UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CARLOS EDUARDO KREZANOSKI

NEMATOIDES ASSOCIADOS A CULTURA DO MORANGUEIRO NO ESTADO DO
PARANA

CURITIBA
2018



CARLOS EDUARDO KREZANOSKI

NEMATOIDES ASSOCIADOS A CULTURA DO MORANGUEIRO NO ESTADO DO
PARANA

Dissertagao apresentada ao Programa de Pods-
Graduacdo em Agronomia, Area de Concentracéo
em Producéo Vegetal, Departamento de Fitotecnia
e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Parana, como parte das
exigéncias para obtengdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Henrique da Silva Silveira
Duarte

Coorientador: Arlei Maceda

Corientadora:  Prof°. Dra. Maria Aparecida
Cassilha Zawadneak

Corientadora: Prof°. Dra. Renata Faier Calegario

CURITIBA
2018



Krezanoski, Carlos Eduardo
Nematoides associados a cultura do morangueiro no estado do Parana
/ Carlos Eduardo Krezanoski. - Curitiba, 2018.

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal do Parana. Setor de
Ciéncias Agrarias, Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia -
(Producao Vegetal).

Orientador: Henrique Da Silva Silveira Duarte

Coorientador: Arlei Maceda

Coorientadora: Maria Aparecida Cassilha Zawadneak

Coorientadora: Renata Faier Calegario

1. Fitonematoides. 2. Morango — Doencas e pragas. 3. Morango —
Parana. 4. Fitopatologia. |I. Duarte, Henrique Da Silva Silveira. Il.
Maceda, Arlei. lll. Zawadneak, Maria Aparecida Cassilha. IV. Calegario,
Renata Faier. V. Titulo. VI. Universidade Federal do Parana.

Sistema de Bibliotecas/UFPR
Fernando Cavalcanti Moreira - CRB9/1665




MINISTERIO DA EDUCAGAQ

i SETOR SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
UFPR ﬁs UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
I PN PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO AGRONOMIA

(PRODUCAO VEGETAL)

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagio em AGRONOMIA (PRODUCAO
VEGETAL) da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigio da Dissertacio de Mestrado de
CARLOS EDUARDO KREZANOSKI intitulada: NEMATOIDES ASSOCIADOS A CULTURA DO MORANGUEIRO NO ESTADO
DO PARANA |, apés terem inquirido o aluno e realizado a avaliagdo do trabalho, sdo de parecer pela sua

APROVACAQ no rito de defesa.

A outorga do titulo de mestre esta sujeita & homologac&o pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagdes e correcées

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pés-Graduacao.

Curitiba, 30 de Julho de 2018.

e ’ - 5
15’7/1/9/’)1125(/( (/L‘I; t ;
HENRIQUE DA SILVA SILVEIRADUARTE

Presidente da Banca Examinadora(UFPR)

‘.H;-,-n ) iu:lj -/5 %1 P
We ) U {
w‘AGj ERVICENTE PEREIF

Avaliador Extern

RENATA FAIER CALEGARIO
Avaliador Externo (UFPR)

T Ruados Funciondrios, 1540 - Curitiba - Parana - Brasil
CEP 80035-050 - Tel: (04) 3350-5601 - E-mail: pgapv@ufpr.br



Sou parte das suas vidas e vocés sao toda a Minha historia
Luiz Carlos Krezanoski

Ana Rita Krezanoski

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por minha vida e o presente momento.

Aos meus pais, Luiz Carlos Krezanoski e Ana Rita Krezanoski, por todo
apoio ao longo da minha vida, sendo minhas maiores referéncias de seres humanos.

Aos meus irméos, Luiz Gustavo Krezanoski e Otavio José Krezanoski. A
toda minha familia pelo incentivo.

A todos os professores, pelo conhecimento agregado em minha formacgao.
Ao professor Henrique da Silva Silveira Duarte pela orientagéo, a Prof®. Dra. Maria
Aparecida Cassilha Zawadneak e a Prof?. Dra. Renata Faier Calegario pela
coorientacéo.

Aos técnicos e colegas do Centro de Diagnostico Marcos Enrietti em
especial ao mestre Arlei Maceda pelo suporte na identificagdo dos nematoides e co-
orientacgao.

Aos meus amigos que sempre me incentivaram ao longo desse caminho.
Aos amigos que ganhei na universidade Camila, Daniele, Eliane, Evandro, Flavia,
Gabriel, Gléria, Guilherme, Heloisa, Juliana, Jhulia, Livia, Marlon, Ménica, Mireli,
Micheli Pamela, Renan, Rafaele, Thiago, Wagner e a todos que passaram pelo
laboratério de epidemiologia para manejo integrado de doencas de plantas (LEMID)
pelo apoio e amizade ao longo dessa caminhada.

A Universidade Federal do Parana (UFPR) pelos recursos oferecidos para a
realizacao deste trabalho. A Capes pela concessao da bolsa.

Aos produtores de morango por abrirem as porteiras de suas propriedades
e aos funcionarios da Empresa de assisténcia técnica do Parana (EMATER). E a

Bioagro pela doagdo de mudas de morango.



‘A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de
resolver os problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o mundo”.
(Albert Einstein)



RESUMO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) estd entre as culturas em que os
fitonematoides tém causado danos. Entretanto, apesar da importancia da cultura
para o estado do Parand, pesquisas a campo sobre fitonematoides sdo escassas.
Assim, o presente trabalho teve por objetivo coletar e identificar os fitonematoides
em morangueiro cultivado nos principais municipios produtores do Estado. Foram
coletadas 125 amostras de solo e de raiz entre janeiro e dezembro de 2017, em 14
municipios. As amostras frescas foram processadas para a extragcao dos nematoides
fitoparasitas e estes foram identificados morfologicamente em nivel de género e
contabilizados. Os nematoides Helicotylenchus dihystera, Meloidogyne hapla,
Meloidogyne javanica e Pratylenchus brachyurus foram identificados em nivel de
espécie. Os géneros Scutellonema, Ditylenchus, Hemicicliophora, Mesocriconema e
Trichodorus também estavam presentes nas amostras analisadas, em menor
ocorréncia. Nossos resultados indicam a presenca de nematoides fitoparasitas em
todas as areas produtoras de morango no estado do Parana. Helicotylenchus
dihystera € o nematoide de maior frequéncia no solo e nas raizes. Estes resultados
demonstram a necessidade de futuras pesquisas para comprovar seu potencial
CoOmo praga e sua associagao com patdégenos de solo.

Palavras-chave: Fitonematoide. Frequéncia. Fragaria x ananassa Duch.



ABSTRACT

Strawberry (Fragaria x ananassa Duch) is among the crops in which
phytonematodes have caused significant damage. However, despite the importance
of the crop to the state of Parana, field researches on phytonematodes are scarce.
Thus, the present work aimed to collect and identify the phytonematodes in
strawberry cultivated in the main producing municipalities of the State. A total of 125
soil and root samples were collected between January and December 2017 in 14
municipalities. Fresh samples were processed for nematode extraction, which were
identified morphologically at the genus level and counted. The nematodes
Helicotylenchus, dihystera, Meloidogyne hapla, Meloidogyne javanica and
Pratylenchus brachyurus were identified at species level. The genera Scutellonema,
Ditylenchus, Hemicicliophora, Mesocriconema and Trichodorus were also present in
the analyzed samples, in lesser frequency. Our results indicate the presence of
phytoparasite nematodes in all strawberry producing areas in the state of Parana.
Helicotylenchus dihystera is the most frequent nematode in soil and roots. These
results demonstrate the need for future research to prove its potential as a pest and
its association with soil pathogens.

Keywords: Phytonematodes, frequency, Fragaria ananassa Duch.
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1 INTRODUGAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) é cultivado e apreciado nas
diversas regides do mundo. Entre as espécies de pequenas frutas € a de maior area
cultivada Brasil (MUSA et al., 2015).

A China, maior produtor mundial de morangos, produziu em 2016
aproximadamente 3,8 milhdes de toneladas, sendo seguida pelos Estados Unidos
com 1,4 milhdes de toneladas e o México com 468 mil toneladas do fruto (Food and
Agriculture Organization (FAOSTAT, 2013)). Segundo ultimo Censo agropecuario de
2006 o Brasil produziu aproximadamente 72 toneladas de morango (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2009)). Os principais estados produtores
sdo Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Sd0 Paulo e Parana (GIMENEZ; ANDRIOLO;
GODOI, 2008). O Parana em 2015 produziu aproximadamente 22 mil toneladas em
uma area de 723 hectares (Secretaria da Agricultura e do Abastecimento/
Departamento de Economia Rural (SEAB/DERAL, 2017)).

O interesse pela cultura esta associado a alta rentabilidade, diversidade na
comercializacdo e boa aceitagdo pelos consumidores. Além da diversificacdo das
propriedades agricolas, a cultura se destaca por demandar grande quantidade de
mao-de-obra em pequena area, sendo uma opg¢ao rentavel na agricultura familiar
(FACHINELLO et al., 2011; LEMISKA et al., 2014).

O cultivo do morangueiro no solo enfrenta varios problemas fitossanitarios,
dentre eles, se destacam os artropodes e moluscos (SOUZA; ZAWADENEAK, 2018)
bem como as doencgas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides, que
danificam os frutos, folhas, caules e raizes em todas as fases de desenvolvimento
da cultura (REIS; COSTA, 2011). Dentre os diversos agentes causais os nematoides
constituem um fator limitante a produtividade do morangueiro (BRUM et al 2012).

As principais espécies de nematoides relatadas na cultura do morangueiro
sdo: Meloidogyne hapla (Kofoid & White) Chitwood, Meloidogyne javanica (Treub)
Chitwood, Meloidogyne incognita (Kofoid& White) Chitwood, Pratylenchus vulnus
Allen & Jensen, Pratylenchus penetrans (Cobb) Filipjev & Schuurmans Stekhoven,
Pratylenchus  brachyurus (Godfrey) Filipjev & Schuurmans Stekhoven,
Aphelenchoides besseyi (Christie), Aphelenchoides fragariae (Rittzema Bos)

Christie, Ditylenchus dipsaci (Kuhn) Filipjev, Xiphinema spp. Cobb, e Helicotylenchus
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dihystera Steiner (ARIEIRA et al., 2008). No Brasil, Meloidogyne hapla,
Aphelenchoides besseyi, e Aphelenchoides fragariae sao consideradas as espécies
de maior importancia (GOMES; COFCEWICZ, 2003).

Os danos por nematoides geralmente ocorrem nas raizes e sao refletidos na
parte aérea das plantas com reducdo de crescimento, amarelecimento, tamanho
desigual das plantas e murcha temporaria das folhas que resultam em baixa
produtividade (ARIEIRA et al., 2008)

Devido a dificuldade de controle, existe grande preocupacdo quanto a
presenca de nematoides fitoparasitas associados ao morangueiro. Desta forma
identificar os nematoides presentes no campo € o primeiro passo para estabelecer
medidas de controle eficientes, entre elas escolha de variedades mais resistentes a
serem plantadas.

Considerando a importancia da cultura do morangueiro no estado do
Parana, bem como a escassez de trabalhos de levantamento de nematoides na
cultura do morangueiro no Brasil, o objetivo do presente trabalho foi identificar e
determinar a frequéncia de fitonematoides presentes em areas de cultivo do

morangueiro nos principais municipios produtores do Parana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ACULTURA DO MORANGUEIRO

O morango é a fruta mais produzida entre os pequenos frutos, sendo
justificada pela alta rentabilidade, opgcbes de comercializacdo e aceitagdo pelos
consumidores (FACHINELO et al., 2011). A espécie (Fragaria x ananassa) cultivada
atualmente € um hibrido que resultou do cruzamento de duas espécies F. virginiana
(de origem Norte Americana) com F. chiloensis (de origem Sul Americana) (REIS;
COSTA, 2011)

A China e os Estados Unidos sdo os maiores produtores de morango no
mundo, com producdo de aproximadamente 3,8 e 1,4 milhdes de toneladas,
respectivamente. O Brasil, Argentina e Chile sdo os maiores produtores na América
do Sul, sendo responsaveis pela producédo de 318 mil toneladas (FAOSTAT, 2013).

O inicio do cultivo do morangueiro no Brasil € pouco conhecido, passou a ter
importancia nos estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul em meados do século
20. Nessa época todas as cultivares eram provenientes dos Estados Unidos e da
Europa, apresentando pouca adaptacédo as condi¢des de clima e solo (OLIVEIRA,;
BONOW, 2012). Com o surgimento das primeiras cultivares brasileiras em 1960 a
producdo alavancou e atualmente a produgdo se destaca na regidao Sul, Centro-
Oeste e Sudeste. Os principais estados produtores sao: Minas Gerais, Sao Paulo,
Rio Grande do Sul, Parana, Espirito Santo, Distrito Federal e Santa Catarina (
ZAWADNEAK; SCHUBER; MOGOR, 2014).

Na regido metropolitana de Curitiba se concentra o maior polo produtor de
morangos do Parana, esta producdo € oriunda do sistema convencional, organico e
integrado (ZAWADNEAK; SCHUBER; MOGOR, 2014). A importancia desta cultura
esta relacionada principalmente ao aspecto socioecondmico, pois se trata de uma
hortalica que apresenta alta rentabilidade por area e mobiliza um numero
significativo de produtores gerando emprego e renda a um expressivo numero de
trabalhadores familiares rurais durante todo o ciclo de produgao ( SPECHT; BLUME,
2011).
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Um dos grandes problemas enfrentados pelos produtores de morango esta
relacionado ao manejo. Problemas fitossanitarios causados por doengas fungicas
estdo entre as mais estudadas no morangueiro, dentre eles se destacam o mofo
cinzento (Botrytis cinerea), mancha de micosferela (Mycosphaerella fragariae),
murcha de verticilio (Verticillium dahliae) e antracnose (Colletotrichum spp.) (REIS;
COSTA, 2011). Os nematoides além dos problemas causados pelos danos diretos
podem predispor as plantas a infecgdes secundarias por fungos ou bactérias através
da abertura de ferimentos (GOULART, 2008).

2.2 NEMATOIDES

Os nematoides sdo pequenos vermes encontrados em todas as regides do
mundo habitando preferencialmente a rizosfera (OLIVEIRA et al., 2017). Sao
organismos altamente especializados que possuem diversas estratégias para
infectar o sistema radicular e outros 6rgaos da planta, dificultando a adogao de
medidas de controle (HAEGEMAN et al., 2012).

Os sintomas provocados por nematoide s&o variaveis conforme o
hospedeiro e a espécie do nematoide. Os danos geralmente ocorrem nas raizes e
sao refletidos na parte aérea das plantas com redugdo de crescimento,
amarelecimento, tamanho desigual das plantas e murcha temporaria das folhas
resultando em baixa produtividade. Plantas recém-transplantadas para o campo
podem morrer prematuramente. A falta de raizes sadias prejudica a absor¢ao de
nutrientes e translocacao dos mesmos gerando alteracdo na nutricido e na fisiologia
das plantas que néo irdo responder a adubacgao (ARIEIRA et al., 2008)

No morangueiro as principais espécies de nematoides relatadas sao:
Meloidogyne hapla (Kofoid & White) Chitwood, Meloidogyne javanica (Treub)
Chitwood, Meloidogyne incognita (Kofoid& White) Chitwood, Pratylenchus vulnus
Allen & Jensen, Pratylenchus penetrans (Cobb) Filipjev & Schuurmans Stekhoven,
Pratylenchus  brachyurus (Godfrey) Filipjev & Schuurmans Stekhoven,
Aphelenchoides besseyi (Christie), Aphelenchoides fragariae (Rittzema Bos)
Christie, Ditylenchus dipsaci (Kuhn) Filipjev, Xiphinema spp. Cobb, e Helicotylenchus
dihystera Steiner (ARIEIRA et al., 2008)
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Dentre as medidas de controle eficientes para o controle destes nematoides,
o0 uso de produtos quimicos, rotagcdo e de culturas e uso de cultivares resistente
(LEAL-BERTIOLI et al., 2016). No Brasil o uso de cultivares resistente € umas das
medidas mais eficientes e de menor custo (BRUM et al., 2012).

Na agricultura mundial os nematoides do género Meloidogyne, ou nematoide
das galhas das raizes podem causar perdas econdmicas significativas (LEAL-
BERTIOLI et al., 2016), fato este ligado a sua ampla gama de hospedeiros e alta
taxa de multiplicagdo (TRUDGILL et al., 2000; MOENS; PERRY; STARR, 2009).
Este género conta com 95 espécies ja descritas e uma lista de mais de 5.500
espécies de plantas hospedeiras (GHULE; SINGH; KHAN, 2014).

As espécies de nematoides do género Meloidogyne sé&o endoparasitas
sedentarios. Neste género os juvenis de segundo estadio J2 sao formas infectivas.
Quando os juvenis encontram uma raiz através dos exsudatos radiculares liberados,
0s quais penetram e tornam-se sedentarios estabelecendo sitios de alimentacao.
Estes nematoides liberam secre¢cdes esofagianas ao perfurarem as raizes das
plantas, resultando em hiperplasia e hipertrofia das células ao redor do seu corpo,
dando origem as galhas, que sao alteragbes anatdbmicas das células. Uma fémea
adulta pode depositar uma massa de até 500 ovos que podem ficar no interior ou na
superficie da raiz. Apds a eclosdo os juvenis migram para o solo, penetram em
novas raizes e reiniciam assim o ciclo ( RITZINGER; FANCELLI; RITZINGER, 2010;
GHULE; SINGH; KHAN, 2014).

Os sintomas observados por Meloidogyne sao nanismo, falta de vigor, e
murchando sob estresse de umidade, apresentasm sistema radicular reduzido e
engrossamentos nas raizes geu sao denominados galhas (BRUM et al.,2012). A
infecao por este patégeno afeta a captagao de agua e nutrientes alem de atuar como
porta de entrada para outroa agentes transmissores de doenga como fungos e
bacterias (CAPRONI et al., 2012).

Os nematoides das lesdes radiculares Pratylenchus spp. estdo entre os
principais nematoides que tem causado prejuizos em areas agricolas no Brasil.
Estes nematoides se caracterizam por serem polifagos, endoparasita migradores
que causam severos danos em raizes de uma ampla gama de culturas devido a
alimentagdo, movimentagado ativa e liberagdo de enzimas e toxinas no cortex
promovendo a destruicdo das células do sistema radicular das plantas atacadas.
(BRAZ et al.,, 2016). Atualmente 70 espécies do género Pratylenchus estao
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distribuidas pelo mundo, parasitando dezenas de espécies vegetais (GOULART,
2008). Considerando o impacto econémico para as diferentes culturas o género
Pratylenchus ocupa o segundo lugar entre os nematoides parasitas de plantas, no
Brasil as espécies mais importantes sdo: P. brachyurus Filipijev e Schuurmans
Stekhoven, P. zeae Graham e P. coffeae Filipiiev e Schuurmans Stekhoven
considerando o umero de plantas hospedeiras os danos e as perdas econémicas
(GOULART, 2008).

Como endoparasitas migradores este género destréi o tecido das raizes e
além do rompimento superficial causa destruicdo interna, predispondo-os a
infeccbes secundarias de fungos e bactérias. Os sintomas por ndo serem
especificos podem ser confundidos com sintomas de outros patdégenos, estresse
hidrico e deficiéncia nutricional assim podem passar faciimente despercebidos
(GOULART, 2008).

O nematoide espiralado, pertencente ao género Helicotylenchus,
ectoparasita de raizes, apresenta ampla distribuicdo geografica, tendo sido
assinalado em associagcbes com diversas plantas hospedeiras (SHARMA et al.,
1993). Este nematoide depois de morto passa a exibir na sua forma relaxada o
corpo enrolado, adotando uma forma espiralada e dando nome comum ao género
Helicotylenchus ou nematoide espiralado.

No Brasil € encontrado frequentemente em amostras de solo em varias
regides e por apresentar ampla distribuicido geografica, sdo encontrados em
diversas culturas e sistemas de cultivo (GARBIN et al., 2015).

A associacdo das espécies de Helicotylenchus a diversas culturas e a
elevada perda econbmica que causam ¢é preocupante. Ja foi identificado
Helicotylenchus em varias espécies vegetais e em associagdo a uma infinidade de
outros géneros de nematoides (TOMAZINI; FERRAZ; MONTEIRO, 2008). Na cultura
do morango a presenga deste fitonematoide ja foi assinalada por diversos autores
(BELAIR; KHANIZADEH, 1994; PARK et al., 2005; SAMALIEV; MOHAMEDOVA,
2011; TSOLOVA; KOLEVA; KALCHEVA, 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAIS AMOSTRADOS

A coleta de amostras para identificagcdo de nematoides presentes na cultura
do morangueiro ocorreu sob o cultivo convencional em solo no estado do Parana.
Os técnicos do Instituto de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER-PR) de
cada municipio forneceram suporte as coletas, selecionando as propriedades de

modo que retratasse de forma abrangente o municipio (TABELA 1).

TABELA 1- REGIOES DE COLATA NO ESTADO DO PARANA

Municipio n° de propriedades
amostradas Cultivar
Sao José Pinhais 49 San Andreas, Albion, Portola
Araucaria 15 San Andreas, Albion, Portola
Lapa 6 Albion, Monte Rei
Campo Largo 2 Albion
Colombo 2 Albion
Jaboti 10 Persink, Camino Real, Camarosa, Tudla, Sabrina
Japira 9 Florida, Osso Grande, Camino Real, Camarosa, Tudla,
Pinhalao 8 Camino Real, Camarosa, Persink, San Andreas
Conselheiro Marink 6 Camarosa, Persink, San Andreas
Prudentopolis 8 Camino Real, San Andreas
Rio Azul 2 Albion
Malett 2 San Andreas, Albion
Irati 1 Albion
Pato Branco 5 Camarosa, Albion
Total 125

3.2 COLETA DE AMOSTRAS

As amostras de solo e raizes de morangueiro foram coletadas no periodo de
janeiro a dezembro do ano de 2017 em 125 propriedades. A coleta foi realizada
preferencialmente em plantas com redugdo no crescimento e/ou com sintomas em
reboleiras. Nas propriedades onde nao foram observadas essas caracteristicas

foram coletadas plantas de forma aleatodria.
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As amostras foram coletadas com auxilio de uma pa de jardinagem sendo
retiradas 10 amostras simples de pontos diferentes em cada propriedade produtora
de morango. A profundidade de coleta foi de 0-20 cm. As 10 amostras simples foram
depositadas em um recipiente e homogeneizadas resultando em uma amostra
composta (1000 g de solo). Também de cada propriedade foi coletado raizes de 10
plantas em diferentes pontos. As amostras de solo e raiz foram acondicionadas
separadamente em saco de polietileno com capacidade de 2 litros o que foi vedado
e identificado com numero da amostra, local e data da coleta. As amostras foram
acondicionadas em caixa de isopor para o transporte até o Laboratério de
Nematologia Marcos Enrietti localizado no campus do Setor de Ciéncias Agrarias
UFPR, Curitiba, PR, onde foram realizadas as extragbes, quantificagdes dos

nematoides.

3.3 EXTRAGAO DE NEMATOIDE DO SOLO E RAIZES

A extracdo dos nematoides das amostras compostas de solo foram
realizadas pelo método de flotagdo centrifuga em solugdo de sacarose (JENKINS,
1964). O solo foi homogeneizado e uma aliquota de 100 cm? foi colocada em uma
cuba com agua suficiente para misturar o solo e dissolver os torrdes. Foi adicionado
cerca de 1 litro de agua e permaneceu em repouso por 20 segundos para o material
solido sedimentar. Apds esse tempo o sobrenadante foi depositado sobre uma
peneira de 20 mesh sobreposta a outra peneira de 400 mesh. O material retido na
peneira de 400 mesh foi recolhido e distribuido em tubos de centrifuga (Eppendorf
5810/5810 R), balanceados e posteriormente centrifugados por 4 minutos a 343 g.
Apos a centrifugagdo o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em solugéo de sacarose (454 g de agucar cristal 1L de agua), sendo
novamente centrifugado por 1 minuto nas mesmas condigdes. Em seguida o
sobrenadante foi depositado em uma peneira de 500 mesh. O material retido na
peneira foi lavado em agua corrente e recolhido em um Becker sendo depois
transferido para um tubo de ensaio onde permaneceu na geladeira em repouso por
uma hora para que os nematoides precipitassem no fundo do tubo e fosse possivel

reduzir o volume para 4 mL.
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A extracdo dos nematoides das amostras compostas de raizes foi realizada
de duas formas. As amostras de raizes com galhas, foram levadas a microscopico
estereoscépio para observar a presenca de fémeas de Meloidogyne sp. Quando
observado as fémeas as mesmas eram retiradas com auxilio de um estilete e
transferidas para uma lamina escavada com duas gotas de acido latico a 45%. As
amostras de raizes que ndo apresentaram galhas foram lavadas em agua corrente
para retirada do solo presente. A extracao foi feita pelo método de flotagdo com
caulim (COOLEN; D’HERDE, 1972). Foram pesadas 10 g de raizes ja fragmentadas
e colocadas no copo do liquidificador com agua até cobrir todo o material e triturada
por 20 segundos. A suspensdo obtida foi vertida em uma peneira de 100 mesh
sobreposta a uma peneira de 500 mesh, e o material restante na peneira foi
transferido para um Becker e posteriormente para um tubo de plastico para a
centrifugacdo. Neste tubo foi adicionado caulim, com intuito de separar por
densidade os nematoides dos residuos provenientes da extracido, apds o caulim ser
misturado a amostra o tubo foi calibrado e centrifugado por 4 minutos a 343 g. O
sobrenadante desta centrifugacao foi descartado e em seguida adicionado solugao
de sacarose (454 g de acucar cristal/ 1L de agua) e centrifugado novamente por 1
minuto a 343 g. Apos a centrifugagdo o sobrenadante foi vertido em uma peneira de
500 mesh lavado em agua corrente para retirar a sacarose, o material retido na

peneira foi recolhido em um Becker e transferido para um tubo de ensaio.

3.4 FIXACAO E CONTAGEM DOS NEMATOIDES

Apos a extragcao dos nematoides o sobrenadante foi retirado até obter 4 mL
de suspensdo contendo os nematoides. Em seguida, os nematoides foram
inativados em banho-maria a 54 °C por 1 minuto e, posteriormente, fixados com 4
mL de formol a 5%. Apds 1 hora de descanso, o volume foi reduzido novamente a 4
mL. A contagem dos nematoides ja fixados foi efetuada em uma lamina de Peters
sob microscopio de luz. Foi contado o numero de individuos de cada género em
cada amostra. O numero resultante da contagem de cada género nos 24 campos na
ldamina de Peters foi dividido pelo fator de correcdo 1,6 e multiplicado por 4,

resultando no numero total individuos de cada género do nematoide na amostra.
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3.5 IDENTIFICACAO DOS NEMATOIDES

3.5.1 Caracterizagdo morfologica

Apos a extragdo dos nematoides de solo e raiz, a identificagdo dos géneros
foi realizada por meio de caracteristicas morfoldégicas seguindo chave de
identificacdo (MAI; MULLIN, 1996). Os dados referentes ao levantamento foram
analisados para a caracterizacao das populagdes, sendo determinado a frequéncia e
o numero médio de nematoides. Os géneros Pratylenchus, Meloidogyne e
Helicotylenchus foram identificados em nivel de espécie. Foram entao
confeccionadas laminas semipermanentes com Pratylenchus e Helicotylenchus.
Com auxilio de uma agulha, cerca de 10 fémeas destes géneros presentes em cada
amostra foram transferidas para uma Iamina com formol a 2%, sendo em seguida
selada com esmalte incolor. Posteriormente, as laminas foram observadas ao
microscopio de luz, permitindo identificagdo das espécies utilizando as chaves de
identificagdo (MENDONCA, 1976; CAFE FILHO; HUANG, 1989; CASTILLO;
VOVLAS, 2007).

O género Meloidogyne foi identificado morfologicamente pelo corte da regido
perineal das fémeas. As fémeas previamente depositadas em acido latico foram
cortadas e o conteudo interno foi removido através de uma leve pressdo. Foram
feitos 10 cortes perineais e dispostos em lamina de microscopia com uma gota de
glicerina, os cortes perineais foram levemente pressionados no fundo da gota e
enfileirados para facilitar a visualizagdo. A lamina foi coberta com laminula, selada
com esmalte incolor e identificada. Posteriormente, em microscopio de luz foi
observado as linhas laterais e identificado a espécie com auxilio da chave
dicotdmica (EISENBACK et al., 1981).

As amostras que foram identificadas com fémeas e/ou juvenil de
Meloidogyne foram inoculadas em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) cv.
‘Santa Clara’ para obter fémeas adultas e ser possivel identificar a espécie. Estas

amostras foram colocadas em um vaso de 10 litros contendo solo autoclavado e
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uma muda de tomateiro. As plantas permaneceram em casa de vegetagao (2515 °C)
para multiplicagdo dos espécimes. Apds 90 dias foram coletadas novas amostras
dos vasos inoculados com juvenis de Meloidogyne. As fémeas foram identificadas

morfologicamente pelo corte da regidao perineal.

3.5.2 Caracterizacao por eletroforese de isoenzimas

As espécies pertencentes ao género Meloidogyne foram também
caracterizadas por fendtipos isoenzimaticos conforme metodologia descrita por
CARNEIRO; ALMEIDA, 2001.

As fémeas de Meloidogyne foram obtidas da raiz de tomateiro, anteriormente
infestadas com amostras de Meloidogyne identificadas morfologicamente
provenientes de areas produtoras. Em um microscopio estereoscopico, com auxilio
de uma agulha foram retiradas cerca de 30 fémeas das raizes e colocadas em um
tubo de polipropileno com 20 pyL da solugdo tampédo constituida de 2 gramas de
glicerol, 0,2 gramas de Triton X-100, e 7,8 mL de agua destilada que foi mantida em
ambiente refrigerado.

Apéds a obtengao das fémeas, foi preparado um gel de poliacrilamida a 6%.
As fémeas foram entdo maceradas dentro de um tubo de polipropileno com um
bastdo de vidro com extremidade arredondada. A suspensdo resultante da
maceragao foi aplicada nas cavidades do gel com uma seringa Hamilton de 10 L.

Foram utilizadas para corrida eletroforética um macerado com cerca de 15
fémeas em cada cavidade do gel. Para comparacao do extrato proteico foi utilizado
fémeas de Meloidogyne javanica oriundas de uma populagao pura, as quais foram
depositadas em 2 cavidades do gel para comparagao dos fendtipos encontrados.
Depois de aplicadas as amostras, o gel foi colocado em uma cuba de eletroforese e
ligada a uma fonte constante de 80 V esta cuba foi levada a um refrigerador e
mantida a temperatura de 14 a 17 °C. Para que fosse possivel acompanhar a
migragao, duas cavidades receberam azul de bromofenol a 0,1% e apds percorrer 6
cm do gel a fonte foi desligada.

Apods o término da eletroforese o gel foi retirado da cuba com uma espatula e

mergulhado em um gerbox contendo solugéo de tampao fosfato (50 mg de Fast Blue
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RR Salt e 1,5 mL de a-naftilacetato 1%) para visualizagdo da enzima esterase. O gel
em seguida foi levado para incubagcdo em estufa onde permaneceu em uma
temperatura de 37 °C por 15 a 20 minutos e entéo fixado por 30 minutos em uma
solugao contendo 10% de acido acético e 40% de solugao de alcool metilico. O gel
apods a revelacao e fixacao foi disposto entre duas folhas de papel celofane que foi

seco a temperatura ambiente por 24 horas.

3.5.3 Caracterizagao molecular de Helicotylenchus

3.5.3.1 Extracdo de DNA

O DNA genbmico foi extraido de um unico individuo de uma populagao de
Helicotylenchus. Inicialmente, em um tubo de polipropileno, foi diluido 25 uL de
tampao de lise Holterman (Lysis Buffer HLB) (proteinase K 800 pL/mL, B-
mercaptoetanol 1% (v/v), NaCl 0,2 M e Tris HCI 0,2 M pH 8) em 25 pL de agua
ultrapura totalizando 50 yL. Em uma lamina de vidro foram adicionados 5 pL do
tampao de lise na qual o nematoide foi seccionado com o auxilio de um estilete. O
nematoide cortado tranversalmente e a solugao presente na lamina foi transferida
para um novo tubo de polipropileno de 0,2 mL. O restante da solugéo (45 pL) foi
utilizado para lavar a lamina onde o nematoide foi cortado e transferido para o tubo
contendo o nematoide seccionado. Posteriormente, as amostras foram incubadas
em um termociclador a 65 °C por 2 horas e a 99 °C por 5 minutos, sendo
posteriormente armazenadas a -20 °C (CONSOLI et al., 2012).

3.5.3.2 Polimerrization Chain Reaction (PCR)

Para a identificagdo da espécie do nematoide, foi amplificado um fragmento
de DNA referente ao fragmento da regido interagéncia D2-D3 do gene 28S rRNA,

seguido de sequenciamento do DNA. Para amplificacdo da regido 28S rRNA foram
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utilizados os primers universais D2A (5-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3’) e
D3B (5-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3’). A reacgéao foi constituida de 12,5 uL de
Go Tag® Master Mix (Promega), 10 Mm de cada iniciador, 2 yL de DNA genbémico
(553,7 ng/uL) e 8,5 uL de agua ultrapura, totalizando volume final de 25 pL. As
condigdes de amplificacdo da PCR foram 95 °C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos
de 95 °C por 1 minuto, 68 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto, e extensao final a 72
°C por 7 minutos. O produto da PCR foi corado com gelRed (Biotium) foi adicionado
em gel de agarose 1% e submetido a eletroforese durante 45 min. O gel foi

depositado em transluminador UV para visualizagado das amplificagbes do DNA.

3.5.3.3 Sequenciamento

O sequenciamento do fragmento da regido 28S rRNA amplificado foi
realizado no Laboratério de Bioquimica da Universidade Federal do Parana, via
meétodo Sanger utilizando um sequenciador 3500xL Genetic Analyzer. A qualidade e
alinhamento das sequéncias foram realizadas pelo programa BioEdit Sequence
Alignment Editor (Versao 7.0.4.1; Hall, 1999), gerando-se a sequéncia consenso,
que foi alinhada com outras sequencias pelo programa Mega. A sequéncia foi
comparada com outras depositadas no GenBank pelo site do National Center For

Biotechnology Information (NCBI) utilizando o programa BLASTN 2.2.19.
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4 RESULTADOS

As avaliacbes de nematoides em morangueiro nas 14 regides produtoras
indicaram que 99,2% das amostras apresentaram pelo menos um género de
nematoide fitopatogénico.

Das amostras de raiz analisadas foram identificados oito géneros de
fitonematoides parasitas em associagdo com o morangueiro. Entretanto a frequéncia
foi variavel. Os géneros Helicotylenchus e Pratylenchus apresentaram uma maior
frequéncia nas raizes com 87,2% e 20,8%, respectivamente (TABELA 2). Também
Scutellonema 6,4%, Ditylenchus 5,6% Meloidogyne 3,2%, Hemicycliophora 3,2%,
Mesocriconema 2,4% e Trichodorus 2,4% foram identificados com menor
frequéncias nas raizes (TABELA 2).

O numero médio de nematoides encontrado nas raizes das 125 amostras de
morangueiro foram Meloidogyne 77,9, Helicotylenchus 73,8, Pratylenchus 6,6,
Scutellonema 0,7, Ditylenchus 0,1, Mesocriconema 0,3, Hemicycliophora 0,4 e
Trichodorus 0,04 respectivamente (TABELA 3).

Nas amostras de solo Helicotylenchus e Scutellonema foram os mais
frequentes com 96 e 19,2% das amostras analisadas (TABELA 4). Também
Pratylenchus 11,2%, Hemicycliophora 8%, Xiphinema 8%, Ditylenchus 8%,
Mesocriconema 4,8%, Trichodorus 4% e Meloidogyne 3,2% foram identificados com
menor frequéncia nas amostras de solo (TABELA 4). O numero médio de
nematoides encontrados nas 125 amostras de solo foi de: Helicotylenchus 408,3,
Meloidogyne 3,8, Hemicycliophora 6,6, Scutellonema 1,0, Ditylenchus 0,4,
Pratylenchus 1,4, Xiphinema 0,5, Trichodorus 0,3, e Mesocriconema 0,1(TABELA 5).
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TABELA 2 - FREQUENCIA (%) DE NEMATOIDES EM RAIZES DE MORANGUEIRO NOS PRINCIPAIS MUNICIPIOS
PRODUTORES DO PARANA.

Regido/Municipio Frequéncia (%) raiz

(N) n° de amostras Helico'. Praty?. Scutel’. Dity”. Mel’. Hemicy?®. Mesoc’. Tricho®. Xiph®.
Metropolitana
S.J.dos Pinhais (49) 93,8 0 4 4 0 8,1 2 2 0
Araucaria (15) 86,6 0 0 0 13,4 0 0 6,6 0
Lapa (06) 100 16,6 0 0 0 0 0 0 0
Campo Largo (02) 100 0 50 50 0 0 0 0 0
Colombo (02) 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Total (74) 93,2 1,3 4 4 2,7 54 1,3 4 0
Norte pioneiro
Jaboti (10) 80 40 10 20 10 0 0 0 0
Japira (09) 77,7 77,7 0 0 11,1 0 0 0 0
Pinhaléo (08) 87,5 62,5 12,5 0 0 0 0 12 0
C. Marink (06) 66,6 83,3 33,3 33,3 0 0 0 0 0
Total (33) 78,7 63,6 12,1 12,1 6 0 0 3 0
Sudeste
Prudentopolis (08) 62,5 25 0 0 0 0 0 0 0
Rio Azul (02) 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Malett (02) 100 0 0 0 0 50 0 0
Irati (01) 0 0 0 0 0 0 100 0 0
Total (13) 69,2 13,3 0 0 0 0 15,3 0 0
Sudoeste
Pato Branco (05) 100 40 0 0 0 0 0 0 0
Total (5) 100 44 4 0 0 0 0 0 0 0
Total geral (125) 87,2 20,8 6,4 5,6 3,2 3,2 24 2,4 0

1-Helicotylenchus, 2- Pratylenchus, 3- Scutellonema, 4- Ditylenchus, 5- Meloidogyne, 6- Hemicycliophora, 7- Mesocriconema, 8- Trichodorus, 9- Xiphinema.
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TABELA 3 - MEDIA DE NEMATOIDES (NUMERO MINIMO E MAXIMO POR AMOSTRA) DE MORANGUEIRO OBTIDAS A
PARTIR DE COLETA NOS PRINCIPAIS MUNICIPIOS PRODUTORES DO PARANA.

Regido/Municipio

NUumero médio de nematoides na raiz

(N) n® de amostras Mel'. Helico®. Praty®. Scutel. Dity°. Mesoc®. Hemiciy’. Tricho®. Xiph®.
Metropolitana
S.J. dos Pinhais (49) 0 87,9 (0-567) 0 0,3(0-12) 0 0,6 (0-10) 1(0-10) 1(0-2) 0
Araucéria (15) 95,3 (0-1400) 126,8 (0-815) 0 0 0 0 0 0,1(0-2) 0
Lapa (06) 0 80,1 (25-180) 2 (0-12,5) 0 0 0 0 0 0
Campo Largo (02) 0 17,5 (15-20) 0 2 0 0 0 0 0
Colombo (02) 0 70 (20-120) 0 0 0 0 0 0 0
Média (74) 19,3 92,80 0,1 0,2 0 0,4 0,6 0,06 0
Norte pioneiro
Jaboti (10) 607,5 (0-6075) 10,7 (0-30) 6 (0-17) 0,7 (0-2) 0,2 (0-2) 0 0 0 0
Japira (09) 248,3 (0-2235) 38,6 (0-165) 45,2 (0-225) 0 0 0 0 0 0
Pinhaldo (08) 0 95,9 (0-122) 5,9 (0-12) 0,3 (0-2) 0 0 0 1,2 (0-10) 0
C. Marink (06) 0 33,3 (0-90) 47 (0-180) 10 (0-62) 1,6 (0-5) 0 0 0 0
Média (33) 251,8 43,1 24,1 2,2 03 0 0 0,3 0
Sudeste
Prudentdpolis (08) 0 25,3 (0-55) 1,8 (0-12) 0 0 0 0 0 0
Rio Azul (02) 0 62 (10-112) 0 0 0 0 0 0 0
Malett (02) 0 120 (30-210) 0 0 0 2,5 (0-5) 0 0 0
Irati (01) 0 0 0 0 0 6 (6) 0 0 0
Média (13) 0 43,6 1,1 0 0 0,57 0 0 0
Sudoeste
Pato Branco (05) 0 74,5 (40-110) 1,5 (0-5) 0 0 0 0 0 0
Média (5) 0 74,5 1,5 0 0 0 0 0 0
Média total (125) 77,9 73,8 6,6 0,7 01 03 0.4 0,04 0

1- Helicotylenchus, 2- Pratylenchus, 3- Scutellonema, 4- Ditylenchus, 5- Meloidogyne, 6- Hemicycliophora, 7- Mesocriconema, 8- Trichodorus, 9- Xiphinema.



25

TABELA 4 - FREQUENCIA (%) DE NEMATOIDES EM SOLO DE MORANGUEIRO NOS PRINCIPAIS MUNICIPIOS

PRODUTORES DO PARANA.

Regido/Municipio

Frequéncia (%) solo

(N) n° de amostras Helico'. Scutel’. Praty’. Hemiciy*. Xiph®. Dity°. Mesoc'. Tricho®. Mef.
Metropolitana
S.J. dos Pinhais (49) 100 10,2 0 28,5 2 10,2 41 2 0
Araucaria (15) 86,6 6,66 0 46,6 6,6 6,6 6,8 0 13,4
Lapa (06) 100 0 0 16,6 16,6 0 0 16,6 0
Campo Largo (02) 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Colombo (02) 100 0 0 50 0 0 0 0 0
Total (74) 97,2 8,1 0 31,1 4 8,1 4 2,7 2,7
Norte pioneiro
Jaboti (10) 90 10 40 0 0 10 0 0 10
Japira (09) 88,8 0 33,3 0 0 0 11,1 11,1 11,1
Pinhaldo (08) 100 0 0 0 0 12,5 12,5 0 0
C. Marink (06) 83,3 0 100 0 33,6 0 16,6 0 0
Total (33) 90,9 3 36,3 0 6,1 6,1 9,1 3,1 6,1
Sudeste
Prudentépolis (08) 100 12 12 12 12 0 0 12 0
Rio Azul (02) 100 0 0 0 50 0 0 0 0
Malett (02) 100 0 0 0 50 0 0 0 0
Irati (01) 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Total (13) 100 7,6 7,6 7,6 23 0 0 7,6 0
Sudoeste
Pato Branco (05) 100 40 0 0 40 40 0 20 0
Total (5) 100 40 0 0 40 40 0 20 0
Total geral (125) 96 19,2 11,2 8 8 8 4,8 4 3,2

1- Helicotylenchus, 2- Scutellonema, 3- Pratylenchus, 4- Hemicycliophora, 5- Xiphinema, 6- Ditylenchus, 7- Mesocriconema, 8- Trichodorus, 9- Meloidogyne.
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TABELA S - MEDIA DE NEMATOIDES (NQMERO MINIMO E MAXIMO POR AMOSTRA) DE MORANGUEIRO NOS PRINCIPAIS
MUNICIPIOS PRODUTORES DO PARANA.

Regido/Municipio

Numero médio de nematoides no solo (%)

(N) n® de amostras Helico'. Mef. Hemiciy®. Scutel. Dity®. Praty®. Xiph'. Tricho®. Mesoc’.
Metropolitana
S.J. dos Pinhais (49)  463,8 (70-1620) 0 6,4 (0-192) 1,4 (0-90) 0,2 (0-12) 0 0,1 (0-7) 0,1 (0-10) 0,1(0-10)
Araucaria (15) 762 (0-1560) 7,9 (0-112) 12,8 (0-50) 0,3 (0-5) 0,7 (0-12) 0 0,3 (0-5) 0 0,3 (0-5)
Lapa (06) 253,3 (57-1950) 0 2,5 (0-15) 0 0 0 1,6 (0-10) 1,6 (0-10) 0
Campo Largo (02) 186,2 (142-230) 0 0 0 0 0 0 0 0
Colombo (02) 518,7 (65-972) 0 66,2 (0-132) 0 0 0 0 0 0
Média (74) 4791 1,61 11,1 1,5 0,4 0,3 0,2 0,2
Norte pioneiro
Jaboti (10) 67,2 (0-280) 18,7 (0-187) 0 0,7 (0-7) 0,2 (0-12) 2 (0-7) 0 0 0
Japira (09) 290,2 (0-600) 20 (0-180) 0 0 0 5,5 (0-32) 0 0,2 (0-2) 0,2 (0-2,5)
Pinhalzo (08) 399,6 (35-1200) 0 0 0 0,3 (0-2) 0 0 0 0,6 (0-5)
C. Marink (06) 264,2 (0-600) 0 0 0 0 16,6 (5-40) 1,25 (0-5) 0 2 (0-12)
Média (33) 244 .4 11,1 0 0,2 0,4 5,1 0,2 0,07 0,1
Sudeste
Prudentdpolis (08) 147,1 (7-1920) 0 0,6 (0-5) 0,3 (0-2) 0 0,9 (0-2) 1,8 (0-2) 1,5(0-12,5) 0
Rio Azul (02) 168,7 (97-240) 0 0 0 0 0 1,2 (0-2) 0 0
Malett (02) 46,2 (30-62) 0 0 0 0 0 2,5 (0-5) 0 0
Irati (01) 155 (155) 0 0 0 0 0 0 0 0
Média (13) 443,2 0 0,3 0,1 0 0,5 1,7 0,9 0
Sudoeste
Pato Branco (05) 350 (117-825) 0 0 1(0-2,5) 2 (0-5) 0 1,5 (0-6) 0,5 (0-2) 0
Média (5) 350 0 0 1 2 0 1,5 0,5 0
Média total (125) 408,3 3,8 6,6 1,0 0.4 1.4 0,5 0,3 0,1

1-Helicotylenchus, 2- Meloidogyne, 3- Hemicycliophora, 4- Scutellonema, 5- Ditylenchus 6- Pratylenchus 7- Xiphinema, 8- Trichodorus, 9- Mesocriconema.
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A identificagdo morfolégica de espécie ocorreu para o0s géneros
Helicotylenchus, Pratylenchus e Meloidogyne. O resultado da identificacdo
morfologica de Helicotylenchus de acordo com a chave (MENDONGCA, 1976)
apontou para a possibilidade Helicotylenchus dihystera. As caracteristicas
observadas na espécie foram espermateca vazia, quatro anulos labiais bem
definidos, linhas laterais com juncdo no final da cauda e fasmideo localizado entre
as linhas. O fasmideo em alguns exemplares se localiza proximo a cauda e em
outros exemplares acima da cauda isto deixou duvidas sobre a ocorréncia desta
variagao dentro da espécie Helicotylenchus dihystera ou outra espécie de
Helicotylenchus (FIGURA 1).

FIGURA 1 - PRINCIPAIS CARACTERES MORFOLOGICOS PARA
IDENTIFICACAO DE Helicotylenchus dihyistera. A) FEMEA, EXIBINDO CORPO
ESPIRALADO (AUMENTO DE 400 VEZES). B) REGIAO ANTERIOR, EXIBINDO
QUATRO ANULOS LABIAIS (SETA) (AUMENTO DE 1000 VEZES). C)
ESPERMATECA GRANDE E VAZIA (SETA) (AUMENTO DE 1000 VEZES). D)
JUNCAO DE LINHAS LATERAIS PROXIMO AO FINAL DA CAUDA (SETA 01)
POSICAO DO FASMIDEO PROXIMO A CAUDA (SETA 02) (AUMENTO DE 1000
VEZES). E) FASMIDEO LONGE DA CAUDA (SETA) (AUMENTO DE 1000 VEZES).

FONTE: O AUTOR 2018
Esta hipdétese foi comprovada por método molecular seguido de

sequenciamento, onde houve a amplificagdo do fragmento de 780 pares de base
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(pb) referente a regidao 28S do rRNA, da espécie Helicotylenchus (FIGURA 2). O
sequenciamento do fragmento gerado obteve 100% de identidade com as

sequéncias de Helicotylenchus dihystera depositadas no (NCBI).

FIGURA 2 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 1% DOS FRAGMENTO
AMPLIFICADO CORRESPONDENTE A REGIAO 28S DO rRNA de Helicotylenchus
dihystera. M= MARCADOR DE PESO MOLECULAR 100PB LADDER (PROLAB).

M 1

800 pb— <— 780 pb

FONTE: O AUTOR 2018

A espécie de Pratylenchus brachyurus foi identificada através das

caracteristicas morfolégicas sendo possivel observar nédulos basais esféricos,

estilete robusto, espermateca pequena proxima a vulva, distancia entre a vulva e o

anus e a regiao labial angulosa exibindo dois anéis de acordo com a chave proposta
por (CAFE FILHO; HUANG, 1989; CASTILLO; VOVLAS, 2007) (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - PRINCIPAIS CARACTERES MORFOLOGICOS PARA
IDENTIFICACAO DE Pratylenchus brachyurus. A) FEMEA, EXIBINDO CORPO
ROBUSTO (AUMENTO DE 400 VEZES). B) REGIAO ANTERIOR, EXIBINDO O
ESTILETE COM NODULOS BASAIS ESFERICOS (AUMENTO DE 1000 VEZES). C)
ESPERMATECA PEQUENA PROXIMA A VULVA (1) DISTANCIA ENTRE VULVA E
ANUS (02 E 03) (AUMENTO DE 1000 VEZES). D) REGIAO LABIAL ANGULOSA,
EXIBINDO DOIS ANEIS (01), ESTILETE ROBUSTO (02) (AUMENTO DE 1600
VEZES)

* FONTE: O OUTOR 2018

Para o género Meloidogyne foi utilizada a morfologia do corte da regiao
perineal das fémeas na qual o padrao de estrias ao redor da perineal e as pequenas
pontuagdes localizadas acima da perineal identificaram a espécie Meloidogyne hapla
(FIGURA 4).
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FIGURA 4 - PADRAO PERINEL DE Meloidogyne hapla. A) CORTE PERINEAL
VISAO GERAL. B) CONFIGURAGCAO PERINEAL TIPICA DE Meloidogyne hapla, A
SETA INDICA AS PONTUACOES CARACTERISTICAS DESTA PERINEAL.

FONTE: O AUTOR 2018

Em amostra oriunda de Araucaria foi observado no corte perineal da fémea
uma linha marcante dividindo a perineal e configuragdo das estrias diferenciando

esta espécie, sendo possivel identificar Meloidogyne javanica (FIGURA 5).

FIGURA S - F”ADRAO PERINEAL DE Meloidogyne javanica. A-B) CONFIGURAGCAO
PERINEAL TIPICA DE Meloidogyne javanica, COM LINHA MARCANTE DIVIDINDO

A PERINEAL.

FONTE: O AUTOR 2018

As espécies de Meloidogyne hapla e Meloidogyne javanica também foram
identificadas por meio de padrédo isoenzimatico. As amostras com Meloidogyne

hapla foram provenientes de coletas nos municipios de Araucaria Jaboti e Japira.
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Também foi identificado Meloidogyne javanica em duas amostras oriundas de

Araucaria, nas quais uma delas apresentava mistura com Meloidogyne hapla.
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5 DISCUSSAO

Os Nematoides considerados mais importantes a cultura do morangueiro
Meloidogyne, Pratylenchus e Aphelenchoides nao foram encontrados em grande
frequéncia no estado do Parana, sendo observado 3,2% de Meloidogyne e 20,8% de
Pratylenchus. Apesar de Helicotylenchus n&o ser considerado um género importante
na cultura do morangueiro foi o que obteve maior frequéncia.

Trabalhos de levantamento e identificacdo de nematoides no Brasil séo
comuns em diversas culturas como algodao (Gossypium hirsutum), soja (Glycine
max) (PEREIRA et al., 2015) cana-de-agticar (Saccharum officinarum) (BELLE et
al., 2014) e olericolas (SILVA; SANTOS; SILVA, 2016). Entretanto, para a cultura do
morangueiro ha um unico levantamento no estado de Sao Paulo para o Meloidogyne
hapla (SILVEIRA et al., 1989). Com o presente trabalho no Parana foi possivel ter
um panorama da populacdo de nematoide presente no campo na cultura do
morangueiro. Estes levantamentos populacionais sdo importantes para identificar a
comunidade nematoldgica e determinar a distribuicdo desses nematoides em uma
dada localidade. Esse conhecimento ira possibilitar o inicio de pesquisas sobre a
ecologia e os métodos de controle de nematoides, e tais estudos sdo importantes
para a adogao de medidas de controle antes que os patdgenos atinjam o nivel de
dano econdmico.

Os fitonematoides pertencentes ao género Meloidogyne e Pratylenchus sao
relatados como parasitas de maior importancia para a cultura do morango (GOMES;
COFCEWICZ, 2003). Estao entre os principais identificados em Quebec no Canada
(BELAIR; KHANIZADEH, 1994). Em S&o Paulo o M. hapla é a espécie de nematoide
das galhas com maior ocorréncia nos cultivos de morangueiro (SILVEIRA et al.,
1989). No entanto, no presente estudo além do Meloidogyne hapla foi identificado na
regido Metropolitana de Curitiba e no Norte Pioneiro Meloidogyne javanica. Ainda
outras espécies de Meloidogyne sao relatadas no morangueiro pelo mundo entre
elas Meloidogyne incognita (PARK et al., 2005; CHEN; TSAY, 2006), Meloidogyne
javanica (LIMA et al., 2013), Meloidogyne ethiopica (SOMAVILLA et al., 2006) e
Meloidogyne arenaria (PARK et al., 2005; CHEN; TSAY, 2006).

A baixa frequéncia da ocorréncia do género Meloidogyne em morangueiro

no Parana pode estar relacionada a resisténcia das cultivares. Ja foi observado no
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Rio Grande do Sul resisténcia das cultivares San Andreas, Albion, Camino Real e
Camarosa ao Meloidogyne javanica (LIMA et al., 2013). Estas variedades resistentes
sdo as predominantes no estado do Parana. Em outros trabalhos foram observados
a resisténcia de cultivares de morango a M. ethiopica (SOMAVILLA et al., 2006), M.
arenaria (BRUM et al., 2012).

Outro género importante identificado na cultura do morangueiro foi o
Pratylenchus, sendo a espécie Pratylenchus brachyurus identificado no trabalho.
Esse género é conhecido como nematoide das lesdes radiculares e € um
endoparasita migratorio conhecido por causar infecgbes abrindo ferimentos nas
raizes. O Pratylenchus brachyurus identificado em sete municipios e com maior
concentracdo na regido Norte do Parana. Outras espécies de Pratylenchus séo
relatadas pelo mundo no morangueiro, como P. crenatus P. neglectus (TSOLOVA,;
KOLEVA; KALCHEVA, 2017), P. wulnus, P. penetrans (PARK et al., 2005;
SAMALIEV; MOHAMEDOVA, 2011), P. microdorus (SAMALIEV; MOHAMEDOVA,
2011), Pratylenchus zeae (LIMA et al., 2014), P. pseudoparietinus (SAMALIEV;
MOHAMEDOVA, 2011). Trabalhos de resisténcia de cultivares de morangueiro a
Pratylenchus brachyurus néo sao citados na literatura, no entanto para Pratylenchus
zeae se observa variedades resistentes (LIMA et al., 2014).

O género Helicotylenchus dihystera foi o nematoide identificado com maior
frequéncia na cultura do morangueiro no estado do Parana. Este género é
encontrado parasitando diversas culturas como banana (Musa spp.), abacaxi
(Ananas comosus), abacate (Persea americana), goiaba (Psidium guajava) e manga
(Mangifera indica) no Parana (DIAS-ARIEIRA et al., 2010) Na -cultura do
morangueiro, apesar de Helicotylenchus dihystera ser relatado ndo é observado
sintoma especifico (SILVEIRA et al., 1989). Acredita-se que este nematoide apesar
de n&o ser causador de danos diretos pode causar danos indiretos pelos ferimentos
abertos nas raizes e assim servir como porta de entrada para patdégenos
principalmente quando encontrados em altas populagdées como observados neste
trabalho. Trabalhos sobre danos e interagbes de Helicotylenchus com outros
fitopatdgenos precisam ser realizados para verificar o efeito das interagdes.

Além dos géneros Meloidogyne, Pratylenchus e Helicotylenchus foram
encontrados parasitando morangueiro no Parand os géneros Scutellonema,
Hemicycliophora, Xiphinema, Ditylenchus, Mesocriconema, Trichodorus. O género

Aphelenchoides relatado como um dos principais nematoides causadores de danos
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a cultura do morangueiro no Brasil (GOMES; COFCEWICZ, 2003) nao foi
identificado no nosso estudo.

Os resultados deste estudo indicam que nematoides parasitas de plantas
estdo distribuidos por todos os campos produtores de morango no Parana. A
identificacdo de fitonematoides nas plantagdes de morango é util para os produtores
que devem considerar os nematoides um risco atual e futuro. Assim conhecendo
géneros/ espécies de nematoides presentes o produtor pode determinar quais
medidas de controle séo eficientes.

Estes resultados propdéem novos estudos com nematoides que estido

presentes em altas populagdes no campo como o Helicotylenchus dihystera.
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6 CONCLUSOES

Helicotylenchus dihystera é o nematoide mais frequente na cultura do
morangueiro no Parana.

Outros géneros Meloidogyne, Pratylenchus, Ditylenchus, Mesocriconema,
Hemicycliophora, Trichodorus e Xiphinema também foram encontrados nas

amostras.
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