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Resumo

HALFEN, Angélica. Caracterizacdo de populacdes de Aphelenchoides besseyi
(Christie 1942), provenientes do arroz (Oryza sativa) e estudo da sua
patogenicidade na cultura da soja (Glycine max). 2020, 76f. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de Pés-Graduagcdo em Fitossanidade. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil.

A ocorréncia do disturbio da haste verde (Soja Louca IlI) na cultura da soja foi
detectada pela primeira vez no Brasil ha cerca de quinze anos. No entanto, a
etiologia da doenca foi associada a Aphelenchoides besseyi apenas em 2017. Os
problemas dessa complexa doenca na soja aumentaram em regides tropicais,
caracterizadas por clima quente e chuvoso, resultando em perdas significativas de
produtividade principalmente nas regides do norte e centro-oeste do pais. No
entanto, em outras regidées como o extremo sul do Brasil, onde naturalmente ocorre
0 nematoide da Ponta branca (A. besseyi) em arroz irrigado, e a soja tem sido usada
sistematicamente na rotacdo de culturas, ainda ndo foi detectada a sindrome da
haste verde. Nesse sentido, amostras de sementes de arroz provenientes de
diferentes regides do pais foram prospectadas quanto a ocorréncia do nematoide da
ponta branca e nivel de infeccdo. A seguir, nas amostras cujo patégeno foi
detectado, procedeu-se a caracterizacdo morfologica, morfométrica e molecular dos
espécimes pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) com primers espécie-
especificos para A. besseyi. Ap0Os a caracterizacdo e confirmacéo da espécie em 27
populacdes estudas, trés delas, provenientes do RS, GO e TO, juntamente com uma
populacdo de A. besseyi originaria de soja, foram multiplicadas em Fusarium sp. in
vitro e inoculadas, separadamente, sob dois niveis (600 e 1200 espécimes/planta)
em plantas de soja suscetiveis (cv. BRS 284), mantidas em casa de vegetacao.
Decorridos 60 dias da inoculacdo, as plantas foram avaliadas quanto aos sintomas
da sindrome de Soja Louca Il, patogenicidade e reproducdo do nematoide (FR=
Fator de Reproducdo). Plantas de soja ndo inoculadas foram utilizadas como
testemunhas. Verificou-se a presenca do nematoide da ponta branca em 21,37%
das amostras de sementes de arroz avaliadas, cujos niveis populacionais variaram
de 10 a 490 e de 10 a 220 nematoides totais e vivos/100 sementes,
respectivamente, cuja frequéncia foi maior no estado de TO (100%), seguido de GO
(55%), SC (27,58) e RS (10%). Pela analise dos parametros morfolégicos e
morfométricos, as populacdes estudas foram identificadas como Aphelenchoides
besseyi, que a seguir foram confirmadas molecularmente pela banda de 570pb
evidenciada pelo primer 11. Nos testes de patogenicidade, verificou-se que todas as
populacdes de arroz foram capazes de causar sintomas de Soja Louca Il e se
reproduzirem nas plantas de soja; no entanto menores niveis de in6culo (600)
apresentaram maiores indices de reproducdo (FR) do nematoide, onde, de forma
geral, as populagbes de A. besseyi provenientes de arroz apresentaram maiores



valores de FR que aquela oriunda de soja. Nesse sentido, areas de arroz infestadas
por A. besseyi e localizadas em regides quentes e chuvosas, constituem-se como
fontes de in6culo potencial para a manifestacdo da sindrome da haste verde na soja.

Palavras-chave: Aphelenchoides besseyi. Soja. Arroz. Morfologia. Soja Louca I,
Retencéo foliar.



Abstract

HALFEN, Angelica. Characterization of Aphelenchoides besseyi (Christie 1942)
populations from rice (Oryza sativa) and study of its pathogenicity in soybean
(Glycine max) crop. 2020, 87f. Dissertation (Master's) - Graduate Program in Plant
Health. Federal University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil.

The occurrence of green stem disturbance (Soja Louca Il) was firstly detected in
soybean crop by the first time in Brazil about fifteen years ago. However, this disease
etiology was associated with Aphelenchoides besseyi only in 2017. The problems of
this complex disease in soybean has been increased in tropical regions characterized
by hot and rainy weather, resulting in significant losses of productivity mainly in the
northern and central-western regions of the country. However, in other brazilian
regions such as the extreme south, where the white tip nematode (A. besseyi) occur
in irrigated rice naturally and the soybean has been used systematically in crop
rotation, the green stem syndrome has not yet been detected. In this sense, samples
of rice seeds from different regions of Brazil were prospected for the white tip
nematode occurrence and its level of infection. In the samples whose pathogen was
detected, the specimens were morphologically, morphometrically and molecularly
characterized by the PCR technique (Polymerase Chain Reaction) with species-
specific primers for A. besseyi. After the characterization and confirmation of the
species on 27 studied populations, three of them, from RS, GO and TO together with
a population of A. besseyi from soybean, were multiplied in Fusarium sp. in vitro.
Subsequently, each nematode population was inoculated at two levels (600 and
1200 specimens/plant) in susceptible soybean plants (cv. BRS 284), kept in a
greenhouse. Sixty days after inoculation, the plants were evaluated for Soja Louca Il
syndrome symptoms besides pathogenicity and reproduction (RF=Reproduction
Factor) of A. besseyi. Uninoculated soybean plants were used as control. In the rice
samples evaluated, the presence of the white tip nematode was rate at 21.37% of
them, whose their population levels ranged from 10 to 490 and from 10 to 220 total
and live nematodes /100 seeds, respectively. The frequency occurrence was higher
in the TO state (100%), followed by GO (55%), SC (27,58%) and RS (10%). By
morphological and morphometric parameters analyzed of the observed nematode, all
populations were identified as Aphelenchoides besseyi, in which this species was
confirmed molecularly by the 570bp band shown by the primer 11. In the
pathogenicity tests, all rice populations were able to cause symptoms of Soja Louca
Il and to reproduce in soybean plants; however, lower levels of inoculum (600)
resulted higher values of nematode RF. In general, the A. besseyi popuations from
rice presented higher RF than soybean population in the evaluated plants. In this
sense, areas of rice infested by A. besseyi and located in hot and rainy regions are
considered as potential sources of inoculum for green rush syndrome the
manifestation on soybeans.

Key-words: Aphelenchoides besseyi. Soybean. Rice. Soja Louca I, Foliar retention.
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1 Introducéo geral

O agronegécio € uma importante fonte de geracdo de riqueza para Brasil,
sendo um dos setores de maior crescimento na economia (GASQUES et al., 2004;
HOFER et al., 2006; IBGE, 2016; RODRIGUES, 2017). Nas ultimas décadas, tem
respondido por mais de um quinto do Produto Interno Bruto (PIB), metade do saldo
da balanca comercial e pela geracéo de parcela significativa de empregos no Brasil
(BARBOSA; SOUSA, 2014; CONAB, 2015a; IBGE, 2016; CEPEA, 2016;
RODRIGUES, 2017). Neste cenério, o arroz (Oryza sativa L.) é o segundo cereal
mais produzido (CONAB, 2019). Na perspectiva mundial da orizicultura, a China e a
india s&do, respectivamente, o primeiro e segundo maiores produtores, sendo
também grandes consumidores de arroz. Na América do Sul, a producéao do cereal
concentra-se no Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina, sendo a producéo brasileira,
responsavel por cerca de 80% do volume total no MERCOSUL (SANTOS;
TAVARES, 2018; SOSBAI, S018).

No mercado da orizicultura brasileira, a regido Sul se destaca com os estados
de maior producao, sendo o Rio Grande do Sul o maior produtor de arroz, seguido
de Santa Catarina o que corresponde a 80% do total produzido no pais (SOSBAI,
2018; CONAB, 2019). No Brasil, este cereal é cultivado em dois sistemas basicos de
producédo: arroz irrigado, predominante nos estados do Rio Grande do Sul e de
Santa Catarina com o0s sistemas de cultivo convencional e pré-germinado,
respectivamente, e, parte do Tocantins, apenas no sistema convencional; ja o cultivo
de arroz de terras altas ou de sequeiro, é cultivado principalmente nos Estados do
Mato Grosso, Maranhao, Para, Goias e parte do estado de Tocantins.

Segundo dados da Conab, na safra 2019/20, foi prevista uma area plantada
de arroz entre 1.829,9 e 1.963,3 milhGes de hectares, com produtividade de 6.237
kgha?, e producéo estimada entre 11 e 11,8 milhdes de toneladas. A area irrigada
prevista foi de 1.445,3 milh6es de hectares, e, de sequeiro, estimada em 518 mil
hectares (CONAB, 2019). Alguns dos principais importadores de arroz sdo a Arabia
Saudita, China, Estados Unidos e Ird (FAO, 2014; USDA, 2015)

Dentre os fatores que afetam a produtividade do arroz, problemas de ordem
fitossanitaria, causados por fitonematoides, podem comprometer seriamente o

desenvolvimento das plantas e levar a sérios prejuizos econdmicos (PRASAD et al.,
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2011). Mais de uma centena de espécies de nematoides tém sido relatadas em arroz
de sequeiro e irrigado em muitos paises (Bridge et al.,, 2005). Os principais
fitonematoides associados a cultura de arroz sdo Aphelenchoides besseyi (Christie,
1942); Ditylenchus angustus (Buther, 1913) Filipjev, 1936; Hemicycliophora (De Man,
1921);Helicotylenchus spp.(Steiner,1945); Heterodera spp. (Rao & Jayaprakash,
1978 ); Hirschmanniella spp. (Luc & Goodey, 1964); Hoplolaimus indicus (Daday,
1905); complexo Meloidogyne spp. (Goeldi, 1892 ); Pratylenchus spp. (Filipjev,
1936); Rotylenchulus spp. (Linford & Oliveira, 1940); Rotylenchus spp. (Filipjev, 1936
); Tylenchorhynchus spp. (Cobb, 1913); Xiphinema spp. (Cobb, 1913 ), (Bridge et.
al., 2005; Geraert, 2010; Villanueva et al..1992; Prot et al., 1994). Dentre esses,
Aphelenchoides besseyi é conhecido por causar a ponta-branca-do-arroz e o
nanismo de verdo em morangueiro, porém € capaz de parasitar mais de 200
espécies de plantas distribuidas em 35 géneros (CHENG et al., 2013).

Pertencente ao Dominio Eukaryota, Reino Metazoa, Filo Nematoda, Ordem
Aphelenchida e Familia Aphelenchoididae (DE LEY; BLAXTER, 2002), as espécies
do Género Aphelenchoides, encontradas possuem habilidade de parasitar a parte
aérea das plantas (tecidos dos seus Orgaos aéreos), podendo causar consideraveis
perdas em muitos dos casos em que sao relatadas. A. besseyié um dos mais
importantes patdgenos transmitidos por sementes, causando consideraveis perdas
econdmicas nas areas de cultivo de arroz (TOGASHI; HOSHINO, 2001). Esta
espécie faz parte da lista dos 10 fitonematoides mais importantes ao nivel mundial
por causar danos econdmicos significativos na produtividade do arroz nos paises
onde o cereal é cultivado (JONES et al., 2013; KEPENEKCI, 2013).

A ponta-branca-do-arroz pode ocorrer em sistemas de cultivo de sequeiro ou
irrigado; porém, conforme Silveira et al. (1977), os danos sdo maiores em lavouras
irrigadas. Conforme observagfes de Jamali et al., (2006), a d4gua no sistema de
irrigacdo por inundacdo oferece melhor condicdo de infeccdo do ind6culo,
aumentando a facilidade para o parasitismo dos estadios juvenis; permitindo assim,
mais tempo para o seu desenvolvimento, multiplicacédo e disseminacdo. Conforme os
mesmos autores, o aumento das populacbes do nematoide esta associado a
suscetibilidade da cultivar e ao uso continuo de sementes contaminadas. No
entanto, a incidéncia e a severidade da doenca em uma localidade podem variar de
ano para ano em funcédo fatores ambientais como a umidade do ar e praticas

culturais.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-019-01692-4#CR33
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Os danos causados por A. besseyi em arroz estdo associados a sua
alimentacdo como ectoparasitica nos meristemas de crescimento das folhas,
resultando em clareamento ou escurecimento leve de suas extremidades, os quais
mais tarde se tornam necroticas. Além disso, o nematoide ocasiona o retorcimento
da ponta da folha apical (bandeira) a qual envolve a panicula tornando-se branca a
marrom com o tempo. Nesse sentido, o retorcimento da folha bandeira além de
impedir a emergéncia da panicula, pode interferir negativamente no seu tamanho e
comprimento (AMIN,2020), motivo pelo qual tal nematose é chamada de ponta

branca.

No século passado, o nematoide da ponta branca foi responsavel por severas
perdas econémicas em arroz no Japao e nos Estados Unidos, mas hoje se encontra
sob controle devido a adocdo de medidas fitossanitarias como a utilizacdo de
cultivares tolerantes e o tratamento de sementes (Cares et al., 2008). Em varios
paises da Asia e da Africa, A. besseyi tem sido responsavel pela reducdo da
produtividade em 10-71% das lavouras orizicolas (Bridge et al., 2005; Cheng et al.,
2013). No Brasil, apesar desse nematoide ser amplamente disseminado e relatado
em associacao a diferentes hospedeiros, informacfes sobre danos causados sao
raras (Silveira & Curi, 1990; Oliveira & Kubo, 2007; Cares et al., 2008; Favoreto et
al., 2011). Em lavouras de arroz, desde meados da década de 90, A. besseyi nao
tem sido associado a danos significativos. Em 2015, foi realizada uma pesquisa
entre a Universidade Federal do Rio Grande do Sul e o Instituto Riograndense do
Arroz Irrigado, em que foi feita a verificacdo da incidéncia e distribuicdo do
nematoide da ponta branca em areas produtoras de arroz irrigado no estado, porém
os dados ainda néo estado disponiveis para consulta (LOPES,2015).

Dentre as culturas relatadas como hospedeiras de A. besseyi, além do arroz e
do morango, algumas plantas ornamentais e forrageiras também favorecem sua
reproducado (Chaves et al., 2011). No Brasil, a soja (Favoreto et al., 2015; Meyer et
al., 2017) e o algodéo (Favoretto, et al 2018) foram recentemente associadas ao
parasitismo por esse nematoide. O crescimento nacional da sojicultura, somado a
adocao de praticas inadequadas como a utilizacdo desenfreada da monocultura, ou
0 sistema continuo de sucessdao com culturas que ndo quebram o ciclo dos
fitopatdgenos, vem causando desequilibrios nas populacdes de agentes etioldgicos
relacionados a doencas e pragas e, frequentemente, ultrapassam o limiar

econdmico de dano para a soja ( LORETO et al,, 2019). Em 2015, os nematoides
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foram listados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, entre as
pragas consideradas de maior risco sanitario e com potencial de provocar prejuizos
econdmicos a agricultura brasileira (MAPA, 2015).

Nos ultimos anos, o nematoide A. besseyi, vem preocupando 0s
produtores de soja no Brasil. Em 2015, essa espécie foi identificada, como o agente
causal da retencéo foliar e haste verde em plantas de soja (Meyer et al., 2017). Dois
anos mais tarde, foram detectadas plantas de algodoeiro com sintomas semelhantes
aos da soja, causados pelo mesmo agente etiolégico na regido de Sapezal-MT
(Favoreto et al., 2017). Atualmente, a presenca deste nematoide € um grave
problema que afeta a producdo de soja e algoddo em algumas regides do Brasil
(Meyer et al., 2017; Favoreto et al., 2017). Na Costa Rica A. besseyi é relatado no
feijoeiro (Phaseolus vulgaris) causando danos consideraveis (Chaves et al., 2013),
porém, em nossas condicdes, essa espécie ainda néo foi detectada na cultura muito
embora o feijao caupi (Vignia unguiculata) tenha sido relacionado como um
excelente hospedeiro (Favoreto et al., 2017).

Ha cerca de 15 anos (safra 2005/2006), a ocorréncia de sintomas do distarbio
haste verde e retencéo foliar, denominada até entdo como sindrome de “Soja Louca
II” (Gilioli et al. 2007 ), comecou a atingir niveis epidémicos, principalmente nas
regides quentes e chuvosas dos estados do Maranhédo, Tocantins, Para e norte de
Mato Grosso, causando perdas na producdo de soja de até 100% (Meyer et
al. 2008 ; Meyer et al. 2009). De acordo com observacdes de Meyer et al. (2010), a
manifestacdo dos sintomas na soja se da entre o final do estadio vegetativo e o
inicio do reprodutivo quando entéo as folhas apresentam coloracdo mais escurecida
e menor pilosidade em relacdo as normais; além disso, as hastes exibem
deformacBes e engrossamento dos nos, as vagens podem apresentar lesdes,
rachaduras, apodrecimento e redu¢cdo do numero de gréo, alto indice de
abortamento de vagens, provocando, muitas vezes, a inducdo de uma nova floracao
e sintomas de superbrotamento. Na cultura da soja, A. besseyi penetra nas raizes e
movimenta-se internamente nos tecidos do xilema, passando pela haste até a
inflorescéncia da planta que, por fim, € o local onde ele se alimenta e completa seu
ciclo de vida entre 8 a 12 dias, dependendo da temperatura (Favoreto et al., 2018b)

A. besseyi se multiplica rapida e eficientemente no interior dos tecidos das
plantas hospedeiras. Sua disseminacao pode ocorrer pelo contato entre as folhas

das plantas de soja doentes com aquelas das plantas sadias desde que haja


https://link.springer.com/article/10.1007/s40858-017-0167-z#CR11
https://link.springer.com/article/10.1007/s40858-017-0167-z#CR18
https://link.springer.com/article/10.1007/s40858-017-0167-z#CR19
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presenca de agua livre, seja pelos respingos de chuva ou mesmo pelo orvalho
noturno. E possivel também que o nematoide possa se espalhar mais
uniformemente numa area de producao pelos residuos de plantas doentes expelidos
pelas colhedoras, aliado a acdo dos ventos (Favoreto et al., 2011; Ferraz; Brown,
2016).

Segundo Marchesan (2013), em passado recente, o cultivo da soja em areas
de arroz passou por momentos importantes, experimentando evolugdo no cultivo,
nos resultados obtidos e nas perspectivas do agronegécio. Conforme o mesmo
autor, a rotacdo de culturas em areas de varzea € uma oportunidade impar para
recuperar e/ou consolidar a sustentabilidade do processo de producédo de gréos
neste ambiente. A cultura da soja, por ser uma leguminosa e pelas caracteristicas de
planta € uma excelente opcao técnica, que agora estd sendo adotada pelos
produtores também em func&o dos precos e de mercado. Visto que a soja tem sido
utilizada em frequente rotacdo/sucessdo com a cultura de arroz (Barneche, 2016;
2018) e as duas culturas séo hospedeiras de Aphelenchoides besseyi, estudos do
aumento de inoculo nessas areas pode potencializar os danos em ambas espécies
vegetais. Além do mais, na auséncia de plantas hospedeiras, A. besseyi pode
sobreviver se alimentando de fungos no solo ou ainda em anidrobiose em sementes
de arroz ou forrageiras que ficam na lavoura (Todd & Atkins (1958), o que dificulta a
implantacéo de praticas de manejo.

Na safra gaucha de 2015/16, houve relatos de lavouras de soja com danos de
desordem fitossanitaria similares aqueles causados pela soja louca Il. (Santos et al.,
2016). No entanto, em analise nematologica de material do mesmo local, o
diagndstico ndo foi confirmado (Favoretto, L., Comunicacédo Pessoal).

Considerando-se a importancia das culturas do arroz e da soja para o pais e a
auséncia de estudos mais detalhados quanto a distribuicdo e patogenicidade de A.
besseyi nessas espécies vegetais, serdo objetivos desse estudo: a) prospectara
ocorréncia do nematoide da ponta branca em lotes de sementes de arroz
provenientes de diferentes regides produtoras do pais, e, caracterizar as espécies de
Aphelenchoides encontradas nas sementes; e, b) avaliar a patogenicidade de

diferentes populacées do nematoide provenientes de arroz na cultura da soja.



Capitulo 1

Prospeccdao e caracterizacdo morfomeétrica, morfolégica e molecular de
populacdes do nematoide da ponta branca em arroz (Oryza sativa).
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1 Introducéo

O arroz (Oryza sativa L.) é uma graminea cerealifera de fundamental
importancia para a nutricdo humana. O género Oryza possui diversas espécies, mas
apenas duas sdo cultivadas — Oryza sativa, cultivada mundialmente, e Oryza
glaberrima, cultivada em alguns paises da Africa Ocidental (FONSECA et al., 2006).

Na perspectiva mundial da cadeia orizicola, a China e a india séo,
respectivamente, o primeiro e o segundo maiores produtores, sendo também
grandes consumidores de arroz. Na América do Sul, a producdo do cereal
concentra-se no Brasil, Uruguai e Argentina, respondendo o Brasil por cerca de 80%
da producdo do MERCOSUL (safra 2015/16) (SANTOS; TAVARES, 2018).
Juntamente com o trigo e o milho, o arroz € um dos principais cereais mais
produzidos e considerado alimento basico para grande parte da populagdo mundial.
Segundo dados da FAO (2004), s6 na Asia, mais de dois milhdes de pessoas obtém
de 60 a 70% do consumo de energia do arroz e seus derivados; além disso € de
grande importancia para a seguridade alimenticia em paises com economia menos
desenvolvida.

O arroz, em todas as fases de desenvolvimento, € afetado por diversas
doencas que reduzem a produtividade e afetam a qualidade dos gréos (Prabhu et
al., 2006), bem como a qualidade sanitaria e fisiologica das sementes. Mais de 35
géneros e 130 espécies de fitonematoides ja foram relatados em arroz (Gerber et al.,
1987), porém apenas 29 podem causar perdas e/ou danos na cultura (Bridge et al.,
2005).

O nematoide da ponta branca do arroz, Aphelenchoides besseyi (Christie
1942), é relatado como um dos mais importantes patdgenos transmitidos por
sementes (TOGASHI; HOSHINO, 2001). Relatos da severidade da doenca sao
associados a perdas de rendimento varidveis em diferentes paises que vao de 14,5
a 46,7% no Japao, de 29 a 46% em Taiwan, 41 a 71% na Russia e de 20 a 60% na
india (JAMALI et al., 2006). No Brasil, RS, danos significativos foram registrados na
década de 60 com perdas entre 30 a 50% de produtividade (NUNES, 2013). De
acordo com 0 mesmo autor, com a introducdo de cultivares americana no programa
de melhoramento do arroz no Brasil, a partir da década de 70/80, incorporou-se
resisténcia aos materiais genéticos. No entanto, dependendo das condi¢des

climaticas, durante o periodo de cultivo, ainda se observa recorréncia do problema.
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Nas lavouras orizicolas, uma vez presente no solo, 0 nematoide da ponta
branca infecta as plantulas, movendo-se até as bainhas das folhas jovens, onde se
alimentam nas regifes do meristema apical, na fase reprodutiva da planta. Durante a
fase de perfilhamento, estes nematoides movem-se para a regido de formacao das
estruturas reprodutivas da planta hospedeira, onde entram nas espiguetas e se
alimentam ectoparasitamente nos tecidos do ovario, estames, lodiculas e embrido
(Huang & Huang, 1972; Bridge et al., 2005).

Algumas plantas de arroz suscetiveis a A. besseyi podem néo ter sintomas,
porém a perda de rendimento de graos ocorre apenas nhaquelas
sintométicas. Durante o crescimento inicial de plantas de arroz infectadas com A.
besseyi, 0 sintoma mais visivel é o surgimento das pontas cloréticas na bainha das
folnas novas. Essas pontas posteriormente secam e se enrolam, enquanto o
restante da folha pode parecer normal. As folhas jovens dos perfilhos infectados
podem ser salpicadas com um padrdo de respingo branco ou ter areas clorgticas
distintas; além disso, suas margens podem se tornar distorcidas e enrugadas, e as
bainhas ndo apresentarem sintomas (CABI, EPPO, 2015). Em casos de infeccdes
graves, a folha bandeira da planta de arroz fica retorcida impedindo ou dificultando a
emissao completa da panicula (Yoshii; Yamamoto, 1950),0 grdo permanece
pequeno (Todd e Atkins, 1958) e o endosperma pode ficar descolorido e
rachado. Adicionalmente, as plantas infectadas amadurecem tardiamente e
apresentam paniculas estéreis carregadas em perfilhos produzidos a partir de nés
elevados (Uebayashi et al., 1976).

O aumento das populacdes de A. besseyi pode ser explicado pela
suscetibilidade da cultivar de arroz e pelo uso continuo de sementes contaminadas.
No entanto, a incidéncia e a severidade da doenca em uma localidade podem variar
de ano para ano em funcéo de fatores ambientais e praticas culturais (JAMALI et al.,
2006). Os primeiros relatos de danos causados pelo patégeno na produtividade do
arroz, no Rio Grande do Sul, foram na década de 60, onde perdas de 30% a 50% na
producdo de graos forma relatadas nas cultivares Agulha Precoce, Caloro e IRGA
407. Com a introducéo das cultivares de alto grau de tolerancia como as americanas
Bluebelle, Belle Patna, Labelle e Lebonnet, a partir de 1970; e, com lancamento de
‘BR-IRGA 409’, nos anos 80, que chegou ocupar 62,4% da area cultivada no estado
do Rio Grande do Sul, os danos e as perdas causados por A. besseyi se tornaram
raros ou esporadicos (NUNES, 2013, TERRES et al., 2004).


https://www.cabi.org/isc/datasheet/6378#A29CE3F0-3A42-491E-89FE-25E8A7699899
https://www.cabi.org/isc/datasheet/6378#8E0C2768-76B3-4E64-A41A-46D89661CEFE
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A reproducdo de A. besseyi pode ser anfimitica ou por partenogénese. A
temperatura ideal para a oviposicdo e a eclosdo dos nematoides encontra-se
préxima a 30°C, temperatura na qual os nematoides finalizam seu ciclo em 10 dias.
Ja4 em temperaturas mais amenas, proximas de 13°C, tem seu desenvolvimento
paralisado (BRIDGE et al., 2005). Nesse sentido, considerando-se uma cultivar de
arroz suscetivel, pelo menos, sete a dez geracdes do nematoide podem ocorrer em
condicdes favoraveis.

Espécimes de A. besseyi sdo capazes de sobreviver em anidrobiose por
periodos de oito meses até trés anos apdés a colheita (Cralley, 1949 ; Yoshii e
Yamamoto, 1950b ; Todd, 1952 ; Todd e Atkins, 1958 ). Os espécimes permanecem
inativos no interior da semente, entre a casca e 0 grao e, conforme passa o0 tempo
gue semente foi colhida, a infectividade do nematoide diminui (Cralley e French,
1952 ). Conforme Sivakumar (1987b), A. besseyi pode ainda sobreviver e se
reproduzir saprofiticamente se alimentando dos fungos como Curvularia sp. e
Fusarium sp., presentes na palhada apos a colheita. Segundo o banco de dados
global encontrado no site da European and Mediterranean Plant Protection
Organization (EPPO 2016), a distribuicdo de A. besseyi € ampla e ocorre na maioria
das areas produtoras de arroz no mundo, disseminado-se por sementes infectadas.

Conforme dados da Abrasem (2012), a taxa de utilizacdo de sementes pelos
orizicultores brasileiros € de 50% no arroz de terras altas e 53% no arroz irrigado. O
restante das lavouras € semeado com gréos, salvos da safra anterior e/ou adquiridos
de outros produtores para o proposito da semeadura. Visto que a semente € 0
principal veiculo de disseminacdo desse nematoide, essas praticas facilitam a
permanéncia ou a introducdo do nematoide no campo quando se usa material
infectado com o0 nematoide.

Uma das grandes dificuldades no diagnéstico desse género, além da
escassez de taxonomistas treinados para a correta identificacdo (FERRIS et al.,
1994; LUC et al.,, 2010), reside no fato de que, frequentemente os espécimes
encontrados nas amostras para analise, estejam em anidrobiose, o que resulta na
alteracao da morfologia destes nematoides. Técnicas de identificacdo baseadas no
diagnostico molecular dessas espécies foram desenvolvidas, facilitando, assim, o
diagnostico rapido e efetivo desses nematoides. O uso do cédigo de barras do DNA
para a identificagcdo de organismos foi proposto inicialmente nos Estados Unidos, em

2003, com base na percepgéao existente de que, em um pequeno trecho do genoma


https://www.cabi.org/isc/datasheet/6378#166BFDED-253D-426D-BAAD-7956BF91951A
https://www.cabi.org/isc/datasheet/6378#486F5266-4D86-479A-9A76-28D1A45964B6
https://www.cabi.org/isc/datasheet/6378#A29CE3F0-3A42-491E-89FE-25E8A7699899
https://www.cabi.org/isc/datasheet/6378#6C8590C8-4F5B-4463-A1BC-A9DAC7D12AD5
https://www.cabi.org/isc/datasheet/6378#6C8590C8-4F5B-4463-A1BC-A9DAC7D12AD5
https://www.cabi.org/isc/datasheet/6378#CB1479D7-12BB-4566-B5D9-1B2B02D3A1EB
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do organismo, especifico para cada espécie, geralmente o DNA mitocondrial ou DNA
ribossémico, haveria variacdo suficiente para separar as espécies que habitam o
planeta atualmente (Powers, 2004). No Brasil, esta técnica ja foi aplicada com
sucesso no esclarecimento do status taxondmico de nematoides dos géneros
Pratylenchus e Aphelenchoides (Oliveira et al., 2009; 2011b).

Na cultura da soja, A. besseyi estd associado a doenca popularmente
conhecida como Soja Louca Il, causando distirbios na planta como retencdo e
embolhamento foliar, além de haste verde, abortamento de vagens e morte dos
meristemas apicais (MEYER et al., 2017). Nos estados produtores de arroz, a soja
tem sido utilizada em sucessdo como opc¢éo de rotagcdo de culturas. Nos estados
onde predomina o plantio em areas de varzea, as perdas causadas pela competicdo
com o arroz vermelho, tem aumentado cada vez mais o que facilitou a implantacéo
da soja. Com os resultados de controle de plantas daninhas alcancados em
consequéncia da soja RR, a adocao dessa cultura na sucessédo do arroz tem sido
vista com bons olhos pelo produtor; além de auxiliar na reducéo de doencas e
contribuir para diversificacdo de culturas (Marchesan, 2013; Barneche, 2016).

Visto que sementes do arroz, vindas de campos infectados com A. besseyi,
sdo um importante veiculo de disseminacdo do patdgeno, além de que a soja tem se
mostrado um hospedeiro favoravel em aéreas onde o0 nematoide esta presente
(MEYER et al., 2017), a rotac&o entre essas duas culturas pode ser um agravante na
incidéncia dessa sindrome. Dessa forma, teve-se por objetivo no presente estudo: a)
prospectar a ocorréncia e niveis de infeccdo do nematoide da ponta branca em lotes
de sementes de arroz provenientes de diferentes regides produtoras do Brasil; e, b)
caracterizar morfométrica, morfoléogica e molecularmente as populacdes de

Aphelenchoides detectadas nas amostras sementes estudadas.

2. MATERIAL E METODOS.

2.1. Prospeccdo da ocorréncia do nematoide da ponta branca em sementes
de arroz provenientes de diferentes regifes produtoras do pais

2.2 Obtencéo das amostras

Este estudo foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia/Nematologia da
Embrapa Clima Temperado, localizada em Pelotas, estado do Rio Grande do Sul, no
ano de 2019.
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Cento e trinta e uma amostras de aproximadamente 500g de sementes de
arroz, provenientes de diferentes regides brasileiras produtoras do sul, norte e
centro-oeste (Tabela 1), foram utilizadas nesse trabalho. As mesmas foram colhidas
entre as safras de 2015/2016 a 2018/2019 e fornecidas pela Embrapa Clima
Temperado, Instituto Rio Grandense do Arroz Irrigado (IRGA), Embrapa Arroz e
Feijao, Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV-UDESC Lages), Ouro verde
consultoria, Centro Tecnolégico do Chasqueiro e de técnicos da Universidade
Estadual de Maringa (UEM), conforme Tabela 1.

Das 131 amostras recebidas, 107 foram oriundas de lavouras de arroz
irrigado, sendo 76 amostras de lavouras conduzidas pelo sistema convencional e 31
de lavouras de sistema pré-germinado. As demais, 24 amostras, foram de lavouras
de arroz terras altas (sequeiro) sendo oito de plantio direto e as demais de plantio

convencional.

Tabela 1. Identificagcdo das amostras de sementes de arroz (irrigado e sequeiro)
utilizadas para prospeccdo da ocorréncia do nematoide da ponta branca
(Aphelenchoides besseyi).

CULTIVAR  SAFRA LOCAL ORIGEM
1. BRS358PC 2016/2017 Cap3o do Ledo/ RS Embrapa Clima
Temperado
2. BRSPAMPACL 2017/2018 Capéo do Ledo/ RS Embrapa Clima
PC Temperado
3. BRS 2015/2016 Cap3o do Ledo/ RS Embrapa Clima
ATALANTA PC Temperado
4. BRS PAMPEIRA 2017/2018 Uruguaiana/RS Embrapa Clima
PC Temperado
5. BRS CATIANA 2017/2018 Dom Pedrito/RS Embrapa Clima
PC Temperado
6. BRSPAMPAPC 2016/2017 Cap3o do Ledo/ RS Embrapa Clima
Temperado
7. GURIINTACL 2018/2019  Centro Tecnoldgico do Chasqueiro, terceiro distrito Eng. Agronomo Jonatas
PC de Arroio Grande/RS Munari
8. BRSPAMPEIRA 2018/2019 Centro Tecnoldgico do Chasqueiro, terceiro distrito Eng. Agronomo Jonatas
PC de Arroio Grande/RS Munari
9. BRIRGA431PC 2018/2019 Centro Tecnoldgico do Chasqueiro, terceiro distrito Eng. Agronomo Jonatas
de Arroio Grande/RS Munari
10. BRIRGA 409 PC 2018/2019 Centro Tecnoldgico do Chasqueiro, terceiro distrito Eng. Agronomo Jonatas
de Arroio Grande/RS Munari
11. BRIRGA 424 Rl 2018/2019 Centro Tecnoldgico do Chasqueiro, terceiro distrito Eng. Agronomo Jonatas
PC de Arroio Grande/RS Munari
12. GURIINTA CL 2018/2019 Taim, Rio Grande/ RS Ouro Verde consultoria
PC
13. BRIRGA 424 Rl 2018/2019 Taim, Rio Grande/ RS Ouro Verde consultoria
PC
14. BRS 358 PC 2017/2018 Capdo do Ledo/ RS Embrapa Clima
Temperado
15. BRIRGA 424 Rl 2017/2018 Camaqud/ RS IRGA PELOTAS
PC

16. GURIINTACL 2017/2018 Pedro Osdrio/RS IRGA PELOTAS
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17.
18.
19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.
27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.
45.
46.
47.

48.

49.

PC
BRS 358 PC
BRIRGA 431 PC

BRIRGA 424 RI
PC

BRIRGA 424 RI
PC

BRIRGA 409
ORGANICO PC
BRIRGA 424 RI
PC

BRIRGA 424 RI
PC

GURI INTA CL
PC

BRIRGA 417 PC

BRIRGA 426 PC
L3000 PC

BR IRGA 424 RI
PC
BRS PAMPA PC

BRS PAMPA CL
PC

BRS
ESMERALDA
PD*

BRS A501 CL
PD

BRS 502 PD*

AN CAMBARA
PD*

BRS
ESMERALDA
PC*

BRS A501 CL
PC*

BRS 502 PC*

AN CAMBARA
PC*

BRS CATIANA
PC

BRS PAMPA CL
PC

BRS A701 CL
PC

BRS A702 CL
PC

BRS PAMPEIRA
PC

AB 131092 PC

BRIRGA 409 PC
BRIRGA 417 PC

BRIRGA 424 RI
PC

SCS122 Midra

PC

BRS CATIANA

PC

2017/2018
2017/2018
2017/2018

2017/2018
2017/2018
2017/2018
2017/2018
2017/2018

2017/2018
2017/2018
2017/2018
2017/2018

2018/2019
2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019
2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019
2018/2019

2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019

2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019

2018/2019

2018/2019

Arambaré/RS
Cachoeirinha/ RS
Santa Vitéria do Palmar/ RS

Rio Grande/ RS
Santa Vitdria do Palmar/ RS
Capéo do Ledo/ RS
Pedro Osério/RS
Arambaré/RS

Pedras Altas/RS
Herval/RS
Pedras Altas/RS
Arambaré/RS

Cap3o do Ledo/ RS
Cap3o do Ledo/ RS

Fazenda Capivara, Santo Antdnio de Goias/ GO

Fazenda Capivara, Santo Ant6nio de Goids/ GO

Fazenda Capivara, Santo Antdnio de Goias/ GO

Fazenda Capivara, Santo Ant6nio de Goias/ GO

Fazenda Capivara, Santo Antdnio de Goias/ GO

Fazenda Capivara, Santo Antdnio de Goias/ GO

Fazenda Capivara, Santo Antdnio de Goiads/ GO

Fazenda Capivara, Santo Antdnio de Goias/ GO
Fazenda Palmital, Goianira/ GO
Fazenda Palmital, Goianira/ GO
Fazenda Palmital, Goianira/ GO
Fazenda Palmital, Goianira/ GO
Fazenda Palmital, Goianira/ GO

Fazenda Palmital, Goianira/ GO
Fazenda Palmital, Goianira/ GO
Fazenda Palmital, Goianira/ GO

Fazenda Palmital, Goianira/ GO
Fazenda Palmital, Goianira/ GO

Lagoa da Confusdo/TO

IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS

IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS

IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS

Embrapa Clima
Temperado
Embrapa Clima
Temperado
Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijdo

Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijdo

Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijao
Embrapa Arroz e Feijao
Embrapa Arroz e Feijao
Embrapa Arroz e Feijao
Embrapa Arroz e Feijao
Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijao
Embrapa Arroz e Feijdo
Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijdo
Embrapa Arroz e Feijdo

Embrapa Arroz e Feijdo
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50.

51.

52.

53.

54.

55.
56.

57.

58.

59.
60.

61.

62.
63.
64.
65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72,

73.
74.

75.

76.
77.

78.

79.

80.

BRS A702 CL
PC

BRS PAMPEIRA
PC

$CS122 Miura
PC

BRIRGA 424 RI
PC

GURI INTA CL
PC

PUITA CL PC

GURI INTA CL
PC

BRIRGA 431 CL
PC

BRIRGA 424 RI
PC

PUITA CL PC

BRS A502
VCu*

BRS A502
VCU*

BRS A502 ER*

BRS A502 EP*
BRS A502 ERF*

BRS
ESMERALDA
ER*

BRS
ESMERALDA
EP*

BRS
ESMERALDA
ERF*

BRS
ESMERALDA
CG136*

BRS AN
CAMBARA ER*
BRS AN
CAMBARA EP*
BRS AN
CAMBARA
ERF*

BRS AN
CAMBARA
CG136*

BRS A501 ERF*

BRS MG
CACULA*

BRS GO SERRA
DOURADA*
IRGA 424 RI PC

GURI INTA CL
PC

BRIRGA 431 CL
PC

GURI INTA CL
PC

BRIRGA 424 RI
PC

2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019

2018/2019
2018/2019

2018/2019
2018/2019

2018/2019
2018/2019

2018/2019

2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019
2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019
2018/2019

2018/2019

2017/2018
2017/2018

2017/2018
2018/2019

2017/2018

Lagoa da Confusdo/TO

Lagoa da Confusdo/TO

Lagoa da Confusdo/TO
Santo Anténio da Patrulha/RS
Santo Antonio da Patrulha/RS

Santo Anténio da Patrulha/RS
Santo Antonio da Patrulha/RS

Taquara/RS
Glorinha/RS

Osorio/RS
SINOP/MT

Unido do Sul/ MT

SINOP/MT
SINOP/MT
SINOP/MT
SINOP/MT

SINOP/MT

SINOP/MT

SINOP/MT

SINOP/MT
SINOP/MT

SINOP/MT

SINOP/MT

SINOP/MT
SINOP/MT

SINOP/MT

Mostardas-RS
Mostardas-RS

Capivari do Sul- RS
Arroio Grande/ RS

Capivari do Sul- RS

Embrapa Arroz e Feijdo
Embrapa Arroz e Feijdo
Embrapa Arroz e Feijdo
Embrapa Arroz e Feijdo
Embrapa Arroz e Feijdo

Embrapa Arroz e Feijdo

Irga cachoeirinha
Irga cachoeirinha
Irga cachoeirinha

Irga cachoeirinha

Embrapa Arroz e Feijdo
Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijdo
Embrapa Arroz e Feijao
Embrapa Arroz e Feijdo

Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijdo

Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijao
Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijao

Embrapa Arroz e Feijao
Embrapa arroz e feijao

IRGA CACHOEIRINHA
IRGA CACHOEIRINHA

IRGA CACHOEIRINHA
IRGA PELOTAS

IRGA CACHOEIRINHA
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81.
82.

83.

84.

85.

86.
87.

88.

89.
90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

GURI CL PC

BRS PAMPA
LOTE 001 PC
BRS PAMPA
LOTE 002 PC
BRS PAMPA
LOTE 003 PC
BRIRGA 431 CL
PC

BRIRGA 426 PC

BRIRGA 424 RI
PC

GURI INTA CL
PC

L3000 PC

GURI INTA CL
PC

BRIRGA 431 CL
PC

ANA 9005 CL
PC

BRIRGA 424 RI
PC

BRIRGA 431 CL
PC

BRIRGA 424 RI
PC

GURI INTA CL
PC

BRS PAMPA CL
LT001PC

BRS PAMPA CL
LT002PC

BRS PAMPA CL
LT003 PC

SCS 116
SATORU
LTO1PG

SCS 116
SATORU
LTO2PG

SCS 116
SATORU
LT04PG

SCS 116
SATORU
LTO5PG

SCS 116
SATORU
LTO8PG

SCS 122
MIURA
LT100PG

SCS 122
MIURA
LT101PG

SCS 122
MIURA
LT102PG
PRIMORISO
LT200PG
PRIMORISO
LT201PG

2017/2018
2018/2019

2018/2019
2018/2019
2018/2019

2018/2019
2018/2019

2018/2019

2018/2019
2018/2019

2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019
2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019

2018/2019

Capivari do Sul- RS
Dom Pedrito- RS

Dom Pedrito- RS
Dom Pedrito- RS
Capéo do Ledo/ RS

Cristal/ RS
Pedro Osério/RS

Rio Grande/ RS

Cristal/ RS
Arroio Grande/ RS

Rio Grande/ RS
Cap3o do Ledo/ RS
Camaqua/ RS
Santa Vitdria do Palmar/ RS
Cap3o do Ledo/ RS
Arambaré/RS
Uruguaiana/RS
Uruguaiana/RS
Uruguaiana/RS

Pouso Redondo/SC

Pouso Redondo/SC

Rio do Oeste/ SC

Rio do Oeste/ SC

Rio do Oeste/ SC

Pouso Redondo/SC

Pouso Redondo/SC

Pouso Redondo/SC

Pouso Redondo/SC

Pouso Redondo/SC

IRGA CACHOEIRINHA

Embrapa Clima
Temperado
Embrapa Clima
Temperado
Embrapa Clima
Temperado
IRGA PELOTAS

IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS

IRGA PELOTAS

IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS

IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
IRGA PELOTAS
EMBRAPA ESTACAO
TERRAS BAIXAS
EMBRAPA ESTACAO
TERRAS BAIXAS
EMBRAPA ESTACAO

TERRAS BAIXAS
CAV UDESC LAGES

CAV UDESC LAGES

CAV UDESC LAGES

CAV UDESC LAGES

CAV UDESC LAGES

CAV UDESC LAGES

CAV UDESC LAGES

CAV UDESC LAGES

CAV UDESC LAGES

CAV UDESC LAGES
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110. PRIMORISO 2018/2019 Laurentino/ SC CAV UDESC LAGES
LT202PG

111. PRIMORISO 2018/2019 Laurentino/ SC CAV UDESC LAGES
LT204PG

112. PRIMORISO 2018/2019 Pouso Redondo/SC CAV UDESC LAGES
LT207PG

113. EPAGRI 109 2018/2019 Pouso Redondo/SC CAV UDESC LAGES
LT300PG

114. EPAGRI 109 2018/2019 Pouso Redondo/SC CAV UDESC LAGES
LT302PG

115. EPAGRI 109 2018/2019 Pouso Redondo/SC CAV UDESC LAGES
LT304PG

116. BRS TIOTAKA 2018/2019 Taio/ SC CAV UDESC LAGES
LT400PG

117. BRS TIOTAKA 2018/2019 Taid/ SC CAV UDESC LAGES
LT401PG

118. BRS TIOTAKA 2018/2019 Taio/ SC CAV UDESC LAGES
LT402PG

119. BRS TIOTAKA 2018/2019 Taid/ SC CAV UDESC LAGES
LT403PG

120. BRS TIOTAKA 2018/2019 Taio/ SC CAV UDESC LAGES
LT404PG

121. PEROLA 2018/2019 Pouso Redondo/SC CAV UDESC LAGES
LT500PG

122. SARDO 2018/2019 Mirim Doce/ SC CAV UDESC LAGES
LT601PG

123. SARDO 2018/2019 Mirim Doce/ SC CAV UDESC LAGES
LT602PG

124. SCS 121CL 2018/2019 Agrondmica/SC CAV UDESC LAGES
LT733PG

125. SCS 121CL 2018/2019 Agrondémica/SC CAV UDESC LAGES
LT735PG

126.SCS 121CL 2018/2019 Agrondmica/SC CAV UDESC LAGES
LT737PG

127.SCS 121CL 2018/2019 Agrondmica/SC CAV UDESC LAGES
LT738PG

128.SCS 121CL 2018/2019 Agrondmica/SC CAV UDESC LAGES
LT739PG

129.IRGA 424 RIPC  2018/2019
130. BRS 701 CLPC 2018/2019
131.1AC 122PC 2018/2019

Queréncia do Norte/PR
Queréncia do Norte/PR
Queréncia do Norte/PR

Universid. Estad Maringa
Universid. Estad. Maringa

Universid. Estad. Maringa

* Amostras de arroz terras altas PC- Plantio Convencional; PD- Plantio Direto; CL- Sistema
clearfield; PG- Sistema de cultivo pré-germinado

Apbés o recebimento das amostras, parte dessas foram processada para
avaliacdo da ocorréncia e quantificacdo de fitonematoides, sendo o restante,

armazenado a 6°C, em camara fria, para estudos posteriores.
2.3. Processamento do material, extracdo e quantificacdo de fitonematoides.

Para cada amostra de 500g de sementes de arroz (irrigado/sequeiro),
procedeu-se a extracdo dos nematoides (Figura 1) pelo método de descascamento
manual utilizando-se 100 sementes (FLEGG; HOOPER, 1970) onde as cascas e 0s

graos foram submergidos em placa de Petry contendo 20mL de &gua esterilizada,
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mantida em BOD a 25°C por 24h. Decorrido o periodo, o material incubado foi
lavado sobre peneiras granulométricas de malha 20 meshes (abertura 0,84mm) e de
635 meshes (abertura 0,020mm) para retencdo dos nematoides. A seguir, recolheu-
se 50mL da suspensdo aquosa de cada amostra para observagdo da presenca e

contagem do numero de nematoides vivos e mortos, sob microscopio esteroscépio.

Figura 1. Extracdo de nematoide de sementes de arroz por descascamento manual para detec¢éo de
fitonematoides. Amostras utilizadas para processamento (A e B); Placas de Petry com as sementes
descascadas (C); incubacéo (D); Lavagem do material sobre as peneiras 20 e 635 meshes (E e F);
Suspensfes aquosas das amostras em tubos falcon (G); Avaliagdo da ocorréncia e quantificagdo de
Aphelenchoides sp. sob microscopio estereoscopio (H); Avaliagdes morfolégicas e morfométricas dos
espécimes sob microscépio utilizando-se o programa Leica Application Suite V3.7 ().

Apos a deteccao e identificacdo de espécimes do género Aphelenchoides nas
amostra, conforme Mai; Mulling (1996), sob microscopio estereoscépio, foram feitas
trés contagens consecutivas em sub amostras de 5 mL contidas em placa
guadriculada, calculando-se, posteriormente, a média do nimero de nematoides
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vivos, mortos e totais no volume total correspondente as 100 sementes. A seguir,
foram estabelecidos os padrbes de infecgdo, onde as amostras foram divididas por
estado e municipio, conforme categorizacdo por nivel de infestacdo (0 a 100)
determinado por Huang et al. (1976).

2.4. Caracterizacdo morfométrica e morfoldégica das populacdes de
Aphelenchoides sp.

Imediatamente apds a deteccdo e quantificacdo de Aphelenchoides sp. nas
amostras de sementes avaliadas, montaram-se laminas temporéarias, onde
aproximadamente 20 espécimes (10 fémeas e 10 machos adultos) de cada amostra
positiva foram observados, fotografados e mensurados, sob microscépio binocular
Leica DM 1000 utilizando-se o programa Leica Application Suite V3.7, para
identificacdo da espécie, conforme diferentes parametros, dentre eles, alguns
destacados na Figura 2.

Foram mensurados o0s seguintes caracteres: comprimento do corpo (L),
comprimento da cauda, estilete, didametro do corpo na regido do anus e na regiao
mediana do corpo, distancia da extremidade anterior até a vulva, distancia da vulva
até o anus (VA), largura dos labios, largura do bulbo mediano, eséfago e tamanho
das espiculas para espécimes machos e fémeas. A seguir, para cada amostra,
determinou-se o intervalo maximo, minimo e media de cada parametro morfométrico
(anexo). Com base nessas medidas, foram calculados os segundos indices: V%
(expressa de forma proporcional a distancia entre a extremidade anterior até a vulva
em relacdo a L); b (comprimento do corpo em relacdo a distancia da extremidade
anterior do nematoide a base do esobfago); ¢ (razdo entre L e comprimento da
cauda); a (razdo entre o comprimento do corpo e o diametro maximo do corpo)
(Siddigi, 2000). Adicionalmente, observa¢des morfolégicas quanto ao tipo de
es6fago e numero de mucros na cauda foram também realizadas (Figura 2).
Posteriormente, montou-se uma tabela com os valores morfométricos e observacdes
de cada populacéo os quais foram comparados com aqueles descritos por Christie
(1942), Fortuner (1970), Amim (2002), Kham (2012) e Jesus (2015) (Apéndice 2).
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Figura 2. Caracteristicas morfoldégicas e morfométricas de Aphelenchoides sp. mensuradas sobre
microscopio esteroscopio. Corpo do nematoide com detalhes do estilete, vulva, anus e distancia entre
vulva e anus (A); Mucros na por¢éo terminal da cauda (B e C); Vulva (D); Espicula (E).
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2.5. Caracterizacdo molecular das populacbes de Aphelenchoides sp.
detectadas nas amostras a partir da técnica de PCR (reacdo em cadeia da
polimerase).

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Nematologia do Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR) a partir da realizagdo da técnica de PCR utilizando-
se um primer espécie-especifico desenvolvido para diagnosticar A. besseyi conforme
Sercero (2019). No estudo desenvolvido por tal autor, a especificidade do primer foi
determinada através do uso de DNA extraido de outras espécies do género
Aphelenchoides além de testes efetuados com DNA de outros géneros/espécies de
outros nematoides (Pratylenchus brachyurus, Meloidogyne spp., Rotylenchulus
reniformis, Scutellonema brachyurus, Helicotylenchus dihystera, Ditylenchus dipsaci,
Aphelenchus avenae) utilizando-se o primer 11 no sentido anverso e reverso, 11R
(5' GTATTCAATCCCGCGACACT 3) e 11F (5' CATCCTGTTCGGGCATAGTT 3)).

Primeiramente, foram obtidos os nematoides de cada amostra positiva pelo
método de descascamento manual (FLEGG; HOOPER, 1970), sendo os mesmos
mantidos em suspensao aquosa até sua utilizacdo. A seguir, as populacdes de cada
amostra (Tabela 2) foram enumeradas em sequéncia para proceder a identificacao
nos microtubos, utilizando-se cinco nematoides por populacdo (repeticdo). Para
tanto, as PCR’s foram divididas em quatro etapas. No primeiro gel, foram utilizadas
guatro repeticdes das amostras BRS 358 do Capédo do Ledo/RS, BRS A 701 CL
Goianira/ GO, BRS PAMPEIRA Lagoa da Confusdo/TO e uma populacéo vinda da
soja do municipio de Ipiranga do Norte/MT, enumeradas de um a quatro
respectivamente, e, assim, sucessivamente, para as demais amostras onde o

nematoide foi detectado e os respectivos géis (Tabela 2).

Tabela 2. Amostras submetidas a reacdo de PCR conforme primer desenvolvidos
por Sercero (2019).

AMOSTRA N° nematoides ORIGEM N° GEL PCR
1. BRS 358 5 RS 1
2. BRS A701CL 5 GO 1
3. BRS PAMPEIRA 5 TO 1
4. SOJA/MT 5 MT 1
5. SCS 116 SATORU LT 01 5 SC 2
6. SCS 116 SATORU LT 02 5 SC 2
7. BRS PAMPEIRA 5 RS 2
8. BRS TIOTAKA LT 400 2 SC 3
9. BRS TIOTAKA LT 401 2 SC 3
10. BRS TIOTAKA LT 402 2 SC 3
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11. BRS TIOTAKA LT 403 2 sC 3
12. BRS CATIANA 2 RS 3
13. BRS A702CL 2 GO 3
14. BRS PAMPEIRA 2 GO 3
15. AB 131092 2 GO 3
16. IRGA 409 2 GO 3
17. BRS CATIANA 2 TO 3
18. BRA A702CL 2 TO 3
19. BRS ATALANTA 2 RS 3
20. BRS 502 2 GO 3
21. SCS 121 CL LT735 2 scC 4
22. SCS 121 CL LT 737 2 scC 4
23. BRS PAMPA 2 RS 4
24. SCS 122 MIURA 2 TO 4
25. BRS ESMERALDA PD 2 GO 4
26. BRS A501CL 2 GO 4
27. NA CAMBARA 2 GO 4
28. BRS ESMERALDA 2 GO 4

Para tanto, os nematoides coletados de cada amostra foram fracionados,
individualmente sobre uma lamina sob microscopio com o auxilio de uma pinca
(Figura 3), em uma gota de 2 uL do tampao WLB - Worm Lysis Buffer (880 uL de
agua deionizada, 50 pL de KCI 1 M, 50 pL de solucédo de Gelatin 1%, 10 uL de Tris
HCl ph 8,2 1 M, 4,5 pL de Tween 20 100%, 3,3 uL de proteinase K (20 mg mL) e 2,5
pL de MgClz 1 M (WILLIAMS et al.,, 1994). Ap6s a seccdo, cada nematoide foi
colocado individualmente em microtubo de 0,2 mL identificado e acrescido de 23 uL
de WLB; e, a seguir, foram submetidos a incubacdo em termociclador (60°C por 1
hora, seguido de 95°C por 15 minutos, resfriando a 4 °C) para extracdo do DNA
genbmico, sendo esse processo, repetido para todas as populacdes.
Posteriormente, as amostras das diferentes populacbes de Aphelenchoides sp.,
submetidas a extracdo do DNA gendmico, foram divididas em grupos de cinco ou

dois exemplares, (repeticdo) conforme tabela 2.
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Figura 3. Esquema de corte de um unico individuo de Aphelenchoides sp. para extracdo de DNA.

Para a amplificacdo do DNA e reacdo de PCR, foi utilizado o kit "Platinum”
PCR Supermix (Invitrogen). Novamente foram identificados os microtubos de 0,2 mL,
e, em cada um, foram adicionados 21 pL do supermix (Invitrogen), 2 uL de DNA
gendmico, 1 pL de cada primer, 11F e 11R, anverso e reverso da regidao D2/D3 (AL-
BANNA et al., 2004). No termociclador, a mistura foi pré-aquecida a 94°C, 55°C,

72°C e 4°C, realizando-se 35 ciclos, conforme (Tabela 3).

Tabela 3. Condi¢des de amplificacdo do DNA

Temperatura e duracdo de cada ciclo

94 °C 94 °C 55°C 72 °C 72 °C 4 °C
5 min 30s 45 s 2 min 10 min o0
35 ciclos

Apb6s a amplificacdo do DNA, 8 uL do produto da PCR foi adicionado a uma
hack contendo 1,8 uL de azul de bromofenol, (marcador 1kb na parte inicial do gel)
para visualizacdo em tampao 1X TBE (SAMBROOK et al., 1989) em gel de agarose
a 1% (Figura 4). Nesse sentido, o marcador 1kb foi utilizado para comparacédo das
bandas, sendo a marcacdo 570kb, correspondente ao primer 11, especifico, para A.
besseyi. Apés 18 minutos na cuba com voltagem de 90; 400; 63 V cada gel foi
imerso por 35 min, em solugdo corante “Uni Safe Dye” e visualizado em

transiluminador de luz UV e fotografado para confirmacéo da espécie em estudo.
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Figura 4. Método de extracdo de DNA e realizacdo da PCR . Master mix e primers utilizados para
reacdo (A); Preparacdo dos microtubos para realizar a PCR (B); Amostras colocadas no termociclador
(C); Amostras homogeneizadas na hack com azul de bromofenol e adicionadas ao gel de agarose
(D); Gel na cuba (E); Gel colocado em solugéo corante para revelacéo das bandas (F).

3. Resultados e discussao

3.1. Deteccdo, quantificacdo e determinacdo de niveis de infeccdo do
nematoide da ponta branca em amostras de sementes de arroz provenientes

de diferentes regides orizicolas do Brasil.

A partir das 131 amostras de sementes de arroz analisadas (Tabela 1), detectou-
se a presenca de Aphelenchoides sp., em 21,37% delas, conforme distribuicdo
sequencial por estado (Tabela 4). Entre as amostras onde o nematoide foi
encontrado, as sementes foram provenientes de lotes do Rio Grande do Sul, Santa

Catarina, Goias e Tocantins.
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Tabela 4. Numero de espécimes de Aphelenchoides sp. vivos, mortos e totais
encontrados/100 sementes por amostras, local, safra e sistema de cultivo de arroz

irrigado.
NUMERO DE NEMATOIDES/100 SEMENTES
AMOSTRA LOCAL TIPO DE CULTIVO SAFRA NUM. VIVOS NUM. MORTOS TOTAL
BRS PAMPA Capdo do Ledo/ RS ARROZ IRRIGADO 2016/2017 220 270 490
BRS CATIANA Dom Pedrito/ RS ARROZ IRRIGADO 2017/2018 160 100 260
BRS ATALANTA Capdo do Ledo/ RS ARROZ IRRIGADO 2015/2016 200 170 370
BRS 358 Capdo do Ledo/ RS ARROZ IRRIGADO 2017/2018 120 70 190
BRS PAMPEIRA Uruguaiana/ RS ARROZ IRRIGADO 2017/2018 110 80 190
BRS ESMERALDA Santo Ant. de Goids/ GO ARROZ TERRAS ALTAS 2018/2019 50 120 170
BRS A501CL Santo Ant. de Goids/ GO ARROZ TERRAS ALTAS 2018/2019 0 80 80
AN CAMBARA Santo Ant. de Goids/ GO ARROZ TERRAS ALTAS 2018/2019 40 70 110
BRS ESMERALDA Santo Ant. de Goids/ GO ARROZ TERRAS ALTAS 2018/2019 20 30 50
BRS 502 Santo Ant. de Goids/ GO ARROZ TERRAS ALTAS 2018/2019 20 40 60
BRS A701 CL Goianira/ GO ARROZ IRRIGADO 2018/2019 90 80 170
BRS A702CL Goianira/ GO ARROZ IRRIGADO 2018/2019 30 10 40
BRS PAMPEIRA Goianira/ GO ARROZ IRRIGADO 2018/2019 10 30 40
AB 131092 Goianira/ GO ARROZ IRRIGADO 2018/2019 50 20 70
IRGA 409 Goianira/ GO ARROZ IRRIGADO 2018/2019 10 50 60
BRS CATIANA Lagoa da Confusdo/ TO ARROZ IRRIGADO 2018/2019 10 30 40
BRA A702CL Lagoa da Confusdo/ TO ARROZ IRRIGADO 2018/2019 20 20 40
BRS PAMPEIRA Lagoa da Confusdo/ TO ARROZ IRRIGADO 2018/2019 140 20 160
SCS122 MIURA Lagoa da Confusdo/ TO ARROZ IRRIGADO 2018/2019 70 50 120
SCS 116 SATORU LT 01 Pouso Redondo/SC ARROZ IRRIGADO 2018/2019 50 10 60
SCS 116 SATORU LT 02 Pouso Redondo/SC ARROZ IRRIGADO 2018/2019 30 110 140
BRS TIOTAKALT 400 Tai6/ SC ARROZ IRRIGADO 2018/2019 160 130 290
BRS TIOTAKALT 401 Tai6/SC ARROZ IRRIGADO 2018/2019 50 60 110
BRS TIOTAKA LT 402 Tai6/ SC ARROZ IRRIGADO 2018/2019 200 50 250
BRS TIOTAKALT 403 Tai6/ SC ARROZ IRRIGADO 2018/2019 120 50 170
SCS 121 CL LT 735 Agron6émica/SC ARROZ IRRIGADO 2018/2019 90 80 170
SCS 121 CL LT 737 Agrondmica/SC ARROZ IRRIGADO 2018/2019 30 30 60

Nao foi possivel relacionar a presenca ou auséncia do nematoide a cultivar de

arroz amostrada. Considerando-se a ocorréncia de Aphelenchoides sp. por sistema

de cultivo de uma forma geral, o nematoide foi detectado em 21% das amostras

analisadas, e, entre estas, 79% eram de arroz irrigado e 21% de sequeiro. Nas

amostras de arroz irrigado cuja sementes estavam infestadas pelo patdgeno, 63%

eram provenientes de plantio convencional e 39% de sistema de cultivo pré-

germinado. Entre aguelas amostras provenientes de arroz de sequeiro infectadas

com o patodgeno, todas foram procedentes do estado de Goias.

Levando-se em consideracdo os niveis totais de Aphelenchoides sp. detectados nas

sementes de arroz, os valores variaram de 40 a 490 espécimes/100 sementes. Em
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lotes de sementes provenientes do RS e de SC foram observados os maiores niveis,
ocorrendo em média 300 (190-490) espécimes/100 sementes no RS; e, em Santa
Catarina, um valor médio de 156,25 (60-290) nematoides/100 sementes. J&4 para a
variavel numero de nematoides vivos, nas amostras provenientes do RS e de SC,
também foram observados os niveis médios de infeccdo mais elevados
correspondendo a 162 (110-220) e 91,25 (30-200) nematoides/100 sementes,
respectivamente; seguidos de Tocantins e Goias com 60 (10-140) e 32 (10-90)
nematoides/100 sementes, respectivamente. Com base nos limiares de dano
econdmico estabelecidos por Huang et al. (1976), verificou-se que 60% das
amostras apresentaram niveis de infeccdo acima de 30 nematoides vivos por 100
sementes, e deste total, 28% entre 31 e 100 nematoides; e, 32% delas, acima de
100 nematoides vivos. A andlise dos dados com base nesses valores de infestacao
das sementes, demonstrou que as amostras provenientes do RS e de SC, da
mesma forma, foram aquelas que apresentaram os maiores niveis (acima de 100
nematoides/100 sementes), destacando aquelas oriundas da cidade de Capé&o do
Ledo-RS e de Tai6-SC (Tabela 5). J4 as quatro amostras oriundas de Tocantins e de

Goias apresentaram, predominantemente, niveis baixos e médios.

Tabela 5. Classes de frequéncia do nematoide da ponta branca em sementes de
arroz de diferentes Estados do Brasil conforme niveis de infestacdo estabelecidos
por Huang et al.; (1976).

Localidade Nivel de infestac&o por amostra
o
Estado Cidade N 0 + ++ +++
amostras

RS Capao do Ledo 3 0 0 0 3
RS Uruguaiana 1 0 0 0 1
RS Dom Pedrito 1 0 0 0 1
SC Pouso Redondo 2 0 0 2 0
SC Taib 4 0 0 1 3
SC Agronbmica 2 0 1 1 0
GO Santo Antbnio do Goias 5 1 2 2 0
GO Goianira 5 0 3 2 0
TO ~ 4 0 2 1 1
Total Lagoa da Confusao 27 1 3 9 9

0 = nenhum nematoide vivo encontrado por 100 sementes; + = 1-29 nematoides vivos encontrados
por 100 sementes;++ = 30-99 nematoides vivos encontrados por 100 sementes; +++ = mais de 100
nematoides vivos encontrados por 100 sementes conforme Huang et al. (1976).
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3.2. Caracterizacdo morfométrica e morfolégica de espécies de
Aphelenchoides detectados em amostras de sementes de arroz de diferentes
regides orizicolas do Brasil.

A partir das medicdes dos diferentes parametros morfolégicos e morfométricos
dos espécimes de Aphelenchoides sp. observados, obtiveram-se as respectivas médias
e variacdes em cada amostra analisada separadamente (Tabelas 6; Figuras 5 e 6,
Apéndice 1).

Considerando-se os valores e caracteristicas dos parametros morfométricos e
morfoldgicos dos espécimes em estudo, identificou-se a espécie A.besseyi em todas as
amostras onde se detectou 0 nematoide comparativamente a espécie tipo descrita por
Christie (1942) em populacdes proveniente do morango e de arroz (Fortuner et al.,
1970). No entanto, foram observadas pequenas variagcdes para algumas caracteristicas
mensuradas em trabalhos pelos referidos autores e em outros estudos realizados em
diferentes regides do globo (Apéndice 2).

Figura 5. Morfologia do aparelho reprodutivo e digestivo de machos e fémeas. vulva aparelho
reprodutor feminino (A); espicula, aparelho reprodutor masculino (B); parte anterior do corpo com
esofago visivel (C); labios, estilete e metacorpo visiveis (D).

Todos o0s espécimes avaliados apresentaram esbdfago retangular tipo

afelencoide (Figura 5) com variacdo de 84-78um para fémeas e 82-71um para machos.
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Na extremidade da cauda, tipo conoidal, foram observados de dois a quatro mucros,
normalmente divergindo em forma de estrela, tanto para machos quanto para fémeas
(Figura 6). Em trabalho conduzido por Fortuner (1970), tal curvatura da cauda dos
machos de A. besseyi mortos ou relaxados apresentando de 2 a 4 processos terminais
também foram descritos, 0 que condiz com 0s espécimes machos encontrados no
trabalho (Figura 6.1). Apesar da variagdo verificada nas amostras avaliadas, em média,
foi observado trés mucros independentemente do sexo do nematoide. No entanto, em
duas amostras do RS, trés de GO e uma de SC, verificou-se um mucro a menos no
macho; e, em trés amostras provenientes de SC, tanto em machos como fémeas, foi
verificada a presenca de quatro mucros. Os valores estdo de acordo com aqueles
estabelecidos para A. besseyi pelo autor referido acima além dos trabalhos de Amim
(2002). Além disso, os machos apresentaram um menor comprimento das espiculas, na
meédia, em relacdo as variacdes descritas por Fourtner (1970) e semelhante as descritas
por Amim (2002).

Tabela 6. Parametros morfométricos (um) e morfologicos de fémeas e machos adultos
de 27 populacbes de Aphelenchoides besseyi provenientes de diferentes regides
orizicolas brasileiras.

ok

Amostra L St Esof.** A b c V% Espicula Mucros*
26. BRS PAMPA ©663,43 12,52 81,617 38,21 8,42 21,18 68 - 3(4-2)
3606,11 12,10 78,516 41,47 8,31 17,34 - 15,12 2(4-2)
5. BRS CATIANA 707,52 11,80 81,376 44,18 8,65 21,68 68 - 3(3-2)
545,06 11,03 80,519 42,12 8,21 19,11 - 14,78 3(4-2)

3. BRS ATALANTA 738,91 11,25 82,807 42,57 9,32 20,15 67 - 3(4-3)_

- - 80,971 - - - - - -

1. BRS 358 681,32 13,63 81,456 41,75 8,56 22,64 67 - 3(3-2)
545,16 10,98 80,320 35,82 8,86 20,42 - 16,10 2(3-2)
4, BRS PAMPEIRA 747,13 12,32 80,344 43,85 9,55 19,91 67 - 3(4-2)
589,32 13,11 71,546 35,94 9,03 20,66 - 13,83 3(4-2)
31. BRS ESMERALDAPD 701,03 11,60 82,517 39,64 8,86 20,85 70 - 3(3-2)
542,57 11,10 79,661 33,15 9,31 20,96 - 15,00 3(4-2)
32. BRS A501CL 689,93 10,80 80,517 41,79 9,34 18,98 72 - 3(3-2)
586,22 9,62 76,766 39,12 8,13 20,81 - 14,92 2(3-2)
34. AN CAMBARA 691,45 11,61 78,317 39,85 10,57 23,52 70 - 3(4-2)
580,23 11,04 75,244 35,99 10,10 19,31 - 13,76 2(3-2)
35. BRS ESMERALDA PC 702,32 11,04 83,519 39,32 8,67 19,13 70 - 3(3-2)
597,52 10,56 82,677 43,00 8,32 18,62 - 16,23 3(3-2)
37.. BRS502 697,35 11,32 83,516 42,68 9,32 21,43 67 - 3(4-2)
547,66 11,11 79,856 33,84 9,00 18,32 - 16,50 3(4-2)
41. BRSA701CL 700,03 12,05 83,617 39,65 9,55 22,72 68 - 3(3-2)
610,93 11,05 80,515 33,90 9,16 19,82 - 15,00 2(4-2)

42. BRS A702CL 656,52 11,89 81,434 43,08 9,32 20,88 65 - 3(4-2)
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600,89 12,02 77,608 42,61 9,61 16,51 - 13,88 3(4-2)
43. BRS PAMPEIRA 636,77 11,89 84,003 37,68 8,51 20,62 75 = 3(3-2)
508,33 11,24 78,107 33,16 8,67 17,90 = 14,39 3(3-2)
44. AB 131092 608,92 12,13 82,457 3561 8,63 18,79 78 - 3(4-3)
576,92 10,11 80,133 39,61 8,55 16,64 - 15,68 3(4-2)
45. BRIRGA 409 671,52 12,04 80,223 40,94 9,01 19,62 69 - 4(4-3)
504,30 12,08 78,661 32,49 8,06 19,87 15,67 3(4-2)
49. BRS CATIANA 632,45 11,32 83,451 40,63 8,57 21,32 70 - 3(4-3)
547,83 12,02 79,133 32,99 8,04 20,10 - 14,76 3(4-3)
50. BRA A702CL 687,72 11,52 81,034 39,55 8,92 20,99 70 = 3(4-3)
532,83 10,31 78,100 30,44 9,32 18,77 - 17,46 2(4-2)
51. BRS PAMPEIRA 649,58 10,68 78,108 37,25 9,52 20,61 75 - 3(4-2)
577,12 10,11 75,664 40,93 8,52 20,00 - 17,23 3(4-2)
52. SCS122 MIURA 655,80 11,80 87,366 37,33 9,69 20,14 68 = 4(4-3)
591,14 12,30 82,514 34,78 8,92 20,61 = 16,35 4(4-3)
100. SCS 116 SATORULTO01 689,32 12,08 76,318 36,94 9,84 20,62 70 - 3(4-2)
616,19 10,92 75,009 39,46 8,89 19,82 - 16,54 3(4-2)
101. SCS116SATORULTO02 671,90 11,45 81,667 37,11 8,34 20,32 70 = 4(4-2)
598,25 11,28 78,987 40,73 8,31 19,35 = 15,91 4(4-2)
116. BRSTIOTAKALT400 621,03 10,32 81,353 38,03 8§11 19,54 68 - 3(4-2)
533,24 10,02 80,917 34,81 8,52 19,23 - 14,65 3(4-3)
117. BRSTIOTAKALT401 689,39 11,52 82,516 41,56 10,52 18,98 69 = 3(4-3)
587,34 11,21 79,008 41,92 8,22 19,82 = 14,89 3(4-3)
118. BRS TIOTAKA LT 402 671,21 9,90 81,544 3594 8,56 19,52 67 - 3(4-2)
602,80 11,01 76,008 40,12 8,34 18,10 - 15,35 3(4-2)
119. BRSTIOTAKALT403 644,10 11,52 81,617 37,66 10,10 19,72 70 = 4(4-2)
566,98 10,91 79,663 31,13 8,62 18,54 = 14,90 4(4-2)
125. SCS121CLLT 735 691,04 13,01 84,317 42,26 8,91 21,23 67 - 3(4-3)
566,97 11,00 81,600 30,01 8,62 18,62 - 15,54 3(4-3)
126. SCS 121 CLLT 737 689,00 12,81 82,655 43,57 8,32 21,96 69 = 3(4-3)
601,82 11,52 80,103 42,89 8,92 20,32 = 15,11 2(4-2)
Média 677,28 11,70 82,513 39,95 9,10 20,63 69,4 - 3(3,16)
571,68 11,14 80,509 37,01 8,92 19,21 - 15,36 3(2,86)
Variagéo 608-747 9,9-13,6  84-78 35,6-44,1 8,1-10,5 18,7-23,5 65-68 - 3-4
504-616  9,6-3,1 82-71 30-42,8 8-10,1 16,5-20,9 - 13,7-17,4 2-4

aNumeracgéo conforme tabela 1."Os valores morfométricos referem-se ao menor e maior valor obtido nas
populagdes de cada amostra. **Comprimento; Origem das amostras: RS; 2GO;3 TO; “SC. Fémea primeira
linha e macho o segundo na linha para cada amostra

Em relacdo ao comprimento do corpo dos espécimes mensurados, verificou-se
gue as fémeas de A. besseyi, foram, em média, 100 um maiores que 0s machos; porém,
dependendo da populacédo, essa diferenca foi maior (Tabela 6) em aproximadamente
metade das amostras, sendo essas diferencas comumente encontradas em estudos
desde a primeira caracterizacdo da espécie (Christie, 1942) até a ultima década (Jesus,
2015).
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Na andlise dos dados de comprimento de estilete, os valores observados estao
de acordo com as descricdes de Fortuner et al. (1970), Kham et al. (2012) e Jesus
(2015), muito embora tal variagdo comparada aquela de Allen (1952) e Amim et al.
(2002), seja de aproximadamente 1 a 2 pm menor, dependendo do sexo da referida
espécie.

Os valores dos dados morfométricos de a para os machos [37,01(30,42,8)] e
fémeas [39,95(35,6-44,1)] de A. besseyi observados na Tabela 6 estdo de acordo com
aqueles de Christie et al. (1942), Allen et al. (1952), Amim et al. (2002) e Jesus et al.
(2015). Em relagéo a ‘b’, os valores observados no presente trabalho foram menores
gue aqueles descritos pelos autores acima citados uma vez que tal parametro é funcéo
da relacdo entre comprimento do esdfago e comprimento do corpo, cuja média do
primeiro foi em média de 82,51, indice superior aqueles citados nos referidos trabalhos.

Os valores de c¢ (razdo entre comprimento do corpo e cauda) dos espécimes
encontrados em comparacdo aos dados descritos para as populacdes de A.
besseyi registradas no Egito, por Amim (2002) e por Christie (1942) estdo de acordo
conforme variacdo de 15,6-20,5um, porém quando comparados aos valores
estabelecidos por Jesus ( 2015) e Kham et al. (2012) sdo maiores.

Figura 6. Micrografia da cauda conoidal de espécimes de Aphelenchoides besseyi provenientes de
amostras de sementes de arroz. A) cauda apresentando dois mucros; B) cauda apresentando trés mucros;

C) cauda apresentando de trés a quatro mucros; D e E) cauda apresentando quatro mucros.

N&o foram observados espécimes machos na populagéo oriunda da cultivar
de arroz BRS Atalanta (Capéo do Ledo/RS), o que indica uma possivel reproducéo das
fémeas por partenogénese. Em trabalhos como, Huang et al., 1979; Gokte & Mathur,
1989; Gokte-Narkhedkar et al., 2001, ha relatos de amostras em que também
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apresentaram variagdo no modo de reproducdo de A. besseyi, constando predominante
a presenca de fémeas. Fatores ambientais, tais como temperatura, hospedeiro,
disponibilidade de alimento e origem geografica podem induzir extensivas variaces
intraespecificas na morfologia, reproducao e morfometria em nematoides (Tarte & Mai,
1976; Doucet et al. 2001; Fu et al., 2012; Fonderie et al., 2013). No entanto, estudos
genéticos, morfométricos e morfoldgicos com um maior nimero de espécimes dessa

populacdo sdo necessarios para elucidar tal observacao.

.3.3. Caracterizacdo molecular de espécimes de Aphelenchoides sp.

A partir da visualizacdo dos géis de agarose, verificou-se a presenca de uma
Unica banda de aproximadamente 570pb, caracteristica de A. besseyi de acordo
com padrao estabelecido por Sercero (2019), confirmando, assim, a presenca do
nematoide da ponta branca em tem todas as amostras analisadas (Figura 6).

570pb

SRS aED e ‘

570pb — | |

570pb

570pb

Figura 7. Produto da PCR de 27 populacdes de Aphelenchoides besseyi provenientes de sementes
de arroz em géis de agarose a 1% utilizando-se o primer espécie-especifico 11 com marcador
molecular 1 Kb.

Tanto para as populacdes do nematoide de arroz do gel 1 (Amostras 1 a 4)
e 2 (Am. 5 a 7) quanto dos géis 3 (Am. 8 a 19) e 4 (Am. 20 a 27),
independentemente do niumero de repeti¢des, foi evidenciada a presenca da mesma
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banda de 570bp obtida a partir do produto da PCR da populacao tipo de A. besseyi
proveniente de soja (Gel 1), o que demonstra a eficiéncia desse marcador (prime 11)
na caracterizacdo dessa espécie para os diferentes estados/regides onde o
nematoide foi detectado em sementes de arroz.

Segundo Cheng 2013, com o desenvolvimento da biologia molecular, a
tecnologia de engenharia genética foi aplicada na pesquisa do genoma de
nematoides parasitas de plantas. Os métodos moleculares sdo amplamente
utilizados para estudar a maneira eficaz e segura de identificar e prevenir
nematoides parasitas de plantas. O método de PCR tem sido amplamente utilizado
para a identificacdo de nematoides parasitarios de plantas (Zijlstra et al. 2000; Adam
et al. 2007; Devran e Sogut 2009). No ano de 2016, na Turquia, Devran et al.,
desenvolveu um método de deteccdo molecular rapida para A. besseyi sem a
remocgao do nematoide dos tecidos das sementes de arroz. Ja o primer desenvolvido
por Sercero (2019) e utilizado nesse trabalho traz para a comunidade cientifica e
para empresas de pesquisa a praticidade juntamente com a eficiéncia na
identificacdo de A. besseyi em sementes, mas também em cultivares de soja que
apresentem sintomas ocasionados pela presenca do patégeno.

Jesus et al. (2016) e Rybarczyk-Mydlowska et al. (2012) desenvolveram
protocolos de deteccdo por meio da técnica de PCR em tempo real quantitativo
(QPCR), para espécies do género Aphelenchoides sp. Porém a implantacdo desses
protocolos em rotinas laboratoriais, além do elevado custo das analises, em muitos
casos é proibitivo para rotina. Além disso, deve-se também levar em consideracéo, a
variabilidade genética existente entre populacdes do nematoide.

Atualmente, a taxonomia integrativa tem sido usada para diagnosticar
espécies de diferentes patdégenos em funcdo das dificuldades tanto para a
taxonomia classica, baseada em observacdes morfométricas e morfolégicas, assim
como no uso indiscriminado de um marcador molecular que muitas vezes pode
apresentar polimorfismo para outras espécies que ndo aquela alvo. Nesse sentido,
uma caracterizacdo nao elimina a outra e sim complementa. Em varios
patossistemas nematoides x plantas, o uso da taxonomia integrativa tem levado ao
diagnostico de muitas espécies até entdo sinonimizadas ou identificadas
erroneamente. Em arroz, por exemplo, até 2017, muitas espécies de Meloidogyne
gue afetam o arroz vinham sendo sinonimizadas como M. graminicola. Com trabalho

de Negretti et al. (2017) e Mattos et al. (2018), através da taxonomia integrativa,
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pode-se separar M. graminicola de M. oryzae, assim como também sinonimizar e
caracterizar variantes da primeira (Santos, 2020).

O nematoide da ponta branca do arroz esta presente nas areas de cultivo de
arroz em muitos paises do mundo (EPPO 2009). Os nematoides fitoparasitas sédo
um dos organismos que apresentam maior dificuldade para serem identificados, pois
apresentam muitos obstaculos em relacdo ao seu tamanho diminuto, que dificulta a
observacdo de caracteristicas morfolégicas e morfométrica, que devem ser
comparadas com chaves para diagnostico em nivel de espécie (HEYNS, 1983).
Nesse sentido, a caracterizacdo correta de uma determinada espécie € a chave para
o diagnéstico correto de uma nematose e posterior proposicdo de manejo.

A ocorréncia do nematoide da ponta branca, A. besseyi, embora tenha sido
um problema na orizicultura brasileira ha mais de 40 anos atras, atualmente, em
nossas condi¢cdes, tem causado problemas pontuais na cultura, uma vez que a
grande maioria das cultivares comerciais tem em sua constituicdo genética,
resisténcia incorporada a tal patdgeno desde meados da década de 70 quando
entdo a cultivar americana Bluebelle foi incorporada nos cruzamentos realizados no
pais (Oliveira 1987). Além disso, os danos estdo também estreitamente relacionados
a temperatura e umidade relativa do ar elevadas (Fortuner; Williams, 1975). Somado
aos fatores climaticos e genéticos, o nivel de infestacdo das sementes com o
patégeno é um dos principais fatores limitantes jA no plantio. Nesse sentido,
considerando-se o0 nivel de dano em funcdo do limiar de infestacdo descrito por
Fortuner e Williams (1976) (=30 nematoides vivos/100 sementes) e Huang et al
(1976), aproximadamente 74 e 33% (nivel médio e alto) das amostras avaliadas,
nesse estudo, respectivamente, poderiam dar problemas em lavouras irrigadas,
predominantemente, sob condi¢des favoraveis.

Ja pela analise dos dados, com base no limiar de infestacdo de sementes de
Fukano (1962) (300 nematoides vivos/100 sementes), nenhuma das amostras
avaliadas entraria nesse limite. No entanto, conforme Nunes (2013), em época de
cultivo onde a umidade relativa do ar persiste durante o ciclo produtivo do arroz,
elevada taxa de abortamento das flores e grande niumero de graos chochos podem
ocorrem em niveis menores de infestacdo iniciais das sementes. Contudo, limiares
de danos menores para cultivares suscetiveis podem ser um fator limitante conforme
relatou Fukano (1962) para as condi¢bes do Japéo onde o referido autor sugere que

um nivel de infestacdo de 30 ou mais nematoide/100 sementes é suficiente para
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causar prejuizos consideraveis em variedades suscetiveis, na colheita. Se 0 mesmo
parametro for usado para as regibes em estudo, mais de 15% das lavouras
orizicolas poderiam resultar em danos causados por A. besseyi no campo. Nao se
sabe, porém, se a relacdo de dano potencial e inéculo relatada naquele pais
(Fukano,1962) poderia ser aplicado as a realidade brasileira, cujas condi¢cdes
climéticas, praticas culturais e variedades utilizadas s&o distintas.

Apesar do problema da ponta branca ser ocasional, no Brasil, o arroz tem
sido rotacionado com diferentes espécies vegetais (SOSBAI 2007). No estado do
Rio Grande do Sul e centro-oeste do pais, as culturas mais utilizadas em rota¢éo ou
em sucessao com o arroz sdo o milho, a soja e o sorgo, além de algumas espécies
de pastagens. A utilizacdo dessas culturas visa a diminuir os niveis de infestacao de
plantas daninhas, melhorar o uso e qualidade do solo, otimizar o0 uso das maquinas
e da mao de obra, quebrar ciclos de doencas e pragas e aumentar a rentabilidade
da area (Gomes et al.; 2002, Barneche 2016). A utilizacdo da rotacao entre arroz e
soja vem crescendo cada vez mais no Brasil com o intuito de diversificar a renda do
produtor. Nesse sentido, a simples presenca de A. besseyi no solo pode ser
considerado como potencial de inéculo para o cultivo sequencial de soja no mesmo
local, muito embora pouco se saiba sobre a patogenicidade de populacdes
provenientes do arroz nessa cultura. Dessa maneira, faz-se necessario o estudo
sobre as populacdes oriundas do arroz e sua patogenia na cultura da soja (Capitulo
2) com o intuito de prospectar o impacto da introducdo da soja em areas ja

contaminadas pelo patogeno.

4. Conclusodes

Dentro das amostras de arroz recebidas oriundas de diferentes regides do
Brasil, 20,61% delas estdo infectadas com A. besseyi, cujos niveis de nematoides
vivos nas sementes variaram de 10 a 220.

Apesar de baixa, a incidéncia do nematoide da Ponta Branca em lotes de
sementes de arroz, aqueles provenientes de lavouras de arroz irrigado foram mais
frequentes que as de arroz de sequeiro; e, dentre aquelas amostras de arroz
irrigado, aquelas oriundas do cultivo convencional apresentaram maior taxa de

deteccéo.
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A utilizacdo do primer 11 para caracterizacdo molecular das populacdes
estudadas permitiu a identificacéo de A. besseyi em todas as amostras, confirmando

a identificacdo desse nematoide por caracteres morfolégicos e morfoméricos.



Capitulo 1l

Patogenicidade de populacdes de Aphelenchoides besseyi provenientes de
arroz em soja.

48
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1. Introducéo

A producédo de soja (Glycine max) estd entre as atividades econdmicas que,
nas Ultimas décadas, apresentou crescimento mais expressivo no Brasil, segundo
maior produtor (CONAB, 2020). Na safra 2014/15, cerca de 95.070,2 milhGes de
toneladas de soja foram colhidas no pais em uma area de aproximadamente
31.573,0 milhBes de hectares, com uma produtividade média de 3.011 kg.ha-1
(Conab, 2015). Ja em 2020, foi obtida uma producéo recorde estimada em 120,9
milhGes de toneladas, ganho de 5,1% em relacdo a safra 2018/19, com uma
produtividade média de 3168 Kg/had e uma area plantada de 36.949,9 milhdes de
hectares, 3% acima da &rea plantada na safra 2018/19 (CONAB 2020).

A soja foi introduzida no Brasil via Estado da Bahia em meados do século 19
e, atualmente, € uma das mais importantes culturas que gera renda para o pais. A
soja € uma das commodities de maior importancia para economia Brasileira, sendo o
principal grdo produzido e exportado. A balanca comercial de fevereiro/2019,
divulgada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), mostra
gue a exportacdo chegou a 6,1 milhdes de toneladas de soja, superando recordes
anteriores de 3,5 milhdes (CONAB, 2019).

Para atingir indices consideraveis de produtividade é necessario controlar
uma série de problemas fitossanitarios que afetam a cultura. Diversos fatores
contribuem para perdas de producdo em lavouras de soja, especialmente aqueles
associados a ocorréncia de doencas e pragas. Nos ultimos anos, os fitonematoides
tém se destacado como uma das principais pragas da cultura em todo o pais
(SILVA, 2018).

H& mais de dez anos (temporada 2005-2006), a ocorréncia da sindrome de
“Soja Louca II” (Gilioli et al. 2007 ) surgiu no Brasil, cujos principais sintomas
caracterizavam-se por um distlrbio das hastes com retencéo foliar o qual atingiu
niveis epidémicos, principalmente nas regides quentes e chuvosas dos estados do
Maranhdo, Tocantins, Para e norte de Mato Grosso, causando perdas na producao
de soja de até 100% (Meyer et al. 2008 ; 2009 ).

Diversas investigacfes foram estabelecidas para identificar o agente causal
dessa doenca. Segundo Meyer (2017), estudos relacionados a virus, deficiéncias

nutricionais, reacdo a herbicidas e associacdo a acaros foram inicialmente
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conduzidos e posteriormente descartados; sendo sugerida como uma possivel
causa, o nematoide do género Aphelenchoidescom o trabalho sobre o
amachamiento do feijao comum (Chaves et al. 2013). No entanto, somente em 2017
Meyer e colaboradores estabeleceram a natureza do patdgeno identificado como
Aphelenchoides besseyi Christie, 1942 (MEYER et al.,, 2017). Nesse sentido, o
Ministério da Agricultura reconheceu a "Soja Louca II" como uma nova doenca que
ameaca a cultura no Brasil uma vez que desde a safra 2005/2006, tal problema
também referido como uma sindrome vinha causando reducdes de até 60% na

produtividade da soja, principalmente em regides quentes e chuvosas.

Aphelenchoides besseyi € capaz de infectar a planta movendo-se
internamente por seus tecidos desde a raiz, e, ao parasitar a parte aérea, pode
causar o sintoma da haste verde e retencéo foliar, nome adotado em referéncia a
sindrome recentemente (FRANCA et al.; 2019). Nesse sentido, 0s principais
sintomas causados por este nematoide na parte aérea sdo a retencdo foliar com
embolhamento e afilamento das folhas, engrossamento dos nds e haste (caneluras),
e abortamento de flores e vagens (FAVORETO et al., 2017; MEYER et al.,2017).

Os sintomas podem comecar no estagio vegetativo V5-V6, porém sdo mais
comuns a partir da floracdo até a época da colheita, quando as plantas doentes
permanecem com o0s caules, peciolos, folhas e vagens de tom verde. As plantas
apresentam sintomas semelhantes a viroses, como distor¢des, formacéo de bolhas,
amarracdo e espessamento das nervuras. As hastes permanecem verdes e as
vezes sao torcidas e estriadas, com nds aumentados. As vagens sdo distorcidas,
espessadas, com necrose marrom avermelhada. Altos niveis de abortamento de
flores sdo comuns, e, eventualmente, a proliferacao de brotos pode ocorrer (MEYER
et al. 2009; MEYER et al. 2010).

De acordo com Meyer et al., (2010), o elevado indice de abortamento das
vagens € mais intenso no terco superior das plantas infectadas e diminui
gradativamente em direcdo a base. Além disso, na maioria das vezes, ocorre a
formacdo de novas inflorescéncias e sintomas de superbrotamento, o0s quais
interferem no processo de maturacdo da planta, que se apresenta verde mesmo
depois da dessecacdo com herbicidas. Ainda, conforme os mesmos autores, a
coloracédo esverdeada das plantas ja em final de ciclo, como nos estadios R7 e R8

(maturacéo plena da planta), é distribuida em reboleiras ou em linhas de semeadura
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que, a campo, sao faceis de serem notadas quando comparadas com plantas nao
infectadas, que apresentam caracteristica e cor tipica de final de ciclo e
senescéncia. Dessa forma, a presenca de plantas verdes na area dificulta a colheita
e causa o embuchamento das maquinas, afetando drasticamente a eficiéncia de

colheita.

Segundo Meyer; Hirose (2012), até 0 momento ndo sdo conhecidas cultivares
com resisténcia ou tolerancia ao patégeno, sendo indicado o manejo de solo e da
cultura. Dessa forma, € de extrema importancia o monitoramento dos niveis
populacionais do nematoide na area a fim de diminuir os danos. Para tanto, uma das
alternativas de manejo da praga € a dessecacao das areas antecipada a semeadura
de soja e algodéo, além do controle de plantas invasoras hospedeiras de A. besseyi.

Nos locais onde a sindrome da haste verde ocorre, tem sido preconizada a
rotacdo de culturas com o arroz. No entanto, pouco se sabe sobre a patogenicidade
de populagcdes do nematoide da ponta branca (A. besseyi) que naturalmente
ocorrem em areas tradicionalmente cultivadas com a cultura. Mesmo sendo uma
realidade a sucessdo de soja a cultura do arroz irrigado em ambientes de terras
baixas, no RS, ha mais de 10 anos (Scivittaro, 2017), suposi¢cdes sobre a ocorréncia
da sindrome da haste verde no estado (Phytus, 2016) e a etiologia do agente
fitopatogénico envolvido, ndo foram comprovadas. Além disso, pouco se sabe sobre
0 emprego da cultura do arroz em rotagcdo com a soja em locais/regides do pais
onde o problema da sindrome da haste verde ocorre. Considerando-se a presenca
de A. besseyi como fator priméario a ocorréncia da sindrome da haste verde na soja e
gue a cultura vem sendo rotacionada com arroz irrigado ou sequeiro em areas com
histérico de ponta branca, foi objetivo desse trabalho, avaliar a patogenicidade de
populacdes de Aphelenchoides besseyi, provenientes de lotes de sementes de arroz

de diferentes regides orizicolas do pais na cultura da soja.

2. Material e métodos

A partir de amostras de arroz infectadas com A. besseyi (Capitulo 1), trés
populacdes do nematoide, provenientes de lavouras dos municipios de Capéo do
Ledo-RS (APH 1), Goianira-GO (APH 11) e Lagoa da Confuséo-TO (APH 18); e,
uma de soja (Sll) de Ipiranga do Norte/ Mato Grosso (local com sintomas de Haste

Verde), foram primeiramente multiplicadas in vitro no laboratério de Nematologia da



52

Embrapa Soja, em Londrina, Parana, conforme metodologia de Favoretos (2011).
Para tanto, 15 fémeas e 5 machos de A, besseyi, extraidos das sementes de cada
amostra sob microscépio esteroscopico, foram axenizados em solucdo de 0,01g de
ampicilina com 100 mL de agua esterilizada. A seguir, os espécimes foram
transferidos para placas de Petry contendo colonias de Fusarium sp. crescidas em
BDA (Batata-Dextrose-Agar) e mantidas em BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) no escuro a 25°C £ 1°C por 30 dias para multiplicacdo do nematoide e

posterior uso como inéculo no estudo da patogenicidade em plantas de soja.

Em casa de vegetacéao, vasos de isopor de 1L contendo a mistura de solo e
areia (2:1) esterilizada, foram primeiramente semeados com a cultivar de soja BRS
284, sabidamente suscetivel a A. besseyi e a manifestacdo da Sindrome da Haste
verde (Meyer et al.,2017). Decorrido uma semana da semeadura, vasos contendo
uma Unica planta, foram inoculados com 600 ou 1200 espécimes de cada uma das
guatro populagcbes do nematoide utilizando-se cinco repeticdes, em experimento
fatorial com delineamento completamente casualizado. Como testemunhas, plantas
de soja da mesma cultivar receberam apenas agua destilada. A inoculacdo foi

realizada pela deposi¢céo de uma aliquota de 1000 uL contendo o indculo em orificio

aberto no solo, ao lado do colo de cada planta (Figura 8).

A

Laboratério
B Nematologia II/
Fitopatologia

Figura 8. Avaliagdo da patogenicidade de populacdes de A. besseyi em soja (BRS 284) A)
Laboratorio de Nematologia Il na Embrapa Soja; B) Casa de vegetacdo em que foi montado o
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experimento; C) Nebulizacdo das plantas; D, E e F) Plantas de soja inoculadas com o nematoide 50
dias apo6s o plantio.

Os vasos contendo as plantas inoculadas ou néo, foram mantidos em casa de
vegetacdo com periodos de nebulizacdo constantes del5 segundos a cada meia
hora e com temperatura média de 26°C + 2°C. Decorridos 50 dias da inoculacdo, as
plantas dos diferentes tratamentos foram avaliadas quanto aos sintomas da haste
verde (MEYER et al. 2009; 2010) e fotografadas.

A sequir, a parte aérea de cada planta de soja foi removida do vaso, pesada
individualmente; e, posteriormente, lavada e processada (Figura 9). O processo de
lavagem de cada planta foi conduzido dentro de um saco plastico e repetido por
cinco vezes, cuja suspensdo liquida foi vertida sobre as peneiras de 20 e 500
meshes e recolhida em Becker para posteriormente transferéncia a tubos de ensaio,
devidamente identificados. Paralelamente, apdés a lavagem da planta, a mesma foi
processada em liquidificador com agua por 30 segundos, a seguir, a respectiva
suspensao foi vertida sobre as peneiras de 20 e 500 meshes e recolhida em um
Becker para centrifugacdo em solucdo de sacarose (400g acucar em 1L de agua
esterelizada) conforme Hussey; Barker (1973) modificado por Boneti; Ferraz (1981),
cujo volume recolhido foi transferido para tubo de ensaio para posterior avaliacao

guanto ao numero de nematoides (Figura 9).

A seguir, as suspensofes lavadas e ou processada da mesma amostra, foram
transferidas individualmente para tubos de ensaio, permaneceram em repouso por
24 horas, e, logo foram reduzidas para 4 ml, retirando o sobrenadante com seringa
sem movimentar o fundo da suspensédo (Figura 10). Com uma pipeta graduada, a
suspensao de cada subamostra foi agitada, e, transferida para lamina de Peters
para quantificacdo dos nem sob microscopio estereoscopio, determinando-se assim,
0 numero de nematoides obtidos da lavagem da planta ou processamento,
populacdo final total e fatores de reproducdo do nematoide (FR=Populacéo
final/populacéo inicial; Oostembrink, 1966) obtidos dos processos de lavagem,
processamento e total , A reacdo dos genoétipos de soja ao nematoide foi dada pelo
FR, onde valores FR>1, indicou suscetibilidade e FR<1, resisténcia do genotipo de

soja testado.

Posteriormente, os valores de massa fresca da parte aérea, numero de

nematoides obtidos da lavagem da planta ou processamento, populagéo final total e
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fatores de reproducdo do nematoide (FR=Populagdo final/populacdo inicial;
Oostembrink, 1966) obtidos dos processos de lavagem, processamento e total
(dados transformados em raiz x+1), foram submetidos a ANOVA, sendo a seguir,
analisada a interacdo entre os fatores (populacdes de nematoides e niveis de
inoculo); cujas meédias das respectivas variaveis e tratamentos foram comparadas
entre si, conforme significancia ou ndo da interacdo, pelo de teste Duncan a 5%
através do programa SAS 9.3.

A

Figura 9. Lavagem e processamento das amostras: A) pré-lavagem da planta de soja; B) lavagem da
planta; C) recolhimento da suspensdo em Becker; D) processamento das amostras em liquidificador;
E) peneiramento; e, F) recolhimento da suspenséo processada em Becker para posterior avaliagdo do
ndmero de espécimes de A. besseyi/amostra.
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Figura 10. Contagem do numero de nematoides nas amostras lavadas e processadas. A) Tubos de
ensaio contendo nematoides para contagem; B) Materiais utilizados para reducdo da amostra e
lamina de peters para contagem; C) Tubo de ensaio contendo amostra reduzida a 4 ml.

3. Resultados e discusséo
3.1. Avaliacao dos sintomas das plantas inoculadas com A. besseyi

A inoculacdo das plantas de soja com A. besseyi, independentemente do
nivel de in6culo (600 ou 1200 espécimes/planta) e da origem da populacéo, resultou
no desenvolvimento de sintomas caracteristicos da sindrome da haste verde como
nanismo e embolhamento foliar; retorcimento e embolhamento foliar; tons de verde
escuro mais intenso juntamente com embolhamento foliar em todas as plantas de
soja (Figura 1la-c); ao passo que nas plantas ndo inoculadas, ndo foram observas

alteracoes conforme pode ser observado na Figura 11d.
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Figura 11. Sintomas de haste verde e retencéo foliar em plantas de soja inoculadas com populac¢des
de A. besseyi oriundas do arroz: A) nanismo e embolhamento foliar; B) retorcimento e embolhamento
foliar; C) tons de verde escuro mais intenso juntamente com embolhamento foliar; D) comparacédo de
planta inoculada, com sintomas, em relagédo a testemunha (ndo inoculada).

3.2. Reproducéo das populacdes de A. besseyi provenientes de arroz em soja e
efeito do nematoide no desenvolvimento das plantas

De uma forma geral, verificou-se interacéo entre os fatores para a maioria das
variaveis analisadas no presente estudo (Tabela 7). Quando avaliado o namero de
nematoides recuperados das plantas de soja inoculadas pelas duas formas de
extracao, verificou-se interacdo significativa entre os fatores (populacédo e nivel de
in6culo) apenas para lavagem da parte aérea; ja para processamento, verificou-se
significancia apenas para nivel de in6culo. Quando considerada a populacéo final de
A.besseyi (lavagem + processamento da amostra) e o0s respectivos fatores de
reproducdo (FR) do nematoide obtidos em cada processo de extragdo e o FR total
(Populacdo final=lavagem + processamento), houve interacdo entre os fatores
(P<0,05) para essas variaveis. No entanto, para massa fresca da parte aérea, o

efeito foi significativo apenas para populacdes de A. besseyi.
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Tabela 7. Analise fatorial das variaveis massa fresca da parte aérea (MFPA),
namero de espécimes de A besseyi (Ab) obtidos na lavagem, nimero de nematoides
obtidos no processamento, populacdo final (lavagem + processamento), fator de
reproducao 1(Pf lavagem/Pi), fator de reproducédo 2 (Pf processamento/Pi), fator de
reproducao total (Pf/Pi), e nivel de significancia.

MFPA Ne Ab Ne Ab PF FR1 FR2 FRT
Lavagem Processamento (n° Ab/pl.)

Populagdo 0,001** 0,001** 0,308 0,002** 0,001* 0,005** 0,034ns
Nivel de 0,015* 0,016** 0,001** 0,001* 0,001* 0,001** 0,001**
indculo

Pop.*indculo  0,637™ 0,006** 0,274ns 0,050* 0,001* 0,041** 0,042*

*significativo a 5% de probabilidade; ** significativo a 1% de probabilidade; ns- ndo significativo.

Considerando-se o processo de lavagem na recuperacdo de espécimes de A.
besseyi das plantas (Tabela 8), maior nimero de nematoides foram observados nas
populacdes provenientes de arroz APH 18 e APH1l para ambos os niveis de
in6culo. Ja para a recuperacdo de A. besseyi pelo processamento do material,
houve significancia apenas para o maior nivel de in6culo inicial, onde o namero de
nematoides obtidos das populacdes de arroz ndo diferiu entre si e foi significante
superior aquela proveniente da populacdo de soja (Sll). Quando analisados os
valores de populacdo final total, dentro do menor nivel de inéculo (600
A.besseyi/planta), as populacdes APH 18 e APHO1 resultaram em maior nimero de
nematoides obtidos. Em relacdo ao maior nivel de indculo (1200 A.besseyi/planta), o
numero de espécimes recuperados foi inferior ao nimero de espécimes inoculados,
porém mesmo assim, duas das trés populacdes provenientes do arroz reproduziram

mais que aquela proveniente da soja a qual ndo diferiu de APHO1.

Analisando-se os indices populacionais do nematoide para niveis de indculo,
dentro de cada populacdo de A. besseyi, maiores valores foram observados com a
populacdo inicial de 600 espécimes/planta na populacdo APH18 para amostras
submetidas a lavagem ou processamento do material em liquidificador seguido de
centrifugacdo e recuperacdo em solucdo de sacarose. Para a variavel
processamento, efeito significativo foi observado em APHO1 e APH 18, cujos
maiores valores foram obtidos com o menor nivel de in6culo. J& para a variavel
populacdo final (total), exceto para APH11, maiores indices populacionais foram

também observados como o inéculo inicial de 600 espécimes/planta para as demais.
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Tabela 8. NUmero de nematoides extraidos pela lavagem e processamento da parte
aérea, e, populacéo final (PF=lavagem + processamento) em plantas de soja cv
(BRS 284) submetidas a dois niveis de inoculo inicial, em casa de vegetacao.

2opulacdes N. amostra lavada** N. amostra proces.** PF**
Nivel de inéculo CV) Nivel de in6culo CV) Nivel de indculo CV)
600 1200 (%) 600 1200 (%) 600 1200 (%)

APHO1  244,0 bcA* 172,0bA 39,4 740,0aA 371,2abB 23,1 984,0 abA 543,2abB 22,3
APH11 352,80 bA  374,40aA 26,5 430,4aA 4052aA 353 7832bA 779,6aA 235
APH18 646,40 aA 268,80 abB 15,4 607,2aA 268,8abB 27,5 1253,6 aA 537,6 abB 20,1

Sl 163,2 cA 167,2bA 33,4 562,4aA 1240bA 359 7256bA 2912bB 37,2

CV (%) 27,11 34,28 30,26 36,03 21,15 35,47

*Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan (p <0,05)
comparando populacdes. Letras mailsculas na linha comparam os niveis de inéculo pelo teste de Duncan (p
<0,05); ** valores originais, transformados em raiz x + 1.

A analise dos valores de FR de A. besseyi seguiu a mesma tendéncia
daqueles resultados observados para populagéo final do nematoide considerando-se
ambos os niveis de inoculo (Tabela 9). Em relacdo ao fator de reproducdo obtido
pela razdo entre numero de nematoides obtidos pela lavagem da parte area e sobre
populacdo inicial (FR1), a populacdo APH18 apresentou maiores taxas de
multiplicacdo (FR>1,00) em comparacdo aos demais tratamentos (0,13>FR<0,58)
em ambos niveis de in6culo, muito embora néo tenha diferido de APHO1 quando
testou-se 1200 espécimes inoculados por planta. Com relacdo ao FR obtido pela
razao entre o nimero de nematoides por planta processada sobre populacéo inicial
(FR2), para o menor nivel de indculo, ndo houve diferencas significativas entre as
populacdes (0,71>FR<1,18); porém, para o nivel (1200 espécimes/planta), a
populacdo APHO1 apresentou maior FR (0,77) em relacdo as demais

(0,16>FR<0,34), as quais forma estatisticamente semelhantes.

Considerando-se o fator de reproducao total, dado pela soma dos nematoides
extraidos pela lavagem e processamento (FRT), com um nivel de inoculo de 600
espécimes/planta, todas as populacdes apresentaram valores acima de 1,00
(1,21>FRT<2,09) destacando-se a populagdo APH18, seguida de ‘APHO01’. No
entanto, para o maior nivel de nematoides inoculados, embora as popula¢cdes de A.
besseyi provenientes do arroz ndo tenham diferido entre si quanto FRT (0,44-0,65),
apenas a populacdo APH11l apresentou valor significativamente superior a

populacédo da soja (FRT=0,22), conforme pode ser observado na tabela 9.
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Tabela 9. Fator de Reproducao de quatro populacdes de A. besseyi levando-se em
consideracado a populagdo final obtida da lavagem da parte aérea (FR1), do seu
processamento (FR2) e a populacgéo final (lavagem + processamento) em plantas de
soja submetidas a dois niveis de inéculo (600 ou 1200 espécimes/planta), em casa
de vegetacéo.

Populacdes FR1 FR2 FRT
Nivel de in6culo CV) Niveldeinéculo CV) Nivel de in6culo CV)
600 1200 (%) 600 1200 (%) 600 1200 (%)
APHO1* 0,40 bA* 0,14bA 39,1 1,18aA 0,77aA 37,2 1,63abA 0,64 abB 28,7
APH11* 058bA 0,33aB 252 0,71aA 034bA 36,4 122bA 0,65aB 30,9
APH18* 1,07aA 0,22abB 15,2 1,01aA 0,23bB 36,0 2,09aA 0,44 abB 35,6
SIY 0,26 bA 0,13bA 58,7 1,04aA 0,16bB 28,3 1,21bA 0,22bB 22,1
CV (%) 21,32 37,12 27,20 41,32 23,08 31,45

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan (p <0,05)
comparando populagdes. Letras mailisculas na linha comparam os niveis de indculo pelo teste de Duncan (p
<0,05); x- populagBes provenientes de arroz; y- popula¢do proveniente de soja.

De uma forma geral, pela andlise das variaveis relacionadas aos valores de
FR de A. besseyi obtidos nos dois niveis de inoculo, dentro do fator populacéo,
maior taxa de multiplicacdo do nematoide foi observado no menor nivel de indculo;
porém, dependendo da populacdo testada, os resultados variaram conforme tabela
4. Nesse sentido, a populacdo do arroz APH18 e proveniente de Tocantins,
apresentou os maiores valores de FR em relacdo aos demais tratamentos para o
menor nivel de inéculo de (600 nematoides por planta) independentemente do
processo de recuperacdo que resultou em FR1, FR2 ou FRT. Para as demais
populacdes do arroz, niveis de multiplicacdo mais elevados, também obtidos para o
menor nivel de inoculo, foram observados para APHO1 e APF11 para as variaveis
FR1 e FRT, respectivamente. Ja para a populacéo oriunda da soja SllI, os resultados

apresentaram a mesma tendéncia para as variaveis FR2 e FRT.

Convém ressaltar, que taxas de multiplicacdo maiores que um (1,01-2,09)
foram observados em todas popula¢cdes testadas apenas quando a populacao final
foi obtida pela soma dos dois processos de extracdo do nematoide para trés das
guatro populacdes, no menor nivel de indculo. Nesse sentido, a avaliacdo do FR de
A. besseyi somente pela lavagem ou processamento da parte aérea da soja pode
levar a subestimacdo dos resultados conforme observado nesse estudo,
respectivamente (Tabela 9), muito embora maior recuperacdao do nematoide tenha
sido observada pelo processamento das amostras (FR2) para a maioria das

populacdes avaliadas.
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Na avaliagéo da interferéncia do nematoide no desenvolvimento das plantas,
verificou-se que, independentemente do nivel de inoculo, todas as populacfes de A.
besseyi afetaram negativamente o desenvolvimento da cultivar de soja testada em
comparagdo a testemunha (Tabela 10), reduzindo, em média 43,82% da massa
fresca da parte aérea composta de folhas e hastes o que comprovou a
patogenicidade desse fitopatégenos independentemente da origem das populacdes.
Tabela 10. Massa fresca da parte aérea de plantas de soja cv (BRS 284) em plantas
de soja submetidas ou ndo a inoculacdo com quatro diferentes populacdes de A.

besseyi independentemente do nivel de inéculo (600 ou 1200 espécimes/planta), em
casa de vegetacao.

Tratamentos Massa fresca da parte area
(g/planta)
Testemunha' 19,94 A*
APHO01? 12,02 B
APH11? 11,15B
APH18? 9,88 B
SIi3 11,76 B
CV (%) 24,97

*Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Duncan (p <0,05);
1-plantas ndo inoculadas; 2- plantas inoculadas com populagdo de A. besseyi proveniente de arroz; e 2- de
soja.

Em relacdo a multiplicacdo desse nematoide em soja, muito provavelmente os
valores de populacdo final total se devam principalmente a recuperacdo de
espécimes extraidos da parte aérea processada, comparativamente a lavada. De
acordo com Franca et al. (2019) e Favoreto et al. (2018), em soja ,A. besseyi é
capaz de infectar a planta, movendo-se internamente por seus tecidos desde a raiz,
e, parasitar a parte aérea,; situacao diferente do que ocorre com Aphelenchoides
Spp. em outros patossistemas 0s quais se comportam como ectoparasita; nesse
sentido, a extracdo de nematoides pela simples lavagem dos tecidos das plantas de
soja ndo recuperaria aqueles espécimes que estdo no interior do hospedeiro
conforme verificado nesse estudo.

O Fator de Reproducdo em nematoides é uma importante ferramenta para
determinar a suscetibilidade de uma planta ao fitonematoide em estudo (M.
Oostenbrink 1960). O Fator de Reproducdo se baseia na reproducdo do nematoide
cujo valor é dado pela relacdo entre a populacéo final obtida da multiplicacdo do
nematoide (Pf) e a populacéo inicial (Pi) que foi inoculada na planta. S&o tidos como

resistentes os genaotipos para os quais se determinam valores de FR inferiores a 1,0



61

e suscetiveis aqueles com FR = 1,0 (FERRAZ; BROWN, 2016). Nesse sentido, a
cultivar de soja BRS284 comportou-se como suscetivel a A. besseyi no menor nivel
de in6culo a todas as populacdes testadas com maiores valores de FR (1,01-2,09).
Entretanto, mesmo tomando-se por base, os valores de FR no maior nivel de indculo
(0,22>FR<0,65), os sintomas na parte aérea da soja também foram observados nas
plantas inoculadas.

Meyer et al. (2017a), afirmam que a soja € um bom hospedeiro para A.
besseyi se multiplicar. Nesse sentido, Silva et al. (2018) e Calandrella et al., (2018)
avaliando a hospedabilidade de plantas de soja cvs. Poténcia BMX e BMX Ativa a
populacbes de A. besseyi oriunda de arroz, soja e algodao, verificaram menor
reproducdo da populacdo do arroz em relagdo as demais; ao contrario daqueles
resultados verificados no presente trabalho cuja maioria das populacdes
provenientes de arroz testadas se multiplicaram mais em soja do que aquela
originaria da propria cultura.

Ainda que todos isolados de A. besseyi tenham demonstrado sua
patogenicidade em soja conferida pelos sintomas da sindrome, verificou-se
diferencas quanto a agressividade relacionada a sua reproducdo; onde duas das
trés populacbes do patdogeno se reproduziram mais do que aquela proveniente de
soja. Em outro estudo, Sturhan D (1971), verificou que espécies do género
Aphelenchoides apresentaram diferencas na viruléncia e agressividade em
hospedeiros e localidades distintas e que esta variagcdo indica grande
heterogeneidade intraespecifica o0 que pode levar a variacdo na gama de
hospedeiros para espécies deste género. Ainda com relacdo a especificidade do
hospedeiro, Noegel e Perry (1962) verificaram que A. besseyiisolado
do crisantemo ndo  infectou morango; e, Rigges (1991) relatou que A.
besseyi isolado de morango nado infectou arroz e vice-versa. Esses resultados
demonstram que A. besseyi apresentou preferéncias por hospedeiros. Por outro
lado, Yu Pc et al., (2004) verificou que um isolado de morango foi capaz de parasitar
plantas de arroz cujo parasitismo foi restrito a essa cultura. Dessa maneira, Isolados
de A. besseyi provenientes de arroz podem apresentar comportamento diverso em
outros hospedeiros como a soja. Conforme ja discutido, tais respostas podem ser
entdo atribuidas tanto a diferencas quanto a patogenicidade das populacdes do
nematoide como na variabilidade de cultivares da mesma espécie também verificado

em outros patossistemas (Roese et al. 2007; Goulart, 2008).
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A implantacdo da cultura da soja rotacionada com arroz, em areas e regides
gue existem historicos de perdas por haste verde e retencao foliar, pode vir a ser um
possivel problema, considerando que as populacdes de A. besseyi oriundas do arroz
afetam negativamente o desenvolvimento das plantas de soja, como visto no
trabalho em questdo. No capitulo 1, os lotes de arroz oriundos de regides como
Goids e Tocantis, apresentam presenca do nematoide, o que demonstra que tal
patdgeno esta presente no campo e pode infectar e se alimentar de plantas de soja.

Na regido sul, que concentra os Estados de PR, SC e RS (maiores produtores
nacionais de arroz CONAB 2020), a rotacdo das cultas arroz e soja é utilizado com
frequéncia pelos produtores, porém, mesmo a soja sendo implantada em campos
em que ha a presenca do nematoide da ponta branca do arroz, ndo hé relatos da
sindrome da Soja Louca II. Acredita-se que a variacao do clima e umidade da regiédo
possam influenciar a auséncia de relatos da doenca além do método de plantio
convencional adotado para a cultura do arroz, que desfavorece a multiplicacdo do
nematoide. Segundo Meyer e Favoretto (2019), o preparo da area para semeadura
da soja pode influenciar na disseminacdo de doencas. Dependendo do sistema
utilizado, poder-se-a propiciar condicbes de ambiente favoraveis ou desfavoraveis a
ocorréncia de doencas.

De acordo com SILVA (2018), algumas plantas daninhas como trapoeraba
(Commelina benghalensis), agridozinho-do-pasto (Synedrellopsis grisebachii),
cordao-de-frade (Leonotis nepetifolia) e caruru (Amaranthus viridis) sédo hospedeiros
do nematoide, tem sido fonte de in6culo para A. besseyi, mantendo o nematoide
ativo nos periodos de entressafra. Nesse sentido, essas plantas podem manter e o
nematoide, elucidando assim, a importancia do manejo dessas espécies para evitar
a multiplicacdo do patdogenoquando a cultura principal ndo esta no campo, e assim,
prevenindo o aparecimento da doenca em safras posteriores.

Além disso, na auséncia de plantas hospedeiras, cultivadas ou invasoras, 0
nematoide da ponta branca do arroz pode sobreviver no solo alimentando-se de
fungos sapréfitos ou fitopatogénicos (Pederson & Quesenberry, 1998), ou em
condicbes ambientais desfavoraveis, como baixa umidade e temperatura elevada
esses nematoides conseguem cessar suas atividades entrando em anidrobiose,
onde podem permanecer inativos por alguns anos (FERRAZ, et al.; 2016). As formas
de sobrevivéncia do nematoide, seja por plantas alternativas ou dorméncia,

dificultam as medidas de controle e implicam na sua permanéncia no campo por
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longo periodo de tempo. O manejo adequado do solo, rotacdo com culturas néo
hospedeiras e dessecacdo de plantas alternativas, multiplicadoras do nematoide,
podem ser medidas alternativas de reducao do inoculo no campo.

4. Conclusdes

A forma de processamento de amostras de soja infectadas com A. besseyi
utilizada para extracdo dos nematoides afeta a recuperacéo dos espécimes.

O nivel de in6culo afeta a taxa de reproducdo de A. besseyi em soja
muito embora a manifestacao dos sintomas da sindrome de haste verde e retencdo
foliar (Soja Louca Il) ocorra independentemente da populagéo inicial do nematoide.

Populacdes de A. besseyi provenientes de arroz sdo patogénicas a soja em

condi¢cdes de casa de vegetacao.

Conclusdes Gerais

Diferentes populacdes do nematoide da ponta branca oriundas de sementes
de arroz e provenientes de regides brasileiras distintas sdo da espécie

Aphelenchoides besseyi.

Mesmo ndo causando doencas na cultura do arroz, A. besseyi esta presente

no campo, em diversas regides produtoras do pais.

Populacdes de A. besseyi oriundas do arroz se multiplicam em soja e causam

sintomas de Soja Louca ll.

Areas de arroz contaminadas com A. besseyi se constituem como fonte de
in6culo e podem ser um fator lik mitante de produtividade na cultura da soja em

regides de condi¢les climaticas favoraveis a sindrome da haste verde (soja louca ).
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Valores médios de parametros morfométricos de 27 popula¢bes de Aphelenchoides
besseyi provenientes de sementes de arroz de diferentes regides do Brasil.

Amostra L Comprimento da Estilete Diametro regiéo Diametro Mucros
cauda anus regido mediana

618,652 31,244 13,876 9,897 16,756 3

1BRS PAMPA 712,9872-676, 21,673 - 33,543 14,543-11,987 12,620-8,006 19,766-14,125 4-2

6802

621,731 28,13 12,310 10,126 16,448 3

'BRS CATIANA 785 89.595 062 32,721-20,068 12,577-10,981 13,042-12,342 17,042-12,342 3-2
IBRS 637,764 28,019 11,254 10,960 15,336 3

ATALANTA 801,705-508,056 32,874-24,963 11,661-9,153 13,171-9,836 20,829-11,381 4-3
658,31 28,130 12,557 11,339 15,042 3

'BRS 358 701,234-545062  32,897-24,963  16,464-10,103 15,961-8,249 18,734-12,206 3-2
BRS 681,776 30,876 11,347 12,034 17,316 3

PAMPEIRA 803,780-589,381 45,714-18,521 12,592-10,619 13,719-10,011 18,841-15,613 3-2
2BRS 616,684 29,132 9,985 10,566 15,543 3

ESMEPRDALDA 723,683-542,574 39,801-19,304 12,379-7,330 15,196-8,107 20,986-13,118 4-2
, 647,502 30,428 10,244 9,158 16,742 3

BRSASOICL  740,894-586,220 40,667-17,332 11,971-10,996 11,180-8,316 20,209-12,761 3-2
AN CAMBARA 677,724 33,005 10,338 10,422 16,257 3

729,894-580,288 41,090-17,879 12,775-8,303 10,775-8,303 19,169-12,515 4-2
2BRS 652,424 27,384 10,255 9,997 18,521 3

ESM EPRCALDA 738,907-597,518 34,507-18,870 11,419-9,221 10,995-8,586 22,311-12,308 3-2
686,50 36,001 11,90 11,071 15,617 3

BRS 502 723,921-547,661 38,718-19,201 13,812-10,866 11,995-9,712 18,821-12,308 4-2
667,518 32,317 12,715 10,083 17,619 3

BRSA70ICL 738 901-610,923 34,710-18,615 13,997-10,911 12,517-10,344 20,334-14,617 3-2
654,315 31,017 11,879 12,886 15,689 3

BRSA702CL  714,211-600,891 35,432-19,887 13,313-11,283 14,617-10.500 17,320-16,619 4-2
BRS 654,369 29,615 10,861 12,338 17,831 3

PAMPEIRA* 691,317-508,331 33,403-17,661 13,713-10,840 11,982-8,998 20,891-13,717 3-2
613,619 30,615 10,312 9,776 17,461 3

*AB1310992 644,872-576,922 34,560-18,762 12,224-9,211 11,752-8,973 20,109-15,972 4-2
667,387 30,778 12,365 11,778 18,717 4

Z2IRGA 409 741,005-504,303 34,918-17,779 13,776-11,513 12,886-9,443 20,007-14,827 4-3
623,902 31,512 12,521 12,321 18,512 3

*BRS CATIANA  g72 726-543,826 33,817-20,172 14,141-11,817 13,001-10,614 20,109-15,612 4-3
687,002 30,445 11,861 11,348 16,778 3

*BRSA702CL 729 518-532,817 40,668-20,613 12,774-10,003 13,041-9,373 17,887-13,817 4-3
*BRSPAMPEIR 631,590 32,88 11,976 10,657 17,822 3

A 687,982-577,120 36,099-19,761 12,983-10,044 11,972-8,991 20,117-14,713 4-2
1SCS122 670,82 32,376 11,456 10,652 16,981 4

MIURA 698,172-591,183 35,182-19,155 13,081-9,122 12,128-9,112 19,762-14,133 4-3
*SCS SATORU 697,815 32,512 10,830 10,829 16,112 3

o1 712,861-616,192 36,188-20,651 12,002-9,152 12,122-9,883 19,322-13,488 4-2
o B TR 677,518 32,613 12,422 11,036 15,617 4

02 702,331-598,245 34,277-19,852 13,133-12,003 13,902-10,121 17,982-14,133 4-2
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BRS TIOTAKA 631,919 31,519 11,013 10,109 18,322 3
400 630,982-533,235  37,733-20,109 12,332-10,837 12,342-9,024 23,235-16,376 4-2
4
BRS T TARA 697,889 29,817 10,674 10,398 15,818 3
723,791-587,344  32,183-21,830 13,098-10,827 12,083-9,827 17,873-13,098 4-3
‘BRS TIOTAKA 657,311 33,674 9,981 10,215 16,031 3
402 698,872-602,863  37,982-20,817 10,763-9,873 12,992-9,807 19,082-14,280 4-2
R TR 648,744 31,662 11,441 12,899 18,162 4
403 698,083-566,982  37,873-21,873 13,762-10,872 14,872-10,122 20,877-16,763 4-2
1SCS122 CL 641,566 31,674 11,346 11,420 16,544 3
735 712,973-566,972  34,872-20,638 14,717-10,223 13,730-9,872 20,763-16,366 4-3
e ——— 638,289 30,001 12,182 11,308 15,328 3
737 722,134-601,824  33,370-21,873 14,763-10,877 14,871-10,766 19,763-13,223 4-3
Média geral 654,103 31,020 11,447 10,904 16,774
Amostra Extremidade Vulva x anus Largurados Largura Esbfago Espicula
anterior até labios metacorpo
vulva
; 412,361 121,362 7,800 8,872 80,763 15,122
BRS PAMPA 512,872-402,873  133,872-108,873  9,872-6,092 10,762-7,782  77,876-83,871  15,872-14,872
) 426,878 138,746 6,044 8,723 81,772 14,762
BRSCATIANA 498 871-401,732  156,722-112,063  7,873-6,083  10,011-7,870  83,872-80,173  15,722-14,094
) 456,189 141,083 8,145 9,879 82,007 Sem machos
BRSATALANTA 498 872-402,713  163,233-130,643  9,263-7,702  11,722-7,910  83,166-80,623
) 467,033 135,621 7,751 10,213 81,617 16,103
BRS 358 482,554-410,880  155,632-114,813  8,653-9,873  13,556-9,763 82,881-79,129  17,773-15,822
) 421,003 142,344 6,321 7,962 78,230 13,827
BRSPAMPEIRA 455 980-404,121  177,131-114,005  7,872-6,003 0,881-6,779  80,612-69,454  14,863-12,783
*BRS 471,553 130,989 6,269 8,378 81,774 15,001
ESMERALDA PD  510,762-454,87  166,873-121,980  7,981-6,022 9,761-6,011  83,911-78,182  17,983-13,911
, 489,918 169,860 7,982 6,228 77,872 14,928
e 501,923-455,922  179,827-140,012  9,821-7,092 8,120-6,133  82,092-73,111  16,233-12,762
) ) 500,026 169,251 6,510 7,873 75,872 13,762
AN CAMBARA 515 031-488,322  178,112-142,884  7,824-6,003 8,876-6,985  79,732-73,234  15,221-12,123
e 486,890 150,94 6,937 7,947 82,315 16,233
ESMERALDA PC  503,872-467,231  166,76-143,112 8,223-6,083 8,763-6,982  84,320-81,233  17,763-15,855
) 467,033 133,621 7,751 10,213 81,617 16,503
BRS 502 494,284-423,126  155,653-112,476  8,653-6,973  11,736-7,074  85,152-77,264  17,873-16,872
. 471,553 130,989 7,269 8,378 82,774 15,001
BN ATl 501,276-423,178  177,645-123,984  8,531-6,918 0,878-7,762  84,176-79,870  17,726-13,173
) 425,617 133,451 8,989 8,961 82,667 13,881
BRS A702CL 466,874-400,873  159,870-120,873  9,876-6,009 0,342-6,874  83,187-76,781  15,187-12,762
. . 478,549 156,718 7,503 10,310 82,131 14,389
BRS PAMPEIRA*  489.873-412,833  176,182-132,872  8,813-6,002  12,653-9,762 85,662-76,903  16,763-13,002
) 477,319 146,667 8,521 10,617 80,509 15,678
AB1310992 501,082-423,192  177,024-137,488  9,752-7,028  12,826-10,004 83,273-79,762  17,621-13,188
. 458,381 149,817 8,889 11,315 79,987 15,667
RiGE 20K 491,543-418,693  166,654-122,640  9,653-7,7635 13,445-10,654 81,221-77,276  17,726-14,122
. . 451,377 129,633 6,996 10,833 81,328 14,761
BRSCATIANA® 467 762-445,640  166,543-105,523  7,434-6,083  13,155-9,765 84,355-78,633  16,653-12,455
. . 482,000 154,509 7,836 8,101 80,317 17,458
£ ATEEL 497,642-465,203  182,726-122,543  8,542-6,543 0,344-6,654  83,173-77,636  17,899-16,934
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SBRS**
PAMPEIRA

°SCS122 MIURA

4SCS SATORU 01

4SCS SATORU 02

‘BRS TIOTAKA
400

‘BRS TIOTAKA
401

‘BRS TIOTAKA
402

‘BRS TIOTAKA
403

4SCS122 CL 735

4SCS122 CL 737

Média Geral

486,890
512,644-450,746

443,166
480,763-422,73

423,361
454,752-418,908

421,983
488,463-412,344

436,988
455,760-419,650

421,342
466,876-421

431,776
472,192-420,764

468,900
501,543-422,653

432,763
469,002-410,983

436,763
454,012-412,983

453,621

150,984
167,544-148,630

132,453
171,642-119,762

138,653
166,098-121,543

155,874
178,543-133,733

142,875
177,992-132,199

161,633
179,612-154,65

142,009
169,053-121,667

154,673
188,876-132,440

166,635
173.611-145,133

149,625
161,543-144,621

147,963

6,937
7,083-6,056

7,331
8,652-6,092

6,566
7,122-6,878

6,982
8,011-6,082

7,872
9,562-7,441

7,083
8,992-6,477

8,523
9,111-8,023

7,433
8,653-6,766

7,974
8,643-7,112

8,006
9,322-6,872

7,521

7,845
8,643-7,190

8,732
10,563-6,975

7,642
9,324-7,065

8,653
9,916-7,610

8,653
9,5633-6,892

7,736
8,564-7,133

7,652
8,332-6,921

8,983
9,653-7,987

9,003
9,348-8,711

7,861
8,972-7,128

8,798

76,315
79,736-74,198

83,334
88,626-80,653

75,312
77,345-74,089

77,521
82,097-78,733

80,543
81,873-80,740

81,432
83,444-78,611

79,611
82,645-75,736

80,987
82,441-78,356

83,533
85,132-80,542

81,635
83,154-79,100

82,513

17,233
17,886-16,764

16,374
18,003-15,736

16,541
17,569-14,035

15,912
17,090-15,100

14,653
15,722-13,632

14,980
16,735-13,533

15,345
17,090-14,673

14,987
15,400-13,509

15,543
16,477-13,980

15,110
16,522-14,342

15,407
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APENDICE 2

Valores médios e variacao de dados morfométricos (media e variacao) de espécimes
machos e fémeas de populagbes de Aphelenchoides besseyi obtidos no presente
estudo (Halfen, 2020) em comparacao a outros trabalhos.

Parametros Halfen (2020) Christie (1942) Fortuner (1970) Amim (2002) Kham (2012) Jesus (2015)

L Méd. 677,28 571,68 - - 0,66 0,57 0,66 0,58 0,658 58,62 0,68 0,53

St Méd. 11,7 11,14 - - 11,9 11,4 10,6 9,9 12,07 11,51 11,4

=
P
[

comp esof. Méd. 82,513 80,509 - - - - 64,1 60,6

a Méd. 39,95 37,01 47,7 44,4 41,5 34,7 53,31 42,56 46,5

w
o
N

b Méd. 9,1 8,92 11,46 9,61 11,5 9,8 9,43 9,18

c Méd. 20,63 19,21 17,7 17,9 18 18,3 15,26 18,56 16,5 17

\ Méd. 69,4 - - 71,7 - 71,65 - 70,8

Comp esp Méd. 15,36 - - 19,2 - 15,8 - 19,55 - 14,1

(ndmero)

N. mucros Méd. 3(3,16) 3(2,88)



