro também foram inoculadas para confirmagao da viabilidade do inéculo.

Noventa dias apds a inoculagdo, as plantas foram coletadas para
avaliacao dos sintomas. O fator de reproducao do nematoide (populagao final /

populacgao inicial) também foi avaliado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrdes perineais das fémeas apresentaram formato oval, com
formato caracteristico do arco dorsal e ventral composto por estrias finas e
estrias grossas apenas nas laterais da vulva. O arco dorsal apresentou-se
moderadamente alto a alto, com estrias longitudinais proximas a regiao
remanescente da cauda. A regido labial dos machos foi alta e arredondada,

ligeiramente definida fora do corpo. O comprimento de estilete foi, em média, de
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21,4 um, e a distancia média entre o orificio da glandula esofagica dorsal e a
base do estilete foi de 3,9 ym (Figura 1).

O J2 teve cauda estreita com ponta larga e arredondada, o comprimento
do corpo apresentou média de 438,4 um e o comprimento médio da cauda foi de
54,2 ym. Estas caracteristicas morfologicas e morfométricas corresponderam a
descrigao original de M. enterolobii (YANG e EISENBACK, 1983).

Figura 1. Meloidogyne enterolobii oriundo de amostras de bananeira. (A) Regido labial do macho,
(B) configuracao do padrao perineal da fémea, e (C) Fendtipo isoenzimatico de esterase M2 de
M. enterolobii e J3 de M. javanica, utilizado como padrao de comparagao.

Em relacdo a analise bioquimica, o perfil de esterase encontrado para as
amostras estudadas revelou o fenétipo (M2) com a observagao de duas bandas
principais mais fortes (Rm: 0,7 e 0,9) e duas bandas secundarias mais fracas
(Rm: 0,75 e 0,95). Esse padrédo de bandas de alfa esterase confirma a
identificacdo da espécie do nematoide (CARNEIRO et al., 2001). Por sua vez,
em M. javanica, incluida como espécie de referéncia, foram detectadas trés
bandas de atividade esterasica (J3) (Figura 1).

Na analise molecular, o resultado obtido confirma a identificacdo de M.
enterolobii, pois os fragmentos de PCR obtidos foram os mesmos previamente
descritos para essa espécie, isto € 780 pb para IGS (BLOCK et al., 1997; ADAM
et al., 2007) (Figura 2). Esse marcador permiti a diferenciacao de M. enterolobii

com relagdo a outras espécies comuns e economicamente importantes de
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nematoides-das-galhas, devido ao tamanho do produto de amplificagdo (ADAM
et al., 2007; SIQUEIRA et al. 2009).

780 pb IGS

Figura 2. Perfis de amplificagdo do DNA de Meloidogyne enterolobii utilizando o marcador
molecular IGS. M = 100 pb Promega.

No teste de patogenicidade, constatou-se a presenga de galhas nas
raizes de todas as plantas inoculadas, semelhantes aos sintomas observados
nas plantas a campo. O fator de reprodugao do nematoide foi de 24,4. Nao foram

encontradas galhas nas raizes das plantas controle (Figura 3).

Figura 3. Sistema radicular de bananeiras 'Grande Naine' utilizadas no teste de patogenicidade
da populacao de Meloidogyne enterolobii proveniente do municipio de Jaiba. (A) planta controle
e (B, C) plantas inoculadas.

Devido a semelhanga morfolégica com outras espécies do género, a
correta identificagdo de M. enterolobii nado deve se basear apenas nas

caracteristicas da regiao perineal e da regiao labial dos machos. A identificagao
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em espécies deve-se basear numa combinacdo de dados morfoldgicos,
caracteristicas morfométricas e métodos bioquimicos ou moleculares.

Por esse motivo a identificagcdo da espécie foi confirmada utilizando a
eletroforese de isoenzimas, que € uma ferramenta confiavel na diagnose
diferencial de espécies de nematoides-das-galhas, uma vez que os fendtipos de
enzimas, especialmente de esterases, sao especificos para cada espécie de
Meloidogyne (ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1990). O emprego da
eletroforese permite caracterizar todas as espécies bioquimicamente descritas,
como também fendtipos atipicos (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001), o que viabiliza
estudos de identificacdo de espécies de Meloidogyne e a sua distribuicdo no
campo.

O uso de técnicas que envolvem ferramentas moleculares, tais como
marcadores de DNA, apesar de ainda serem restritas a poucas espécies, sao
excelentes métodos de diagndstico para Meloidogyne spp., com a vantagem de
serem independentes da variacdo fenotipica das esterases, que as vezes
envolvem interpretagdo mais complexa. Os marcadores moleculares permitem a
identificacdo simples, precisa e rapida (BLOK e POWERS, 2009;
CASTAGNONE-SERENO et al., 2013) embora ndo permitam a deteccéo de
espécies novas ou cripticas, que sao relativamente frequentes no género
Meloidogyne, e séo facilmente caracterizados pelas esterases (CARNEIRO et
al., 2016).

Em muitos casos, M. enterolobii foi identificada erroneamente como M.
incognita ou M. arenaria (BRITO et al., 2004), por causa das semelhancas
morfoldgicas e da reagao a gama de hospedeiras proposta por Hartman e Sasser
(1985) para a identificagado de algumas espécies e ragas de Meloidogyne. Com
a identificacado por meio da eletroforese de isoenzimas, esses erros diminuem ou
até mesmo desaparecem.

Esta é a primeira vez que esta espécie é relatada parasitando Musa spp.
no Brasil. Recentemente, foi registrada na China, a primeira ocorréncia de M.
enterolobii associada a familia Musaceae, na Provincia de Fujian (ZHOU et al.,
2016).

Em relacdo a bananeira, dispde-se de pouca informagado acerca da sua
hospedabilidade a essa espécie. Freitas et al. (2016) realizaram um estudo com

o intuito de verificar o comportamento de algumas espécies frutiferas em relagéo
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a M. enterolobii. Foram testados 89 gendtipos de 20 fruteiras, dentre eles 10
gendtipos de bananeira (Thap Maeo, Terra, Princesa, Tropical, Garantida, Galil
18, Prata-Ana, Japira, Preciosa e Grande Naine). Todos os gendtipos de banana
avaliados comportaram-se como bons hospedeiros para M. enterolobii.
Geralmente, as cultivares de bananeira s&o consideradas suscetiveis as
principais espécies de Meloidogyne (QUENEHERVE et al., 2009).

Atualmente, M. enterolobii € considerada como uma das mais importantes
espécies do género. Isto decorre do fato de ser uma espécie polifaga, apresentar
ampla distribuicdo geografica mundial e de ser capaz de vencer a resisténcia
conferida pelo gene Mi-1 a M. arenaria, M. incognita e M. javanica como relatado
nos casos do tomateiro ‘Rossol’, da soja ‘Forrest’, da batata doce ‘CDH’ e do
pimentéo ‘Silver (CARNEIRO et al., 2006b).

Desse modo, um dos principais desafios no manejo dessa espécie se
encontra na pequena disponibilidade de fontes de resisténcia ou tolerancia
dentro do germoplasma das culturas hospedeiras (FREITAS et al., 2014).

Apesar de sua constatacdo ser recente no territério brasileiro, esses
aspectos apontados com relacdo a M. enterolobii reforcam os motivos pelos
quais a espécie merece atencdo, no intuito de evitar ainda mais sua
disseminagao no Pais, face ao grande potencial de causar elevados prejuizos

ao agronegocio nacional.

CONCLUSAO

Este é o primeiro relato de parasitismo de bananeira por M. enterolobii no
Brasil. A descoberta tem grande importancia para a produgao brasileira da fruta,
pois este nematoide representa um problema adicional para a cultura. Novos
trabalhos s&o necessarios para elucidar as perdas causadas por M. enterolobii

em bananeira no campo.
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CONCLUSOES GERAIS

A cultura da bananeira apresenta importante papel econémico e social no
Brasil. Na Bahia, a produgdo de banana envolve principalmente a agricultura
familiar, contribuindo na renda e sobrevivéncia dos pequenos agricultores.
Contudo, sua produgdo e produtividade sao afetadas por problemas
fitossanitarios, como a ocorréncia de fitonematoides, que causa grandes
prejuizos nas regides produtoras de banana, devido a dificuldade de controle.

A sociedade requer a utilizagdo de estratégias que permitam o aumento
da producgao de alimentos sem acarretar prejuizos ao meio ambiente e a saude
humana. Uma alternativa para atingir esse objetivo consiste no uso de cultivares
melhoradas com resisténcia a doencgas e pragas.

A realizagdao do levantamento de nematoides nas principais areas
produtoras de banana do Estado da Bahia foi eficiente para avaliar quais os
principais nematoides presentes nessa cultura, pois, muitas vezes os produtores
nao tém esse conhecimento e consequentemente ndo fazem o manejo
adequado.

Os principais nematoides encontrados relacionados ao cultivo foram H.
multicinctus, R. reniformis e Meloidogyne spp. As espécies de género
Meloidogyne, encontram-se bastante disseminadas nas areas que cultivam
banana em todo o Estado da Bahia. Esta informacao deve servir de alerta aos
produtores, pois possibilita definir estratégias para minimizar a sua disseminagao
e definir manejos adequados e eficientes de modo a controlar esses
fitonematoides nas areas infestadas, além de fornecer subsidios para
pesquisadores desenvolver novos estudos sobre manejo e controle desses
patogenos.

Por meio do levantamento realizado, foi possivel estabelecer colecdes de
populagcdes de Meloidogyne spp. e de outros fitonematoides da cultura da
bananeira na Embrapa Mandioca e Fruticultura para futuros estudos e uso no
programa de melhoramento.

As treze populagdes avaliadas de M. incognita, coletadas em diferentes
areas produtoras de banana, apresentaram elevado fator de reproducido na
bananeira ‘Grande Naine’, tendo sido a populagcao de Bom Jesus da Lapa a que

apresentou maior fator de reproducao, sendo considerada, desta forma, a mais
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agressiva. Sugere-se que esta populagédo seja estudada em trabalhos futuros
visando selecionar genotipos resistentes a M. incognita.

Neste estudo, constatou-se, pela primeira vez, no Brasil, o parasitismo de
M. enterolobii em bananeira. Este fato requer atencado, pois este nematoide
representa um problema adicional para a cultura. Dessa forma, novos trabalhos
serdo necessarios para elucidar as perdas causadas por M. enterolobii em
bananeira no campo.

Trabalhos futuros deverdo ser conduzidos para estudar a diversidade

genética dessas populagdes de fitonematoides, bem como dos acessos de Musa

Spp.
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