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RESUMO

O presente trabalho verificou a eficiéncia da multiplicacdo in vitro de Pratylenchus
brachyurus em cilindros centrais de raiz de cenoura através da técnica de Moody, Lownsbery
e Ahmed (1973) com modifica¢des, conforme descrito por Gonzaga, Santos e Costa (2006). O
experimento foi conduzido no Laboratério de Nematologia Agricola da Universidade Federal
de Uberlandia, no primeiro semestre de 2009. Foram inoculados sete nematéides, previamente
axenizados, por cilindro de cenoura com 30 mm de comprimento € 15 mm de didmetro. No
preparo desses cilindros, os mesmos foram imersos em hipoclorito de sodio a 0,5% por 30
min. Os vinte e cinco cilindros foram colocados verticalmente em vidros esterilizados pela
autoclavagem por 30 min a 120 °C e 1 atm, e ap6s 5 dias, foram observados e detectados oito
cilindros de cenoura contaminados. Os 17 cilindros restantes foram inoculados com os
nematoides e colocados na cdmara de incubac¢do no escuro, por 90 dias. Apds esse periodo,
houve o processamento dos cilindros de cenoura pela técnica do liquidificador doméstico
(BONETI; FERRAZ, 1981) e realizou-se a contagem dos nematdides na camara de Peters.
Ocorreu a multiplicacdo do nematdide em 15 cilindros que correspondem a 88% de eficiéncia.
Os aumentos populacionais variaram entre 18 a 2071 vezes, em relacdo a populagdo inicial de
sete nematdides. Constatou-se presenca de correlacdo positiva entre a severidade das lesdes
encontradas nos cilindros de cenoura e a taxa de multiplicacdo de Pratylenchus brachyurus,
ou seja, quanto maior severidade maior era a taxa de multiplicacdo do nematdide. A utilizagao
de cilindros centrais de cenoura para multiplicacdo de Pratylenchus brachyurus mostrou-se

um método simples, rdpido e que possibilita boa multiplicacdo do nematéide.

PALAVRAS - CHAVE: nematéides das lesdes, Daucus carota L., reprodugao.
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1 INTRODUCAO

Os nematdides sdo animais de tamanho diminuto e de aspecto vermiforme, que vivem
nos mais diferentes ecossistemas terrestres e aquaticos. Dentro deste grupo, existem aqueles
de grande importancia agrondmica, por serem parasitas de plantas, vivendo no solo, ou no
interior de estruturas vegetais como folhas, caules e principalmente raizes. Estes sdo
caracterizados por possuirem uma estrutura conhecida como estilete. Com a utilizagdo do
estilete, esses nematdides introduzem substancias enziméticas nas células vegetais, digerindo
o seu contetido e em seguida, sugam o liquido resultante (ROSSI, 2001).

Dentre os nematdides parasitos de plantas, o género Pratylenchus Filipjev, 1936 t€ém
importancia significativa. Isto se deve a sua ampla distribui¢cdo geografica e por parasitarem
vdrias culturas de expressivo interesse econdomico como soja, milho, algoddo, fumo, trigo,
alfafa, maca, pé€ssego, citrus entre outras. Além disso, apresentam muitas plantas infestantes,
como hospedeiras alternativas, possibilitando que a sobrevivéncia dos mesmos em periodos
de entressafra seja facilitada. Pelos motivos apresentados, este género é considerado no Brasil
e no mundo, como o segundo grupo de fitonematdides na ordem de importancia econdmica
(FERRAZ, 1999). Em levantamento realizado por Café Filho e Huang (1988), no Brasil,
espécies de Pratylenchus estavam presentes em 9% de um total de 3.000 amostras analisadas,
sendo que P.brachyurus (Godfrey) Filipjeve Sch. Stekhoven; foi a espécie de maior
ocorréncia, seguida por P.zeae Graham, 1951 e P. coffeae (Zimmermann, 1898) Goodey,
1959.

De acordo com Tihohod (2000), este género apresenta em torno de 60 espécies, sendo
que, no Brasil pelo menos 10 j4 foram observadas. Popularmente, nematdides desse género é
conhecido como sendo os das lesdes radiculares, pois os sintomas observados nas plantas
resultam do processo de parasitismo, constituindo-se em lesdes necréticas nas raizes ou em
outros 0rgdos subterraneos. A principio essas lesdes sdo pequenas, mas com o avanco do
ataque, gradualmente aumentam de tamanho, favorecendo cada vez mais o acesso de outros
microrganismos e a destruicdo do sistema radicular por completo. As plantas atacadas por
espécies de Pratylenchus permanecem com hastes finas e sistema radicular deficiente, e assim
nio se desenvolvendo bem o que culmina em redugao de produgdo e prejuizo para o produtor.

O controle de P. brachyurus é bastante dificil e a busca por linhagens resistentes é

uma alternativa que programas de melhoramento genético de plantas vém explorando. A



producdo e disponibilidade de indculo desses nematdides em quantidade suficiente para
atender as pesquisas constituem como limitagdes para o andamento dos ensaios.
Freqiientemente quando amostras vindas do campo sdo usadas para obteng¢do de indculo,
apresentam mais de uma espécie de fitonematdide, o que compromete os estudos, que
necessitam de culturas puras. A multiplicacdo de uma subpopulacdo in vitro, que pode partir
de poucos individuos, facilita a separacdo das espécies e permite a multiplicacdo de
fitonematdides.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade da multiplicacao
de P. brachyurus em cilindros centrais de cenoura, como forma de obtencao de indculo puro e

em quantidade compativel com necessidades de ensaios.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Pratylenchus

Segundo Goulart (2009b), os nematdides das lesdes radiculares pertencentes ao
género Pratylenchus, ocupam o segundo lugar entre todos os nematdides parasitas de plantas.
P. brachyurus sao endoparasitos migratérios que causam reducdo no sistema radicular e,
como resultado das atividades de penetracdo e alimentagdo, lesdes pequenas de colorac@o
escura que podem ser visualizadas no interior das raizes. Os sintomas podem ser agravados na
presenca de fungos causadores de podriddes radiculares (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM,
1998).

Virias espécies de fitonematdides ja foram registradas no Brasil, associadas as raizes
de cana-de-actucar. Entre aquelas cuja patogenicidade a cana-de-agucar é conhecida, o género
Pratylenchus se destaca por ser amplamente disseminado (NOVARETTI et al., 1974).
Dinardo-Miranda e Menegatti (2003) estimaram que na cultura da cana-de-agucar, os danos
causados pelos nematdides foram superiores a 20% da producdo. Estes danificam o sistema
radicular das plantas, chegando a comprometer a absor¢do de d4gua e nutrientes e,
conseqiientemente, o seu desenvolvimento. Segundo Sharma (1997, apud PAULA JUNIOR;
ZAMBOLIM, 1998), nas regides de plantio irrigado do Estado de Minas Gerais,
especialmente na regido de Paracatu, P. brachyurus € facilmente encontrado causando danos
as plantas, estando normalmente associado ao nematdide das galhas (Meloidogyne spp.
Goeldi) e ao nematéide espiralado (Helicotylenchus dihystera Steiner).

De todas as espécies de nematdides que atacam a cultura do milho, aquelas
pertencentes ao género Pratylenchus sdo as mais frequentes nas lavouras, destacando-se P.
brachyurus e P. zeae (LORDELLO, 1984).

Nos dltimos anos, os nematdides das lesdes radiculares tém causado perdas
econOmicas extremamente preocupantes em diversas culturas e em vdrias regides do Brasil,
especialmente na regido Centro-oeste, no Dominio do Cerrado. As causas desse aumento de
importancia econdmica no caso de P. brachyurus, podem estar relacionadas com auséncia de
rotacdo de culturas, com cultivo continuo de uma mesma espécie vegetal, rotagdo ou sucessao

com culturas que sdo boas hospedeiras do nematéide. Entre outros provaveis fatores, também



contribuiram para o aumento dos niveis populacionais de nematéides do género Pratylenchus
no solo: sistema de "plantio direto" ou cultivo minimo, mantendo o solo com umidade mais
elevada e adequada para os nematdides; uso mais freqiiente de solos com textura arenosa ou
média; a compactagdo de solo prevalente em solos sob plantio direto; uso de irrigacdo, que
viabiliza até trés safras anuais nas dreas com este recurso; desbalango nutricional; ocorréncia
simultanea de outros fitonematdides e de outros patdégenos como Fusarium oxysporum
Schlecht. e Rhizoctonia solani Kuhn, que se aproveitam dos danos as raizes, aumentando a

severidade de podriddes ou de murchas vasculares (GOULART, 2009a).

2.2 Medidas de controle

A primeira medida importante para o controle de Pratylenchus brachyurus é evitar a
contaminacdo de dreas de cultivo. A lavagem de mdquinas e implementos agricolas para
retirada de torrdes aderidos que podem conter o nematdide antes do seu uso na lavoura,
contribui para evitar a disseminacao (TIHOHOD, 2000).

Observa-se que os métodos culturais como rotacdo de culturas e emprego de plantas
antagonicas t€m tido destaque, dentre as alternativas recomendadas, para o controle desses
fitonematdides. O uso de plantas com efeito antagénico a fitonematdides, utilizadas em
plantio intercalado, consorciado ou em rotagdo, contribui para o manejo efetivo de dreas
contaminadas. O efeito de tais plantas é exercido pelos exsudatos radiculares téxicos e/ou por
mecanismos de resisténcia, que impedem o desenvolvimento e reproducdo do nematdide no
sistema radicular (PEACOCK, 1959).

Além disso, a decomposi¢do da matéria orgénica incorporada favorece a proliferacio
de inimigos naturais, além de liberar substincias, com efeito nematicida (BADRA et al.,,
1979). Algumas plantas contém na parte aérea compostos nematicidas pré-formados, que
podem contribuir para o controle de nematdides apds a incorporacao, além de atuarem contra
patégenos de solo (RODRIGUEZ-KABANA et al., 1994). As atividades de seus metabélicos
tém papel ecoldgico freqiientemente associado com a sobrevivéncia e competicdo com outros
organismos (HARBOURNE, 1988). Algumas dessas substincias t€ém sido purificadas e
identificadas, como o 4cido asparagusico, 2,5-(diidroximetil)-3,4-diidroxipirrolidina,
bursaermina, atertienil e L-dopa, que foram isoladas de extratos das plantas Aspargus

officinalis L., Lonchocarpus costaricensis Pittier, Bupleurum salicifolium Brown, Tagetes
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spp. € Mucuna aterrima Merr., respectivamente (BARCELOS et al., 1997; GONZALEZ et
al., 1994). Alguns trabalhos ja evidenciaram reducdo da populacdo de nematdides no solo
com a utilizagdo de extratos vegetais (COSTA et al., 2000), 6leos essenciais (LEELA et al.,
1992) e a propria agdo antagdnica de algumas espécies vegetais sobre a populagdo de
nematoides (MOURA et al., 1990). Mello et al., (2006), estudaram o potencial de controle
que a erva de-Santa-Maria exerce sobre Pratylenchus brachyurus, e verificaram que esta
espécie vegetal € eficiente tanto como opcdo de rotacdo de culturas quanto pela aplicagao do
extrato vegetal ao solo. Entretanto, os resultados mostraram que é mais util no controle de P.
brachyurus quando incorporada ao solo do que quando utilizada em rotagcdo de culturas. A
utilizagdo de crotaldria como adubo verde também tem-se mostrado eficiente no controle de
Pratylenchus brachyurus, por serem mas hospedeiras, muitas vezes consideradas antagdnicas
aos fitonematdides das lesdes. As leguminosas sao, geralmente as plantas mais utilizadas na
adubacdo verde devido ao aumento do teor de nitrogénio no solo por fixacao bioldgica e ainda
por contribuir para reciclagem de nutrientes (ALCANTARA et al., 2000).

O melhoramento genético vegetal para resisténcia a Pratylenchus € considerado
dificil, provavelmente porque sdo em geral, parasitos muito polifagos e relativamente pouco
especializados (mais primitivos), de hdbito endoparasita migrador, ndo se fixando na planta

hospedeira, sempre méveis (GOULART, 2009b).

2.3 Multiplicacao de Pratylenchus brachyurus em condicoes de laboratorio

Pratylenchus é um fitonematoéide cuja reproducdo, na maioria das vezes, ocorre na
auséncia de machos, que sdo raros entre as espécies. O ciclo de vida de P.brachyurus pode ser
completado em menos de 30 dias, sob condi¢des de temperatura entre 26,7 °C e 32,2°C
(COSTA; RITZINGER, 2000).

Culturas monoxénicas de nematdides em plantulas, raizes excisadas ou calos vegetais,
constituem o método tradicional para multiplicacio e manutencdo de fitonematdides em
condigdes estéreis (CASTRO; FERRAZ, 1989a).

A multiplicacdo in vitro de nematdides parasitas de plantas, como Ditylenchus dipsaci,
pode ocorrer em calos de alfafa e produzir grande quantidade de individuos (FAULKNER et
al., 1974; KRUSBERG, 1960; KRUSBERG, 1961; PHILIPPI; PICHARD, 1988; RIEDEL,;
FOSTER, 1970; RIEDEL et al., 1973; WEBSTER, 1967; WEBSTER; LOWE, 1966).
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Faulkner e colaboradores (1974) relataram que para a raca alfafa de D. dipsaci, ap6s
25 dias e partindo de 3.200 nematdides por cultura de calo de alfafa, obtiveram o pico
populacional de cerca de 253.000 nematdides a 22,5 °C. Essa taxa de multiplicagdo de
aproximadamente 79 vezes, foi o triplo daquela obtida no trabalho de Krusberg (1961), que
diferenciou apenas a temperatura, que foi de 25 °C.

Reise et al., (1987), utilizaram calos de cenoura como meio de cultura de nematdides
endoparasitas, incluindo P. brachyurus. O método se mostrou vidvel para multiplicacdo das
espécies testadas, excetuando-se, Radopholus similis. Concluiram que calos de cenoura foram
de facil manipulacdo e produziram um nimero maior de nematdides do que calos de alfafa,
explantes de raiz e discos de cenoura. Os calos de cenoura com o seu crescimento podem ser
subdivididos em vdrias placas filhas, e assim elimina a necessidade de comecar com novo
material vegetal como nas culturas de calo de alfafa.

Segundo Boncato e David (1980), Chitambar e Raski (1985) e Towson e Lear (1982),
e a utilizacdo de discos de cenoura proporcionaram resultados satisfatorios como alternativa
para propagacdo de alguns nematdides endoparasitas. O’ Bannon e Taylor (1968) utilizaram
discos de cenoura em vdrias placas de Petri que continham agar-dgua 1% com substrato para
Radopholus similis e Pratylenchus brachyurus e concluiram que o método foi ripido e
eficiente para obtencdo de altas populacdes desses nematdides, sem haver perda de
patogenicidade. Moody et al., (1973), modificaram a técnica e colocaram vérios discos de
cenoura em vidros, na auséncia de agar-dgua, e obtiveram bons resultados na multiplicacdo de
Pratylenchus vulnus Allen e Jensen. Verdejo-Lucas e Pinochet (1992) mencionaram que o
modo de reproducdo das espécies de Pratylenchus pode influenciar na multiplicacdo dos
nematéides in vitro, sendo que as espécies anfimiticas podem se multiplicar mais que as
partogenéticas, que é o caso do P. vulnus.

Em geral, as culturas sdo mantidas em boas condi¢des por um periodo de 2 meses sem
a necessidade de subculturas (KOSHI; SOSAMMA, 1981; O’ BANNON; TAYLOR, 1968).
Entretanto em todos os casos, ocorre a exaustdao dos tecidos e € necessario a transferéncia dos
nematoéides para novas culturas (CASTRO; FERRAZ, 1989).

Gonzaga et al., (2006), utilizando seis espécies mais comuns de Pratylenchus que
ocorrem no Brasil, sendo, P. brachyurus, P. zeae, espécies partenogenéticas; P. coffeae, P.
vulnus, P. penetrans (Cobb) Filipejev e Schuurmans Sterkhoven, P. jaehni Inserra, Duncan,
Troccoli, Dunn, Santos, Kaplan e Vovlas, espécies anfimiticas. Para as espécies anfimiticas,
foram inoculados 20 fémeas e 10 machos e para as espécies partenogenéticas 20 fémeas

foram inoculadas em cilindros de cenoura de 30 mm de comprimento por 15 mm de didmetro
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em recipiente de 180 mL de capacidade (110 mm de altura por 55 mm de didmetro), ao invés
de utilizar discos como descrito por Moody et al., (1973). Verificaram que embora P. jaehni,
tenha exibido menor populacdo final, as outras espécies anfimiticas apresentaram maiores
médias populacionais finais, mas nao diferiram entre si e nem de P. zeae (espécie
partenogenética). Essa técnica apresenta vantagens em relacdo ao método que utiliza discos,
devido ao maior comprimento do cilindro central da raiz da cenoura que possibilitando maior

tempo de incubacdo, pois o volume de tecido a ser colonizado € maior.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nematologia Agricola da
Universidade Federal de Uberlandia, durante o primeiro semestre de 2009, com a finalidade

de multiplicagdo de Pratylenchus brachyurus em cilindros centrais de raizes de cenoura.

3.1 Obtencao do indculo inicial de Pratylenchus brachyurus

Inicialmente, os nematdides foram extraidos das raizes de quiabeiro (Abelmoschus
esculentus (L.) Moench) pela técnica do liquidificador doméstico (BONETI; FERRAZ,
1981). As raizes foram fragmentadas e colocadas no copo do liquidificador contendo solucdo
de hipoclorito de sédio a 0,5 % (1 parte de 4gua sanitdria para 4 partes de dgua). Procedeu-se
a trituracdo, na menor velocidade durante 20 segundos, apds esse periodo, a suspensao passou
por um conjunto de peneiras, de 100 e 500 mesh, respectivamente sobrepostas. O residuo da
peneira de 500 mesh foi recolhido, com auxilio de uma pisseta com dgua para um copo de

Becker, originando a suspensdo que serviu como fonte de indculo inicial.

3.2 Axenizacao do inéculo inicial de Pratylenchus brachyurus

A partir da obtencdo dos nematoides, foi realizada a sua axenizacdo pela técnica de
Mountain (1955), com modifica¢des. Os juvenis e/ou adultos do nematdide foram transferidos
da suspensao original com auxilio de uma micropipeta para vidros do tipo BPI contendo 600
puL da solucdo de antibidtico, preparada com sulfato de estreptomicina a 0,1 %, e ap6s 10 min
de repouso nessa solu¢do, houve a remoc¢do do excesso de solucdo através de uma seringa, e
adi¢do de 200 pL de 4dgua destilada e esterilizada. Apos 5 min, foi removido o excesso de
dgua e adicionados 200 puL da solu¢do do mesmo antibidtico anterior ao BPI, por mais 10
min. Os nematdides foram inoculados sob condi¢des assépticas no topo dos cilindros de

cenoura, e colocados verticalmente em recipiente de vidro.
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3.3 Preparo dos cilindros centrais de raizes de cenoura

Foram preparados previamente a axenizacdo, 25 cilindros de cenoura pela técnica de
Moody et al., (1973) com modificacdes, conforme descrito por Gonzaga, Santos e Costa
(2006). Essas modificagdes constaram do preparo do cilindro central de cenoura de 30 mm de
comprimento por 15 mm de didmetro, em vez de discos de 2 a 4 mm de espessura, como
descritos por Moody, Lownsbery e Ahmed (1973). As cenouras foram previamente imersas
em hipoclorito de sédio a 0,5% por 30 min (CHITAMBAR; RASKI, 1985), e, em seguida, em
camara de fluxo laminar foram cortadas com bisturi flambado, em cilindros de 30 mm de
comprimento, mergulhados em dlcool etilico comercial (92,8°), flambados, e em seguida,
retirados os cortex dessas raizes.

Individualmente, esses cilindros centrais de raizes de cenoura, foram colocados em
posicdo vertical em vidros previamente vedados com papel aluminio e autoclavados por 30
min a 121 °C e 1 atm. Foi evidenciada, inicialmente, a contaminac¢ao de oito cilindros apds
repouso de 5 dias e esses foram descartados. Os demais, sem contaminacdo, foram usados

para inoculac¢do dos nematdides.

3.4 Inoculaciao e manuten¢ao do nematoide nos cilindros centrais de raizes de cenoura

Foram transferidos sete juvenis e/ou adultos de P. brachyurus axenizados para o topo
de cada cilindro central de raiz de cenoura. Apds a inoculagdo, os cilindros foram mantidos a

25 + 1 °C em camara de incubagdo, no escuro, por 90 dias.

3.5 Avaliacao de sintomas nos cilindros centrais de raizes de cenoura e multiplicacdo do

nematoide

Ap6s 90 dias da inoculagdo, os cilindros de cenoura foram observados para atribui¢do
de notas para tecido lesionado de cada cilindro. As notas variaram de 1 a 6 (Figura 1), sendo

que:
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Nota 1: Auséncia de sintomas;

Nota 2: Lesoes individualizadas e em pouca quantidade;

Nota 3: Tecido com lesdes claras no topo do cilindro;

Nota 4: Tecido com lesdes escuras no topo do cilindro;

Nota 5: Necrose no topo do cilindro;

Nota 6: Necrose generalizada no cilindro

Apoés essa avaliacdo de sintomas, os cilindros de cenoura foram processados pela
técnica do liquidificador doméstico. Os mesmos foram fragmentados e colocados no copo do
liquidificador contendo solu¢do de hipoclorito de sédio a 0,5 % (1 parte de dgua sanitdria para
4 partes de dgua). Procedeu-se a trituragdo na menor velocidade durante 20 segundos, apds
esse periodo, a suspensdo passou por um conjunto de peneiras, de 100 e 500 mesh,
respectivamente sobrepostas. O residuo da peneira de 500 mesh foi recolhido, com auxilio de
jatos de dgua de uma pisseta para um copo de Becker (BONETI; FERRAZ, 1981).

A suspensdo obtida foi avaliada com auxilio da camara de contagem de Peters no
microscopio Otico determinando o nimero de ovos, juvenis e adultos de Pratylenchus

brachyurus.

Figura 1: Notas de 1 a 6 dadas aos cilindros de cenoura, ap6s 90 dias da incubagdo,
considerando as lesdes presentes. A - Nota 1; B - Nota 2; C - Nota 3; D - Nota
4; E - Nota 5; F — Nota 6.
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3.6 Analise estatistica

Os dados de reproducdo do nematdide foram analisados pela estatistica
descritiva. Foi realizado também, o teste de correlagdo, com os dados de reprodugdo do

nematoide nos cilindros de cenoura e os sintomas apresentados nesses.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 25 cilindros preparados, oito apresentaram contamina¢do nos primeiros cinco dias
e foram descartados. Os 17 cilindros de cenoura inoculados e incubados por 90 dias
apresentam taxas de multiplicacdo varidveis (Tabela 1). A média calculada foi de 4415 ovos,

juvenis e adultos de P. brachyurus por cilindro de cenoura com desvio-padrao de 5012,8.

Tabela 1: Numero de ovos, juvenis e/ou adultos de Pratylenchus brachyurus determinado em

cada cilindro central de cenoura apds 90 dias de incubacdo. UFU, Uberlandia, 2009.

Cilindros de cenoura Juvenis/ Adultos Ovos Total de nemato6ides
1 177 118 295
2 42 84 126
3 0 0 0
4 663 357 1020
5 200 300 500
6 0 0 0
7 3724 2352 6076
8 92 368 460
9 832 780 1612
10 1300 600 1900
11 7450 1400 8850
12 8400 1300 9700
13 8550 2400 10950
14 12376 1624 14000
15 13550 950 14500
16 455 975 1430
17 1495 2145 3640

Média de total de nematoéides = 4415
Desvio Padrao = 5012,88
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Pode-se observar que a técnica estudada apresentou resultados quanto a multiplicacao
de Pratylenchus brachyurus em 15 do total de 17 cilindros de cenoura (88%). Pode aumentar
essa eficiéncia, estudando novo procedimento para reduzir contaminagao e perda de cilindros
de cenoura. A populacdo inicial de sete nematdides por cilindro de coértex de cenoura foi
aumentada no minimo 18 vezes (cilindro 2), e no maximo de 2071 vezes (cilindro 15).

A partir do célculo da razdo entre populagdo final e populagdo inicial, que se refere ao
fator de reproducao (FR), os valores sao bem superiores a 1, indicando boa capacidade do
cilindro de cenoura em permitir a multiplicacdo do nematéide.

Nos cilindros de cenoura foram observados danos visiveis iniciados aos 60 dias a
partir da inoculacdo. Apresentavam pontuacOes escuras correspondentes ao local onde os
nematéides foram inoculados. Tais danos indicam estabelecimento da populacdo, conforme ja
descrito por Moody et al., (1973). Até 90 dias, essas lesdes pontuais evoluiram e tomaram
extensdo significativa conforme a escala de notas utilizada.

Nao foram observados sintomas para os cilindros 3 e 6, indicando o ndo
estabelecimento da populacdo, bem como a nao multiplica¢do dos fitonematéides inoculados.
O ndo sucesso desses dois cilindros corresponde a 11,8% de ineficiéncia para a técnica. De
acordo com Koenning e Barker (1985), o tempo de exposi¢cdo do nematdide ao tratamento
com antibidtico, o espectro biocida do produto quimico e a temperatura, sdo fatores
importantes a considerar no processo de axenizacdo. Visto que temperatura e reagentes
quimicos foram os mesmos, possivelmente ocorreu variacdo no tempo de exposi¢do ao
produto durante a axenizagdo e inoculagdo, o que pode ter apresentado algum efeito téxico a
esses nematodides. Castro e Ferraz (1989 a), observaram efeito do cloreto de etoxietilmerctrio
e sulfato de estreptomicina em nematdides do género Tylenchorhynchus Thorne e Malek, que
permaneceram imdveis no fundo da placa de Petri contendo camada de agar-dgua com esses
produtos, sendo poucos nematdides recolhidos na superficie superior dessa camada de agar.

A partir das notas atribuidas, realizou-se um teste de correlacdo dessas com a
multiplicacdo do nematéide (Tabela 2), encontrando-se que hd uma alta correlagdo positiva

(Figura 2).
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Tabela 2: Numero total de nematéides de Pratylenchus brachyurus e notas atribuidas pelos

sintomas apresentados pelo cilindro central de cenoura. UFU, Uberlandia, 2009.

Cilindros de cenoura Total de Nemato6ides Notas
1 295 2
2 126 2
3 0 1
4 1020 3
5 500 2
6 0 1
7 6076 4
8 460 2
9 1612 3
10 1900 3
11 8850 5
12 9700 5
13 10950 5
14 14000 6
15 14500 6
16 1430 3
17 3640 4

Fator de Correlagdo (r) = 0,94*
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y = 0,0003x 42,0471
. r =094
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Figura 2: Numero de nematéides de Pratylenchus brachyurus e notas atribuidas as lesdes

encontradas em cada cilindro central de cenoura.

Essa correlacdo positiva mostra que cilindros de cenoura apresentando sintomas com
notas superiores, como a 6, corresponderam as maiores multiplicagdes do nematdide (Figura
3). Também indica que a obtencdo de uma boa fonte de indculo pode ser orientada pelos
sintomas apresentados no cilindro de cenoura.

Concordando com Moody et al., (1973), confirma-se, portanto, que a medida que a
populacdo do nematdide aumenta, a necrose cresce € assume o aspecto de anasarca, de
coloragao marrom escura. O aumento da drea da lesao € tanto mais rapido, quanto maior for a

taxa de multiplicag¢do da espécie do nematdide.
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Figura 3: Notas de sintomas por faixa de populacdo de nematdides nos cilindros centrais de

raizes de cenoura. UFU, Uberlandia, 2009.

O’Bannon e Taylor (1968 b), também, verificaram que discos de cenoura em 1% agar
foram apropriados para o cultivo de Pratylenchus brachyurus. Moody, Lownsbery, Ahmed
(1973), realizaram a mesma observacao para P. vulnus, além de mostrar ser bem mais f4cil de
preparo que o calo de alfafa.

Castro e Ferraz (1989 a) utilizando discos de cenoura na presenca e auséncia de dgar-
agua obteve a populacdo final aumentada de no minimo 11 vezes em relacdo a inicial em 60
dias de experimento. Entretanto, no uso de discos de cenoura ocorre exaustao dos tecidos e ha
necessidade de transferéncia dos nematdides para novas culturas apés 60 dias, o que torna o
processo muito trabalhoso e menos atrativo que a técnica utilizada no presente trabalho.
Segundo Gonzaga et al., (2006), o uso de cilindros prolonga o tempo de armazenamento de 60
dias para 90 ou até 120 dias, possibilitando também maior taxa de reprodugdo. A
possibilidade do tempo em até 120 dias pode ser comprovada pela nota mdxima dada no

presente trabalho (nota 6) em que o cilindro ainda apresentava tecido para ser colonizado.
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A taxa méxima de multiplicacdo de Pratylenchus brachyurus de 630 vezes a
populacdo inicial € inferior a encontrada por Gonzaga et al., (2006), que utilizaram uma
populacdo inicial de 20 nematdides e encontraram uma taxa de multiplicagdo de 2280 vezes a
populacdo inicial, o que é compreensivel devido ao maior nimero de nematdides no inéculo.
Esse valor ja era 141 vezes maior que a taxa de multiplicacdo dessa espécie obtida por Castro
e Ferraz (1989a) em discos de cenoura. Para P. zeae os cilindros de cenoura proporcionaram
uma taxa de multiplicagdo 6900 vezes (GONZAGA et al., 2006), enquanto que essa espécie
em discos de cenoura foi de apenas 145 vezes em relagcdo ao nimero inoculado, conforme
Castro e Ferraz (1989a).

A espessura do disco em relacao ao cilindro justifica esse maior periodo de incubacao.
Conforme afirmado por Paula Junior e Zambolim (1988), a atividade de alimentacdo de
Pratylenchus brachyurus causam redugdo no sistema radicular, pois injetam substancias nas
células, digerindo-o seu contetido que € entdo sugado. Os discos de 2 a 4 mm de espessura,
comparados com os cilindros de 30 mm de espessura, possui menor quantidade de tecido
disponivel para alimenta¢dao dos nematdides, restringindo assim sua reproducao, pela exaustao

do tecido vegetal.
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo de cilindros centrais de raizes de cenoura para multiplicacdo de
Pratylenchus brachyurus mostrou-se um método simples, rdpido e proporcionou boa taxa de

multiplicagdo do nematdide em questao.
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