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RESUMO

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Instituto de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Uberlandia-MG, no periodo del8 de fevereiro a 25 de
abril de 2003, com o objetivo de avaliar o ciclo de vida do fitonematoide Pratylenchus
brachyurus na cultura do milho. Cingiienta vasos com capacidade para 1,5 L contendo
mistura esterilizada de terra:areia na propor¢do de 1:2, respectivamente, receberam cinco
sementes do hibrido AG1051 em cada vaso. Apds a semeadura e 0 desbaste, deixando uma
plantula por vaso, foram colocados 800 fitonematdides em trés orificios feitos a 2 cm da
haste da plantula e com 2 cm de profundidade. Dez avaliagfes ocorreram com intervalos de
5 dias a partir do dia da inoculagcdo. Em cada avaliacdo, foram coletados cinco vasos, que
constituiram as cinco repeticbes. O solo de cada vaso foi processado pela técnica da
flutuacdo centrifuga em solucdo de sacarose e determinou-se 0 numero de ovos, juvenis
e/ou adultos no solo. O sistema radicular foi submetido a técnica de coloracao de tecidos
vegetais para deteccdo de nematoides. Apds a coloragédo, foi realizada a contagem de
nematdides no interior dos tecidos. Pelos resultados obtidos, observou-se uma baixa taxa de
penetracdo de juvenis nas raizes do milho e com inicio apds o 40° dia possivelmente, as
temperaturas baixas ocorridas durante 0 experimento retardaram ainda mais 0
desenvolvimento do Pratylenchus brachyurus, que ja& apresenta um ciclo de vida

relativamente longo, sob condi¢6es favoraveis de temperatura e umidade.



1-INTRODUCAO

O milho é considerado importante planta comercial com origem nas Américas. Ha
indicacdes de que seu centro de origem tenha sido no México, América Central ou Sudoeste
dos Estados Unidos. Escavacdes arqueoldgicas e geologicas, e medi¢Bes por desintegracéo
radioativa, provam que € umas das culturas mais antigas do mundo com pelo menos 5.000
anos. Logo depois do descobrimento da América, foi levado para a Europa, onde era cultivado
em jardins, até que seu valor alimenticio tornou-se conhecido. Passou, entdo, a ser plantado
em escala comercial e espalhou-se desde a latitude de 58° norte (Unido Soviética) até 40° sul

(Argentina).

O cultivo do milho em algumas regides do Brasil passou de cultura de subsisténcia, feita
com técnicas ultrapassadas em &reas inadequadas a outros plantios, para cultura nobre e

rentavel, com emprego de alta tecnologia e aproveitamento de boas terras.



Devido a utilizacdo continua da mesma area para plantio, estd sendo relatado o
aparecimento de maior nimero de problemas e prejuizos antes desprezados tornam-se
importantes. Entre as pragas que diminuem a produtividade do milho estdo os nematdides,
embora as perdas por eles provocadas sejam frequentemente atribuidas a outras causas e

recebem pouca atencéo (Lordello, 1981; Norton, 1983).

O milho sofre o ataque de nematodides em todas as regides do mundo onde é cultivado.
A maioria das lavouras de milho encontra-se infestadas por nematdides fitoparasitos. Cerca de

100 espécies foram associadas ao milho, das quais 60 nos Estados Unidos (Norton, 1978).

No Brasil, as espécies mais danosas a cultura sdo Pratylenchus zeae e P. brachyurus
(Monteiro, 1963; Lordello, 1981). O controle desses nematoides aumenta em até duas vezes e

meia a producdo, como relataram Lordello et al. (1983).

Entre os métodos de controlo de nematoides, a resisténcia genética apresenta grande
importancia pelas sua vantagens; contudo as informacGes sobre a reacdo de genotipos de

milho quanto ao ataque e multiplicacdo de Pratylenchus spp. aparecem em poucos trabalhos.



2-REVISAO DE LITERATURA:

O género Pratylenchus Filipjev, € 0 mais conhecido entre os pertencentes a familia
Pratylenchidae, por conter diversas espécies de ampla distribuicdo geografica, capazes de
causar danos aprecidveis a culturas de importancia econémica, tanto em paises de clima
temperado como tropical (Luc, 1987).

Os nematoides desse género sdo vulgarmente conhecidos como nematdides das lesdes
radiculares ou “root lesion nematodes” (Godfrey, 1929). No Brasil, tem sido considerado como
0 segundo grupo de fitonematdides mais importantes a agricultura, (Lordello, 1981).

Segundo (Lordello, 1981), sdo parasitos obrigatdrios de érgdos vegetais subterraneos
(principalmente de raizes, mas também de tubérculos, tuberas, rizomas ou fruto hip6geo),
migradores, de corpo fusiforme e tamanho microscopico, raramente excedendo 0,9 mm de
comprimento. Isoladamente ou em interagdes com fungos ou bactérias, podem causar redugdo
no volume do sistema radicular, levando a planta parasitada a manifestar sintomas reflexos

variaveis na parte aérea, no geral evidentes, mas inespecificos. As espécies de Pratylenchus,



assemelham-se bastante do ponto de vista morfologico, o que torna a identificacdo genérica
relativamente simples e a especifica bem mais dificil (Loof, 1990). Apresenta como
caracteristicas:

e Dimorfismo sexual ndo aparente na regido anterior, mas evidente pelo exame da
cauda.

e Corpo robusto, variando o comprimento de 0,3 a 0,9 mm.

e Cuticula fina, com delicada estriacdo transversal.

e Campos laterais com quatro linhas ou incisuras no geral.

e Regido labial baixa, achatada anteriormente, mais larga que longa, formada por
dois, trés ou quatro anéis; ndo separada do corpo por nitida constricdo, mas as
vezes com ligeira descontinuidade no contorno corporal em sua base.

e Armadura cefélica rigida, reforcada.

e Estomaestilete curto e robusto, com bulbos basais bem desenvolvidos.

e [Esbfago formado de protocorpo que se afila gradativamente e continua-se por
bulbo mediano arredondado, terminado em curto istmo;

e Glandulas esofagianas em lobo Unico, sendo as duas subventrais mais longas
que a dorsal, recobrindo o inicio do intestino pelo lado ventral por distancia
variavel de 15 a 70 micrdmetros.

e Abertura da glandula dorsal situada 2 a 4 micrdbmetros posteriormente & base do
estilete.

e Cardia inconspicua ou ausente.

e Fémeas mono(pro)delfas, com saco uterino posterior de extensao variavel.



e Nas fémeas, cauda equivalente a 2 ou 3 vezes o diametro do corpo ao nivel anal,
de término geralmente arredondado.

e Machos pouco menores que as fémeas, com espiculos e gubernaculo tipicos de
Tylenchoidea;

e Bolsa de copula estendendo-se até o término caudal, de formato pontiagudo.

Segundo (Thorne, 1961), os nematdides do género Pratylenchus sdo tipicamente
migradores, ocorrendo no geral como endoparasitos de 6rgdos subterraneos, ndo obstante
possam ser encontrados associados a 6rgaos aéreos.

O ciclo de vida compreende o ovo, quatro estadios juvenis (J; a J4) e a forma adulta. O
primeiro estadio juvenil ocorre apenas no interior do ovo, deste eclodindo o segundo. Todos 0s
estagios juvenis, exceto o J; e 0s adultos podem ser infectivos. Os ovos sdo mais comumente
colocados no interior dos tecidos vegetais parasitados e todo o ciclo biolégico pode ter lugar
na planta. Sob certas condigdes, observa-se migracdo de espécimes da planta para o solo, onde
podem sobreviver por semanas ou meses, sem se saber exatamente como (Loof, 1990); o
movimento para o solo pode ser seguido de rapido reingresso em outras raizes, o que é comum
com machos, estando aparentemente ligado a atracéo sexual por fémeas.

A reproducdo pode ser por anfimixia, partenogénese meiotica ou partenogénese mitética
como o Pratylenchus brachyurus, sendo aparentemente equivalentes 0s numeros de espécies
anfimiticas e partenogenéticas (Luc, 1987).

De acordo com (Jenkins & Taylor, 1967), uma geragdo completa-se em quatro a oito
semanas, em media, e o desenvolvimento tém lugar parcial ou totalmente no interior de
tecidos vegetais, particularmente dos sistemas radiculares das plantas hospedeiras. Assim,

varias geracGes podem ocorrer durante o ciclo vegetativo das culturas, mesmo das anuais. A



duracdo pode ser afetada, em maior ou menor escala, por fatores como temperatura e planta
hospedeira.

Em Pratylenchus brachyurus, bastante disseminada na regido tropical, o ciclo
completou-se em 28 dias a 30-34°C e a mais alta taxa reprodutiva foi observada a 29-30°C. J&
a 5-10°C, nédo se conseguiu uma geracdo completa em 14 semanas e ndo ocorreu oviposicao
(Lindsey & Cairns, 1971).

Segundo (Endo, 1959), embora para muitas espécies de Pratylenchus ndo se disponha
ainda de subsidios a respeito, sabe-se que a textura do solo pode influir em vaérias atividades
ligadas, direta ou indiretamente, ao desenvolvimento. Em P. zeae, verificou-se , que na
presenca de raizes de plantas, a movimentagdo horizontal foi bem maior em solo arenoso do
que em argiloso, quase ndo havendo migragdo na auséncia de raizes Como a temperatura € a
textura do solo, a umidade € especialmente importante para a sobrevivéncia do nematoide
durante periodos de ndo cultivo, ou seja, na auséncia de plantas hospedeiras, 0 que pode ser
devido a entressafra normal em areas de clima tropical ou ao inverno rigoroso nos paises
temperados. A umidade deve ser na faixa de 40 a 60% da capacidade de campo.

Existem muitos trabalhos relativos a dinamica populacional de Pratylenchus spp.,
principalmente envolvendo culturas anuais, com resultados muito variaveis em fungdo da
espécie vegetal plantada, da temperatura, teor de umidade e textura do solo, do sistema de
cultivo, da aplicagdo ou ndo de produtos nematicidas, de interacbes com outros organismos, da
existéncia de fragmentos de raizes vivas ou outros tipos de restos culturais no solo, etc.

Sendo nematoides migradores, ao longo do ciclo vegetativo da cultura tanto podem
mostrar altos niveis populacionais no interir dos sistemas radiculares como no solo

dependendo das condigdes ocorrentes em cada época. Verificou-se que P. brachyurus persistiu



por mais de trés meses em solo envasado na auséncia de hospedeiras, sobrevivendo no interior
de fragmentos de raizes de capim gorgura (Charchar & Huang, 1991). Em milho, verificaram-
se para P. brachyurus (Stradioto et al., 1983), picos populacionais nas raizes ao redor dos 80
dias e no solo proximo a colheita, no final do ciclo.

Segundo (Corbett, 1974), o P. brachyurus em milho, pode além de parasitar o sistema
radicular, parasitar também o cilindro vascular, provocando intensa destruicdo de substancias
que acarretam o bloqueio de vasos com parcial ou total supressdo de transporte de liquidos.

Segundo (Loof, 1990), além das lesbes causadas diretamente nos 6rgdos parasitados,
cujas dimensfes podem variar bastante, as plantas severamente infectadas exibem sistemas
radiculares pouco desenvolvidos e mais superficiais, podendo isso ser verificado tanto no
campo como em viveiros de mudas. Como sintomas reflexos na parte aérea das plantas,
observa-se com maior freqiiéncia: porte reduzido ou nanismo; clorose e outros indicativos de
desequilibrios nutricionais; queda de producdo, expressa pela redugcdo do nimero e tamanho
das folhas e frutos.

Algumas das técnicas usualmente empregadas no controle de nematoides fitoparasitos,
como rotacdo de culturas, cultivos com plantas antagonistas, emprego de variedades
resistentes e aplicacdo de nematicidas, tem produzido melhores resultados no caso do género
Pratylenchus do que outras, utilizadas apenas de modo esporadico. Entre elas, incluem-se o
controlo fisico por hidrotermoterapia ou pela solarizagcdo do solo(Grinstein et al., 1979), por
alqueive (Lordello, 1981) e controle biologico (Kerry, 1987).

Quanto ao controle de P. brachyurus nas culturas da cana-de-agucar, do café e do milho,
ha um ndmero expressivo de trabalhos no Pais, embora muitos tenham sido divulgados na

forma de resumos ou em publicacdes de dificil acesso. Outro problema é que muitas vezes as
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estratégias avaliadas visavam nédo apenas o controle de espécies de Pratylenchus, mas também
primordialmente de espécies de nematdides de galhas (Meloidogyne spp.). As técnicas mais
estudadas tem sido a rotacao de culturas utilizando-se plantas antagonistas, como as crotalarias
ou cultivares resistentes ou tolerantes (Lordello et al., 1985; Dinardo-Miranda et al., 1996 a,b)
e a aplicacdo de produtos nematicidas, isoladamente ou associada ao emprego de matéria

organica (Lordello et al., 1983; Novaretti,1997.)
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3-MATERIAL E METODOS
O experimento foi instalado e conduzido na casa de vegetagédo do Instituto de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de 18 de fevereiro a 25 de abril

de 2003.

3.1-Obtencao e multiplicacdo do indculo

O indculo utilizado foi obtido pela extragdo de juvenis e/ou adultos de Pratylenchus
brachyurus pela técnica de Bonetti e Ferraz (1981), a partir de raizes de milho infectadas.

As raizes foram picadas em pedacos de aproximadamente 1 a 2cm. Esses pedacos
foram colocados em liquidificador contendo solugdo de hipoclorito de sodio a 0,5%. A
trituracdo ocorreu por 20 segundos na menor rotacdo do liquidificador. A suspenséo obtida foi
vertida na peneira de 200 mesh sobreposta a de 500 mesh. O residuo da peneira de 500 mesh
foi recolhido e a suspensdo obtida contendo os nematdides foi calibrada para conter 80

nematdides/mL.
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3.2-Instalagéo, conducéo e avaliagéo do experimento
Realizou-se a semeadura de milho no dia 18 de fevereiro de 2003 em vasos plasticos
com capacidade de 1,5 L contendo mistura de terra:areia na proporcao de 1:2 e tratada com
brometo de metila, sendo semeadas cinco sementes por vaso e depois da emergéncia realizou-
se 0 desbaste, deixando uma plantula por vaso. O hibrido utilizado foi 0 AG1051.

Apos 12 dias da semeadura, realizou a inoculagdo do nematoide. Foram aplicados 10
mL da suspensdo de ovos, totalizando 800 nematdides por vaso. Essa suspensdo foi aplicada
em trés orificios ao redor da haste da plantula a uma profundidade de 2 cm e distanciados de 2
cm do caule.

Durante o experimento, ocorreram 10 avaliacbes com intervalos de 5 dias ap6s a
inoculacdo. Em cada avaliagdo, foram coletadas cinco repeti¢des (cinco vasos). As amostras
de solo foram processadas pela técnica de flutuacdo centrifuga em solucdo de sacarose. As
raizes foram processadas pela técnica de coloragdo de tecidos vegetais para detecgcdo de
nematoides.

O solo de cada vaso foi homogeneizado e uma aliquota de 150 cm?® recolhida e
adicionada em um recipiente, que recebeu um volume aproximado de 1,5L de agua. Os torrdes
foram desmanchados para liberar os nematoides na suspensdo. Agitou-se e deixou-se em
repouso por 15 s. Esta suspensdo passou por uma peneira de 20 mesh a fim de reter os
residuos grosseiros presentes no solo e pela peneira de 400 mesh. Com o auxilio de jatos de
agua de uma piseta, recolheu-se o residuo da peneira de 400 mesh para um copo de béquer.

A suspensdo foi colocada em tubos de centrifuga, que ap6s balanceados, foram
centrifugados por 5 min, a uma velocidade de 650 gravidades. Apos esta centrifugacdo, o

sobrenadante foi descartado e ao residuo adicionou-se solucdo de sacarose e nova
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centrifugacgdo ocorreu por 1 min na mesma velocidade. Apds esse periodo, o sobrenadante foi
vertido em uma peneira de 500 mesh na posicéo inclinada, deixando cair jato de &gua leve
para tirar o excesso solucdo de sacarose. O residuo dessa peneira, com auxilio de jatos de agua
de uma piseta, foi transferido para um copo. A suspenséo final foi utilizada para determinacéo
do naimero de ovos no solo com auxilio da cdmara de contagem de Peters.

As raizes de cada vaso foram submetidas a técnica de coloracdo. Nesta técnica as
raizes foram bem lavadas, retirando-se todo o solo, sem danifica-las. Em seguida foram
cortadas em pedacos de 1 a 2 cm e colocados em um béquer contendo 50 ml de agua de
torneira. Vinte ml de &dgua sanitaria comercial foram adicionados aos 50 ml de &gua, o que
resultou em uma concentracdo final de 1,5% de NaOCI. Os fragmentos permaneceram por 4
min nessa solucdo, agitando-se ocasionalmente. As raizes foram retiradas e lavadas em agua
corrente por 30 a 45 s para retirar residuos de NaOCI, passando o contetudo do béquer por uma
peneira plastica de cha e deixando a agua corrente passar pelas raizes na peneira durante a
lavagem. Apos a lavagem, os pedacos de raizes permaneceram em um béquer com é&gua de
torneira durante 15 min. A &gua foi drenada e as raizes foram transferidas para um béquer
contendo 30 mL de &gua + | mL do corante (composi¢do do corante: 3,5g de fucsina acida,
250 mL de &cido acético e 750 mL de &gua destilada). Aqueceu-se até fervura, e contou o
tempo de 30 s a partir do inicio do ponto de fervura. O béquer foi retirado da chapa de
aquecimento e ficou a temperatura ambiente para esfriar. O excesso de corante foi removido
por lavagem em &gua corrente. As raizes foram colocadas em 20 a 30 mL de glicerina.
Aqueceu-se novamente até a fervura e o béquer foi retirado da chapa de aquecimento e ficou a
temperatura ambiente para esfriar. Para contagem dos nematodides no interior do tecido

radicular, os fragmentos de raizes foram colocados em laminas microscépicas e sobrepostas
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com laminas microscopicas. As laminas foram visualizadas no microscopio 6tico e 0s

nematoides coloridos contados.
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO
Pela Tabela 1 e pelo Gréfico 1 verifica-se que houve uma diferenca populacional

durante as repeti¢des avaliadas dos fitonematdides no solo.

TABELA 1 — Numero médio de nematdides recuperados no solo do vaso a cada
intervalo de 5 dias apds a inoculacdo de 800 juvenis e/ou adultos de Pratylenchus brachyurus
em milho. UFU, Uberlandia, MG, 2003.

Dias ap0s a inoculacdo Ndmero de nematdides
5 74 (0,45)*
10 118 (0,55)*
15 176 (0,55)*
20 574 (3,78)*
25 312 (1)*
30 68 (0,45)*
35 500 (0,89)*
40 914 (4,12)*
45 692 (1,52)*
50 768 (1,34)*

* Médias de cinco repeti¢des com o respectivo desvio padrdo entre parénteses.
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GRAFICO 1 - Numero médio de nematdides de Pratylenchus brachyurus recuperados
do solo em intervalos de 5 dias apds a inoculagdo com 800 nematoides. UFU, Uberlandia,
MG, 2003.

O comportamento da populacdo do nematdide no interior dos tecidos das raizes pode ser
observado na Tabela 2 e no Grafico 2. Dos quase 800 nematdides disponiveis no solo que
poderiam iniciar a penetracdo e posterior processo de infeccdo, foram verificados apds 5 dias
da inoculagdo nenhum nematdide no interior da raiz, e s6 a partir do 40° dia o nivel
populacional do Pratylenchus brachyurus comegou a aumentar dentro das raizes. Essa baixa
taxa de penetracdo, possivelmente explica-se pelo ciclo longo do nematdide que pode ser de 4
a 8 semanas em média (Jenkins & Taylor, 1967), isso em condi¢Ges 6timas de umidade e
temperatura. Foram observadas durante o periodo de avaliacdo do experimento temperaturas
baixas que podem ter influenciado no ciclo de vida do Pratylenchus brachyurus, que apresenta
desenvolvimento mais lento em temperaturas amenas (Lindsey & Cairns, 1971).

Segundo (Stradioto et al., 1983), foram observados picos populacionais nas raizes ao

redor dos 80 dias.
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TABELA 2 — Numero de nematoides Pratylenchus brachyurus em raiz de milho em
intervalos de 5 dias ap6s a inoculacdo de 800 nematdides. UFU, Uberlandia, MG, 2003.

Dias ap0s a inoculacdo

NUmero de nematdides

5 0 (0)*
10 0,6 (0,89)*
15 0,2 (0,45)*
20 0 (0)*
o5 1,4 (0,55)*
30 1()*
35 2,2 (1,3)*
40 4 (1,22)*
45 9 (1,22)*
50 18,4 (2,07)*

*Meédias de cinco repeticbes com seu respectivo desvio padrao entre parénteses

N
o

=
ol
!

NUmero médio de
nematodides
H
al o

—1

o

1 2

:..:DDH

3 4 5 6 7

Numero de avaliagcGes

8

10

GRAFICO 2 — Ndmero médio de nematdides de Patylenchus brachyurus em raiz de
milho de cada avaliacdo em intervalos de 5 dias apds a inoculagdo de 800 nematdides. UFU,
Uberlandia, MG, 2003.
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5-CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que o desenvolvimento do

Pratylenchus brachyurus foi lento e pode ter sido influenciado pela temperatura baixa

ocorridas durante o experimento.
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