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Resumo

Correia, Giliard Sapper. Otimizacdo de métodos de extracdo de Ditylenchus
dipsaci; reacéo de gendtipos de alho ao nematoide do amarelédo e primeiro
relato de ocorréncia de Meloidogyne ethiopica em alho no Brasil. 2021. 78f.
Dissertacdo (Mestrado) Programa de Poés-Graduacdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

Dentre os problemas fitossanitarios que afetam a cultura do alho (Allium
spp.) no Brasil, 0 nematoide do amareldo, Ditylenchus dipsaci, € um dos mais
importantes, sendo responsavel por perdas econémicas em diversos estados,
devido principalmente as dificuldades de manejo e as limitagbes encontradas,
nas metodologias disponiveis na deteccdo e quantificacdo da referida praga em
alho. Entre as medidas de controle, preconiza-se o uso de cultivares
resistentes ou tolerantes, no entanto, informacdes sobre a reacdo do alho ao a
D. dipsaci sdo escassas em condicfes de campo. Além disso, a eficiéncia dos
métodos recomendados para extracdo e deteccdo de D. dipsaci quer em
amostras de alho semente ou material verde, é bastante variavel; e; outros
nematoides até entdo nao relatos em Allium sativum podem parasitar a cultura.
Nesse contexto, foram objetivos do presente estudo: a) avaliar a eficiéncia de
diferentes métodos de extracdo visando a deteccao de D. dipsaci em amostras
de alho e de solo; b) avaliar a resisténcia de cultivares de alho a D. dipsaci em
condicbes de casa-de-vegetacdo e a campo; e; c) relatar a ocorréncia de
espécie de Meloidogyne em alho ocorrendo no Brasil pela primeira vez.
Comparando-se diferente os métodos para extracdo do nematoide do amareldo
do solo, Jenkins (1964) e Baermman (1917) e suas variagcdes, 0 primeiro,
independentemente da densidade (440 ou 600g de sacarose/L agua) foi mais
eficiente na recuperacdo de espécimes de D dipsaci do solo infestado. A
origem do material vegetal (fresco ou seco) infectado utilizado para extracdo do
nematoide afeta a percentagem de espécimes méveis e iméveis recuperados.
Para material fresco, os nematoides se mantivera, ativos (moveis) até 120h
apos a extracdo independentemente do método; e, para material seco, apenas
nas primeiras 24h cujo método mais eficiente foi o da placa de Petri (EPPO,
2013). Considerando-se 0s experimentos de casa de vegetacdo e campo
quanto a resisténcia de genétipos de alho a D. dipsaci, ‘AM-PC Farias’,
‘Quitéria’, ‘Hozan’, Peruano, Chonan e Moz foram os mais resistentes; e,
Araguari, AM-Erenice, Amarante, Araguari, Cateto Roxo e Gravatd, suscetiveis.
Na avaliacdo da produtividade, em condicbes de campo, AM-PC Farias, AM-
Erenice e Quitéria foram os mais produtivos e com menor reducdo do volume
colhido quando cultivados em area infestada pelo nematoide comparativamente
ao plantio na auséncia de D. dipsaci. No entanto, levando-se em consideragéo
todos os parametros associados a menor multiplicacdo e danos causados pelo
nematoide e, menor impacto sobre a produtividade em é&rea infestada AM-PC
Farias, Quitéria e Hozan sdo os mais indicados para plantio nessas areas.
Caracterizando-se a espécie de uma populacdo do nematoide das galhas
detectada em alho no municipio de Cristalina-GO, identificou-se Meloidogyne
ethiopica, cuja ocorréncia na cultura é a primeira no Brasil e no mundo.

Palavras-chave: Resisténcia; Allium spp.; fitonematoides; meétodos de

extragcdo e deteccao.



Abstract

Among the phytosanitary problems that affect the culture of garlic (Allium
spp.) In Brazil, the stem and bulb nematode, Ditylenchus dipsaci, is one of the
most important, being responsible for economic losses in many states, mainly
due to the management difficulties and limitations found, in the methodologies
available in the detection and quantification of the referred pest in garlic. Among
the control measures, the use of resistant or tolerant cultivars is recommended,
however, information about the reaction of garlic to D. dipsaci is scarce under
field conditions. In addition, the efficiency of the recommended methods for
extraction and detection of D. dipsaci, either in samples of seed garlic or green
material, is highly variable; and; other nematodes until then not reported in
Allium sativum can parasitize the culture. In this context, the objectives of the
present study were: a) to evaluate the efficiency of different extraction methods
aiming at the detection of D. dipsaci in garlic and soil samples; b) to evaluate
the resistance of garlic cultivars to D. dipsaci in greenhouse and field
conditions; and; c) to report the occurrence of Meloidogyne species in garlic
occurring in Brazil for the first time. Comparing different methods for extracting
the nematode from yellowing soil, Jenkins (1964) and Baermman (1917) and
their variations, the first, regardless of density (400 or 600g of sucrose / L water)
was more efficient in recovering specimens of D dipsaci from the infested soil.
The origin of the infected plant material (fresh or dry) used to extract the
nematode affects the percentage of mobile and immobile specimens recovered.
For fresh material, the nematodes had remained active (mobile) until 120 hours
after extraction, regardless of the method; and, for dry material, only in the first
24 hours, the most efficient method was the Petri dish (EPPO, 2013)
Considering the greenhouse and field experiments regarding the resistance of
garlic genotypes to D. dipsaci, ‘AM-PC Farias’, ‘Quitéria’, ‘Hozan’, ‘Peruano’,
‘Chonan’ and ‘Moz 114’ were the most resistant; and, ‘Araguari’, ‘AM-Erenice’,
‘Amarante’, ‘Cateto Roxo’ and ‘Gravata’, susceptible. In the evaluation of
productivity, under field conditions, ‘AM-PC Farias’, ‘AM-Erenice’ and ‘Quitéria’
were the most productive and with the least reduction in the harvested volume
when cultivated in an area infested by the nematode compared to planting in
the absence of D. dipsaci. However, taking into account all parameters
associated with less multiplication and damage caused by the nematode and
less impact on productivity in an infested area ‘AM-PC Farias’, ‘Quitéria’ and
‘Hozan’ are the most suitable for planting in these areas. Characterizing the
species of a root-knot nematode population detected in garlic in the county of
Cristalina-GO, Meloidogyne ethiopica was identified, whose occurrence in
culture is the first in Brazil and in the world.

Keywords: Resistance; Allium spp.; nematodes; extraction and detection
methods.
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INRODUCAO GERAL

O alho (Allium sativum L.), pertencente a familia Alliaceae, €
caracterizado pela sua morfologia, na qual apresenta tinicas membranosas
conhecidas como folhas modificadas que envolvem e protegem os bulbos.
Diferentes centros de origem sédo atribuidos ao alho cultivado atualmente no
Brasil, cuja procedéncia € tida como origindria do México, Egito e paises da
Ameérica do Sul (ARAUJO et al., 2017).

A producao de alho se concentra principalmente no continente asiatico,
o qual detém mais de 91% da producdo mundial, sendo a China o maior
produtor com aproximadamente 23 milhdes de toneladas (ton) por ano,
enguanto que o continente americano € responsavel por 2,6% da producao
mundial, na qual, o Brasil € o 15° maior produtor de alho do mundo, com
131.523 ton em 11.219 hectares colhidas (FAOSTAT, 2021). A regido Sudeste
do Brasil € a maior produtora de alho, com 54.495 ton no ano de 2019, a
segunda maior produtora é a regido Centro-Oeste do pais, que tem aumentado
a area plantada. O Rio Grande do Sul se destaca como o0 quarto estado
brasileiro que mais produz alho, com 15.399 ton produzidas, ficando atras de
Minas Gerais, Goias e Santa Catarina (IBGE, 2021).

Por ter em sua composicao diversas substancias bioativas, o alho é
considerado um alimento benéfico a saude. Os bulbilhos possuem cerca de
33% de carboidratos e 6% de proteinas, sédo fontes de potassio e Vitamina C,
além de compostos como inulina, adenosina e alicina (compostos funcionais ao
organismo humano). Devido ao uso do alho como tempero na culinéria, na
medicina popular e na fabricacdo de defensivos agricolas naturais, tem
ocorrido acréscimo na producéo da hortalica no pais (ARAUJO et al., 2017).

O alho-semente pode configurar até 30% dos gastos totais com a
producédo total da cultura, por conseguinte, a qualidade fisiologica e sanitaria
devem ser 0s principais parametros a serem observados, considerando que a
boa parte das pragas e doencas do alho podem ser disseminadas através dos
propagulos vegetativos. Por isso, recomenda-se que a obtencdo de bulbilho-
semente seja de origem conhecida, assegurando a qualidade ou a producédo
realizada na propriedade de forma adequada (EMBRAPA, 2021).



13

No Brasil a producéo € caracterizada pelo cultivo de dois tipos de alho, o
alho nobre e seminobre. O primeiro é representado por cultivares de alho de
alto valor comercial devido a uniformidade e tamanho de bulbo com menor
namero de bulbilhos, exigem baixa temperatura e fotoperiodo longo (13h
diarias) para bulbificacdo. O segundo agrupa os alhos que séo de cultivares
mais ruasticas, de tamanho menor com maior nimero de bulbilhos e s&o menos
exigentes aos elementos edafoclimaticos (ARAUJO et al., 2017; EMBRAPA,
2021). As cultivares ainda séo classificadas em precoces, com duracao do ciclo
de 3 a 4 meses; medianas, de 5 a 6 meses e tardias de 6 ou mais (PAUIATTI,
2017).

Assim como as demais culturas, o sucesso da producdo de alho esta
relacionado com a escolha da cultivar e da época de plantio. Na regido sul do
Brasil, tém-se fatores climéticos favoraveis para a producdo de alho, como
temperaturas abaixo de 15°C, envolvida na diferenciagédo das gemas axilares.
O fotoperiodo longo pode interagir com a temperatura e auxiliar no processo de
bulbificacdo, podendo ocorrer o efeito “compensatério”, onde temperaturas
baixas podem exigir menor niumero de horas de luz/dia (PUIATTI, 2017).

O aumento da produtividade € um fator decisivo no cultivo do alho no
Brasil, pois é uma cultura intolerante ao estresse hidrico, suscetivel as
condicBes ambientais (ocorrendo disturbios fisiolégicos) e ao ataque de pragas
e doencas. Os fitopatdbgenos que acometem a cultura do alho causam
problemas que a afetam negativamente, reduzindo significativamente a
producdo e qualidade do produto colhido. Dentre as principais doencas,
destacam-se as causadas por fungos: Podriddo branca (Sclerotium cepivorum),
Mancha puarpura (Alternaria porri), Ferrugem (Puccinia porri) e Podriddo basal
(Fusarium oxysporum); por bacterias: Podriddo bacteriana (Pectobacterium
catovorum subs. catovorum); por virus dos géneros Potyvirus, Allexivirus e
Carlavirus (MASSOLA JUNIOR et al., 2016).

Alguns géneros e espécies de fitonematoides podem ocorrer na cultura
do alho, porém sem danos significativos relatados no Brasil, estes incluem
Aphelenchoides spp., Mesocriconema, Helicotylenchus, Pratylenchus zeae,
Pratylenchus penetrans, Paratichodorus minor, Rotylenchus reniformis e
Tylenchus spp. No entanto, em areas onde Ditylenchus dipsaci (Kihn) Filipjev

ocorre, causa significativas perdas na producao do alho.
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Ditylenchus dipsaci, conhecido como o ‘nematoide do caule e dos bulbos
do alho’ ou ‘nematoide do amareldo do alho’, € uma ameaca continua nas
areas de cultivo do pais, devido a facil disseminacéo por material propagativo
infectado (PINHEIRO et al., 2014). No Brasil, Charchar et al. (1980) relataram
D. dipsaci pela primeira vez nos estados de Minas Gerais e Santa Catarina,
sendo detectado, posteriormente, nos estados do Rio Grande do Sul (Luz,
1982), Espirito Santo (ATHAYDE & SANTOS, 1983), Parana (SILVA,
ANTONIO & SANTOS, 1984) e consequentemente demais estados e
municipios produtores do alho (TENENTE, 2006).

Existem aproximadamente 30 racas fisioldgicas D. dipsaci relatadas de
(SEINHORST, 1956). Até o0 momento, apenas a raga que ataca a cultura do
alho foi detectada no Brasil, sendo responsavel por perdas econdémicas ao
produtor e, demandado constante atencdo das autoridades de Defesa
fitossanitéria, na prevencao de entrada de outras racas da espécie (FERRAZ &
BROWN, 2016), uma vez que as demais ragas Sao pragas quarentenarias para
o pais (PINHEIRO et al., 2014).

Ditylenchus dipsaci € um nematoide endoparasita migrador, e sua
alimentacdo resulta em destruicdo do parénquima cortical, causando a
degradacdo da lamela média da parede celular (FERRAZ & BROWN, 2016).
Nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta, os juvenis de quarto
estagio penetram o tecido da coroa e do bulbo, que se encontram abaixo da
superficie do solo, migrando para outras partes (JOHNSON & ROBERTS,
1995). O ciclo de vida do D. dipsaci, pode variar 19 a 23 dias a 15°C, sendo
sua reproducdo por anfimixia, na qual a fémea pode produzir de 207 a 498
ovos (HOOPER, 1972). Com isso, em uma Unica safra de alho o nematoide
pode atingir populacdes elevadas em apenas uma planta (HUANG, 1992).
Quando a planta inicia o processo de deterioracdo, o nematoide pode deslocar-
se para o exterior do bulbo (WORDELL FILHO et al.,, 2006), e sobreviver
alimentando-se de fungos presentes no solo (GONZAGA, 1995) cuja densidade
populacional ir4 variar de acordo com as condi¢Bes climaticas, caracteristicas
do solo e com a cultivar presente na area (PINHEIRO et al., 2014).

Os danos econémicos causados por D. dipsaci em vérias culturas estéo
mais associados a solos argilosos do que a solos arenosos. Considerando o

nivel populacional, de D. dipsaci relacionado ao limiar de dano econdémico na
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cultura do alho é de 10 espécimes para 500g de solo seco (RESENDE et al.,
2016; BIRD, ABAWI & LAMONDIA, 2018; SIKORA et al., 2018).

Essa praga entra em estado de dorméncia, entre as camadas secas dos
bulbos de alho (HUANG, 1992), principalmente quando submetido a estresse
hidrico (WORDELL FILHO et al., 2006), sendo um dos poucos nematoides que
tém a capacidade de sobreviver em anidrobiose (FIELDING, 1951). Fielding
(1951) obtiveram espécimes vivos de D. dipsaci de cabecas floriferas de
Dipsacus sp. (Fuller's Teasel — planta nativa da Europa) que foram preservadas
em estado de dessecacédo por 23 anos. Os danos costumam ser mais graves
quando o nematoide ja esta presente no tecido das sementes no momento do
plantio (SIKORA et al.,, 2018). Na auséncia de hospedeiro, pode ainda
sobreviver no solo saprofiticamente se alimentando de fungos (GONZAGA,
1995).

Considerando-se a condicdo de anidrobiose, a deteccdo do nematoide
em material vegetal pelo método de extracdo de Funil de Baerman (1917) é
dificultoso ou até mesmo impreciso. Esse método é usado para extracdo de
nematoides ativos (modveis) de material vegetal, baseando-se na mobilidade,
pois quando material infectado € colocado em &gua, 0s nematoides se
deslocam do tecido e decantam (VAN BEZOOIJEN, 2006). Segundo Favoreto
(2008), nematoides mortos ou inativos ndo sao extraidos pelo método do Funil
de Baermann e suas varia¢cfes, pois demandam algum tempo para exibirem
motilidade.

Quando populacdo de D. disaci acometem a cultura do alho, ha o
desenvolvimento de sintomas tipicos da doenca, cujo sintomas no campo sao,
caracterizados principalmente, pelo engrossamento do pseudocaule e menor
crescimento da haste da planta, amarelecimento das folhas e apodrecimento
do bulbo (CHARCHAR; TENENTE & ARAGAO, 2003). Durante a colheita, na
presenca de altos niveis populacionais, pode ocorrer o desprendimento e
retirada apenas da parte aérea da planta (PINHEIRO et al., 2014) e ainda, 0s
bulbos afetados, apresentam chochamento. No periodo de armazenamento,
ocorre o amarelecimento intenso do bulbo, sintoma conhecido vulgarmente
como “amareldo do alho” (CHARCHAR; TENENTE & ARAGAO, 2003).

Os sintomas muitas vezes ndo sdo aparentes, e a ocorréncia de plantas

assintomaticas nao indica necessariamente a auséncia do nematoide nos
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bulbilhos (GUBINA, 1988). Em bulbilhos atacados, o nematoide, em especial
juvenis de quarto estagio e adultos, ficam alojados principalmente nos catafilos
e na pelicula de protecdo, sendo o material a ser processado para fins de
extragdo no caso de deteccgéo de D. dipsaci em alho, 0, ndo sendo encontrados
no interior do 6rgdo vegetal (FERRAZ & BROWN, 2016).

Grinberg e Gomes (2018), em levantamento a campo, diagnosticaram a
presenca do nematoide em amostras de alho, no extremo sul do Rio Grande do
Sul, nas quais os produtores relataram perdas estimadas em 30% na safra.
Porém, em condic¢des climaticas 6timas para o desenvolvimento do nematoide
(15°C a 20°C), os danos podem chegar a 100% em bulbilhos infectados
(CHARCHAR, 2001).

A principal estratégia de manejo é a prevencao da entrada do D. dipsaci
na area. Quando detectado sua presenca, torna-se praticamente impossivel
erradica-lo, podendo até inviabilizar o cultivo dependendo dos niveis
populacionais. Para que a prevencao ocorra, € essencial a utilizacdo de
bulbilhos-sementes de alho certificados, isentos do nematoide, para plantio em
solos néo infestados (RESENDE et al., 2016).

Quando confirmada a presenca do nematoide, mesmo em baixa
populacdo, deve-se evitar o plantio na area; utilizando rotacdo de culturas, com
plantas ndo hospedeiras, por no minimo trés anos consecutivos (BECKER,
1993). O uso da termoterapia pode ser uma alternativa de manejo, porém tem
pouca viabilidade de uso, devido aos problemas fisiol6égicos causados na
semente, como também a aplicacéo pratica em grandes quantidades (JAEHN,
1995).

Cinco nematicidas a base de abamectina (avermectina) apresentam
registro no MAPA e estéo disponiveis no mercado para controle de D. dipsaci,
via aplicagdo por tratamento sob imersdo da semente antes do plantio
(AGROFIT, 2021). A utlizacdo de produtos quimicos para o controle do
nematoide pode prevenir parte das perdas, porém nao garante sozinho uma
producdo isenta da ocorréncia da praga nem sua erradicacdo na lavoura,
podendo haver entdo, um aumento na populagdo (BECKER, 1990).

Outras alternativas complementares ao manejo da doenca, tais como
inundacdo da area, destruicdo de restos culturais, solarizacdo e uso de

variedades resistentes sdo medidas importantes a serem tomadas (WORDELL
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FILHO et al., 2006). Apesar de algumas cultivares de alho serem altamente
produtivas, normalmente sdo suscetiveis a raca presente no pais, por isso,
tem-se buscado a obtencdo de cultivares tolerantes ou, preferivelmente,
resistentes (FERRAZ & BROWN, 2016).

Em experimento realizado em casa-de-vegetacdo e camara frigorifica,
verificou-se a reacdo de 26 cultivares de alho a D. dipsaci, onde Charchar,
Tenente e Aragédo (2003) verificaram que sete genotipos se comportaram como
resistentes, e outros seis com resisténcia intermediaria no entanto ndo foram
conduzidos trabalhos de campo para aferir tal reacéo.

Ha ainda outras espécies de nematoides que representam séria ameaca
a cultura, no entanto sdo consideradas pragas quarentendrias para o Brasil,
entre elas: Belonolaiumus longicaudatus, Ditylenchus destructor e Meloidogyne
chitwoodi (PINHEIRO et al., 2014).

Para nosso conhecimento, até o presente ndo ha relatos de ocorréncia
do nematoide da galhas (Meloidogyne sp.) em alho no Brasil. Ademais,
espécies de Meloidogyne tem sido recentemente reportadas na cultura do alho
em outros paises. Gupta (2018), relatou Meloidogyne graminicola em plantas
de alho em area de sucess&o com arroz na india, apresentando sintomas de
amarelecimento e secagem da ponta e galhas na ponta das raizes.

Nesse sentido, durante a realizacdo desse estudo, teve-se por objetivos:
a) avaliar a eficiéncia de diferentes métodos de extracdo visando a deteccéo e
quantificacdo de D. dipsaci em amostras de alho e de solo; b) avaliar a
resisténcia de cultivares de alho a D. dipsaci em condi¢cdes de casa-de-
vegetacdo e a campo; e; c) relatar e caracterizar a primeira ocorréncia de

espécie de Nematoide das galhas (Meloidogyne sp.) em alho no Brasil.
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2 CAPITULO | - Comparacédo de metodologias de extracdo do nematoide
do amareldo do alho, Ditylenchus dipsaci quanto a deteccao,
guantificacao e viabilidade em material vegetativo, bulbos e no solo.

2. 1 Introducéao

Por suas exigéncias climaticas, no Brasil, 0 alho (Allium sativum) tem
sua producao concentrada em cerca de 90% nos estados do Rio Grande do
Sul, Minas Gerais, Santa Catarina, Goias e Bahia. O pais destaca-se por ter
um dos maiores consumos per-capita a nivel global, o que corresponde a
aproximadamente 1,5 kg/habitante/ano (RESENDE et al., 2016). A area
colhida no Brasil e a produ¢do vem aumentando nos ultimos anos.

A producéo de alho e limitada por uma série de fatores, dentre eles, a
produtividade das cultivares, adaptacdo dos materiais genéticos as condicdes
de clima e fotoperiodo, textura, pH e fertiidade do solo, e, a problemas
decorrentes de pragas e doencas limitantes (RESENDE et al., 2016; NICK &
BOREM, 2017) Entre os problemas fitossanitarios, doengas causadas por
fungos, bactérias, virus e nematoides, acometem a cultura do alho e causam
problemas que afetam negativamente a cultura, reduzindo significativamente a
producédo. Alguns géneros de fitonematoides podem ocorrer na cultura do alho,
causando danos severos. Entre esses, o nematoide do amareldo Ditylenchus
dipsaci (Kihn) Filipjev constitui-se uma ameaca continua nas areas de cultivo
do pais, devido a facil disseminacdo por material infectado pelo nematoide
(PINHEIRO et al., 2014), ou ainda pela dificuldade de manejo onde esta
presente. Essa espécie possui um complexo de mais 30 racas bioldgicas
conhecidas, cada uma nomeada por seu hospedeiro principal ou pela planta na
qual foi detectado pela primeira vez (SCHWARTZ & MOHAN, 2008). Apesar
dessa gama de racas distintas, apenas a raca cebola que também afeta a
cultura do alho (Allium spp.) ocorre no Brasil, sendo as demais racas, pragas
guarentenarias ausentes (MAPA, 2021).

Ditylenchus dipsaci tem preferéncia por condi¢cdes climaticas amenas e
umidas, podendo completar seu ciclo de vida em 19 a 23 dias a 15 °C (SIKORA
et al., 2018). O amareldo do alho € um problema recorrente nas regiées Sul e
Sudeste do Brasil desde seu relato na década de 1970 no estado de Santa
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Catarina (PINHEIRO, 2017). A reproducdo dessa espécie é por fecundacédo
cruzada. As fémeas ovipositam um total de 200-500 ovos internamente aos
tecidos da planta atacada e, assim como os machos, vivem de 45 a 73 dias em
boas condicbes de temperatura e umidade (SCHWARTZ & MOHAN, 2008).
Consoante a isso, a populacdo do nematoide pode aumentar drasticamente em
um ciclo da cultura, variando de 50.000 nematoides por planta (SCHWARTZ &
MOHAN, 2008) até uma média 3.609 nematoides por grama de tecido de alho
infectado (BIRD, ABAWI & LAMONDIA, 2018).

Ditylenchus dipsaci € um nematoide endoparasita migrador que se
alimenta do tecido parenquimatico da planta (CABI, 2019), o que resulta
dissolugdo da lamela média das células atacadas e a presenca de grandes
cavidades no interior do cértex, onde as fémeas costumam ficar alojadas para
a deposicao dos ovos (FERRAZ & BROWN, 2016). Quando o nematoide ataca
as plantas de alho no campo, ha o desenvolvimento de sintomas tipicos da
doenca, incluindo, principalmente, engrossamento do pseudocaule e menor
crescimento da haste da planta, amarelecimento das folhas e apodrecimento
dos bulbos (CHARCHAR; TENENTE & ARAGAO, 2003) culminando com a
destruicdo completa das plantas, acompanhada por um odor fétido
caracteristico (RESENDE et al., 2016). Apés a colheita, bulbos infestados e
armazenados deformacbes, e rachaduras (FERRAZ & BROWN, 2016),
aparéncia esbranquicada e textura farinacea (RESENDE et al., 2016).

Em um ataque leve da cultura, durante o estdgio de bulbificacdo, os
juvenis de quarto estadio (J4) de D. dipsaci migram da parte aérea para o
bulbo, concentram cerca de 90% da populacdo nas folhas de protecao
(TIHOHOD, 1993; PINHEIRO, 2017), que, por desidratacdo do corpo
(dessecacéao), entram em anidrobiose, e podem sobreviver em material vegetal
seco armazenado por até 23 anos (FIELDING, 1951). Quando ocorre a
brotagdo de um bulbilho infectado no solo, o0 nematoide migra para o apice,
que, em elevados niveis de infec¢bes, poderdo provocar a morte das plantas,
causando perdas de até 100% (TIHOHOD, 1993; SIKORA et al., 2018).

Ditylenchus dipsaci pode parasitar plantas em solos pesados e leves,
embora uma maior incidéncia pareca ocorrer em solos pesados, sobrevivendo
sem plantas hospedeiras por mais de um ano (SIKORA et al., 2018) ou no solo,

saprofiticamente se alimentando de fungos (GONZAGA, 1995). A sua deteccéo
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no solo € normalmente dificultosa devido aos baixos niveis populacionais
(SIKORA et al., 2018). Os niveis de dano econémico para a varias culturas,
incluindo a do alho, séo significativos com populacdes de 10 espécimes de D.
dipsaci por 500 g de solo (RESENDE et al., 2016; BIRD, ABAWI & LAMONDIA,
2018). Ja na cultura da cebola, o limiar de dano econdémico é de 10 espécimes
por 400g de solo (SIKORA et al., 2018).

A deteccéo de D. dipsaci em plantas sintomaticas é facil e pratica, cujo
procedimento primario se da pela imerséo de partes do tecido vegetal na agua,
onde os estagios moveis do nematoide escapam dos tecidos dentro de duas a
quatro horas e podem ser visualizados sob microscopio (EPPO, 2017).
Segundo o Protocolo de diagndéstico para pragas regulamentadas do
International Plant Protection Convention, D. dipsaci pode ser extraido de
tecido vegetal de alho cortando-0 em pequenos pedacos e colocando-0s em
um recipiente (por exemplo, placa de Petri) com agua da torneira a temperatura
ambiente; e, para obter uma suspensédo limpa de impurezas, os pedacgos
podem ser colocados em uma peneira coberta com papel filtro, conforme
método do prato/bandeja de Oostenbrink (1954) ou do funil de Baermann
(1917), sendo o Uultimo, uma técnica de referéncia para a extragdo de
nematéides do solo e de material vegetal (bulbos, raizes, cascas e sementes).
(IPPC, 2016), por basear-se na mobilidade do nematoide.

Ainda, segundo o IPPC (2016), a extracdo de D. dipsaci do solo pode
ser feito pelo método de Kleynhans (1997), técnica que combina peneiramento
e centrifugacdo, muito parecida ao método de extracdo de solo proposto por
Jenkins (1964), diferindo no tempo de centrifugacdo e densidade da solucao de
sacarose. A metodologia de Jenkins (1964) é amplamente utilizada na maioria
dos laboratorios brasileiros, além de adaptacdes protocoladas (MACHADO,
SILVA & FERRAZ, 2019). Trabalhos na literatura envolvendo métodos de
extracdo de D. dipsaci em solo e material infectado, mostram que a eficiéncia
na recuperagcdo do nematoide parece ser varidvel por diversos fatores
(POIRIER et al., 2019).

Dessa forma, teve-se por objetivo nesse trabalho, avaliar a eficiéncia de
diferentes métodos de extracdo de D. dipsaci de material fresco contaminado e
de bulbos secos infectados na recuperacao e viabilidade de indculo (espécimes

ativos) em 24, 48, 72, 96 e 120h apos a extragdo; e, comparar os métodos de
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extracdo de nematoides do solo pelo funil de Baermann (1917), Baermann
modificado e Jenkins (1964) sob duas concentracdes de sacarose quanto ao

namero de nematoides recuperados totais e de individuos ativos (vivos).

2. 2 Material e Métodos

Os trabalhos aqui realizados serviram de base para otimizar a deteccéo
e recuperacdo de espécimes ativas de D. dipsaci realizados nos diferentes
bioensaios, para posterior avaliacdo da resisténcia de diferentes cultivares de
alho (Alliium sp.) a D. dipsaci em condi¢Oes de casa-de-vegetacdo e a campo

(capitulo 2). O presente estudo foi dividido em duas etapas.

2.2.1 Recuperacéo e viabilidade de D. dipsaci de material vegetal e bulbos

em funcdo de métodos de extracéo e do periodo de avaliacao.

Na primeira etapa, avaliou-se a eficiéncia de recuperacdo de espécimes
de D. dipsaci de material fresco de plantas infectadas e de bulbos secos
utilizando-se trés métodos de extracdo. Para avaliacgdo em material fresco,
selecionaram-se apenas as partes do bulbo e do pseudocaule infectadas como
0 nematoide, as quais foram cortadas em pedacos de * 1lcm e
homogeneizadas. Para avaliacdo em material seco, bulbilhos apresentando
sintomas caracteristicos da infeccdo pelo nematoide foram descascados,
descartou-se o endosperma (folha de reserva), aproveitando-se apenas as
cascas (folhas de protecéo), as quais foram cortadas em pedacos de = 1cm e
homogeneizadas.

Do material fresco e seco processado, foram separadas subamostras de
2,59 as quais foram submetidas aos métodos de extracdo pelo funil de
Baermann (1917), Baermann modificado e placa de Petri. Para o Método do
funil de Baermman (1917) - Em um funil cénico de plastico contendo na sua
base um tubo de borracha de 0,5cm de didmetro, vedado com uma pingca de
Morh na extremidade, foi depositada uma peneira de tela plastica recoberta
com lenco de papel (tipo facial) cujo material infectado (subamostra de 2,5q) foi

colocado sobre essa, e, completou-se com agua até o nivel da borda do funil.
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Ja para o Baemann modificado, tal metodologia consistiu no mesmo
procedimento descrito acima, porém, a subamostra de material infectado foi
depositada diretamente sobre a peneira sem o uso do papel, e, a seguir,
completou-se o volume com agua ao nivel da borda do funil. O terceiro método
testado consistiu apenas no depdsito do material vegetal uma placa de Petri de
90mm imerso em 4gua, preenchida até a borda da placa (EPPO, 2013).

Os dois bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com seis repeticbes, permanecendo por 24h em sala de
incubacdo com controle de temperatura (£25 °C). Decorridas as 24h, para os
métodos de funil de Baermann e Baermann modificado, realizou-se a coleta de
uma aliquota de 50 mL da suspenséo de cada repeticdo em tubo tipo Falcon,
para posterior quantificacdo. J& no método de placa de Petri, o material foi
vertido sobre as peneiras com abertura de malha de 60 mesh (para retencao
do material) e 635 mesh (para retencéo dos nematoides) para recolhimento dos
nematoides, e posterior transferéncia de 50mL da suspenséo para tubo tipo
Falcon.

A quantificagdo do numero de D. dipsaci totais e moveis, foi realizada
com auxilio de microscopio estereoscépio. Para tanto, foram feitas trés
contagens da mesma repeticdo em uma placa de Petri com 5mL da suspenséao
apos 24, 48, 72, 96 e 120 horas do inicio da incubacdo. Para avaliacdo do
namero de D. dipsaci vivos ap6s o ultimo periodo de avalia¢do (120 horas), 100
pL de NaOH (Hidroxido de Saodio) 1 N, foi colocado em 1mL de suspenséo do
nematoide e, 30 segundos apods, foi contado o numero de D. dipsaci
moveis/mL, repetindo o procedimento trés vezes para cada unidade

experimental, conforme metodologia de Chen e Dickson (2000).

2.2.2 Recuperacao e viabilidade de D. dipsaci do solo por diferentes

meétodos de extracdo

Na segunda etapa desse estudo, avaliou-se a eficiéncia dos métodos de
extragcdo de D. dipsaci do solo pelas metodologias de Baermman (1917) e
Jenkins (1964) na recuperagdo dos nematoides do solo. Ambos bioensaios
foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com seis

repeticdes, em sala de incubacao a 25°C * 5°C.
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Inicialmente, amostras de solo arenoso foram coletadas na regido do
distrito Quitéria (Rio Grande-RS). A seguir, 0 volume coletado foi autoclavado
al120°C por uma hora para garantir que ndo houvesse nematoides na amostra.
Logo, depositou-se 250cc desse solo (=300g) em um Becker de 250mL,
infestando 0 mesmo, na sequéncia, com 10mL de uma suspensao aquosa
contendo 2500 espécimes (4% ativos/moéveis) de D. dipsaci.

Primeiramente, o solo infestado foi submetido a duas lavagens e
peneiramento sobre as peneiras de 20 e 400 mesh. A seguir, a suspensao
obtida foi submetida a centrifugacdo a 1750 rpm por 5 min e descartado o
sobrenadante. Na segunda centrifugacdo, foram adicionadas solucéo de
sacarose na concentracdo de 400g ou 600g por litro de agua, por 1 min a 1750
rom. Logo apds, o sobrenadante de cada amostra foi vertido sobre peneira de
500 mesh para recuperacdo dos nematoides.

Jé para o método do funil de Baermann, cada unidade experimental de
solo foi depositada na peneira contendo papel absorvente fino sob um funil de
vidro com capacidade para os 250cc de solo. Decorridos 24 horas apds a
instalagéo do funil, uma aliquota de até 50mL foi retirada de cada funil, e outra
aliguota de até 50 mL, 48 horas ap0s a instalacdo, procedendo-se as
contagens do numero de nematoides nos referidos tempos de incubacgédo. A
quantificacdo do numero total e ativos de D. dipsaci foi realizada com auxilio de
microscépio estereoscopio, procedendo-se a triplice contagem em placa de
Petri com capacidade de 5mL de suspensao. Para o periodo de 48h, o nUmero

de nematoides foi somado ao extraido no primeiro periodo (24h).
2.2.3 Analise estatistica dos dados

Os dados referentes ao bioensaios com material vegetal (fresco e seco),
expressa pelo nimero de nematoides totais extraidos e espécimes ativos
(valores transformados em vx+ 1) nos diferentes tratamentos e variagdes,
foram submetidos a ANOVA em esquema fatorial, sendo as medias
comparadas entre si pelo teste de Duncan e/ou Scott-Knott a 5%. Os dados

referentes ao bioensaio com solo expressos pelo numero total de nematoides e
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espécimes ativas (valores transformados em +x+ 1), foram submetidos a
analise de variancia através do teste F (p<0,05), sendo as médias de cada
tratamento comparadas entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Adicionalmente, dentro de cada método, foram conduzidas analises em
esquema fatorial utilizando-se, também, o teste de Duncan a 5%, onde para
Jenkins os fatores foram concentracdo de sacarose e numero de nematoides
recuperados; e para FB, periodo de recuperacdo e numero de nematoides
recuperados. Para essas anadlises, utilizou-se o software SAS (SAS Institute
9.4, 2011).

2. 3 Resultados

2.3.1 Recuperacdao e viabilidade de D. dipsaci de material vegetal e bulbos
em funcao de métodos de extracdo e do periodo de avaliacéo.

Quando comparados os trés métodos (funil de Baermann-FB,
Baermman modificado-BM e placa de Petri-PP) de extracdo do nematoide para
material seco (cascas de bulbos), para a variavel nUmeros totais de D. dipsaci
recuperados, verificou-se significancia apenas para o fator métodos. Ja para
namero de nematoide recuperados moveis, observou-se interacao entre 0s

fatores métodos e periodos de avaliagdo (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1: Numero total de espécimes de D. dipsaci extraidos de 2,5 g de
cascas de bulbos de alho sintomaticos sob diferentes métodos.

Métodos Numero total de D. dipsaci
Placa de Petri 8542,6 a*
Baermann Modificado 4301,1 b
Funil de Baermann 2003,4 c
CV (%) 29,57
Periodos Numero total de D. dipsaci
24h 5412,7 "
48h 5330,7
72h 5067,2
96h 5236,1
120h 5147,3
CV (%) 29,57

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
a 5% de significancia. " néo significativo a 5%.
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Para numero total de espécimes extraidas do material seco,
independentemente do periodo de avaliacdo, recuperou-se maior quantidade
de nematoides utilizando-se o método de placa de Petri (PP), seguido do
Baermann Modificado (BM), conforme dados apresentados na Tabela 1.
Quando analisado o numero de D. disaci méveis dentro dos periodos de
avaliacdo, maior numero de espécimes recuperados foi obtido quando utilizou-
se 0 método da placa de Petri (Figura 1), 24h apds a instalagdo, verificando-se
incremento de 34 a 237 vezes comparativamente aos demais métodos
testados. Ja para os periodos subsequentes (48 a 120h), de uma forma geral,

0S nematoides permaneceram inativos, ndo havendo diferencas entre os

métodos (Figura 2).

A oY )
Figura 1. A e B- método de extracdo por placa de Petri ap0s 24 horas de
incubacao e, C- espécimes em microscopia de luz com aumento de

40x.

De forma semelhante, pela andlise da mesma variavel dentro de cada
método, maior nimero de espécimes de D. dipsaci moveis recuperados foram
observados nas primeiras 24h tanto para o funil de Baermman (FB), Baermman

modificado como em PP.
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Tabela 2: Numero de D. dipsaci ativos em diferentes periodos dentro de cada
método de extracdo a partir de 2,59 de cascas de bulbos de alho.
BM—-Baermann modificado; FB—funil de Baermann; PP—placa de

Petri.
. Periodos (horas)

Metodos —— 48h 72h 96h 120n V()
PP 17775Aa 0,0 Ab 13,3 Ab 0,0 Ab 0,0 Ab 38,79
BM 75Ba 0,0Ab 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Ab 53,09
FB 51,7Ba 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Ab 60,34

CV (%) 28,62 0,00 52,95 0,00 0,00

*Letras iguais (dados transformados), maiuscula na coluna, mindscula na linha,
nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significancia. CV (%):
Obtidos pela transformacéo dos dados (vx + 1).

Analisando-se o0s resultados obtidos no bioensaio conduzido com
material fresco, para a variavel nimero total de nematoides recuperados, nao
houve interacdo entre os fatores, cuja significancia foi observada apenas para
métodos (Tabela 3). Nesse sentido, independentemente do periodo de

avaliagdo (24 a 120h), maior numero de individuos foram recuperados
utilizando-se o método de Baermann modificado.

Tabela 3: Numero total de D. dipsaci extraidos em 2,59 de material fresco de
plantas de alho em estadio vegetativo sob diferentes métodos.

Métodos Numero total de D. dipsaci
Baermann Modificado 4599.6 a*
Funil de Baermann 34146 b
Placa de Petri 31512 b
CV (%) 40,13
Periodos Numero total de D. dipsaci
24h 3561,8 "s
48h 3683,0
72h 3735,0
96h 3773,7
120h 3840,0
CV (%) 40,13

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
a 5% de significancia. " nédo significativo a 5%.

Ainda, na avaliagdo do bioensaio conduzido com material vegetal fresco,

para a variavel nimero de espécimes de D. dipsaci moveis, houve interacédo

significativa entre os fatores (Tabela 4). Analisando-se 0 numero de

nematoides méveis, dentro de cada periodo de avaliacdo, embora de uma
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forma geral, maior recuperacéo tenha sido verificada com o método PP, nos
periodos de 96h e 120h ap6s a incubacdo, tal método ndo diferiu
significativamente do FB; e ap0s 120h, ndo houve diferenca entre os métodos.
Comparando-se os periodos de avaliacao, dentro de cada método, BM e
FB tiveram comportamento semelhantes entre 24 e 72h (2 a 23%
recuperacédo), notando-se maior numero de espécimes moveis de D. dipsaci
recuperados apdés 96/120h e 120h, para esses métodos, respectivamente.
Embora tenha sido detectado maior nimero e percentagem (50% recuperacéo)
de espécimes moveis recuperados no tratamento PP, ndo houveram diferencas

significativas nos periodos para esse método (Tabela 4; Figura 2).

Tabela 4: Numero de D. dipsaci ativos obtidos em diferentes periodos e dentro
de cada método de extracdo a partir de 2,5 g de tecido fresco em
plantas de alho sintomaticas em estadio vegetativo. FBM — funil de
Baermann modificado; FB — funil de Baermann; PP — placa de Petri.

Periodos (horas)

A 0
Metodos —— 0 48h 72h 96h 12on V)
PP 1548 Aa 2297 Aa 2777 Aa 2350 Aa 2662 Aa 2212
FB 802 ABb  422Bb  280Bb 2648 Aa 3279 Aa 49,95
BM 515Bb  442Bb  84Bb  231Bb 2644 Aa 3916

CV (%) 38,22 31,50 33,41 39,45 31,57

*Letras iguais (dados transformados), maidscula na coluna, mintscula na linha,
nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significancia. CV (%):

Obtidos pela transformacéo dos dados (vx + 1).

A aplicacdo de NaOH as suspensbes das repeticbes de ambos
experimentos ao final do ensaio (120h apds o recolhimento), indicou ndo haver
diferencas significativas para mobilidade antes ou apdés a aplicacdo nos
diferentes métodos de extracdo. Ja para material seco infectado e examinado
120h apés a extracdo, ndo foi possivel detectar nematoides moveis apés a
aplicacdo de NaOH (Tabela 5) o que pode estar relacionado a sua morte apos

as 48h da extragéo, conforme dados apresentados na Tabela 2.
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Tabela 5: Numero de D. dipsaci ativos antes e depois da aplicacao de hidréxido
de sodio IN (NaOH), em 1mL de suspensédo, apos o periodo de
120h, nos diferentes método de extracdo de material fresco (plantas
vegetativas sintomaticas) e material seco (cascas de bulbilhos).

, Material fresco Material seco
Métodos - -
Antes Depois Antes Depois
Baermann Modificado 57,22"s 68,32"s 0,00ms 0,00ns
Funil de Baermann 82,20 83,88 0,00 0,00
Placa de Petri 63,35 64,45 0,00 0,00
CV (%) 50,07 50,24 - -

nS médias nao significativas pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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Figura 2: Percentagem de espécimes ativos de D. dipsaci recuperados de
material fresco (grafico acima) e seco (grafico abaixo) de alho
infectado por diferentes métodos, 24, 48, 72, 96 e 120h apds a
instalacao de cada método (FB, BM e PP).
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2.3.2 Recuperacado e viabilidade de D. dipsaci do solo por diferentes

meétodos de extracdo

Quando comparados os quatro tratamentos conjuntamente, o emprego
do método de Jenkins com concentracao de 400 e 600g de sacarose resultou
em maior recuperacdo de espécimes totais e ativas de D. dipsaci do solo
comparativamente as extracdes pelo método do funil de Baermann nos dois

periodos (Tabela 6).

Tabela 6: Numero total e ativos de D. dipsaci, extraidos de solo infestado por
método de Jenkins sob diferentes densidades (400 e 600g de
sacarose/litro de agua) e, funil de Baermann sob diferentes periodos
(24 e 48 horas).

Método Totais Ativos
Sacarose 4009 568,89 a* 346,67 a
Sacarose 600g 457,78 a 308,33 a

Funil 48h 73,43 b 73,43 b

Funil 24h 70,83 b 70,83 b

CV (%) 40,22 49,38

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste Duncan a
5% de significancia.

Quando analisada a recuperacédo de nematoides do solo dentro de cada
meétodo, para Jenkins, verificaram-se diferencas significativas para o fator
namero de nematoides independentemente da concentracdo de sacarose,
onde maiores niveis de nematoides totais foram detectados em relacdo as
formas maveis, cuja diferenca foi maior que 50% (Anexo 1). No entanto, para o
método do funil de Baermman, independentemente do periodo do periodo de
incubacdo do solo para extracdo dos espécimes de D. dipsaci, 0 niumero de
nematoides moveis recuperados foi o mesmo (P>0,05) ndo havendo

significancia para ambos os fatores (Anexo 1).

2.4 Discusséao

Os diferentes resultados obtidos na extracdo total de nematoides em
material fresco e seco, pode ser explicado por alguns fatores que influenciam

as técnicas utilizadas. Nesse sentido, a maior recuperacdo de nematoides
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totais e ativos em material seco, utilizando-se o método PP, pode estar
relacionada principalmente & auséncia de uma barreira fisica como o papel no
método tipico de Baermman (1917) conforme as recomendag¢fes da EPPO
(2013). A passagem do nematoide pode variar muito dependendo do tipo de
papel, que em caso de duavida, testes de eficacia devem ser realizados.
Viglierchio e Schmitt (1983) testaram diferentes tipos de papeis na técnica do
funil de Baermann, depositando as espécimes de D. dipsaci diretamente no
papel, contabilizando retencéo de D. dipsaci de 5 a 35% no papel utilizado, em
um periodo de 24 horas, ndo dispondo de analise estatistica para definir o mais
eficiente, mas concluiram eu o tipo de papel influencia na passagem dos
nematoides.

Da mesma forma, o volume da amostra (2,5g cascas) utilizado como
padrdo para comparacdo, no bioensaio com material seco, ocupou grande
parte do espaco nas peneiras, o que pode ter dificultado a mobilidade do
nematoide e sua decantagdo. Segundo Van Bezooijen (2006) a eficiéncia
geralmente aumenta quando a camada de detritos no filtro ou funil é fina e
diminui com o tamanho da amostra. Para comprovacao, um menor volume de
material seco poderia ser testado sob esses métodos de extragdo. Ja na
metodologia de placa de Petrii a lavagem do material n&o depende
exclusivamente da mobilidade, onde a extragdo de nematoides mortos ou
inativos pode ser bem-sucedida. Favoreto (2004) também observou tal
evidéncia para extracdo de sementes secas, onde 0os nematoides estdo na sua
maioria inativos e ndo sdo extraidos pelo método do funil de Baermann e suas
variacoes.

Os menores valores aqui observados, para espécimes ativas em
material seco, pode ser atribuida a menor atividade do nematoide em funcéo
do tempo de extracdo. Par métodos de extracdo baseados na mobilidade do
nematoide, a taxa de recuperagdo aumenta em periodos de extracdo mais
longos, além da coleta regular e a adicdo de agua constante, que favorecem
(EPPO, 2013).

Embora tenham sido observadas diferencas significativas entre os
métodos para numero de nematoides moveis (ativos), em material fresco
infectado nos periodos de 24 a 96h, as diferencas ndo significativas em 120h

apos a extracdo pode ser atribuida & alguma substancia do alho contida na
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suspensao antes que impediu 0 seu movimento , antes da adicdo de NaOH 1N.
Considerando-se que, o proprio macerado do alho é toxico a D. dipsaci (VEGA,
1979; VAN BEZOOIJEN, 2006), algum composto na suspensao pode ter té-los
deixado inativos. Da mesma forma, o efeito do extrato de alho na reducao do
nematoide das galhas (M. incognita) em tomate foi observada por Neves et al.
(2009).

Os bioensaios com material fresco e seco compartilham a premissa de
gue o uso do papel sob a peneira ndo contribui para a melhoria extracédo, o que
pode ser considerado para o bioensaio de solo. O que esta de acordo com as
conclusdes propostas por VIGLIERCHIO & SCHMITT (1983), onde o uso de
papel para reter solo, malhas de peneiras ou tecidos usados na extracao por
funil pode restringir a passagem de nematoides, dependendo da espécie em
estudo. D. dipsaci, pelo seu comprimento corporal pode ser muito afetado.

Em estudo conduzido por Poirier et al. (2019), testando-se a extracéo de
D. dipsaci com bulbos ou pseudocaule e folhas de alho, os autores nao
observaram diferencas significativas entre os métodos de extracdo de
Baermann (funil e bandeja) em baixa ou alta densidade populacional diferindo
do método da sonicacdo (Tangchitsomkid et al.) que foi variavel nas duas
condi¢cdes. Embora os autores tenham concluido que o método Baermann é
preferido para a analise desses tipos de materiais, em material fresco
infectados com baixo nivel de fitonematoides; ndo houveram diferencas entre
0s métodos; ja na avaliacdo em bulbos os secos, houveram diferencas entre 0s
métodos testados quando os bulbos utilizados continham nivel de inoculo mais
elevado. Mesmo assim, o emprego de FB e FB modificado, nessa condicao,
resultou em menor numero de espécimes recuperados, ratificando o0s
resultados observados nesse estudo quando avaliou-se 0 numero de
espécimes recuperados nos bulbos por tais metodologias.

A baixa viabilidade do in6culo (nimero nematoides moveis) observada
no material seco (cascas dos bulbos) deste estudo, pode ser atribuida tanto ao
elevado indice de mortalidade em funcéo da toxicidade da suspensédo onde o0s
nematoides estavam contidos. Muitos nematoides morrem ou sdo inativados
devido ao acumulo de substancias toxicas do material vegetal, crescimento de
microrganismos, e falta de oxigénio no fundo do funil (VAN BEZOOIJEN, 2006;

SIKORA et al., 2018). Quando extraidas do tecido, os nematoides devem ser
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lavados em varias trocas de agua estéril para remover vestigios de compostos
fendlicos que os tornam inativos (PLOWRIGHT, CAUBEL & MIZEN, 2002). A
15°C, em 24 dias, menos de 10% de D. dipsaci sobreviveram a 0,85 ppm de
02, enquanto que 95% sobreviveram a 7,5 ppm de O2. Um aumento na
temperatura reduz significativamente a sobrevivéncia nessas concentracoes de
O2. Além disso a solucdo em que o nematoide se encontra afeta a sua
sobrevivéncia. A solucao de ureia mata os J4 apos 36 horas (SIMONS, 1973).
Isso explica a inativacdo dos nematoides durante as avaliacbes de mobilidade
nos diferentes periodos para os meétodos nos diferentes bioensaios. O que
poderia ser revertido com a adicdo de hidroxibenzoato de metila a agua para
inibir o crescimento bacteriano e para evitar a falta de oxigénio, usar uma
solucéo de peroxido de hidrogénio em vez de dgua ou a fazer adaptacdo de um
spray (VAN BEZOOIJEN, 2006).

Nesse sentido, para espécimes de D. dipsaci extraidas de material
fresco por FB e FB modificado, o0 emprego desses produtos pode proporcionar
ou manter um maior numero de individuos ativos por um maior tempo
considerando-se os resultados aqui observados, onde, em 120h, foi possivel
detectar maiores quantidades de individuos moveis nao detectados até 72-96h
do inicio da incubacdo. Além disso, a concentracdo de solutos poderia ser
revertida com a lavagem da suspensdo em peneiras, porém, por outro lado,
poderia resultar em perdas dos espécimes.

O maior numero de espécimes de D. dipsaci extraidos do solo pelo
método de Jenkins comparativamente ao FB (2,88%) se deve a um conjunto de
vantagens, como maior eficiéncia de recuperacdo (20%), menor tempo para
obtencdo dos espécimes e maior qualidade de visualizacdo da amostra pela
menor concentracdo de impurezas conforme comparacdes descritas pela
EPPO (2013). Em estudo conduzido por COSTA, OTOBONI e SARAIVA
(2002), os autores obtiveram melhores resultados pelo método de Jenkins na
recuperagcdo dos nematoides do solo (ndo indicando espécie ou género) em
comparacdo com o método do funil de Baermann. No entanto, em trabalho
recente, Poirier et al. (2019), verificou que o emprego do FB (bandeja e funil)
resultou em maior recuperacao de espécimes de D. dipsaci que a centrifugacéo
por densidade em diferentes tipos de solo, incluindo o arenoso. No entanto, os

autores usaram um menor volume de solo (100cc) e infestaram-no com um
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menor numero de espécimes (200/unidade experimental), mantendo o solo sob
extracdo dos nematoides por um periodo de sete dias.

Considerando-se que o movimento e a infectividade dos nematoides
recuperados do solo nem sempre estdo correlacionados, existe a possibilidade
de que, sob o estresse das condicbes mais secas existentes, o nematoide pode
entrar em um estagio de repouso temporario (MIYAGAWA & LEAR, 1970).
Apesar de ter sido verificado diferenca entre os tratamentos quanto a
mobilidade dos nematoides recuperados no método de Jenkins e esse efeito
nao tenha sido significativo par ao funil independentemente da variacéo,
maiores niveis de D. dipsaci ativos foram obtidos quando utilizou-se a extracdo
via peneiramento e flotacdo centrifuga em solugcdo de sacarose, 0 que
demonstra a eficiéncia dessa técnica para deteccdo e recuperacdo do
patdgeno no solo em comparacao ao meétodo FB.

No entanto, segundo IPPC (2016), outros métodos que podem ser
usados para a extracdo de Ditylenchus do solo incluem a técnica Cobb
modificada por Flegg e o método do elutriador de Oostenbrink. Segundo EPPO
(2013), o método de centrifugacédo desenvolvido por Caveness e Jensen (1955)
também é recomendado para extracdo de D. dipsaci em solo, testado por
Poirier et al. (2019). Ademais, estudos comparativos entre essas e outras
metodologias de extracdo podem resultar na otimizagdo da recuperagao de sse
patégeno, uma vez que uma das limitacdes de se trabalhar no patossistema D.
dipsaci x alho, em condicbes de campo, estd diretamente ligada aos baixos
indices populacionais recuperados no solo, mesmo em &reas pesadamente

infestadas.

2.5 Conclusdes

A recuperacdo de nematoides moveis de material seco (bulbos) de alho
é influenciado pelo método de extracdo sendo a metodologia da placa de Petri
a mais eficiente; e, a viabilidade dos espécimes obtidos esta relacionada ao
periodo de avaliagdo, permanecendo ativos apenas nas primeiras 24h. Ja para
material fresco, ndo ha diferenca entre os métodos e 0s espécimes ativos até

120h apds a extracao.
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A origem do material (fresco ou seco) infectado afeta a recuperacéao e
mobilidade de D. dipsaci. Para material fresco boa parte da atividade € mantida
até 120h apos a extracdo; e, para material seco, apenas nas primeiras 24h.

O método de Jenkins (1964) independentemente da densidade de

sacarose, é o mais indicado para extracdo de D dipsaci em solo infestado.
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3 CAPITULO Il - Reacdo de acessos de alho a Ditylenchus dipsaci e

aspectos relacionados a produtividade em &rea infestada pelo nematoide.

3. 1 Introducéao

Importante condimento da culinaria brasileira, o alho (Allium spp.) possui
um consumo per-capita de 1,5Kg/habitante/ano (RESENDE et al., 2016), sendo
essa demanda suprida por importacdo da China e Argentina, principalmente
(MAPA, 2021). Sensivel a fatores climaticos como fotoperiodo e temperatura, a
maioria das variedades cultivadas no Brasil sdo exigentes em frio, onde
temperaturas abaixo de 15°C € condicdo essencial para diferenciacdo das
gemas. Porém, a técnica de vernalizacdo ou frigorificacdo, antes do plantio,
substitui a necessidade de frio a campo, possibilitando a cultivo em regides do
Brasil onde as temperaturas sdo mais amenas (RESENDE et al.,, 2016;
PUIATTI, 2017).

De acordo com dados do IBGE (2021), entre as safras de 2017 a 2019,
as regifes do Centro-Oeste e 0 Sudeste aumentaram tanto sua area plantada
quanto a producao de alho, se tornando-se as principais regides produtoras do
pais. As cultivares mais plantadas no pais sédo pertencentes a espécie Allium
sativum L. O Rio Grande do Sul se destaca como o quarto estado brasileiro
gue mais produz alho, com 15.399 ton produzidas (IBGE, 2021). Na regido Sul,
importante produtora de alho nobre, o plantio é feito a partir de maio
estendendo-se até julho, onde as condi¢Bes climaticas sao favoraveis para a
cultura (RESENDE et al., 2016; PUIATTI, 2017); no entanto, nessas areas de
producdo, pode ocorrer o desenvolvimento de doencas de diferentes etiologias
que afetam sensivelmente o rendimento da cultura. Entre as cultivares mais
plantadas no estado, destaca-se os alhos nobres: Ito, Cacador, Quitéria, Sdo
Valentin e Chonan (A. sativum) e Elefante (Allium almpeloprasum L.), mais
conhecido regionalmente como alho-macho.

Entre as doencas, O “nematoide do amareldo do alho” Ditylenchus
dipsaci (Kuhn) Filipjev € uma ameaca recorrente em areas de cultivo do alho,
principalmente no sul do pais, onde as condi¢des climaticas séo favoraveis ao
seu desenvolvimento, (15°C a 20°C) cujas perdas podem atingir 100%
(CHARCHAR, 2001; PINHEIRO et al., 2014). Algumas caracteristicas desse
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patdogeno o colocam em quinto lugar entre os 10 principais fitonematoides de
importancia econémica no mundo, causando problemas principalmente em
regides temperadas (JONES et al., 2013), em fung&o de sua sobrevivéncia e
disseminacéo.

Ditylenchus dipsaci sobrevive em anidrobiose (dorméncia) entre as
camadas secas dos bulbos de alho (HUANG, 1992), cuja condicdo pode
garantir sua sobrevivéncia por até 23 anos, sob dessecacao (FIELDING, 1951).
Assim, esses bulbos infectados servirdo como inoculo para a safra seguinte na
mesma area, ou, como inoculo inicial em éareas de cultivo ndo infestadas
(PINHEIRO, 2017). Alternativamente, O nematoide sobrevive em plantas
daninhas hospedeiras como macela, trevo, caruru, picdo-preto, apds o cultivo
de alho (FONSECA et al, 1999), no solo alimentando-se de fungos
(GONZAGA, 1995), ou até mesmo, nesse mesmo ambiente sem hospedeiro,
por até um ano, causado danos econdmicos mesmo em baixo nivel
populacional (SIKORA et al., 2018).

Dependendo da temperatura, o ciclo de vida do nematoide pode variar
entre 19 a 23 dias, na qual a fémea pode produzir até 500 ovos, onde todos
estagios pdés-embrionarios de D. dipsaci podem infectar as plantas (HOOPER,
1972; CHITAMBAR, WESTERDAHL & SUBBOTIN, 2018). Dessa forma, em
uma safra de alho o nematoide pode atingir populacdes elevadas em apenas
uma planta (HUANG, 1992) normalmente causa sintomas tipicos como
engrossamento do pseudocaule e menor crescimento da haste da planta,
amarelecimento das folhas e apodrecimento dos bulbos (CHARCHAR;
TENENTE & ARAGAO, 2003). Os sintomas muitas vezes ndo sdo aparentes,
ndo indicando necessariamente a auséncia do nematoide nos bulbilhos
(GUBINA, 1988), uma vez que os espécimes ficam alojados entre as folhas de
protecdo e ndo no interior do érgao vegetal (FERRAZ & BROWN, 2016).

Além disso, 0 nematoide pode interagir com outros patégenos
provocando doencas nas mais variadas culturas suscetiveis. Estudos
conduzidos no Canada por HAWN (1963), comprovam que D. dipsaci €
transmissor de Clavibacter michiganense subsp. Insidiosum, agente causal de
murcha bacteriana na alfafa (Medicago sativa). Também h& relatos da
associacdo de D. dipsaci com Pseudomonas fluorescens, agente causal da

doenca bacteriana do alho chamada de café au liat (café com leite), onde
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mostrou que a bactéria penetra mais eficientemente nos tecidos da planta
guando o nematoide estava presente (CAUBEL & SAMSON, 1984).

A espécie D. dipsaci possui 30 racas fisiologicas (SEINHORST, 1956),
onde, no Brasil, ocorre apenas a raca alho (FERRAZ & BROWN, 2016), sendo
as demais, quarentenarias (PINHEIRO et al., 2014), o que exige atencao
permanente das autoridades de defesa para tomada de estratégias de manejo
preventivas. Praticas de saneamento rigorosas e a aplicacdo dos regulamentos
de gquarentena, a fim de evitar a introducdo do nematoide em campos de
producdo, sao essenciais (BIRD, ABAWI & LAMONDIA, 2018); entre essas, 0
uso de sementes livres do nematoide figura como a principal etapa preventiva
contra a infestacdo do nematoide (CHITAMBAR, WESTERDAHL & SUBBOTIN,
2018). No RS, o amarelédo do alho € um problema recorrente, especialmente no
extremo sul, onde prejuizos decorrentes da infestacdo solo e plantio intenso no
mesmo local tem impactado negativamente a producdo em funcédo da
suscetibilidade dos materiais cultivados no local (ARAUJO FILHO et al., 2018;
GRINBERG & GOMES, 2018).

E fundamental amostrar e analisar o solo quanto a presenca de D.
dipsaci antes do plantio (BIRD, ABAWI & LAMONDIA, 2018). Quando
detectado, mesmo em baixa populacdo, deve-se evitar o plantio na area;
utilizando-se rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras, por no minimo
trés anos consecutivos (BECKER, 1993). O uso da termoterapia pode ser uma
alternativa de manejo, porém tem pouca viabilidade de uso e aplicacdo pratica
(JAEHN, 1995). A utilizacdo de produtos quimicos para o controle do
nematoide pode prevenir parte das perdas, porém ndo garante, sozinha, uma
producdo isenta da ocorréncia da praga nem sua erradicacdo na lavoura
(BECKER, 1990).

Apesar de algumas cultivares de alho serem altamente produtivas,
normalmente sdo suscetiveis a raca presente no pais, por isso, tem-se
buscado, através de pesquisas, a obtencdo de cultivares tolerantes ou,
preferivelmente, resistentes (FERRAZ & BROWN, 2016). A utlizacdo de
materiais resistentes a D. dipsaci em campo, pode garantir melhor
produtividade, além de reduzir o potencial de indculo nos bulbilhos, restringindo
a disseminacdo do nematoide para outras regides. (CHARCHAR; TENENTE &

ARAGAO, 2003). Em alguns estudos desenvolvidos no Brasil, relatou-se
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resisténcia de algumas -cultivares de alho a D. dipsaci. (CHARCHAR,
TENENTE E ARAGAO, 2003; NEUSCHRANK et al., 2019; CORREIA et al.,
2019). No entanto, tais estudos ndo foram conclusivos uma vez que a
toler&ncia ou resisténcia do alho ao nematoide do amareldo n&o foram
avaliadas em condi¢cdes de campo. Nesse sentido, teve-se por objetivos nesse
estudo, testar diferentes acessos de alho quanto a reacdo a D. dipsaci, em
condicbes de casa-de-vegetacdo; e, a seguir, avaliar a resisténcia desses
genotipos em condicdes de campo quanto a reacdo e evolucdo da doenca

aliado a produtividade na presenca ou auséncia do nematoide.

3.2 Material e métodos

O presente estudo foi conduzido nas dependéncias do Laboratoério de
Fitopatologia e nas casas-de-vegetacdo da Embrapa Clima Temperado de
Pelotas (RS); e, os trabalhos de campo, realizados em uma propriedade
familiar da localidade de Quitéria, municipio de Rio Grande-RS (32°2’30’S;
52°15'18”0).

3.2.1 Reacdo de acessos de alho a Ditylenchus dipsaci em casa de

vegetacao em 2018 e 2020.

Nos ensaio conduzidos em casa-de-vegetacdo, 16 genoétipos de alho
comercial foram avaliados por duas vezes em experimentos realizados em
2018 e 2020. Em 2018, foram testadas os gendtipos ‘Amarante’, ‘Amarante
Branco’, ‘Araguari’, ‘Cacador’, ‘Cateto Roxo’, ‘Catigua’, ‘Chinés’, ‘Gravatd’,
‘Peruano’ e ‘Quitéria’, provindas do Banco de germoplasma da Embrapa
Hortalicas, além de um gendétipo de alho-macho ‘Elefante’ (aqui nomeado de
AM-Ponte Cordeiro de Farias) provindo de uma propriedade rural de Pelotas-
RS. Em 2020, foram testadas os gendtipos ‘Amarante’, ‘Araguari’, ‘Cateto
Roxo’, ‘Chinés Real’, ‘Chonan’, ‘Gravata’, ‘Hozan’, ‘Moz 114’, ‘Peruano’,
‘Quitéria’, provindas do Banco de germoplasma da Embrapa Hortalicas e, dois
genotipos de alho-macho ‘AM-Ponte Cordeiro de Farias’ e ‘AM-Erenice’

oriundos de cultivo local de Pelotas e Rio Grande-RS, respectivamente.
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Para estabelecimento dos ensaios, os bulbilhos de cada gendtipo de
alho foram plantados individualmente em vasos plasticos de 5 litros, contendo
solo arenoso esterilizado, em casa-de-vegetacao. O ensaio foi conduzido em
ambiente protegido a 20 £5°C em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com seis repeticdes.

Para ambos os experimentos (2018 e 2020), quando todas as plantas
haviam emergido, os vasos foram depositados sobre espuma a base de TDI
(Tolueno Dissocianato de Metila) e Poliol mantida umida. A seguir, procedeu-se
a inoculacdo de 1mL de uma suspensédo aquosa contendo 1.000 espécimes de
D. dipsaci em cada planta preparada a partir de alho seco infectado, buscando-
se manter o maximo da suspensédo entre as folhas do broto (PLOWRIGHT,
CAUBEL & MIZEN, 2002). A seguir, as plantas inoculadas foram mantidas em
camara umida por 15 dias na mesma condi¢do de temperatura para garantir a
infeccdo das plantas. Apenas para o experimento 2 (2020), foi estimado a
percentagem de formas ativas (espécimes moveis) do nematoide na
suspensao, sendo de 7,3%.

Decorridos 100 dias da inoculacdo, as plantas foram colhidas para
avaliacbes agronbmicas e nematologicas. Cada planta foi processada,
separando-se o0 bulbo e parte aérea para posterior extracdo do nematoide
utilizando-se a metodologia de imersdo do material vegetal em placa de Petri,
por 24h (Capitulo 1). A seguir, cada unidade experimental foi quantificada
quanto ao niumero de nematoides no solo pelo método de extracdo de Jenkins
(1964), em 250cc e extrapolada para o total contido no vaso. A contagem dos
nematoides foi realizada com auxilio de microscopio estereoscopio (40x) em
placa de Petri contendo 5mL da suspensédo. Posteriormente as populacdes do
solo e do material vegetal foram somadas para determinagdo da populacdo
final, e calculo do fator de reproducao (FR=populac¢éao final/populacéo inicial) do
nematoide, calculado conforme descrito por Oostenbrink (1966), onde FR<1,0

indica resisténcia e FR>1,0 suscetibilidade de cada gendtipo.

3.2.2 Avaliagcdo da produtividade e reacdo de acessos de alho a

Ditylenchus dipsaci em condi¢des de campo.
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Os experimentos foram conduzidos, em condicbes de campo, nha
localidade da Quitéria (Rio Grande-RS) em solo com horizonte A franco
arenoso e mal drenado, classificado como Planossolo Haplico (Unidade de
Mapeamento Pelotas — SBCS). Foram avaliados 14 genotipos de alho em 3
safras consecutivas, sendo os dois primeiros ensaios conduzidas em locais
livres de D. dipsaci, e, no ultimo, em area infestada com o nematoide e com
relato de perdas recorrentes. Em 2018, foram avaliados 10 gendtipos
(‘Amarante’, ‘Amarante Branco’, ‘AM-Ponte Cordeiro de Farias’, ‘Araguari’,
‘Cateto Roxo’, ‘Catigud’, ‘Chinés’, ‘Gravata’, ‘Peruano’ e ‘Quitéria’); em 2019,
oito (‘AM-Erenice’, ‘AM-Ponte Cordeiro de Farias’, ‘Araguari’, ‘Cateto Roxo’,
‘Chonan’, ‘Hozan’, Moz 114’ e ‘Peruano’); e, em 2020, 11 gendtipos
(‘Amarante’, ‘AM-Ponte Cordeiro de Farias’, ‘AM-Erenice’, ‘Araguari’, ‘Cateto
Roxo’, ‘Chonan’, ‘Gravatd’, ‘Hozan’, ‘Moz 114’, ‘Peruano’ e ‘Quitéria’),
estimando-se ap0s cada colheita, a producao de cada gendtipo de alho.

Inicialmente, foram delimitados os canteiros com dimensdes de 1,0
metro de largura por 42,0m de comprimento em experimentos conduzido em
blocos ao acaso (DBC) com seis repeticdes (parcelas). Apds o preparo de cada
canteiro, foram coletadas doze amostras compostas (duas por bloco, cada uma
representando seis parcelas) de 1kg de solo na camada de 0-20cm de
profundidade. A extracdo de nematoide de solo foi processada pelo método de
Jenkins (1964) utilizando-se uma subamostra de 250cc. A seguir, procedeu-se
a contagem em 5mL da suspensé&o obtida de cada amostra em placa de Petri
com auxilio de microscopio estereoscopio, determinando-se a populagéo inicial
no solo em cada parcela.

Cada parcela foi composta por 4 linhas de plantio, espacadas em 25cm,
contendo 12 plantas para os gendtipos ‘AM-PC Farias’ e ‘AM-Erenice’, com
espacamento de 20cm entre plantas e, 20 plantas para os demais genétipos,
com espacamento de 10cm entre plantas.

Nos anos de 2018 e 2019, decorridos aproximadamente 100 dias apds o
plantio, mesmo sem sintomas da doencga, 50% da plantas foram colhidas para
analise de deteccdo do nematoide, ndo sendo constata a presenca de D.
dipsaci. Decorridos seis meses do plantio, os 50% restante de cada parcela
foram colhidos para determinacdo do peso dos bulbos e produtividade. Devido

a diferenca do numero de plantas por parcelas, para os genotipos com 12
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plantas por parcela, a produtividade foi estimada por hectare considerando
144.000 plantas/ha. Ja para os genoétipos com 20 plantas por parcela, foi
considerado uma populagéao de 264.000 plantas/ha.

Em 2020, aos 101 dias apos a semeadura, trés plantas foram escolhidas
aleatoriamente nas parcelas de cada genotipo para deteccdo e quantificacédo
do nematoide internamente aos tecidos (pseudocaule e bulbos). Das plantas
amostradas, retirou-se a raiz, separando bulbo e a parte aérea, pesando-0s
individualmente. Os bulbos foram pesados, cotados em pequenos pedacos,
retirando uma subamostra de 20g. A parte aérea teve 0 mesmo processo,
porém, retirou-se uma subamostra de 15g. Para extracdo dos nematoides,
utilizou-se a metodologia de imersédo do material vegetal em placa de Petri, por
24h (EPPO, 2013); estimando-se, ao final, a populacdo total da amostra por
planta e por grama de tecido. Ainda, aos 101 dias apés a semeadura,
procedeu-se a avaliacédo de incidéncia da doenca (amareldo), contabilizando-se
0 numero de plantas sintomaticas e mortas, sendo a seguir, calculada a
percentagem em relacdo ao total de plantas presentes na parcela.

As avaliacdes de incidéncia, e percentagem de plantas sadias e mortas
foram realizadas até a colheita de cada gendétipo, individualmente (devido ao
ciclo), cujos periodos de analise foram aos 101 dias ap0s o plantio (DAP), 112,
123, 133, 140, 149 e 158 DAP dos bulbilhos-semente. O namero de plantas
mortas foi cumulativo a cada avaliacdo. A partir da tabulacdo dos dados de
incidéncia, foi calculado a area abaixo da curva de progresso dos sintomas
(AACPS) e de plantas mortas (AACPM) através do software GW Basic 3.20
(MAFFIA, 1986).

Ao final do ciclo de cada gendtipo, as parcelas foram colhidas, os bulbos
foram pesados em balanca digital (0,001g), e estimou-se a produtividade por
hectare, conforme descrito anteriormente. Durante a colheita foi retirado uma
amostra de aproximadamente 1,0 Kg de solo de cada parcela na camada de O-
20cm de profundidade para da extracdo dos nematoides pelo método de
Jenkins (1964) (populacao final) e estimativa do seu fator de reprodugdo em
cada parcela (FR=populacédo final/populacdo inicial) onde FR<1,0 indicou
resisténcia e FR>1,0 suscetibilidade (Oostenbrink,1966).

Por fim, foi determinada a populacéo final de D. dipsaci no alho curado.

Todos os bulbos foram descascados, picado e homogeneizado, pesando-se o



42

total de casca e retirada uma amostra de 2,5 g. Os nematoides foram extraidos
pelo método de placa de Petri (EPPO, 2013) e quantificados com auxilio de
microscépio estereoscopio, extrapolando-se ao final, 0 nimero de nematoides
pelo peso total de casca dos bulbos colhidos na parcela, determinando-se
numero de nematoides por planta (bulbo) e por grama de tecido.

Para confirmacdo da espécie do nematoide do amareldo, a partir de
amostras de alho proveniente da propriedade onde os experimentos foram
conduzidos, as mesmas foram processadas para extracdo pelo método de
placa de Petri (EPPO, 2013). As analises morfolégica e morfométrica foram
realizada utilizando-se espécimes vivos, os quais foram fixados em formalina
1% para confeccdo de laminas temporarias (uma espécime por lamina). Cada
nematoide foi fotografado com uma camera de video acoplada ao microscoépio
de luz, nas objetivas de 10X, 20X e 40X e objetivas de imersédo de 60X e 100X.
Foram medidos 20 machos e 20 fémeas utilizando-se o Software LAS Core. A
partir das mensuracdes, foi obtido um conjunto de medidas padréo de
Ditylenchus, permitindo a retencdo combinada de caracteres, morfométricos e
alométricos [L=comprimento total do corpo; St= comprimento do estilete; a=L /
largura maxima do corpo; b=L / comprimento do eséfago; c=L / comprimento da
cauda; c’= comprimento da cauda / didmetro do corpo ao nivel anal; V%=
distancia do extremo anterior até a vulta / (L*100)] conforme proposto por
Sturhan e Brzeski (1991).

Os dados quantitativos foram submetidos a analise de componentes
principais (ACP), utilizando-se para este fim uma matriz de correlagdo. Os
dados relativos aos parametros das plantas, produtividade e fator de
reproducdo do nematoide foram submetidos a analise de variancia através do
teste F (p<0,05). Constatando significancia estatistica entre os fatores, as
médias de cada tratamento foram comparadas entre si pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o software
estatistico SAS versao 9.4 (SAS Institute 9.4, 2016) e SASM-agri (CANTIERI et
al., 2001).
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3.3 Resultados

3.3.1 Reacdo de acessos de alho a Ditylenchus dipsaci em casa de

vegetacao.

Considerando-se os dois ensaios conduzidos em casa-de-vegetacdo
para avaliacdo da resisténcia de alho a D. dipsaci, pelo niamero total de
nematoides inoculados, de uma maneira geral, AM-PC Farias, Quitéria,
Peruano, Chinés Real, Hozan, Cacador, Catigua, Chonan e Moz, foram
resistentes; e, Amarante, Amarante Branco, Chinés, Araguari e AM-Erenice,
suscetiveis ao nematoide, sendo os dois Ultimos aqueles que mais
multiplicaram D. dipsaci conforme maiores valores de FR apresentados na
tabela 7. Os gendtipos Cateto Roxo e Gravata, embora tenham se comportado
com resistentes em 2018, na repeticdo do ensaio, foram suscetiveis (Tabela 7).

Quando avaliada da resisténcia dos genétipos de alho com base no
namero de nematoides inoculados vivos/moveis (ensaio de 2020), embora a
reacao tenha se mantido a mesma comparada com numero total de espécimes

inoculados, verificou-se valores de FR de 10 a 17 vezes maior (Tabela 7).

Tabela 7: Fator de Reproducéo (FR) de D. dipsaci em gendétipos de alho e sua
reacdo (R), em de casa-de-vegetacdo nos anos de 2018 e 2020,
considerando a populacgéo inicial total-PIT (1000 espécimes/planta) e
0 numero de espécimes vivos-NEV (73 espécimes/planta).

2018 2020

Genotipo FR(PITY R FR(PIT R FR(NEV) R
Araguari 12,402 a S 2,044 ¢ S 22,464 pb* St
Amarante 3,143 b S 1,067 d S 17,224 b S
Chinés 2,463 b S - -

A. Branco 2,119 b S - -

Quitéria 0,883 ¢ R 0,008 d R 0,097 ¢ R
Peruano 0,841 c R 0,011 d R 0,121 ¢ R
Cateto Roxo 0,825 ¢ R 4,209 b S 46,249 b S
Gravata 0,619 c R 2,482 ¢ S 27,271 b S
Cacador 0,525 ¢ R - -

Catigua 0,523 ¢ R - -

AM-PC Farias 0,217 c R 0,003 d R 0,036 c R
Chinés Real - 0,061 d R 0,672 ¢ R
AM-Erenice - 10,04 a S 110,34 a S
Hozan - 0,030 d R 0,330 ¢ R
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Chonan - 0,008 d R 0,093 ¢ R
Moz 114 - 0,003 d R 0,033 c R
CV (%) 34,97 61,87 76,57

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamentos
Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. 'Reacdo de resisténcia/suscetibilidade
segundo Oostenbrink (1966).

3.3.2 Avaliagdo da produtividade e reacao de acessos de alho a
Ditylenchus dipsaci em condigdes de campo.

De acordo com os resultados (Tabela 8), em condi¢cdes de campo, 0
gendtipo AM-PC Farias foi o mais produtivo (=15 ton/ha) e, 0 que apresentou o
maior peso de bulbo por planta (=104 g/bulbo) nos dois anos (2018-2019)
avaliados em area néo infestada pelo nematoide. Apesar nédo ter sido possivel
avaliar todos os genaétipos quanto a producdo por dois anos seguidos na area
ndo infestada, de uma maneira geral, um segundo grupo (intermediario) com
producédo de 7,11 a 9,33 ton/ha e peso médio de bulbos de 26,9 a 56,39 foi
formado pelas cultivares AM-Erenice, Catigua, Chinés, Peruano, Cateto Roxo e
Quitéria. E, um terceiro grupo, composto pelas cultivares Gravata, Moz 114,
Hozan e Chonan, foi 0 menos produtivo (1,42 a 4,47 ton/ha) e com menor peso
de bulbos por planta (5,4 a 16,99). A presenca do nematoide na area no ano de
2020, reduziu em até 54% o peso dos bulbos e consequentemente, sua
produtividade.

Na avaliacdo da produtividade (Tabela 8) do alho em area infestada por
D. dipsaci (2020), o genoétipo AM-PC Farias continuou sendo o mais produtivo
(11,05 ton/ha), e com maior peso de bulbo por planta (58,63g) seguido de AM-
Erenice com produtividade média de 5,9 ton/ha e 21,9 g/bulbo. Em um terceiro
grupo foi constituido pelo gendétipo Quitéria (4,3 ton/ha e 13,1 g bulbo/planta); e
uma quarto grupo formado por Peruano, Cateto Roxo, Amarante, Araguari,
Gravata, Moz 114, Hozan e Chonan, o qual teve o menor rendimento (0,4 a 3,9
ton/ha e 1,1 a 9,8 g/bulbo). Comparando-se genericamente a produtividade nas
areas infestadas e nao infestadas, exceto para Hozan, o menor impacto de D.
dipsaci na reducéo do produto colhido foi de 24,72 a 28,80% nas cvs. de alho-
macho AM-PC Farias e AM-Erenice, 39,25% em Quitéria, 15 a 50% em
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Peruano, 69,22% em Cateto Roxo, 83,45% em Amarante, 77,64% em Araguari
e 88,62% em Moz 114.

Tabela 8: Produtividade (ton/ha) e peso (g) de bulbos por planta de gendtipos
de alho em experimentos conduzidos em area nao infestada (2018-
2019) e naturalmente infestada (2020) por Ditylenchus dipsaci, sob
condi¢cbes de campo.

Gendti 2018 2019 2020
enotipo Prod. Peso Prod. Peso Prod. Peso
AM-PC Farias 1552a 107,79a 14,68a 101,90a 11,05a 58,63 a*
Catigua 9,33b 35,38b - - - -
Chinés 8,82b 33,43b - - - -
Peruano 768b 29,09b 459c¢c 1741c 393c 9,75d
Cateto Roxo 768b 29,09b 1,92d 7,28d 2,41d 6,25d
Quitéria 711b 26,94Db - - 432c 13,12c
A. Branco 6,91b 26,19b - - - -
Amarante 6,89b 26,12b - - 1,14 d 3,19d
Araguari 6,80b 25,77b 5,03c 19,06 ¢ 1,52d 4,49 d
Gravata 447c 16,95c - - 2,84d 6,20 d
AM-Erenice - - 8,12b 56,31b 593b 21,86b
Moz 114 - - 3,34d 12,48d 0,38d 1,09d
Hozan - - 1,42 d 538d 2,17d 6,29d
Chonan - - 2,48 d 9,39d 1,53d 441d
C.V. (%) 27,64 27,07 27,35 24,45 41,67 62,06

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamentos
Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

Em funcdo das analises realizadas nas areas infestadas com o
amareldo, as mensuracfes alométricas e as caracteristicas morfométricas dos
espécimes avaliados nesse estudo, estdo dentro do intervalo proposto para a
espécie de Ditylenchus dipsaci, conforme caraterizacdo de Sturhan e Brzeski
(1991), apresentados em (Anexo 2).

Na tabela 9, sdo apresentados os percentuais da plantas com sintomas
da doenca (amarelecimento, encurtamento e engrossamento pseudocaule,
murcha e apodrecimento da planta) do amareldao do alho de mortalidade na
ultima avaliacdo antes da colheita. De uma forma geral, formam formados dois
grupos, o primeiro composto por Moz 114, AM-Erenice, Amarante, Araguari,
Gravatd e Cateto Roxo onde verificaram-se 0os maiores valores de plantas

sintomaticas (=34,88%). E um segundo grupo constituido por, Hozan, AM-PC
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Farias, Quitéria, Peruano e Chonan os menores percentuais de plantas
sintomaticas (=5,91).

A porcentagem de plantas mortas, acumuladas ao longo do ciclo foi
igualmente proporcional a porcentagem dos sintomas, onde 0 mesmo grupo de
genotipos apresentou maior mortalidade (=27,89%), e, o segundo grupo, a
semelhanca das plantas sintomaticas, os menores valores percentuais de
plantas mortas na parcela (=6,21%),

Na avaliacdo da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), foram observados diferentes agrupamentos comparativamente
aqueles dos sintomas. O maior valor de AACPD foi verificado no gendtipo AM-
Erenice, cujo o rapido progresso da doenca foi observado a partir do 101° dia
apos o plantio, conforme Figuras 1 e 2. Os genétipos Amarante, Araguari,
Gravatd e Cateto Roxo, apresentaram AACPD intermediaria. Em um terceiro
grupo, Moz 114, Hozan, AM-PC Farias, Quitéria, Peruano e Chonan
apresentaram os menores valores de AACPD, o qual coincidiu com os dois
agrupamentos onde foi observado 0s menores percentuais de plantas
sintomaticas e mortas, evidenciando, portanto, os maiores valores percentuais

de plantas assintomaticas (=87,87).

Tabela 9: Porcentagem de incidéncia de plantas com sintomas (n&o
cumulativo) e de plantas mortas (cumulativo), na Ultima avaliacédo
antes da colheita e, area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPS+AACPM), calculada pela percentagem de incidéncia em
todas as avaliacOes.

Genotipo Sintomas (%) Mortas (%) AACPD
Moz 114 48,66 a 19,57 a 557,88 c*
AM-Erenice 37,50 a 33,57 a 1.942,48 a
Amarante 37,19 a 31,65 a 1.127,71 b
Araguari 32,48 a 31,43 a 1.042,40 b
Gravata 29,94 a 25,84 a 880,62 b
Cateto Roxo 23,56 a 25,30 a 881,63 b
Hozan 13,26 b 6,21 b 294,51 c
AM-PC Farias 9,26 b 3,70 b 249,07 c
Quitéria 4,68 b 11,19 b 516,41 ¢
Peruano 2,38 b 579 b 125,25 ¢
Chonan 0,00 b 417 b 134,25 ¢

CV (%) 67,8 87,6 62,2

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamentos
Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.
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Todos os gendtipos, com excecdo de Moz 114, tiveram pelo menos trés
avaliacdes do percentual de sintomas e de plantas mortas. Os resultados séo
apresentados em gréaficos individuais para cada gendtipo (Figura 3). Nos
gendtipos AM-PC Farias, AM-Erenice e Quitéria, devido ao ciclo mais longo, foi
possivel acompanhar o desenvolvimento da doenca até o final do ciclo da cada
um com aumento de 2 a 4 avaliacbes adicionais de sintomas e de plantas
mortas comparativamente aos demais genotipos (Figura 4).

A taxa de evolucdo da doenca em trés avaliagbes a campo (Figura 3 e
4), foi menor para os gendtipos AM-PC Farias, Quitéria, Peruano, Hozan e
Chonan, em que a porcentagem dos sintomas em cada avaliacéo ficou abaixo
de 13,5% e, a porcentagem de plantas mortas totais ficou abaixo de 11,2%.
Desses, apenas Hozan e Chonan ficaram agrupados no intervalo dos

gendtipos menos produtivos.
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Figura 4: Porcentagem de plantas com sintomas do “amarelao do alho” e
mortas, avaliadas aos 101, 112 e 123, 133, 140, 149 e 158 dias apés
o plantio, até a colheita. AM-Erenice néo foi avaliado aos 158 dias e
Quitéria ndo foi avaliado aos 149 e 158 dias.

O gendtipo Gravatd, conforme visualizado na Figura 5, que apresentou
elevados valores de numero de nematoides por planta (Tabela 9), maior
porcentagem de plantas sintomaticas e de plantas mortas (Figura 3 e 4) e
valores intermediarios de AACPD (Tabela 9), manifestou baixo rendimento por
hectare (Tabela 8). Em contraponto, AM-PC Farias que apresentou baixa
AACPD, incluido no grupo com menores valores percentuais de plantas
sintomaticas e mortas, foi 0 material com maior produtividade. Na Figura 5,
pode-se observar 0 estande desses gendtipos em uma parcela representativa

do experimento, em que os danos causados por D. dipsaci sao visiveis.
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Figura 5. Gendtipos em condicbes de campo naturalmente infestado por D.

dipsaci, A- gendtipo Gravata aos 101 dias ap6s o plantio; B- gendétipo
AM-PC Farias aos 112 dias ap0és o plantio.

Na tabela 10, sdo apresentados os niveis populacionais de D. dipsaci
por grama de tecido da planta aos 101 dias apos o plantio. Gravata e Moz 114
apresentaram os maiores niveis (=3359 espécimes/g tecido), seguidos por um
segundo grupo composto pelos gendétipos Amarante, Cateto Roxo e Araguari
(=1576 espécimes/g tecido). Em um terceiro grupo, foram incluidos Chonan e
AM-Erenice (=565 espécimes/g tecido); e, um quarto grupo com menor
densidade, foi formado por Quitéria, Peruano, AM-PC Farias e Hozan (=25

espécimes/g tecido).
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Tabela 10: Numero de espécimes de Ditylenchus dipsaci g tecido (N/g tec) e
namero de nematoides por planta (N/planta) em genotipos de alho
avaliados aos 101 dias apds o plantio e numero de nematoides por
bulbo (cascas) em experimento conduzido em area naturalmente
infestada pelo nematoide.

Genotipo N/g tec 101DAP N/planta 101 DAP Cascas CV (%)
Gravata 3.962,2 a** 16.778 Aa 8.068 Ba* 21,44
Moz 114 2.754,9 a 3.893 Ab 1.671 Ab 34,68
Amarante 2.208,8 b 7.456 Bb 4114 Aa 49,14
Cateto Roxo 1.506,3 b 7.740 Bb 7.274 Aa 28,06
Araguari 1.1825 b 6.342 Bb 10.303 Aa 33,55
Chonan 568,7 c 1.060 Ac 1.179 Ab 3527
AM-Erenice 564,7 c 11.430 Ba 4575 Aa 26,67
Quitéria 81,1 d 361 Bd 1.492 Ab 46,33
Peruano 171 d 120 Bd 3.008 Ab 61,60
AM-PC Farias 0,7 d 10 Bd 110 Ac 62,67
Hozan 0,1d 1 Ad 0,1 Ac 22,62
CV (%) 39,35 37,61 55,31

*Médias (transformadas em raiz x +1) seguidas pela mesma letra minuscula na coluna,
maiulscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significancia.
**Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamentos
Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia

Quando foram avaliados o0s niveis populacionais do nematoide por
planta (parte aérea e bulbos) aos 101 dias ap6s o plantio e nos bulbos (cascas)
ao final do ensaio (colheita), verificou-se interagao significativa entre os fatores
(gendtipo e periodo de avaliagdo) para ambas as variaveis (Tabela 10).
Analisando-se as variaveis dentro do fator genétipo, na avaliacdo do niumero de
nematoides por planta (N/planta), maior numero de nematoides foi extraido dos
gendtipos Gravata e AM-Erenice (14.104 espécimes/planta), seguido por
Amarante, Cateto Roxo, Araguari e Moz 114. Um terceiro grupo foi formado por
Chonan; e um ultimo grupo, formado por Quitéria, Peruano, AM-PC Farias e
Hozan o0s quais apresentaram as menores densidades (=123
espécimes/planta).

Ja na avaliacdo dos niveis populacionais de D. dipsaci nos bulbos, ao
final do ensaio, ainda dentro do fator genétipo, em Gravata, Amarante, Cateto
Roxo, Araguari e AM-Erenice, foram encontrados 0s maiores niveis
populacionais (=6867 espécimes/bulbo), seguido por Moz 114, Chonan,

Quitéria e Peruano (=1836 espécimes/bulbo), e, um ultimo grupo, composto por
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AM-PC Farias e Hozan que apresentaram menores quantidades de nematoides
nos bulbos (=55 espécimes/bulbo) conforme a Tabela 10.

Quando se analisou os genotipos dentro dos periodos de avaliagdes,
maiores niveis populacionais nas casacas dos bulbos, nos genoétipos Moz 114,
Chonan e Hozan ndo foram detectadas diferentes significativas entre os
tratamentos; jA para os genotipos Amarante, Cateto Roxo, Araguari, AM-
Erenice, Quitéria, Peruano e AM-PC Farias, maiores quantidades de D. dipsaci
foram verificadas nas cascas. Apenas em Gravatd maiores niveis
populacionais foram observados no estadio vegetativo da planta.

Analisando-se as populacfes de D. dipsaci no solo, foram obtidos trés
agrupamentos para as variaveis populacao final (PF) e fator de reproducao
(FR) do nematoide. (Tabela 11). As maiores populacdes finais e valores de FR
obtidos no solo, foram observados nas parcelas cultivadas com os genoétipos
AM-Erenice e Cateto Roxo, onde D. dipsaci se multiplicou em média 150
vezes. O segundo grupo foi formado por Gravata, Araguari e Amarante com FR
médio de 98; e, um terceiro grupo constituido por Quitéria, Chonan, Peruano,
AM-PC Farias, Hozan e Moz 114, foi aquele onde se observou 0s menores
valores médios populacionais (=8,4 espécimes/250cm? solo/parcela) e de FR
(4,5), cujo o ultimo (Moz 114) foi o Unico gendtipo onde o FR foi menos que 1, e

assim, indicando resisténcia segundo a classificacdo de Oosrenbrink (1966).

Tabela 11: Populacéo inicial e final de D dipsaci em 250cm? de solo e fator de
reproducdo (FR) dos genoétipos de alho, considerando apenas
extracdo de solo.

Gendtipo Pop. inicial Pop. final FR

AM-Erenice 2,4 s 571,39 a 246,87 a*
Cateto Roxo 1,8 452,83 a 52,84 a
Gravata 1,6 333,50 b 115,03 b
Araguari 1,8 275,44 b 91,16 b
Amarante 2,2 153,83 b 87,48 b
Quitéria 1,6 21,89 c 10,77 c
Chonan 3 13,50 ¢ 575 c
Peruano 1,8 9,17 ¢ 572 c
AM-PCF 2,2 3,39 ¢ 2,94 c
Hozan 1,6 2,13 c 1,56 c
Moz 114 2,4 0,33 ¢ 0,2 c

CV(%) 43,09 65,21 62,05
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamentos
Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. "nao significativo a 5% de significancia.

A partir da analise estatistica multivariada de componentes principais
(ACP), figura 6, foi possivel reduzir a dimensionalidade dos dados obtidos no
experimento a campo (2020), para todas as varaveis observadas. Cerca de
61,5% da variancia dos dados foram representados em duas dimensdes, onde
foi possivel verificar a correlacao entre os autovetores, obtendo-se uma matriz
apresentada na Figura 6. A matriz mostra a correlacdo entre as 18 variaveis,
sendo positiva na cor azul e negativa na cor vermelha.

A produtividade e o peso de bulbos por planta, apresentam correlagéo
negativa com os atributos nematoide x doenca. O FR do nematoide avaliado no
solo apenas, ndo apresenta correlacdo direta com as variaveis analisadas. Os
niveis populacionais de nematoides (bulbo e PA) por planta e por tecido se
correlacionam fortemente, pois derivam de uma mesma observacdo, 0 mesmo
ocorre para as cascas, que apesar de positiva, ndo possuem forte correlacbes
entre si. Quanto ao desenvolvimento da doenca, a AACPD possui alta
correlacio com o percentual de plantas afetadas pelo nematoide,

principalmente em avaliagbes préximas a colheita.
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Matriz de correlagdo para andlise dos componentes principais
coletados no experimento a campo. Numero de nematoides na parte
aérea=Paerea; no bulbo=PlanBulbo; total na planta=Totalplanta;

namero de nematoides por grama de tecido na parte
aérea=GramaPaerea, no bulbo=GramaBulbo; na
planta=Somatecido; numero de nematoides na casca por

Planta=CascaPlanta; por grama de tecido de casca=CascaTecido;
fator de reproducéo no solo=FR, incidéncia da doenca aos 101 dias
apos a semeadura=Incil01l; aos 112 dias=Inci1l12; aos 123
dias=Inci1l23; Percentagem de plantas com sintomas ou mortas aos
101 dias ap6és a semeadura=Perc101; 112 dias=Perc112; 123
dias=Perc123; Area abaixo da curva de progresso da
doenca=AACPD; produtividade ton/ha=Prod; peso de
bulbo/planta=PesoBul.

3. 4 Discusséao

De

acordo com os resultados de reacdo dos gendtipos de alho a D.

dipsaci, em casa-de-vegetacdo, observados nesse estudo, Charchar et al.

(2001) também verificaram resisténcia (FR<1,0) de Quitéria, Peruano, Chinés

Real e Hozan a D. dipsaci nas mesmas condi¢cdes. Em outro trabalho, embora

Charchar,

Tenente e Aragado (2003) tenham verificado resisténcia gendtipos
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Peruan’ e Hozan ao nematoide, observaram alta suscetibilidade de Chinés
Real. Considerando-se os resultados aqui obtidos, para os genoétipos Cateto
Roxo e ‘Gravata’ cuja reagédo foi de resisténcia no experimento de 2018 e
suscetivel em 2020, tais diferencas podem ser atribuidas a uma série de
fatores como por exemplo a uniformidade de distribuicdo do ind6culo do
nematoide no momento da inoculagdo. Além disso, a dindmica populacional de
D. dipsaci, é fortemente influenciada pelas condicbes ambientais,
principalmente umidade relativa e temperatura (PLOWRIGHT, CAUBEL &
MIZEN, 2002) as quais podem variar bastante caso ndo sejam controladas.

Como relatado no Capitulo 1 do presente estudo, o numero de
espécimes ativas de D. dipsaci é alterada de acordo com a origem do material,
seja ele seco (cascas do bulbo) ou fresco (plantas vegetativas). O numero de
espécimes totais (moveis e imodveis) ou moveis como populacdo inicial (PI)
inoculada nas plantas de alho em 2020, n&o interferiu na determinacdo de
reagdo das cultivares embora tenha sido observada taxas de multiplicagdo em
mais de dez vezes quando procedeu-se o calculo do FR com base na
populacao inicial de nematoides moveis. Isso sugere que poucos nematoides
ativos sdo necesséarios para estabelecer uma infeccdo para classificar um
gendtipo (PLOWRIGHT, CAUBEL & MIZEN, 2002). Segundo esses autores
cerca de 100 a 200 espécime de D. dipsaci sao suficientes em experimentos de
reacdo. No presente estudo apenas 7,3% era ativos, ou seja, de 1000
espécimes inoculadas, apenas 73 estavam mdveis no momento da inoculacgéo.
Ja em um estudo de Han e Cho (1980), os autores recuperaram maior nivel
populacional de D. dipsaci em alho inoculado com 50 espécimes em
comparacdo com densidades de até 1.000 nematoides. Menores niveis de
in6culo normalmente resultam em maiores valores de FR conforme verificado
por SCHAFER (2015) no patossistema batata x nematoide das galhas.

Nos ensaios de campo conduzidos em area infestada pelo nematoide do
amareldo (2020), os gendtipos foram extremamente afetados pelo nematoide,
tanto na produtividade, quanto no peso do bulbos (Tabela 8), confirmando-se
tal severidade pelos niveis populacionais de D. dipsaci verificados nas plantas
(Tabelas 10) e no solo (Tabela 11). Com base nesses, resultados sugere-se
gue os gendtipos com maiores densidade populacionais aos 101 dias apds o

plantio, também apresentaram baixa produtividade por hectare e peso de
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bulbos reduzido, dentre eles: Cateto Roxo, Amarante, Araguari, Gravata e Moz
114. O gendtipo AM-Erenice, embora tenha apresentado a segunda maior
produtividade, também multiplicou muito o nematoide. Esses valores se devem
provavelmente por pertencer a outra espécie (Allium ampeloprasum) que €&
mesma de AM-PC Farias cujos bulbos sdo maiores, mantendo elevada a
producdo quando comparado com os demais genétipos.

O elevado numero de D. dipsaci recuperados do tecido do alho pode ser
atribuida ao tempo de geracdo do nematoide no hospedeiro para completar um
anico ciclo, sendo de 19 a 23 dias. Os genoétipos que apresentaram elevada
populacdo no tecido aos 101 dias refletiram no maior desenvolvimento dos
sintomas da doenca e a morte de plantas, sendo eles Moz 114, AM-Erenice,
Amarante, Araguari, Gravatad e Cateto Roxo. Estes tiveram alta populacéo
também nas cascas dos bulbos colhido ao final do ciclo, resultando no menor
peso por bulbo e produtividade. A alimentacdo e o movimento de D. dipsaci
causa danos a no parénquima e na lamela média das folhas, afetando
negativamente o crescimento da planta, que tende a diminuir as taxas de
absorcdo e movimentacdo de agua e nutrientes. Esta reducdo no crescimento
resulta, consequentemente, em pesos frescos e secos reduzidos (IVES, 2019).

A resisténcia de espécies de plantas a nematoides fitoparasitas pode ser
vista como a capacidade do hospedeiro de interromper a reproducdo do
nematoide (TRUDGILL, 1991). Considerando a populacao inicial extraida do
solo, apenas o genoétipo Moz 114 teve FR menor que 1. No entanto, esse
gendtipo apresentou elevada populacdo de nematoides em seus tecidos,
principalmente nas cascas do bulbo apés a colheita. E necesséario um método
padrdao para calcular e relatar o FR de D. dipsaci e, consequentemente,
determinar o status de hospedeiro de uma cultura ou cultivar. Isso é
especialmente importante para espécies de plantas onde ha uma grande
populacdo de nematoides na planta, mas uma baixa populagéo no solo e vice-
versa (IVES, 2019).

Embora Sikora et al. (2018) estabeleca o limiar de dano econdémico para
o alho em aproximadamente 5 espécimes/250cm? de solo, 0s menores niveis
populacionais detectados no experimento de campo, verificados nesse estudo,

evidenciaram que elevados prejuizos podem ocorrer com niveis de 1,6 a 3
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espécimes /250cm?3. Segundo Ives (2019) o limiar de dano de D. dipsaci em
alidceas no Canada é de aproximadamente 25 espécimes/250cm3,

Considerando-se os menores valores de FR de D. dipsaci obtidos em
casa-de-vegetacdo, juntamente com o0s resultados a campo de indices
populacionais de nematoides nas plantas, percentual de plantas com sintomas,
AACPD e valores de FR do nematoide do solo, ao final do ciclo da cultura,
Quitéria, Peruano, AM-PC Farias, Chinés Real, Hozan, Chonan e Moz 114
poderiam ser indicadas para plantio em area infestada por D. dipsaci. No
entanto, considerando-se producdo e baixos indices populacionais de D.
dipsaci, apenas AM-PC Farias, Quitéria e Hozan seriam os mais indicados para
plantio em locais infestados. De acordo com Starr, Cook e Bridge (2002),
apesar de caracterizada como potencial de inibir a reproducdo do nematoide,
ao se trabalhar com resisténcia do hospedeiro, o rendimento deve ser a
principal prioridade. Assim, esse é o primeiro estudo conduzido a nivel mundial
em condicdes de campo interrelacionando todas essas varidveis por hora
discutidas no presente estudo com aplicacdo pratica para recomendacdo a
cadeia produtiva do alho.

Em programas de rotagéo de alho com outras culturas ndo hospedeiras
do nematoide, poderiam ser usados os genétipos Chonan e Peruano, mas com
os devidos cuidados em fung¢do da multiplicacdo do nematoide. Pois se usado
com frequéncia os genoétipos que aumentam de forma exagerada a populacdo
de D. dipsaci, o cultivo de alho em area infestada torna-se inviavel em pouco
tempo. As rotacdes das culturas também podem diminuir o potencial de perdas
substanciais de producao e fornecer pelo menor supressao a curto prazo das
densidades populacionais de nematoides (STARR, COOK & BRIDGE, 2002).

Mais pesquisas s80 necessarias para entender 0S mecanismos
bioquimicos associados a suscetibilidade do alho ao D. dipsaci, uma vez que
nao ha trabalhos disponiveis referentes a esse tema. Nesse sentido, estudos
nessa linha podem contribuir grandemente para o melhor entendimento desse

patossistema.

3.5 Conclusdes
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Existem genotipos de alho resistentes a D. dipsaci em condi¢cdes de
casa-de-vegetacdo e de campo, sendo os genotipos AM-PC Farias, Quitéria e
Hozan os materiais que multiplicam menos o nematoide levando-se em
consideracdo 0s niveis populacionais das plantas em desenvolvimento
vegetativo, nos bulbos colhidos e no solo.

A producdo de alho em area infestada pelo nematoide do amareléo é

fortemente influenciada pela resisténcia das cultivares ao patégeno.
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4 CAPITULO Il - Primeiro relato de ocorréncia de Meloidogyne ethiopica

parasitando plantas de alho no Brasil.
4. 1 Introducao

Entre os nematoides que afetam a cultura do alho (Allium sativum),
Ditylenchus dipsaci, Aphelenchoides spp., Mesocriconema, Helicotylenchus,
Pratylenchus zeae, Pratylenchus penetrans, Paratichodorus minor, Rotylenchus
reniformis e Tylenchus spp., sdo relatados no Brasil e no mundo, cujo primeiro
€ considerado de maior importancia da cultura por causar perdas que podem
chegar a 100% (CHARCHAR, 2001; MOHAMED, 2015; PINHEIRO, 2017
SIKORA et al., 2018).

Outros fitonematoides como Belonolaimus longicaudatus, Ditylenchus
desctructor e Meloidogyne Chitwoodi também sao relatados e agressivos ao
alho, porém, sdo consideradas como pragas quarentenarias ausentes para o
Brasil (MAPA, 2021). Algumas espécies de nematoides de galhas como M.
incognita sdo parasitas na cultura em diferentes regides do globo, porém nao
ha relatos sobre quantificacdo de perdas associadas (SIKORA et al., 2018).
Adicionalmente, na india, Gupta e Pandey (2018) relataram o parasitismo de M.
graminicola em plantas de alho com sintomas de amarelecimento, secagem da
extremidade das folhas e galhas na ponta das raizes, cuja ocorréncia foi
detectada em area de cultivo de arroz previamente infestada com o nematoide.

Uma série de espécies de Meloidogyne tem sido relatada causando
danos em hortalicas com potencial de danos em cucurbitdceas, solanaceas,
brassicaceas dentre plantas de outras familias botanicas de importancia
econbmica no Brasil e no mundo. Nesse sentido, hA ameaca crescente de
espécies altamente prejudiciais para culturas vegetais, como: M. chitwoodi, M.
enterolobii, M. floridensis e M. ethiopica (SIKORA et al., 2018). No Brasil, M.
enterolobii e M. ethiopica estdo associados a diversas hortalicas causando
prejuizos econbémicos, principalmente em repolho, pimentdo, alface, pepino,
tomate, batata, batata-doce e meldo (CARNEIRO & ALMEIDA, 2005;
CARNEIRO et al., 2007 CARNEIRO, 2014, MEDINA et al., 2014; BELLE et al.,
2017a; SILVA et al., 2021).
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Recentemente, uma éarea de producdo de alho do municipio de
Cristalina, em Goias, exibindo plantas debilitadas com sintomas de
atrofiamento e galhas nas raizes, foi detectada com danos causados pelo
nematoide das galhas. Para tanto, amostras de plantas e de solo foram
coletadas no local e encaminhadas a Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS,
para processamento, quantificacdo e diagnostico bioquimico, morfolégico e
morfométrico da(s) espécies) associada(s).

4.2 Material e Métodos

Em Agosto de 2019, plantas de alho da cultivar BRS Hozan, exibindo
sintomas de atrofiamento e galhas nas raizes (Figura 7A e B), foram
detectadas e coletadas em plantios comerciais do cinturdo verde de Cristalina-
GO (-16°46’S; -47°36'0O). Amostras das plantas com sintomas, juntamente com
solo foram enviados ao Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Clima
Temperado (Pelotas-RS). Primeiramente, parte das raizes das plantas foram
processadas para quantificacdo de nematoides pelo método de Hussey &
Barker modificado por Boneti & Ferraz (1981); e, a seguir, 0 solo amostrado foi
processado para quantificacdo dos niveis populacionais dos nematoides pelo
método de Jenkins (1964).

Fémeas individuais adultas branco leitosas de Meloidogyne, extraidas
das amostras de raizes, foram submetidas a eletroforese em placas de gel de
poliacrilamida 7% (Carneiro & Almeida, 2001) para caracterizacdo bioquimica
da espécie utilizando-se a isoenzima esterase. Fémeas de M. javanica (Est J3)
foram incluidas como padrdo para calculo da mobilidade relativa (RM) das
bandas esterésticas identificadas.

Apbés a caracterizacao bioquimica das fémeas extraidas as respectivas
massas de ovos, individuais, foram inoculadas em tomateiros (cv. Santa Cruz)
e em plantas de alho (cv. BRS Hozan), mantidos em subcultura periédica em
casa-de-vegetacdo para estudos complementares com base na morfologia de
regido perineal das fémeas e, morfometria de juvenis de segundo estagio (J2) e
de machos adultos. Nesse sentido, 15 fémeas adultas foram retiradas das
raizes para realizacdo de cortes perineais em &cido latico a 45% os quais

foram montados em glicerina, de acordo com Taylor & Netscher (1974), sendo,
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a seguir, foram fotografados em microscépio de luz nas objetivas de 60X e
100X, utilizando o Software LAS Core para posterior comparagdo com as
espécies descritas na literatura.

Paralelamente, plantas de tomate infectadas com a populacdo do
nematoide, foram submetidos a borbulhamento constante em Becker com agua
por uma semana, recolhendo-se diariamente os machos obtidos (CARNEIRO
et al.,, 2004). Massas de ovos retiradas das raizes foram incubadas a
temperatura ambiente em agua para eclosdo do juvenis de segundo estadio
(J2). A seguir, os machos e os J2 obtidos, foram fixados em formaldeido a 1%
para confeccdo de laminas temporarias e, a seguir, fotografados em
microscopio nas objetivas de 40X, 60X e 100X, para mensuracdo dos
parametros morfométricos, relacionados nas Tabelas 1 e 2, utilizando-se o
Software LAS Core.

A partir do indculo puro da espécie identificada, mantido em plantas de
tomateiro e alho (Figura 7D), procedeu-se ao teste de patogenicidade em
plantas da cultivar BRS Hozan em casa-de-vegetacdo a 25°C + 5°C. Vasos
individuais de 3Kg contendo solo esterilizado, mantendo uma planta por vaso,
foram inoculados com 5000 ovos e J2, utilizando-se oito repeti¢cdes. Plantas de
alho da mesma cultivar ndo inoculados, foram incluidas para avaliacdo do
impacto do nematoide sobre as plantas. Plantas de tomateiro (cv. Santa Cruz),
foram incluidas para verificacdo da viabilidade do inéculo.

Decorridos 60 dias da inoculacédo, as plantas serdo avaliadas quanto ao
peso da massa fresca total, de bulbo, da parte aérea e das raizes, diametro do
bulbo, nimero de galhas. Posteriormente, as raizes de cada planta serdo
processadas conforme Hussey e Barker modificado por Boneti & Ferraz (1981),
para contagem do numero de nematoides em camara de Peters (1mL) com
auxilio de microscopio de luz, estimando-se a populacdo final (Pf) em cada
planta. O célculo do FR sera procedido pela divisédo da Pf pela populagéo inicial
(Pi), onde, FR=(Pf/Pi) e avaliacdo de suscetibilidade segundo Oostenbrink

(1966), onde FR<1,0 indica resisténcia e FR>1,0 suscetibilidade do genatipo.
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4.3 Resultados e Discussao

Nas amostras coletadas a campo (Figura 7A e B), verificou-se uma
meédia de 230 J2 do nematoide das galhas/10g de raizes, enquanto no solo a
densidade foi de 46 J2/250cm3. Com base nas andlises de isoenzimas das
fémeas caracterizadas bioquimicamente, foi possivel identificar o fenotipo de
esterase E3 (Ki3) (Rm: 0.91, 1.06, 1.20), tipico de M. ethiopica (Figura 7C),
sendo o carater mais util para a diferenciacdo de rotina de M. ethiopica de
outras espécies de nematoide das galhas, visto que € especie-especifico
(Carneiro et al., 2004).

Figura 7: A, B e D — Gendétipo de alho da cv. BRS Hozan apresentando
sintomas de galhas, coletado em Cristalina-GO (A e B) e inoculado em
casa-de-vegetacdo (D); C — Fendtipo de esterase de Meloidogyne
ethiopica (E3) extraidos de raizes de alho e o padrdo J3 (M. javanica).

De acordo com as mensuracdes e fotomicrografias dos corte perineais
das fémeas, verificou-se que os padrdes, demonstram variacbes para a

espécie.
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De uma forma geral, os padrfes perineais apresentaram arco dorsal
moderadamente alto a alto, arredondado a quadrado, nunca formando
"ombros", com estrias grossas, amplamente separadas, lisas a onduladas,
ocasionalmente com estrias verticais curtas, apresentando variacdo de M.
arenaria a M. incognita conforme descrito por Carneiro et al. (2004), tornando a
identificag@o apenas por essa técnica imprecisa. No entanto, de acordo com a
Figura 8, verificou-se menores distancias entre os fasmideos no padrdo
encontrado, tipico de M. ethiopica, conforme j& referido no Brasil e em outros
trabalhos com populacdes da mesma espécie (SOMAVILLA et al., 2011,
BELLE et al., 2017a; BELLE et al., 2017b).

Figura 8: Cortes perineais de fémeas de M. ethiopica mantidas em subcultura
periddica de tomate cv. Santa Cruz, isoladas a partir de massas de
ovos de raizes de alho.

Nas Tabelas 12 e 13, sédo apresentados os caracteres morfométricos de
J2 e machos adultos de M. ethiopcia mensurados no presente estudo, e 0s
valores da primeira descricdo de M. ethiopica por Whitehead (1968) e sua
redescri¢cao por Carneiro et al. (2004).

Quando comparados, os dados morfométricos e alométricos dos J2
mesurados (Tabela 12), os valores de comprimento e maior largura do corpo,
estilete, DGO, comprimento da extremidade anterior ao poro excretor,
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comprimento da cauda hialina e “a”, correspondem com os dados de
redescricdo de Carneiro et al. (2004), em excecédo do comprimento da cauda
(47,6 £ 2,6 um) que embora semelhante a descricdo de Whitehead (47 £ 2 um),
€ menor que os valores observados por Carneiro (62 + 0,6 um). O mesmo
ocorre para os valores de “c” (7,9 = 0,4 um), 0s quais corresponderam a
descricdo de Whitehead (8,8 + 0,4 um), cuja ponta da cauda se apresentava
finamente arredondada a pontiaguda (Figura 9). Adicionalmente, os valores de
b,, apresentam similaridade com a descricdo da espécie, ndao sendo

apresentado no trabalho de Carneiro.

Tabela 12: Dados morfométricos (um) de juvenis de segundo estagio (J2)
descritos por diferentes autores [Whitehead (1968); Carneiro et al.
(2004)] e realizados no presente estudo. Médias seguidas de *
desvio padréo (intervalo).

Whitehead Carneiro et al. Presente estudo
N 25 30 20
Comprimento 410+ 12 468 + 3 377,1+17,7
do corpo (383-432) (326-510) (342,7-401,6)
Maior largura 20+0,3 149+1,2
do corpo i (15-22) (13,3-17,3)
Estilete 10,0+ 0,5 12,2+0,1 12,1 +0,7
(9,1-10,9) (11-14) (10,5-13,3)
26+0,1 2,8+0,2
DGO ) (2-3) 2,1-3.1)
Extrem. ant. ao 93+0,9 73,2+5,0
poro excretor i (75-106) (63,1-81,3)
Comprimento 47 + 2 62 +0,6 476+ 2,6
da cauda (41-52) (52-72) (42,8-54)
Comp. da 13,5+0,2 129+1,4
cauda hialina i (12-15) (10,5-14,7)
a 32,2+1,3 24 +0,3 255+21
(29,1-34,7) (21,3-28,2) (22,5-29,1)
b 7,7+0,3 72+0,3
1 (7,1-8,5) (6,6-7,8)
c 8,8+0,4 48+0,8 79+04
(8,1-9,8) (3,9-6,4) (7,3-8,7)

N: numero de nematoides mensurados; DGO: distancia entre a base do bulbo
do estilete e a abertura da glandula esofagiana; a: comprimento do corpo /
maior largura do corpo; b,: comprimento do corpo / comprimento da regido
anterior ao meio do bulbo mediano; c: comprimento do corpo / comprimento da
cauda.
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Figura 9: Fotomicrografias de Juvenis de segundo estagio (J2) de Mel
ethiopica mensurados no presente estudo.
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Com relagdo aos dados morfométricos e alométricos dos machos
(Figura 10), apresentados na Tabela 13, os valores observados estao de
acordo com os descritos por Whitehead para comprimento do corpo, estilete,
gubernaculo e espicula. Ja para largura do bulbo do estilete (4,9 £ 0,3 pum), os
valores estdo um pouco acima dos observados nos trabalhos aqui comparados
(média de 4,3 pum para ambos). O intervalo de “c” (69,5-106,4 um) esta
relacionado com aquele observado por Carneiro (69,5-147,2 um); no entanto, o
comprimento da cauda é maior (19,9 um) que aquele descrito por Carneiro
(13,4 pm).

Tabela 13: Dados morfométricos (um) de machos descritos por diferentes
autores [Whitehead (1968); Carneiro et al. (2004)] e realizados no
presente estudo. Médias seguidas de + desvio padrdo (intervalo).

Whitehead Carneiro etal. Presente estudo
N 25 30 20
Comprimento do 1556 + 274 1171+ 48 1681,7 £ 127,7
corpo (831-2101) (890-1500) (1399,5-1861,7)
Maior largura do i 48 +0,8 43,8 +4,8
corpo (32-59) (35,5-54,3)
. 21,4 +1,88 24,8+ 0,6 20,1+1,0
Estilete (14,4-24.1) (23-27) (18-21.6)
25+0,1 28104
DGO ) (2_315) (213_3!4)
Largura bulbo 4,3+0,44 4,3+0,6 49+0,3

estilete (3,6-5,0) (3,5-5) (4,3-5,4)
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Altura bulbo 3,3+x0,1 3,1+0,2

estilete i (3-4) (2,6-3,5)

Gubernéculo 2.0 % 1,00 - 84207

(7,2-10,1) (7,2-9,5)

Espicula 33,4+2,20 39+0,6 28,6 +2,1
(28,8-36,0) (34-42) (25,4-32,5)

a 47,4 + 7,96 27,7+0,8 38,8+4,1
(34,0-61,9) (24,8-31) (33,3-47,3)

c 103 +£ 24,6 114 +12,2 84,8 +8,3
(61-168) (69,5-147,2) (69,5-106,4)

Comprimento da 13,4+£0,5 199+2]1
cauda i (10,2-17,0) (15,6-23,7)

Larg. bulbo/Altu. 1,3+0,2 1,6 +£0,1

bulbo i (1,1-1,5) (1,4-1,9)

N: numero de nematoides mensurados; DGO: distancia entre a base do bulbo
do estilete e a abertura da glandula esofagiana; a: comprimento do corpo /
maior largura do corpo; ¢: comprimento do corpo / comprimento da cauda.

100 pm \ &
Figura 10: Fotomicrografia de Macho de Meloidogyne ethiopica mensurado no
presente estudo.

Embora em estudo realizado por Correa et al. (2014), os autores tenham
identificado um marcador SCAR-PCR espécie-especifico para o diagnostico de
diferentes populacdes de M. ethiopica provenientes do Brasil e do Chile, tal
técnica nao foi ndo utilizada nesse estudo uma vez que o fenétipo de esterase

(E3) é espécie-especifico e suficiente para a caracterizacdo de M ethiopica.
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No Brasil, M. ethiopica foi relatado pela primeira vez em 2000 em plantas
de quivi (Actinida deliciosa), no estado do Rio Grande do Sul, onde o fenétipo
de esterase foi nomeado inicialmente de Ki3 e, logo descrito como E3
(CARNEIRO et al., 2000; CARNEIRO et al., 2004). A seguir, esse mesmo
fendtipo foi relatado em diferentes estado do pais e em varias culturas de
importancia econdmica como soja (Glycines max) em Sao Paulo (CASTRO et
al., 2003), cana-de-agticar (BELLE et al., 2017b), feijdo-comum (BELLE et al.,
2017c), em fumo (Nicotiana tabacum) no Rio Grande do Sul (GOMES et al.,
2005). Além relatos de sua associacdo com plantas daninhas como, corda-de-
viola (Ipomoea purpurea), azedinha (Oxalis corniculata) e em guanxuma (Sida
rhombifolia), no Rio Grande do Sul (GOMES et al., 2005; BELLE et al., 2019) e
inimeras outras que hospedam o nematoide (BELLE et al., 2020).

Como mencionado, M. ethiopica € considerado importante no Brasil em
varias hortaligas, frutiferas e culturas anuais, sendo um nematoide de grande
polifagia, motivo pelo qual foi inserido na lista de alerta da EPPO-2011 (para o
pais), assim como para o Chile e o Continente Africano (SIKORA et al., 2018).
No Brasil, M. ethiopica ocorrem em diversas hortalicas como, tomate, yacon
(CARNEIRO & ALMEIDA, 2005), batata (MEDINA et al., 2014), mandioquinha-
salsa (PINHEIRO, 2017), além de poder parasitar e se multiplicar em outras
hortalicas como, couve, brocolis, pepino e repolho, berinjela, abébora e
abobrinha (CARNEIRO, 2014).

Esse é o primeiro relato de M. ethipoca em alho no Brasil e no mundo.
No entanto, para se inferir sobre a agressividade dessa espécie na cultura do
alho e, prospectar medias de manejo, demanda-se a realizacdo de trabalhos
relacionados a resisténcia genética dos gendtipos tanto em casa-de-vegetacao
como a campo haja vista, M. ethipoca ser uma espécie distribuida em
diferentes regibes do pais, apresentar ampla gama de hospedeiros, de
ocorréncia dedes clima mais ameno a quente, e, assim, adaptavel as

condicdes climaticas onde ocorre o cultivo de alho.
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4.4 Conclusao

Registra-se pela primeira vez, a ocorréncia do nematoide das galhas
Meloidogyne ethiopica em alho, no Brasil.
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Conclusdes Gerais

A eficiéncia na recuperacdo do numero de espécimes de Ditylenchus
disaci de alho varia em funcdo do material vegetal (fresco ou seco) utilizado e
do método de extracdo utilizado e viabilidade (ativos e inativos) do nematoide
esta relacionada apenas ao material vegetal utilizado (fresco/plantas ou
seco/bulbos).

Existem gendtipos de alho resistentes ao nematoide do amareldao que
em condicbes de campo, sdo menos afetados quanto a producdo em areas
infestadas por D. dipsaci, 0s quais podem ser usadas em programas de manejo
da praga.

A espécie do nematoide das galhas Meloidogyne ethiopica parasita a

cultura do alho no Brasil, sendo esse o primeiro relato ao nivel mundial.
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ANEXO 1

Numero de D. dipsaci, independente da densidade de sacarose e,
independente da sua mobilidade, recuperados pelo método de Jenkins em solo
infestado artificialmente.

Recuperados Jenkins

Média de D. dipsaci

Totais 510,83 a*

Moveis 327,50 b
Sacarose/ litro -

4009 457,78 s

6009 380,56

CV (%) 15,86

*Médias seguidas pela mesma letra (dados transformados), ndo diferem entre
si pelo teste Duncan a 5% de significancia. "S ndo significativo a 5% de
significancia.

Numero de D. dipsaci, independente do periodo e, independente da sua
mobilidade, recuperados pelo método do funil de Baermann em solo infestado

artificialmente.

Recuperados Baermann

Média de D. dipsaci

Totais 72,13 ™
Moveis 72,13
Periodo de extracédo -
24h 70,83 s
48h 73,43
CV (%) 15,36

"S ndo significativo a 5% de significancia.

ANEXO 2

Caracteristicas morfométricas e alométricas de D. dipsaci proposto por Sturhan

e Brzeski (1991) e observadas no presente estudo.

Sturhan e Presente estudo
Brzeski (1991) Macho Fémea

n - 20 20
L (mm) 1,0a2.2 1,30+0,13 1,24 + 0,10
St (um) 10a13 11,93 £ 0,66 11,99 + 0,46
a 36 a 64 43,8 + 4,98 42,04 + 3,84
b 6,5al2 6,41+ 0,76 6,48 + 0,54
c 11a20 13+1,10 13,06 + 0,93
c' 3ab6 4,82 +0,50 5,15+0,34
V(%) 76 a 86 - 81,81 +1,16




