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TAXONOMIA, INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO, ESTUDO FITOSSANITARIO
E DENEMATIZACAO DE SEMENTES DE GRAMINEAS FORRAGEIRAS

RESUMO - Foi objetivo desta pesquisa: 1) Quantificar a populacdo de nematoides e
fungos em amostras de sementes procedentes dos principais Estados produtores do
Brasil; 2) Estudar a taxonomia dos nematodides; 3) Estudar o processo de infeccédo de
sementes de Brachiaria brizantha por nematdides; 4) Avaliar a eficacia da irradiacao
com ®°Co e do tratamento quimico para o controle dos nematéides. Amostras de 237
lotes de sementes de diferentes gramineas forrageiras foram examinadas nos
Laboratérios de Nematologia e de Fitossanidade da UNESP/FCAV, Campus de
Jaboticabal, quanto a ocorréncia de fungos e nematéides. No tratamento quimico, usou-
se um lote de sementes infectadas por 1.350 Aphelenchoides sp. por 10 g. As
sementes foram tratadas com doses de diferentes produtos, e como testemunha
usaram-se sementes nao-tratadas do mesmo lote. O experimento foi conduzido a
campo em duas regides distintas. Para irradiacédo, empregaram-se doses de ®Co, no
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), Piracicaba — SP, sendo que 160 g de
sementes de B. brizantha foram irradiadas com a taxa de dose de 186,8 Gy/h. Em outro
experimento, 10 g de sementes de B. brizantha, isentas de nematoide, foram colocadas
em gerbox, sobre areia autoclavada. Em seguida, foram inoculados 10 mL de uma
suspensdo contendo  3.000 individuos de  Aphelenchoides sexlineatus
(partenogenética). Os tratamentos tanto quimico quanto com °°Co demonstraram n&o
ter efeito sobre a populacdo do nematdide. Confirmou-se, neste estudo, que o0s
nematoides infectam as sementes apods elas cairem no solo. Nematodides e fungos sédo

encontrados infectando sementes de diferentes espécies forrageiras.

Palavras-chave: Brachiaria sp., Aphelenchoides sp., Ditylenchus sp., fitonematdéides,

sementes irradiadas.
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TAXONOMY, PATOGENIC-HOST INTERATION, FITOSANITARY STUDY AND
EFFICACY IRRADIATION AND OF CHEMIC TREATMENT FOR NEMATODE
CONTROL

SUMMARY - It was the objective of this study: 1) To quantify the population of
nematodes and fungi in samples of seeds from the main producer states of Brazil, 2)
study the taxonomy of nematodes, 3) To study the process of infection of seeds of
tropical grasses by nematodes, 4) Evaluate the effectiveness of irradiation with ®°°Co and
chemical treatment to control nematodes. Samples of 237 seed lots of different grasses
were examined in the Nematologia and Fitopatologia laboratory of UNESP / FCAV, from
Jaboticabal Campus as the occurrence of fungi and nematodes. In the chemical
treatment, used to a lot of seeds infected by 1350 Aphelenchoides sp. for 10 g. The
seeds were treated with doses of different products and used it as a witness if untreated
seeds from the same batch. The experiment was conducted under field conditions in two
separate regions. For irradiation, using doses of ®°Co, in the Centro de Energia Nuclear
na Agricultura (CENA) Piracicaba - SP, of which 160 g of seeds of B. brizantha were
irradiated with a dose rate of 186.8 Gy / h. In another experiment, 10 g of seeds of B.
brizantha, free of nematode, were placed in gerbox on autoclaved sand. It was then
inoculated 10 mL of a suspension containing 3000 specimens of Aphelenchoides
sexlineatus. The both treatments, chemist and with ®°Co showed no effect on the
nematode population. It was confirmed in this study that the nematodes infect the seeds
after they fall on the ground. Nematodes and fungi are found infected seeds of different

forage species.

Keywords: Brachiaria sp., Aphelenchoides sp., Ditylenchus sp., phytonematodes,

irradiated seeds.



|. INTRODUCAO

Nos ultimos 30 anos, houve um expressivo aumento da area cultivada com
pastagens, no Brasil, que passou de 154,1 para 177,7 milhdes de hectares (SILVA &
NASCIMENTO Jr., 2006).

Embora sejam conhecidas cerca de 90 espécies no género Brachiaria (Hochst)
Stapf., poucos séo os ecotipos utilizados comercialmente (ALVES & SOARES FILHO,
1996). Mesmo assim, a maioria das cultivares em uso ainda é muito proxima dos tipos
selvagens, visto que o processo de melhoramento desses materiais ainda € incipiente
(VALLE et al., 2003).

Os nematodides sdo animais invertebrados e aquaticos, pois necessitam de uma
pelicula de agua para a manutencdo de suas atividades vitais, e a transformacdo de
pecas do aparelho alimentador em estrutura estiletar resistente conferiu a esses
organismos a possibilidade de extrair alimentos de células vegetais (CARES &
TENENTE, 2007).

A ocorréncia de nematdides em pastagens tem significativo impacto sobre a
producdo de massa e a persisténcia das forrageiras (Poaceae) (PEDERSON &
QUESSENBERRY, 1998). Em geral, os produtos das pastagens nao sao colhidos, mas,
em vez disso, as pastagens sdo submetidas ao pastejo dos animais. Por esse motivo, é
dificil determinar-se o valor econdmico das pastagens, assim como 0 impacto que 0s
nematoides tém na produgdo de massa. Citando HAUGE (1980), PEDERSON &
QUESENBARRY (1998), nos EUA, estimaram que 0os nematdides causaram perdas de
6 % nas pastagens de trevo, de 5,4 milhdes de hectares, resultando em perdas
estimadas em 33 milhdes de dolares. O efeito de nematdides em gramineas forrageiras,
por outro lado, pode ser muito sutil e dificil de discernir-se de outros problemas, tais

como, prolongado periodo de seca, pressao de pastejo e outras pragas e doencas das



raizes. Contudo, BERNARD et al. (1998) mencionaram que 0s nematoides né&o
somente reduzem a produtividade e a producdo, mas podem, também, reduzir a
gualidade da forragem. Além disso, os nematbides encontrados em sementes de
gramineas forrageiras podem, ainda, comprometer a qualidade das sementes e a
regeneracdo natural das pastagens. Sendo que, patdgenos de outras culturas, como o
arroz, tém implicacdes de natureza quarentenaria, dificultando o comércio internacional.

Além dos danos diretos, que resultam na reducdo da producdo de massa das
pastagens, os nematéides também interagem com outros organismos e, inclusive,
atuam como vetores de doencas de importancia para o gado. Na Australia e nos EUA, a
associacdo de espécies de nematoides em sementes de gramineas forrageiras,
especialmente Anguina spp., com bactérias Clavibacter spp., ocorre comumente nas
pastagens (HOOPER & SOUTHEY, 1978). Na Australia, Anguina funesta € o principal
vetor de C. toxicus na graminea Lolium rigidum Gaudin. Contudo, os pesquisadores
acreditam que outras espécies de Anguina podem ser vetoras da bactéria em outras
gramineas (BERNARD et al.,, 1998). Se os animais se alimentarem das sementes
infectadas, a toxina produzida pela bactéria pode ser fatal. Os animais sofrem
convulsdes, seguidas de morte. Nas décadas de 70 e 80 muitos ovinos e bovinos
morreram na Australia com essa doenca (MCKAY & OPHEL, 1993).

No Brasil, os estudos nematolégicos em sementes de gramineas forrageiras sdo
incipientes, contudo, essa pesquisa foi conduzida com os objetivos de: 1) Quantificar a
populacdo de nematdides e fungos em amostras de sementes vindas dos principais
Estados produtores do Brasil; 2) Estudar a taxonomia dos nematoides encontrados nas
sementes; 3) Estudar o processo de infeccdo de sementes de Brachiaria brizantha por
espécies de Aphelenchoides; 4) Avaliar a eficAcia da irradiacdo com °°Co e do

tratamento quimico para o controle dos nematéides.



ll. REVISAO DE LITERATURA

O aumento e a manutencdo da produtividade das pastagens sao vitais para a
producdo de proteina de origem animal. Embora existam préaticas de consorciacédo de
leguminosas com gramineas (Poaceae) para formacdo de pastagens, em geral, as
gramineas sdo as mais utilizadas (SILVA & NASCIMENTO Jr, 2006). Os mesmos
autores atribuem esse aumento a substituicdo de capins, tais como: o gordura, o
colonido, o guiné e o angola, que permitem taxas de lotagdo mais baixas (0,25
animal/ha) por espécies de Brachiaria com taxa de lotacdo de 0,9 — 1,0 animal/ha.

Espécies de Brachiarias sao plantas cespitosas, muito robustas, de 1,5 a 2,0 m
de altura, com colmos inicialmente prostrados, mas produzindo afilos
predominantemente eretos. Possuem rizomas muito curtos e encurvados, e colmos
floriferos e eretos, frequientemente com afilhamento nos nés superiores, o qual leva a
proliferacdo de inflorescéncia. Possuem bainhas pilosas e com cilios nas margens,
geralmente mais longas que os entrenos, escondendo os nés. As laminas foliares sao
linear-lanceoladas, esparsamente pilosas na face ventral e glabras na face dorsal.
Existe inflorescéncia de até 40 cm de comprimento, geralmente com 4 a 6 racemos,
medindo de 7 a 10 cm de comprimento. H& espiguetas unisseriadas ao longo da raque,
com 5 a 5,5 mm de comprimento por 2 a 2,5 mm de largura, esparsamente pilosas no
apice (ALVES & SOARES FILHO, 1996).

O género Brachiaria € de origem africana, sendo suas espécies adaptadas a
solos acidos de baixa fertilidade, apresentando boa adaptabilidade, proporcionando
producdo satisfatéria de forragem a todo o mundo tropical. S&o pouco tolerantes a
baixas temperaturas, ndo sendo indicadas para regides onde ocorram geadas fortes. A

temperatura Otima para o desenvolvimento das plantas é de aproximadamente 30° C,



sendo que temperaturas inferiores a 25° C reduzem sua taxa de crescimento (ALVES &
SOARES FILHO, 1996).

ROSA & TORRES Jr. (2006) estimaram que cerca de 20% do territorio nacional e
70% das areas destinadas a producdo agropecudria estdo cobertas com pastagens.
VERZIGNASSI & FERNANDES (2001) estimaram que, no Brasil, existiam 100 milhdes
de hectares de pastagens cultivadas.

Ha 15 anos, MACEDO & ZIMMER (1993) haviam estimado em 45 a 50 milhdes
de hectares com essas espécies, sendo que as principais areas, na opinido desses
autores, estavam no Brasil Central, oeste da Bahia e norte do Mato Grosso. Foi
principalmente no decorrer das ultimas trés décadas que essas forrageiras ganharam
importancia econémica no Brasil, viabilizando a atividade pecuéria nos solos fracos e
acidos do Cerrado (VALLE et al., 2003).

A producdo de sementes de gramineas forrageiras representa expressiva fonte
de divisas para o Brasil (SOARES, 2003). Estima-se que mais de 100.000 t/ano séo
produzidas e comercializadas somente no mercado interno (OLIVEIRA, 1994). As
espécies de Brachiaria sdo as mais comercializadas, chegando a 60% do mercado
(SOUZA, 2001) sendo predominantemente constituidas por B. decumbens Stapf. e B.
brizantha (Hochst.) Stapf. (VERZIGNASSI & FERNANDES, 2001). Em relacdo ao
mercado internacional, exportam-se para mais de 20 paises, principalmente para a
América Latina (SANTOS & SANTOS FILHO, 1999). Para atender a este mercado
crescente, no Brasil, desenvolveu-se uma dindmica e progressista industria de
producdo de sementes forrageiras, principalmente nas regibes Centro-Sul,
movimentando, anualmente, cerca de R$ 200 milhBes em exportacbes de sementes,
tornando o Brasil o maior produtor, consumidor e exportador de sementes de
forrageiras do mundo (SOUZA, 2002; SOARES, 2003).

Como ocorre com outras culturas, os fitonematdides podem causar danos,
também, a todas as espécies de forrageiras. Contudo, o estudo da faixa de hospedeiros
e a patogenicidade, entre as gramineas forrageiras, tém sido muito pouco pesquisados,
se comparados as outras culturas tradicionais. BERNARD et al. (1998) mencionaram

gue as evidéncias fortemente apontam os fitonematdides como causa de significativa



reducdo na producdo de forragem, tornando as forrageiras tdo sujeitas as perdas na
producdo quanto outras culturas.

Estudos visando a estimar as perdas que 0s nematdides causam as pastagens
sao escassos. Nos EUA, citando HAGUE (1980), PEDERSON & QUESENBARRY
(1998) estimaram que os nematoides causaram perdas de 6 % nas pastagens de trevo
forrageiro, de 5,4 milhdes de hectares, resultando numa perda estimada em US$ 33
milhdes. Estimativas para as perdas causadas por nematéides em outras forrageiras
ainda ndo foram elaboradas. Contudo, BERNARD et al. (1998) mencionaram que 0s
nematoides ndo somente reduzem a produtividade e a producdo das pastagens, mas
também podem reduzir a qualidade da forragem.

Além dos danos diretos causados pelos nematdides, que resultam na reducdo na
producdo de massa das pastagens, os nematoides também interagem com outros
organismos e, inclusive, atuam como vetores de doencas de grande importancia para o
gado. Na Austrélia e nos EUA, a associagcdo de espécies de nematoides em sementes
de gramineas forrageiras, especialmente Anguina spp., com bactérias Clavibacter spp.,
ocorre largamente nas pastagens (HOOPER & SOUTHEY, 1978). Na Australia,
Anguina funesta é o principal vetor de C. toxicus na graminea Lolium rigidum Gaudin.
Contudo, os pesquisadores acreditam que outras espécies de Anguina Scopoli podem
ser vetoras da bactéria em outras gramineas (BERNARD et al., 1998). Apesar de o
nematoide transportar a bactéria sobre a cuticula, a medida que migram para outras
plantas, essa relacdo da bactéria com o nematdide ndo é mutualistica, porque a
bactéria pode degradar a cuticula do nematdide dentro da semente em
desenvolvimento, onde o nematdide se reproduz (BIRD & RIDDLE, 1984). Se os
animais se alimentam das sementes infectadas, a toxina produzida pela bactéria pode
ser fatal. Os animais sofrem convulsdes seguidas de morte. Milhares de ovelhas e bois
vém morrendo na Australia desde 1970 com essa doenca (McKAY & OPHEL, 1993).

Cerca de 180 espécies de Aphelenchoides ja foram descritas (NICKLE &
HOOPER, 1991) e, em Ditylenchus Filipjev,1936 séo reconhecidas 81 espécies validas.
Outras 82 espécies foram removidas do género por razdes de ordem taxiondmica
(STURHAN & BREZESKI, 1991). Essa enorme diversidade em ambos os grupos torna



a taxionomia desses nematdides muito dificil em relacdo aos demais. Segundo
SHAHINA (1996), a identificacdo de espécies de Aphelenchoides ndao é facil, pois
algumas referéncias ndo estdo acessiveis e existem descricdes inadequadas das
espécies. Além disso, Ditylenchus spp. e Aphelenchoides spp. sdo os fitonematoides
gue apresentam a maior variabilidade de nichos ecoldgicos no filo Nemata. Algumas
espécies desses grupos causam danos severos na parte aérea de plantas cultivadas,
apesar de a grande maioria ser encontrada apenas no solo (NICKLE &HOOPER, 1991).

Em arroz, A. besseyi Christie, 1942 causa a doenca conhecida como ponta-
branca-do-arroz em praticamente todas as regioes produtoras do mundo (McGAWLEY
& OVERSTREET, 1998). A medida que o nematdide se alimenta ectoparasiticamente
nos pontos de crescimento, cerca de 3 - 5 cm da extremidade da folha-bandeira tornam-
se necraoticos, esbranquicados e retorcidos, podendo impedir ou retardar a emergéncia
da panicula, reduzir seu tamanho e o nimero e tamanho dos grdos (FRANKLIN, 1959).
Essa mesma autora, citando TODD & ATKINS (1958), mencionou que, em estudo mais
cuidadoso de todas as partes das plantas, o nematoéide foi encontrado também dentro
de diferentes tecidos. Com o amadurecimento dos grdos e o secamento dos tecidos, o
nematoide pode ser disseminado tanto pelas sementes quanto pela palha. Outros
autores ainda mencionaram que A. besseyi também pode causar esterilidade das flores,
menor producdo de gréos ou, ainda, graos de menor tamanho e menor peso, afetando,
assim, o poder germinativo das sementes de arroz (HUANG & HUANG, 1972; OU,
1972) e, devido a possibilidade de entrar em anidrobiose (dorméncia e desidratacao)
pode, dentro das sementes, permanecer por longos periodos, voltando a atividade e
reproducédo quando encontrar ambiente favoravel (TODD & ATKINS, 1958; YOSHII &
YAMAMOTO, 1950).

Nos Estados Unidos, ATKINS & TODD (1959) relataram que a queda de
producédo foi de 17% nas variedades suscetiveis e 7% nas resistentes. No Japéao,
perdas entre 10 e 30% foram determinadas por YOSHII & YAMAMOTO (1950).
FUKANO (1962), citado por HUANG (1983), demonstrou que existe uma correlagcéo
positiva entre 0 nimero de nematéides viaveis em 100 sementes e a producao de

gréos, sendo 5% de perda o limite maximo toleravel. O autor concluiu que 30



nematoides vidveis em 100 sementes é o nivel critico de infestacdo para arroz irrigado.
No Brasil, esse nematbide causa perdas de até 50% na producdo de arroz, se
comparado a areas ndo-infestadas (SILVA, 1992).

Até 1981, apenas duas espécies de Aphelenchoides Fisher haviam sido
relatadas no Brasil (LORDELLO, 1981). Posteriormente, COSTA MANSO et al. (1994)
fizeram mencédo a ocorréncia de 10 espécies do grupo no Pais.

O principal meio de disseminagdo de A. besseyi sdo as sementes. Tanto em
outras regides do mundo (FORTUNER & WILLIAMS, 1975; MERNY et al., 1985;
GOKTE & MANTHUR, 1993) quanto no Brasil, essa mesma espécie de nematdide é
encontrada em sementes de diferentes gramineas forrageiras, embora ainda ndo se
conheca a magnitude dos danos causados (TENENTE et al., 1994; PINHEIRO et al.,
1997; TENENTE et al.,, 2000; GARCIA et al., 2000; GARCIA & TENENTE, 2001;
SHARMA et al., 2001; BUENO et al.,, 2002; FAVORETO, 2004). HUANG (1978)
menciona que, além dos graos, as cascas e palhas de arroz também abrigam A.
besseyi. Com efeito, esse nematbéide ndo é parasito obrigatorio de plantas, podendo
atuar como ectoparasito ou endoparasito, dependendo do hospedeiro. Na auséncia de
plantas hospedeiras, cultivadas ou invasoras, pode sobreviver no solo alimentando-se
de fungos saprofitos ou fitopatogénicos (HUANG, 1978; LUC et al., 1990; PEDERSON
& QUESENBERRY, 1998). FORTUNER & WILLIAMS (1975) incluiram o capim-colonido
(Panicum maximum Jacq.) e as gramineas silvestres Setaria italica (L.) Beauv., Cyperus
spp. e Digittaria sanguinalis (L.) Scop. na lista de hospedeiros desse nematdide.

Além de A. besseyi, espécies de outros géneros também tém sido relatadas,
associadas as gramineas forrageiras. SHARMA et al. (2001) citam a ocorréncia de
Aphelenchoides subtenuis (Cobb) Steiner e Buhrer, 1932 em 96,9% das 64 amostras
coletadas na rizosfera de capim Brachiaria brizantha cv. Marandu, no Estado do Acre e
Ditylenchus terricolus Brzeski, 1991 em 92,2%, entre outros fitonematodides. Além de
espécies de Aphelenchoides, notadamente A. besseyi, espécies de Ditylenchus
também foram relatadas em sementes de gramineas forrageiras no Brasil (FAVORETO
et al., 2003; 2004; FAVORETO & SANTOS, 2004).



FAVORETO (2004) observou que o0s nematdides em sementes secas,
usualmente, estado inativos. Quando extraidos, demandam algum tempo em suspensao
agquosa para exibirem atividade. Além disso, nematbéides mortos ou inativos ndo sao
extraidos pelo método do Funil de Baermann e suas variagcdes. Por conseguinte,
métodos de extracdo de nematdides que independem da atividade dos mesmos, sao
mais adequados para extracdo de nematdides de sementes. Por isso, o método de
extracdo de nematodides das sementes de Brachiaria brizantha pela flotacdo centrifuga
em solucdo de sacarose com caulim (COOLEN & D’HERDE, 1972) é mais eficaz para
recuperacdo de nematoéides que o funil de Baermann com e sem reidratacdo e/ou
trituracdo prévia das sementes. FAVORETO (2004) concluiu que a populacdo de
Aphelenchoides spp. que infecta as sementes de gramineas forrageiras, € maior que a
populacdo de Ditylenchus spp. que apenas infesta as sementes. Deste modo, o
processo de beneficiamento, usualmente empregado, reduz mais a populacdo de
Ditylenchus spp. nas sementes beneficiadas que as de Aphelenchoides spp. Ainda, os
nematoides encontrados em sementes de gramineas forrageiras, também, estédo
presentes em todos os tecidos da planta. Assim, podem ser disseminados, inclusive,
por restos vegetais.

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para tratamento de sementes de
gramineas forrageiras visando a erradicacdo de nematdides. O tratamento térmico por
via seca ou umida erradicou A. besseyi de sementes de Brachiaria dictyoneura Stapf,
sendo que, por via Umida, o tratamento exerceu efeito menos deletério a viabilidade das
sementes com eficicia para a erradicacdo do nematdide em varios binbmios tempo-
temperatura (PINHEIRO et al., 1997). Para sementes de Panicum maximum Jacq.,
GARCIA et al. (2000) observaram que o tratamento das sementes a 60°C, por 10
minutos, ou a 57°C, por 15 minutos, erradicou o nematdide sem o comprometimento da
gqualidade das sementes.

O uso da irradiagdo € um meétodo efetivo e apresenta vantagens como a
eficiéncia de controle, ndo deixa residuos téxicos e, portanto, ndo é poluente (ARTHUR,
1997). A esterilizacdo de materiais, o melhoramento genético, a preservagdo de

alimentos, o retardo do amadurecimento de frutas, o controle de insetos e outros



microorganismos sdo alguns dos usos mais freqientes no estudo com as radiacdes
ionizantes (CDTN, 1999). Pela auséncia de efeitos colaterais, alta eficiéncia e
tecnologia moderna, a irradiacdo tornou-se uma alternativa viavel constituindo-se em
desinfestar graos com determinadas doses de radiacdao (FRANCO et al.,, 1997). A
irradiacdo é uma forma de energia, que pode provocar a alteracdo no DNA da célula
que continua a reproduzir-se, levando a mutacdo celular e fragmentacdo dos
cromossomos e do cromatideo ou a morte celular (SILVA & ARTHUR, 2004).
Atualmente, apenas experimentos com pequenas quantidades de sementes
obtiveram resultados na erradicagdo de A. besseyi; porém, para exportacdo de
sementes de gramineas forrageiras, € necessario o desenvolvimento de técnicas que

permitam a denematizacdo de sementes em larga escala.



lIl. MATERIAL E METODOS

3.1 Extracdo dos nematdides de sementes de gramineas forrageiras

Os nematoides foram extraidos pela técnica de COOLEN & D"HERDE (1972) de
aliquotas de 10 g de amostras de sementes de gramineas forrageiras provenientes das
diversas regides produtoras do Brasil. Tais amostras foram coletadas e enviadas ao
Laboratdério de Nematologia da UNESP/FCAV pelos técnicos da empresa Comércio e

Industria Matsuda Imp., Exp. Ltda., com sede no municipio de Alvares Machado — SP.

3.2 Estudo fitossanitario em sementes de gramineas forrageiras nas

principais areas produtoras do Brasil

Amostras de sementes de forrageiras provenientes das regides produtoras do
Pais foram analisadas quanto a ocorréncia de fungos e nematdides. Amostras
compostas de 237 lotes de sementes de diferentes gramineas forrageiras sendo:
Brachiaria brizantha (cv. MG4 e MG5), B. decumbens, B. dictyoneura, B. ruziziensis,
Panicum maximum (cv. Mombaca, Massai, Tanzania, Aries e Aruana), Setaria anceps
(cv. Kazungula), Paspalum atratum e Pennisetum glaucum, procedentes dos Estados
de S&o Paulo, Minas Gerais, Mato Grasso, Bahia e Goias (Figura 1), foram examinadas
nos Laboratorios de Nematologia e de Fitossanidade da UNESP/FCAV, Campus de
Jaboticabal.

Os nematoides foram extraidos das sementes como descrito no item 3.1. Para
deteccdo dos fungos, utilizou-se o método do papel-filtro (Blotter-test), conforme
descrito pela International Seed Testing Association (ISTA, 1976). Foram utilizadas
placas de Petri de plastico com 9 cm de diametro, onde foram colocadas trés folhas de

papel-filtro umedecidas com agua destilada. Foram adotadas 10 repeticbes compostas
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Il Vinas Gerais (159 amostras) — Municipios: Chapada Gatcha, Tupaciguara, Unai e
Jodo Pinheiro.

- Bahia (19 amostras) — Municipio: Sao Desidério.

Sé@o Paulo (49 amostras) - Municipios: Santo Anastacio, Sandovalina, Rinopolis,
Ribeirdo dos Indios, Restinga, Paranapua, Costa Machado, Jardinépolis e Auriflama.

Goias (5 amostras) — Municipios: Rio Verde e Posses.

Mato Grosso do Sul (3 amostras) — Municipios: lvinhema e Aguas Claras.

il N i

Mato Grosso (2 amostras) — Municipio: Canarana.

Figura 1. Niomero de amostras por Estado, com destaque no mapa aos municipios
onde foram efetuadas as coletas para o estudo fitossanitario de sementes
forrageiras.
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por 10 sementes equidistantes por placa, totalizando 100 sementes analisadas por lote.
As sementes foram incubadas a 20 + 2C, com ciclos de luz e escuro de 12 horas, onde
permaneceram por 10 dias. Foram utilizadas lampadas fluorescentes de 40W a 40 cm
acima das placas. As identificagcbes dos fungos foram realizadas com base nas
caracteristicas morfolégicas, com auxilio de um microscopio fotbnico e um
estereoscopio, utilizando a chave de classificacdo de BARNETT & HUNTER (1998).

3.3 Estudo taxondémico dos fitonematdides extraidos de sementes de

gramineas forrageiras

Para o estudo taxonémico dos fitonematdides extraidos de sementes de
gramineas forrageiras, as caracteristicas morfolégicas de espécimes foram
fotomicrografadas e eletromicrografadas. A obtencdo dos espécimes, assim como as

técnicas de preparo para aquisicao de imagens serdo detalhadas a seguir.
3.3.1 Multiplicacdo dos nematdides

Fitonematdides em sementes de forrageiras, as vezes, sdo encontrados em
pequeno numero, dificultando a identificacdo da espécie. A multiplicacdo de nematdéides
in vitro, possibilita a obtengdo de um grande numero de individuos, o que facilita os
estudos de taxonomia. Devido a esse motivo, a multiplicacdo de Aphelenchoides
sexlineatus Eroshenko, 1967, Aphelenchus sp. Bastian, 1865 e Ditylenchus montanus
(Kiknadze & Eliashvile, 1988) Brzeski, 1991 in vitro foi estudada no Laborat6rio de
Nematologia da UNESP/FCAV. Culturas de um isolado de Fusarium sp., obtido de
inhame (Colocasia esculenta L. Schott.), e de Didymella brioniae (Auersw) Rehm, obtido
de meldo (Cucumis melo L.), foram utilizadas como substrato para a multiplicacdo dos
nematoides em placas de Petri. Para a condugdo do experimento, foram utilizadas
espécies partenogenéticas dos géneros mencionados. Sendo assim, 10 fémeas foram
axenizadas em solucdo de ampicilina a 0,1% e inoculadas em culturas dos fungos com

cinco dias de crescimento em B.D.A. A seguir, foram incubadas em B.O.D. a 25 +1°C,
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no escuro. Aos 30 dias apos, efetuou-se a extracdo dos nematoides pela técnica do
funil de Baermann. As populacbes nas suspensdes obtidas foram estimadas ao
estereoscopio com auxilio da camara de contagem de Peters (SOUTHEY, 1970). Com
os dados obtidos, foram estimados o fator de reproducdo dos nematdides, segundo
COOK & EVANS (1987).

3.3.2 Preparacédo dos nematoides para estudo ao microscopio foténico

Os espécimes obtidos, como descrito no item anterior, foram coletados um a um
das suspensdes, com aparato preparado com um pélo de suino, semelhante a um
estilete, ao estereoscépio, e transferidos para recipientes de 10 mL, tipo vidros de
penicilina, contendo cerca de 5 mL de agua filtrada. Esses recipientes foram tampados,
a seguir, e agitados manualmente por cerca de 2 minutos. Entdo, foram colocados em
banho-maria a 55°C, por cinco minutos. Em seguida, foram adicionados 4 mL de
formalina a 8% em cada recipiente, os quais foram armazenados, no escuro, até o
preparo e montagem de laminas semipermanentes e permanentes.

As montagens temporarias foram preparadas, transferindo-se 10 a 15 espécimes
vivos de uma populagéo particular, um a um, para uma gota de agua filtrada, colocada
no centro de uma lamina de vidro, ao estereoscopio. Os espécimes foram relaxados em
chama de uma lamparina a alcool e, em seguida, foram arranjados lado a lado no fundo
e no centro da gota. Entdo, depositou-se uma laminula de 21 x 22 mm e efetuou-se a
lutagem com esmalte de unha incolor (TIHOHOD, 1989). As observacbes e
fotomicrografias foram efetuadas no espaco de até 3 h apdés a montagem. Foram
examinados e documentados fémeas e machos. As montagens semipermanentes
foram preparadas, transferindo-se alguns espécimes fixados para uma gota da solucao
fixadora no centro de laminas de vidro, seguidas da deposi¢cdo da laminula e lutagem,
como no caso anterior. As montagens permanentes foram efetuadas pelo método da
infiltracdo dos espécimes em glicerina, segundo SEINHORST (1959).

Os espécimes foram examinados e fotomicrografados em um sistema de

aquisicdo de imagens constituido por uma camera digital Sony Hiper HAD® (Sony
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Electronics Inc., 1 Sony Drive, Park Ridge - NJ, 07656, EUA), montada sobre um
microscépio Olympus BX50® (Olympus do Brasil, S0 Paulo - SP) e acoplada a um
microcomputador. As imagens foram digitalizadas e gravadas em computador para
serem posteriormente medidas. Pelo menos 10 fémeas de cada populacdo foram
documentadas. As mensuracgdes nas imagens digitalizadas foram feitas, utilizando-se
do software Image Pro-Plus da Media Cybernetics® (8484 Georgia Avenue, Silver
Spring, MD — EUA). A identificacdo das espécies foi confirmada pelo Dr. Vilmar
Gonzaga e Dra. Renata C. V. Tenente, da EMBRAPA/CENARGEN, Brasilia-DF., pelo
Dr. Juvenil E. Cares, da UNB, Brasilia-DF. e pela Dra. Sue Hockland, Plant Health
Group, Central Science Laboratory, Sand Hutton, York, England-UK.

3.3.3 Preparacdo dos nematdides para a microscopia eletrénica de

varredura

Cerca de 1.000 espécimes de cada grupo, recem-extraidos, foram transferidos
como descrito no item anterior para os recipientes contendo ¥ de seus volumes
preenchidos com agua filtrada. A seguir, os recipientes foram agitados manualmente
por cerca de 5 minutos e deixados em repouso, em refrigerador, a 5°C, por cerca de 1
hora. Subseqlentemente, o volume de agua de cada recipiente foi reduzido a 0,5 mL
com uma seringa hipodérmica, e os recipientes foram novamente deixados em
geladeira por 20 minutos. A seguir, o volume de cada recipiente foi preenchido com a
solucédo fixadora, constituida de glutaraldeido a 3 % e formaldeido a 2 % (preparado
com paraformaldeido), em solugdo-tampéo de fosfato de sédio a 0,05 M e pH 7,4, e
resfriada a 1 °C. Os recipientes foram mantidos em geladeira para que os nematodides
se mantivessem relaxados durante todo o processo de fixagdo. Apos o periodo minimo
de 72 h, o processo de preparacdo teve prosseguimento. Os nematéides foram
transferidos em suspensdo, com pipeta de Pasteur, para camaras preparadas com
capsulas de polietileno utilizadas em inclusdo de amostras para microscopia eletronica
de transmissao e tela de "silk-screen" com poros de 25 um, conforme descrito por

EISENBACK (1991). O restante da preparacédo foi efetuado como descrito por essa
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fonte. Finalmente, os nematbides foram observados e eletromicrografados em
microscopio eletrénico JEOL JSM 5410, operado em 15kV. Foram documentados: a
morfologia da regido labial, em vista lateral e de topo, os campos laterais, a genitalia

externa e a cauda de fémeas e de machos.

3.3.4 lIdentificacdo de espécies de fitonematdéides em sementes de

gramineas forrageiras

Os dados morfométricos obtidos aos microscépios fotbnico e eletrdnico de
varredura foram comparados as chaves de identificacdo obtidas na literatura. Para
espécies de Aphelenchoides, foram utilizadas as chaves publicadas por varios autores
(FRANKLIN, 1959; 1978; SANWAL, 1961; BAUJARD, 1989; TACCONI &
AMBROGIONI, 1993; SHAHINA, 1996). Para identificacdo de espécies de Ditylenchus,
foram utilizadas as chaves de FORTUNER (1982) e de HOOPER & SOUTHEY (1978).

3.4 Estudo da denematizacdo de sementes de gramineas forrageiras

Diferentes produtos quimicos e irradiacdo com *°Co foram testados a campo e
em laboratério, respectivamente, para avaliacdo quanto a sua eficacia na

denematizacdo de sementes de gramineas forrageiras.
3.4.1 Tratamento quimico

Um lote de sementes de Brachiaria brizantha cv. MG-5, naturalmente infectado,
em média, com 1.350 espécimes de Aphelenchoides spp. por 10 g de sementes foi
utilizado para o estudo. Por¢cdes de 1 kg de sementes foram tratadas, individualmente,
com os respectivos produtos e doses: abamectina 1,5; 3,0 e 6,0 mL; imidaclopride 3,0;
6,0 e 12,0 mL; clotianidina 3,0; 6,0 e 12,0 mL;tiodicarbe 7,5; 15,0 e 30,0 mL;
imidaclopride + tiodicarbe 12,0; 24,0 e 48,0 mL e carbofurano 12,5; 25,0 e 50,0 mL.

Como testemunha, utilizou-se 1 Kg de sementes ndo-tratadas do mesmo lote.
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As sementes foram tratadas em um recipiente construido com tubos de PVC de
30 cm de altura e 15 cm de diametro, fechados nas extremidades com tampa de rosca.
Um quilograma de sementes foi colocado por recipientes e acrescido dos produtos e
doses correspondente. Cada tubo foi lacrado e agitado manualmente por cinco minutos.
Essa operacao foi realizada para cada dose dos diferentes produtos.

Foram instalados dois experimentos a campo, sendo um na regido de Presidente
Prudente — SP, e o outro em Tupaciguara - MG. Os 21 tratamentos constituidos pelos
produtos mencionados mais a testemunha foram implantados em blocos inteiramente
ao acaso, com quatro repeticdes. As parcelas no campo, com dimensdes de 5 x 10 m,
foram marcadas e, a seguir, foram coletadas amostras de solo compostas de trés
subamostras por parcelas, para a determinacéo da populacgéo inicial dos nematdides.

Em cada parcela, foram marcadas cinco linhas espacadas de 1 m entre elas, e 6
g de sementes/linha foram distribuidas em sulcos de 3 cm de profundidade e recobertas
com uma fina camada de solo.

As avaliacbes dos experimentos foram efetuadas em quatro amostragens, a
partir de 60 dias da semeadura, a intervalos regulares de mesma duragédo. Na primeira
avaliacdo, foram coletadas amostras de solo, raizes e de folhas. Na segunda coletou-se
solo, raizes, folhas e inflorescéncias. Na terceira avaliacdo coletou-se cachos com
sementes maduras e, na quarta, apenas as sementes que tinham caido ao solo. Para
essa Ultima coleta, foram confeccionadas molduras de cantoneiras de ferro, de 1 x 1 m,
gue foram dispostas aleatoriamente em cada parcela. Todas as sementes caidas no
interior das molduras foram coletadas com auxilio de vassouras, peneiradas e
acondicionadas em sacos plasticos, devidamente identificados, e levado ao laboratorio
para analises.

A extracdo dos nematoides das partes aéreas e das raizes foi realizada em
aliquotas de 10 g de cada material pela técnica de COOLEN & D'HERDE (1972),
efetuada imediatamente apoOs as coletas. Os nematoides do solo foram extraidos de
aliquotas de 100 cm? pela técnica de JENKINS (1964). As populacdes dos nematoides
ativos e inativos nas suspensdes obtidas, de cada tratamento, foram estimadas ao

microscopio foténico com auxilio da camara de contagem de Peters (SOUTHEY, 1970).
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Os valores obtidos foram transformados em log (x+1), e submetidos a analise de

variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
3.4.2 Irradiacdo de sementes

A irradiacdo de sementes de Brachiaria brizantha, como alternativa para
eliminacdo dos nematéides, foi estudada. Amostras de 160 gramas de sementes de B.
brizantha foram acondicionadas em sacos de papel e irradiadas, empregando-se
diferentes doses de raios-gama: 0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 KGy, provenientes de uma fonte
de ®°Co, no Laboratério de Irradiacéo de Alimentos e Radioentomologia do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, CENA/USP, Piracicaba-SP. A fonte de irradiacdo gama
utilizada foi uma de Cobalto-60, tipo Gammabeam-650, da Atomic Energy of Cnda
Ltda., Ottawa, Canad4, com taxa de dose de 186,8 Gy/h. Foram adotadas quatro
repeticdes, e as mesmas quantidades de sementes nao irradiadas foram consideradas
testemunhas. Aos cinco dias depois de irradiadas, foram extraidos os nematoéides de
aliquotas de 10 g pela técnica COOLEN & D’HERDE (1972). A populagdo dos
nematoides nas amostras foi estimada ao microscopio fotbnico com auxilio da caAmara
de contagem de Peters. Os valores obtidos foram submetidos a analise de variancia e

as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.5 Estudo da infeccdo de sementes de gramineas forrageiras por

Aphelenchoides sexlineatus

A possibilidade de sementes de Brachiaria brizantha serem infectadas pelo
nematoide apos cairem ao solo foi estudada por meio de um experimento em casa de
vegetacado, na Universidade Estadual Paulista UNESP/FCAV, Campus de Jaboticabal.
Dez gramas de sementes de B. brizantha isentas de nematdides foram colocadas em
potes plasticos, sobre areia previamente autoclavada. Em seguida, foram inoculados 10
mL de uma suspensdo contendo 3.000 individuos de Aphelenchoides sexlineatus

(partenogenética). Esse nematdide foi escolhido, pois, além de possuir apenas fémeas
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na populacdo, elas sdo grandes, o que facilita sua diferenciagcdo de qualquer outro
nematoide.

As sementes e a areia foram avaliadas separadamente a cada dois dias apos a
infestacdo dos nematdides, utilizou-se cinco repeticbes em cada um dos trés periodos
de avaliacdo (2, 4 e 6 dias ap0s a infestacdo). As sementes foram separadas da areia
por peneiramento e lavadas com jatos d’agua sobre uma peneira de 20 mesh. Foi feita
extracdo dos nematdides, triturando-se as sementes em liquidificador com agua e
extraindo-se os nematéides pela técnica de COOLEN & D'HERDE (1972). A extracdo
dos nematoides da areia foi feita pela técnica de JENKINS (1964). A agua resultante da
lavagem das sementes foi recolhida e processada junto com a areia.

As populacbes dos nematbides nas suspensdes obtidas foram estimadas ao
microscopio foténico com auxilio da camara de contagem de Peters. Os valores obtidos
na recuperacao dos nematoides da areia foram transformados em log (x+1). Os valores
obtidos da recuperacdo dos nematdides das sementes ndo foram transformados. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia. As médias foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo fitossanitario em sementes de gramineas forrageiras das

principais areas produtoras do Brasil

Os nematdéides em gramineas forrageiras podem ter efeito muito sutil e dificil de
discernir de outros problemas, tais como prolongados periodos de seca, pressao de
pastoreio e outros microorganismos fitoparasitas. Observou-se, neste estudo, que as
sementes continham fungos e nematoides (Tabela 1) e sdo meio potenciais de
disseminacao tanto de nematdides quanto de fungos.

Nas sementes habitualmente colhidas no cacho, tais como milheto (Penisetum
glaucum) e Brachiaria ruziziensis, observou-se pouca ou nenhuma quantidade de
nematoide nas amostras, sugerindo que esses penetram nas sementes, quando essas
caem no chao. As demais sementes continham expressivas quantidades de
nematoides. Em todos os lotes de sementes de forrageiras, foram detectadas fungos do
género Fusarium, Helminthosporium e Phoma.

Os nematdides ndo somente reduzem a produtividade e a producdo, mas
podem, também, reduzir a qualidade da forragem. Além disso, os nematdides
encontrados em sementes de gramineas forrageiras podem comprometer a qualidade
das sementes e a regeneracdo natural das pastagens, além de, sendo também
patdbgenos de culturas como arroz, ter implicagbes de natureza quarentenaria,
dificultando o comércio internacional (BERNARD et al., 1998).
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Tabela 1. Média da porcentagem de Fusarium sp.(F), Helminthosporium sp. (H) e
Phoma sp. (P) e média do numero de Ditylenchus sp. (D) e Aphelenchoides
sp.(A) encontrados em diferentes lotes de sementes de forrageiras,
oriundas dos Estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,

Bahia e Goias.

Média do numero

. 0 .
Média da % de fungos de nematéides

Forrageiras

F H P D A

Brachiaria brizantha
cv. Marandu 61,5 27,0 13,0 128,0 496,0
cv. MG-4 68,0 24,0 9,0 112,0 272,0
cv. MG-5 70,0 59,0 23,0 34,7 133,3
Brachiaria decumbens 55,0 22,0 8,0 96,0 288,0
Brachiaria dictyoneura 37,0 55 17,0 148,0 48,0
Brachiaria humidicola 45,0 34,0 11,5 6,9 184,0
Brachiaria ruziziensis 77,0 74,0 27,0 1,6 6,4
Panicum maximum
cv. Mombaca 72,5 30,0 4,0 32,0 200,0
cv. Massai 59,0 18,0 26,5 132,0 252,0
cv. Aruana 12,0 11,5 4,5 212,0 552,0
cv. Aries 26,0 17,0 13,0 216,0 1.316,0
cv. Tanzania-| 47,5 8,0 14,5 68,0 1.332,0
Paspalum atratum
cv. Pojuca 62,0 14,0 16,0 176,0 832,0
Setaria anceps
cv. Kazungula 45,5 15 2,5 0 128,0
Pennisetum glaucum

45,0 11,0 1,0 0 0

(Milheto)

*Infeccdo média em 100 sementes.
**Infeccdo média em 10 g de sementes.
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Os fungos encontrados nas sementes apresentam rapido crescimento micelial e
de esporulacédo, o que pode facilitar a contaminacdo de outras sementes durante o
periodo de transporte. A contaminacdo das sementes da-se predominantemente no
solo, onde sao colonizados por diversos fungos, incluindo saproéfitas e parasitos
facultativos que tém vida saprofitica no solo ou na matéria organica, tais como:
Fusarium sp., Helminthosporium sp., Alternaria sp., Phoma sp., Phomopsis sp.,
Rhizoctonia sp., Pythium sp. e Cylindrocladium sp., dentre outros (FERREIRA, 1989).
Quando essas sementes sdo levadas para a etapa de beneficiamento e/ou
armazenamento, os fungos podem ser disseminados para as sementes sadias
(MEDEIROS et al., 1992). Dentre os fungos detectados em sementes neste trabalho,

muitos estdo associados a doencas de outras culturas.

4.2 Multiplicacdo dos nematdides

Na Tabela 2 observa-se que todas as espécies de nematoides testadas se
multiplicaram em culturas de Fusarium sp. e Didymella brioniae. Porém, existem
diferencas entre os fatores de reproducdo desses nematoides. A maior multiplicagéo foi
alcancada pela espécie de Aphelenchus quando em cultura de Fusarium sp., seguida
de Aphelenchoides sexlineatus e Ditylenchus montanus. Porém, quando em cultura de
D. brioniae, observou-se que A. sexlineatus foi a que mais se multiplicou, seguida de

Aphelenchus sp. e de D. montanus.

Tabela 2. Média de Aphelenchoides sexlineatus (A), Ditylenchus montanus (D) e
Aphelenchus sp. (Aphec) recuperados das culturas de Fusarium sp. (F) e
Didymella brioniae (Db).

Pi Pf Fr
A D Aphec A D Aphec A D Aphec
F 10,0 10,0 10,0 13.920,0 8.832,0 38.384,0 1.392,0 883,2 3.838/4

Db 10,0 10,0 10,0 10.656,0 3.144,0 6.304,0 1.0656 3144 6304
*Média de 5 repeti¢cdes para cada tratamento.
** Populacgéo inicial (Pi); Populagéo final (Pf); Fator de reproducéao (Fr=Pf/Pi)

Fungos
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A enorme diversidade, em ambos o0s grupos, torna a taxonomia desses
nematoides muito dificil em relagdo aos demais (NICKLE & HOOPER, 1991; STURHAN
& BREZESKI, 1991). Além disso, Ditylenchus spp. e Aphelenchoides spp. sdo os
fitonematdides que apresentam a maior variabilidade de nichos ecoldgicos no filo
Nemata. Algumas espécies desses grupos causam danos severos ha parte aérea de
plantas cultivadas, apesar da grande maioria ser encontrada apenas no solo (NICKLE &
HOOPER, 1991). Com efeito, esses nematdides ndo sdo parasitos obrigatorios de
plantas, podendo atuar como ectoparasitos ou endoparasitos, dependendo do
hospedeiro. Na auséncia de plantas hospedeiras, cultivadas ou invasoras, podem
sobreviver no solo alimentando-se de fungos saprofitos ou fitopatogénicos (HUANG,
1978; LUC et al., 1990; PEDERSON & QUESENBERRY, 1998).

Alguns estudos sobre a biologia desses fitonematoides requerem um grande
namero de individuos (TENENTE et al., 1994). A multiplicacdo de nematoides in vitro
facilita os estudos de taxonomia, a producdo de inoculo para diferentes propositos,
assim como estudos moleculares e da biologia desses organismos. Fitonematéides em
sementes de forrageiras, as vezes, sdo encontrados em baixos niveis de populacao,
dificultando a identificagdo da espécie. Estudos sobre a producdo de inoculos de
Aphelenchoides spp. e Ditylenchus spp. em diferentes meios de culturas ja foram
relatados por diversos pesquisadores (VIGLIERCHIO, 1971; MARQUES & HUANG,
1984; BRIDGE et al., 1990; TENENTE et al.,, 1994 e 2000; RUESS et al., 2000).
Segundo RUESS et al.,, (2000), espécies de Aphelenchoides s&o consideradas
generalistas, polifagas, alimentando-se de uma ampla gama de diferentes géneros de
fungos. Ainda, alguns fungos sdo mais adequados ao crescimento populacional de
algumas espécies de nematéide do que outros, podendo suportar maiores niumeros de
individuos de nematoéides alimentando-se em suas colbnias.

Os resultados observados neste trabalho indicaram que ambos os fungos podem
ser bons hospedeiros; porém, devido a importancia fitossanitaria da espécie de
Didymella brioniae aqui utilizada como hospedeira, que causa sérios danos a cultura do
meldo, optou-se por ndo utiliza-la para a multiplicacdo do nematdide em laboratério,

uma vez que se obtiveram também bons resultados com a cultura de Fusarium sp.
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4.3 Estudo taxondmico dos fitonematdides encontrados em sementes de

gramineas forrageiras

Nas analises nematoldgicas realizadas em sementes de gramineas forrageiras,
foram extraidos espécimes de Aphelenchoides exibindo o comprimento do estilete de
15 um (Figura 2 A), campo lateral com quatro linhas (Figuras 2 B e 3 B), saco poés-
uterino estreito, sem a presenca de espermatozoides (Figura 2 C), e cauda mucronada
exibindo trés (Figura 2 D) e quatro mucros (Figuras 3 C e D). Esses caracteres, de
acordo com algumas chaves encontradas na literatura, indicam que se trata de A.
besseyi Christie, 1942 (FRANKLIN, 1959; SANWAL, 1961; FRANKLIN, 1978;
BAUJARD, 1989; TACCONI & AMBROGIONI, 1993; SHAHINA, 1996). Além de A.
besseyi, outra espécie do grupo encontrada exibia o0 comprimento do estilete de 10 pm
(Figura 4 A), ovério longo exibindo ovo (Figuras 4 B e C), campo lateral com 2 linhas
(Figura 4 D), saco poés-uterino estreito ndo contendo espermatozoides (Figura 4 E) e
cauda bifurcada (Figura 4 F). Esses caracteres, de acordo com os dados de algumas
fontes (TACCONI & AMBROGIONI, 1993; SHAHINA, 1996), indicam que se trata de A.
bicaudatus (Imamura, 1931) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941.

Outra espécie do grupo encontrada exibia o comprimento do estilete de 10 um e
regido labial mais larga que o primeiro anel do corpo (Figura 5 A), duas linhas no campo
lateral (Figura 5 B), saco pos-uterino grande, quando comparado a A. besseyi e A.
bicaudatus (Figura 5 C), e cauda mucronada exibindo um mucro na fémea (Figuras 5 D)
e no macho (Figura 5 E). Esses caracteres, de acordo com FRANKLIN (1978),
BAUJARD (1989) e SHAHINA (1996), indicam que se trata de A. fragarie (Ritzema-Bos,
1890) Christie, 1932.

Encontrou-se uma espécie partenogenética (apenas fémeas na populacao),
exibindo o comprimento do estilete de 9 um, regido labial ligeiramente mais larga que o
primeiro anel do corpo (Figuras 6 A, 7 A e B), saco pds-uterino longo e estreito (Figura 6
B), cauda mucronada (Figura 6 C), porém exibindo mucros com crescimento fora dos
padrbes de espinho e estrela (Figuras 7 E e F). Este tipo de formacdo nos mucros,

segundo SHAHINA (1996), trata-se do grupo 4, de caudas mucronadas e campo lateral
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com 6 linhas (Figuras 7 G e H). Essas caracteristicas morfoldgicas, segundo 0 mesmo

autor, referem-se A. sexlineatus Eroshenko, 1967.

Figura 2. Fotomicrografias de Aphelenchoides besseyi Christie, 1942 extraidos de
sementes de Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf. A) regido labial; B) Campo lateral
com quatro linhas; C) Saco poés-uterino; D) Cauda mucronada com trés mucros. (barra

de escala para todas as figuras = 20 um).
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Figura 3. Eletromicrografias de varredura de Aphelenchoides besseyi Christie, 1942
extraidos de sementes de Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf. A) Regido labial; B)

Quatro linhas do campo lateral; C e D) Cauda com quatro mucros.
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Figura 4. Fotomicrografias de Aphelenchoides bicaudatus (Imamura, 1931) Filipjev &
Schuurmans Stekhoven, 1941 extraidos de sementes de Brachiaria brizantha (Hochst.)
Stapf. A) Extremidade anterior; B) Ovario longo; C) Ovo; D) Campo lateral exibindo
duas linhas; E) Saco pés-uterino; F) Cauda bimucronada. (v=vulva, a=anus) (barra de

escala para todas as figuras = 20 um)
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Figura 5. Fotomicrografias de Aphelenchoides fragariae (Ritzema-Bos, 1890) Christie,
1932 extraidos de sementes de Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf. A) Extremidade
anterior; B) Duas linhas no campo lateral; C) Saco pés-uterino; D) Cauda mucronada da
fémea; E) Cauda mucronada do macho. (v=vulva, a=anus) (barra de escala para todas

as figuras = 20 um).
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Figura 6. Fotomicrografias de Aphelenchoides sexlineatus Eroshenko, 1967
(Partenogenética) extraidos de sementes de Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf. A)
Extremidade anterior, B) Saco pos-uterino, e C) Cauda mucronada. (v=vulva, a=anus).

(barra de escala para todas as figuras = 20 um)
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Figura 7. Eletromicrografias de varredura de Aphelenchoides sexlineatus Eroshenko,
1967 (Partenogenética) extraidos de sementes de Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf.
A-B) Regido labial; C) Cauda mucronada, v=vulva; D) Vulva; E-F) Mucro; G-H) Seis

linhas do campo lateral.
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Aphelenchoides besseyi é um patdgeno da cultura de arroz, agente causal da
doenca referida como ponta-branca, de ampla distribuicdo mundial (McGAWLEY &
OVERSTREET, 1998). Por esse motivo, a presenca desse nematdide em sementes de
gramineas forrageiras tem sérias implicaces no comércio internacional de sementes
de forrageiras, uma vez que paises compradores de tais sementes tém esse nematodide
entre as pragas quarentenarias. Aphelenchoides bicaudatus é um nematoide microfago,
porém pode ser encontrado associado ao solo de importantes culturas, tais como milho,
algodao, cana-de-aclcar, arroz e tomate, sem, no entanto, causar prejuizo a essas
culturas (SANWAL, 1961). Aphelenchoides fragariae € conhecido como nematodide de
folnas e botdes florais, sendo o morangueiro seu hospedeiro tipo, porém pode
alimentar-se e multiplicar-se em culturas de diversos fungos (CARES et al., 2008). A
espécie partenogenética, A. sexlineatus, ndo tinha sido anteriormente relatada no
Brasil. Muito pouco se sabe sobre essa espécie, que também parece ser microfaga,
conseguindo reproduzir-se muito bem nos fungos testados neste trabalho.

Entre as espécies de Ditylenchus encontradas, uma exibia o comprimento médio
do estilete de 7,1 um (Figura 8 A). O bulbo mediano é fusiforme, com paredes do Iimen
espessas (Figura 8 B), sobreposicéo ligeiramente dorsal do eséfago sobre o intestino
(Figura 8 C), campo lateral com seis linhas (Figuras 8 D), saco pdés-uterino medindo
cerca da metade da distancia entre a vulva e o anus (Figura 8 E), e cauda com término
variando de subagudo a ligeiramente arredondado (Figuras 8 F e G). Esses caracteres,
de acordo com HOOPER & SOUTHEY (1978) e FORTUNER (1982), indicam que se
trata de Ditylenchus myceliophagus Goodey. Além de D. myceliophagus, outra
populacdo do grupo também foi encontrada exibindo o comprimento médio do estilete
de 10 um. Observou-se que a regido labial exibe trés anéis, é dividida em seis setores,
sendo os labios laterais menores que os submedianos (Figuras 9 A). A cauda €
pontiaguda (Figuras 9 B e C) e o campo lateral exibe apenas quatro linhas (Figura 9 D).
Esses caracteres indicam que se trata de Ditylenchus dipsaci (Kuhn, 1857) Filipjev,
1936 (HOOPER & SOUTHEY, 1978; FORTUNER, 1982). Foi encontrada uma espécie
partenogenética, também neste grupo, que exibia o comprimento médio do estilete de

12 pym (Figura 10 A). Ao MEV, observa-se que a placa labial, aproximadamente
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guadrada, € dividida em seis setores; disco labial circular e proeminente, labios
submedianos fundidos com ligeira constricdo dos lados ventral e dorsal, e labios laterais
visivelmente menores que os submedianos (Figuras 11 A e B). A cauda exibe término
agudo (Figuras 10 B, 11 C e D), saco pos-uterino curto, quando comparado as
demais espécies do grupo mencionado (Figura 10 C), e o campo lateral exibindo seis
linhas (Figuras 11 G e H). Esses caracteres indicam tratar-se de Ditylenchus montanus
(Kiknadze & Eliashvile, 1988) Brzeski, 1991 (HOOPER & SOUTHEY, 1978;
FORTUNER, 1982).

Ditylenchus myceliophagus ja tinha sido relatado em sementes de gramineas
forrageiras (FAVORETO, 2004) e foi encontrada novamente em diversas amostras
desta pesquisa. Ditylenchus dipsaci € o agente etiologico da doenca referida como
amarelao-do-alho (Allium sativum L.). VIGLIERCHIO (1971) observou que esse
nematoide se reproduziu muito bem em fungos de solo, tais como Verticillium sp. e
Cladosporium sp., em condi¢cdes de laboratério. GOODEY et al. (1965) relataram que
esse nematodide pode estar associado a mais de 400 espécies de plantas. Pouco se
conhece sobre Ditylenchus montanus, espécie que ndo tinha sido relatada
anteriormente no Brasil. Esse nematdide exibiu elevado fator de reproducdo nas
culturas de Fusarium sp. e de Didymella brioniae no presente estudo.

Foi observada também em sementes de gramineas forrageiras uma espécie
partenogenética de Aphelenchus Bastian, 1865 que ainda néo foi identificada. Ao MEV,
observa-se que a placa labial é arredondada, dividida em seis setores, disco labial
circular e pouco proeminente (Figuras 12 A e B). A cauda termina com a largura
aproximadamente igual a largura do corpo (Figuras 12 C e D) e dez linhas no campo
lateral (Figura 12 F). Nao existe registro desse nematoide no Brasil, sendo que esse

grupo € muito pouco estudado no mundo.



32

Figura 8. Fotomicrografias de Ditylenchus myceliophagus Goodey extraidos de
sementes de Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf. A) Regido labial; B) Bulbo
mediano fusiforme; C) Sobreposicdo ligeiramente dorsal do esdfago sobre o
intestino; D) Seis linhas no campo lateral; E) Saco pds-uterino (v=vulva, a=anus);
F) Cauda da fémea; G) Cauda do macho. (barra da escala = 10 um para todas as

figuras).
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Figura 9. Eletromicrografias de varredura de Ditylenchus dipsaci (Kuhn, 1857)
Filipjev, 1936 extraidos de sementes de Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf. A)
Regido labial; B) Cauda do macho; C) Cauda da fémea; D) Quatro linhas no

campo lateral.
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Figura 10. Fotomicrografias de Ditylenchus montanus (Kiknadze & Eliashvile,
1988) Brzeski, 1991 (Partenogenética) extraidos de sementes de Brachiaria
brizantha (Hochst.) Stapf. A) Regido labial; B) Cauda da fémea; C) Saco poés-

uterino (v=vulva). (barra da escala = 10 um para todas as figuras).
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Figura 11. Eletromicrografias de varredura de Ditylenchus montanus (Kiknadze &
Eliashvile, 1988) Brzeski, 1991 (Partenogenética) extraidos de sementes de
Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf. A-B) Regiao labial; C-D) Cauda pontiaguda;

E-F) Vulva; G-H) Seis linhas do campo lateral.
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Figura 12. Eletromicrografias de varredura de Aphelenchus sp. (Partenogenética)
extraidos de sementes de Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf. A-B) Regido labial; C-D)

Cauda (v=vulva); E) Vulva; F) Linhas do campo lateral.
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4.4 Estudo da denematizacdo de sementes de gramineas forrageiras

4.4.1 Tratamentos Quimicos

Na analise prévia das amostras de solo coletadas nas parcelas do experimento,
instalado na regido de Presidente Prudente-SP foram recuperados espécimes de
Aphelenchoides spp. em todas as parcelas, com populacdo média de 26 espécimes/100
cm?® das amostras de solo. Em seis das 21 amostras das parcelas do experimento de
Tupaciguara-MG nado foram encontrados espécimes de Aphelenchoides, e a
média foi de 1,7 espécime/100 cm?® das amostras de solo. Tal diferenca pode ter sido
causada pelo fato de que a &area de Presidente Prudente ja vinha sendo cultivada
com pastagens de gramineas, enquanto a area de Tupaciguara vinha sendo cultivada
com soja.

Na primeira e segunda avaliagdes, aos 60 e 120 dias apés a implantacdo dos
experimentos a campo, foram encontrados nematéides apenas nas amostras de solo e
raizes. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos em
nenhum dos locais (Tabela 3). Nas paniculas com sementes maduras, coletadas na
terceira avaliacdo, ndo foram encontrados nematéides nas sementes em nenhum dos
locais. Na quarta avaliacdo, foi encontrada expressiva populacdo de Aphelenchoides
spp. nas sementes coletadas sobre o solo, em ambos os locais. A média do niumero de
nematoide nas parcelas foi de 300 e de 712 nematdides em 10 g de semente, em
Tupaciguara e Presidente Prudente, respectivamente. Considerando-se que as
sementes de B. brizantha utilizadas estavam infectadas por 1.350 espécimes de
Aphelenchoides spp. por 10 g de sementes e que esses nematoides ndo foram
encontrados nas partes aéreas das plantas, os dados indicam que esses nematbides
ndo sdo patdgenos da B. brizantha, uma vez que ndo se multiplicaram no tratamento-
testemunha (sem tratamento das sementes). Como também nédo houve diferenca entre
a testemunha e os demais tratamentos, os dados indicam que ndo houve eficacia entre

0s produtos utilizados para o tratamento das sementes.
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Tabela 3. Numero médio de Aphelenchoides spp. extraidos do solo e das raizes, de
Brachiaria brizantha cv. MG-5 aos 60 e 120 dias apos a implantacdo dos
experimentos a campo, nos municipios de Tupaciguara (MG) e Presidente
Prudente (SP).

Tupaciguara -MG Presidente Prudente - SP

Doses/kg de sementes 60 dias 120 dias 60 dias 120 dias
Solo Raiz  Solo Raiz Solo Raiz Solo Raiz
1- 1,5mL abamectina 1,33a 0,17a 1,40a 1,27a 247a 1,92a 1,39a 1,26a
2- 3,0mL abamectina 0,82a 0,4la 0,6la 1,06a 240a 2,17a 0,6la 1,05a
3- 6,0mL abamectina 0,8la 0,45a 0,96a 0,52a 2,66a 2,73a 0,96a 0,52a

4- 3,0mL imidaclopride 0,66a 0,65a 0,66a 0,52a 2,24a 2,07a 0,66a 0,52a
5- 6,0mL imidaclopride 0,8la 0,55a 0,48a 0,89a 2,18a 2,58a 0,48a 0,89a
6- 12,0mL imidaclopride 0,94a 0O,66a 0,99a 0,69a 2,38a 2,33a 0,99a 0,69a

7- 3,0mL clotianidina 0,97a 0,51a 0,96a 0,89a 2,22a 2,07a 0,95a 0,90a
8- 6,0mL clotianidina 0,76a 0,00a 0,78a 0,85a 2,6la 1,94a 0,78a 0,85a
9- 12,0mL clotianidina 0,93a 0,17a 1,07a 0,73a 2,18a 2,6l1a 1,07a 0,73a
10- 7,5mL tiodicarbe 0,38a 0,52a 0,35a 1,29a 2,57a 2,03a 0,35a 1,29a
11- 15,0mL tiodicarbe 0,97a 0,4la 0,89a 0,83a 2,59a 2,57a 0,89a 0,83a
12- 30,0mL tiodicarbe 0,52a 0,17a 0,85a 0,72a 2,82a 2,67a 0,85a 0,72a
13- 12,0mL imid+tiod 1,0la 0,24a 0,72a 0,4l1a 2,72a 2,58a 0,72a 0,41a
14- 24,0mL imid+tiod 1,00a 0,17a 0,89a 1,13a 2,4l1a 2,30a 0,89a 1,13a
15- 48,0mL imid+tiod 0,48a 0,00a 0,79a 1,05a 2,56a 2,49a 0,79a 1,05a

16- 12,5mL carbofurano 0,63a 0,48a 0,89a 0,45a 2,45a 2,64a 0,89a 1,45a
17- 25,0mL carbofurano 0,55a 0,59a 0,89a 1,08a 2,76a 2,76a 0,89a 1,07a
18- 50,0mL carbofurano 1,00a 0,68a 0,47a 0,78a 2,41a 2,07a 0,48a 0,78a

19- testemunha 0,78a 0,69a 0,28a 1,39a 2,38a 2,30a 0,28a 1,40a
20- testemunha 0,45a 0,35a 1,11a 0,69a 2,35a 2,12a 1,11a 0,70a
21- testemunha 1,13a 0,24a 1,00a 1,26a 2,39a 2,4la 1,00a 1,26a
Teste F 0,93 0,88™ 0,84™ 0,76™ 0,60™ 0,49™ 1,12™ 1,30™

*Dados transformados em log (x+1)

**Médias seguidas de mesma letra (nas colunas) ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

***imid+tiod= imidaclopride + tiodicarbe

Resultados bastante parecidos foram obtidos por GARCIA & TENENTE (2001)
guando estudaram, em laboratério, o efeito de produtos quimicos aplicados as
sementes de Panicum maximum. Esses autores observaram que o0s tratamentos

reduziam o numero de nematdides nas sementes sem erradica-los. WHITEHEAD
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(1994), estudando o efeito de carbofurano em alfafa, observou reducdo no numero de
nematoides que a infestavam. O mesmo autor sugere que uma pequena quantidade de
carbofurano espalhada ao redor das sementes, no plantio, poderia ser benéfica a
denematizacao.

Muito pouco se sabe sobre a denematizacao das forrageiras. Em sementes de
arroz, a erradicacado de A. besseyi vem sendo estudada ha anos, sem sucesso (YOSHII
& YAMAMOTO, 1950; DA SILVEIRA et al., 1989; TENENTE & MANSO, 1994). Porém,
MARTINS et al. (1976) relataram a erradicacao de A. besseyi de sementes infectadas,
utilizando-se de carbofurano, em tratamento por via seca, efetuado dois dias antes da
semeadura. TENENTE et al. (1999), em testes de laboratério com 50 sementes de
arroz, observaram que carbofurano, em maior dose (64 mL/L/30min), foi eficiente na
desinfeccdo dessas sementes, enquanto a metade dessa dose apenas reduziu o
numero de nematodides nas sementes. Entretanto, no presente estudo, ndo se obteve a

denematizacédo das sementes com nenhum dos produtos utilizados.

4.4.2 Irradiacéo de sementes

No experimento com fonte de ®°Co, nenhuma das doses aplicadas foi efetiva na
erradicacdo dos nematdides nas sementes, pois nao diferiram da testemunha. Os
resultados indicaram, ainda, que as doses de 1,0; 1,5 e 2,0 KGy comprometeram a
germinagdo das sementes de B. brizantha (Tabela 4). Em sementes, a irradiagdo em
baixas doses tem conseguido gerar plantas mais enraizadas e, por isso, mais
resistentes. O retardo da maturagéo e a reducdo da transmissédo do patdogeno foram os
resultados mais expressivos jA conseguidos com a irradiacdo. Ainda, a aplicacdo
consegue destruir bactérias, fungos e outros microorganismos (AQUINO, 2002). Porém,
no presente estudo, ndo se obteve a denematizacdo das sementes com nenhuma das

doses utilizadas.



40

Tabela 4. Numero médio de Aphelenchoides spp. e Ditylenchus spp. e porcentagem de
germinacdo das sementes de Brachiaria brizantha cv. MG-5, 5 dias apos

tratamentos com °Co.

Porcentagem de

Tratamentos Aphelenchoides spp.  Ditylenchus spp. Germinacio
Test_emu_nha} 268a 48a 68a
(sem irradiagéo)
0,5 KGy 332a 44a 69a
1,0 KGy 336a 44a 0b
1,5 KGy 328a 44a Ob
2,0 KGy 280a 56a Ob
Teste F 1,15™ 0,42" 888,28**

Médias seguidas de mesma letra (nas colunas) ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

">N&o-significativo ao nivel de 5% de probabilidade

45 Estudo da infeccdo de sementes de gramineas forrageiras por

Aphelenchoides sexlineatus

Nesse experimento observou-se que as médias dos nematdides recuperados no
segundo, quarto e sexto dia apos a infestacdo foram diferentes estatisticamente (Tabela
5), ocorrendo um aumento gradativo de nematoides recuperados com o passar dos
dias. Esses dados sugerem que a penetracdo dos nematdides nas sementes de
Brachiaria spp. ocorre no solo, que pode ser uma constante fonte de indculo, o que
contraria as observagdes de YOSHII & YAMAMOTO (1950) para sementes de arroz.
Ainda em arroz, SILVA (1992) observou que a penetracdo de A. besseyi ocorre na
espigueta, antes da floracdo, através de uma abertura natural existente na porcao

apical, entre a palea e a lema.
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Tabela 5. Numero médio de Aphelenchoides sexlineatus recuperados das sementes de
Brachiaria brizantha cv. MG-5 e da areia no segundo, quarto e sexto dias

apos a infestacao.

Numero de nematoides recuperados

Periodos (em dias) Areia* Sementes
3,7a 222c
3,6a 478b
3,8a 632a

P>F 0,93" 0,00001**
D.M.S. 1,4 107,4
C.V. 16,7 10,7

* Medias transformadas em Log (X+1), seguidas de mesma letra (nas colunas) nao diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

">N&o-significativo ao nivel de 5% de probabilidade

No solo, o nematdide sobrevive alimentando-se de fungos saprofitos e
patogénicos, tais como: Alternaria spp., Curvularia spp., Fusarium spp.,
Helminthosporium spp., Higrospora sp. e Botrytis cinerea (BRIDGE et al.,, 1990).
RUESS et al. (2000) observaram que espécies de Aphelenchoides podem alimentar-se
e sobreviver sobre 15 dos 17 fungos testados, sendo que, em cinco deles, o nematdéide
conseguiu alta taxa de multiplicagdo. Os autores mencionaram, também, que os
nematoides que se alimentam de fungos, sdo comumente considerados generalistas e
polifagos, podendo alimentar-se de uma ampla gama de fungos. A diferenca no grau de
suscetibilidade apresentada por diversas plantas a infeccdo faz com que se atribua
esse comportamento mais a fatores ambientais e do hospedeiro do que a
caracteristicas intrinsecas do nematéide (ATKINS & TODD, 1959). De fato, por ndo
serem parasitos obrigatérios, jA que se alimentam de fungos que crescem na matéria
organica do solo, a penetracdo dos nematoides nas sementes maduras, caidas ao solo,

pode ser mais por uma necessidade de abrigo do que de alimento.



V. CONCLUSOES

1) H& uma ampla distribuicdo dos nematdides em sementes de forrageiras nas regides

produtoras do Brasil.

2) Nematoides e fungos sdo encontrados infectando sementes de diferentes espécies

de Poaceae forrageiras e sdo amplamente disseminados por essas no Pais.

3) A maior infeccdo de sementes de Brachiaria brizantha cv. MG-5 ocorre quando essas
caem no solo. A colheita antes das sementes cairem no solo, pode ser uma

alternativa para a reducéo da infeccdo dessa sementes por nematéides.

4) Tanto nas sementes colhidas no cacho, quanto nas colhidas no solo, foi constatada a

infestacdo por fungos.

5) Espécies de Aphelenchoides, Ditylenchus e Aphelenchus podem ser encontradas em

sementes forrageiras no Brasil.

6) Os tratamentos quimicos utilizados ndo sdo eficazes para a denematizacdo das

sementes.

7) A utilizacdo de irradiacdo em altas doses de ®°Co compromete a germinacéo da

semente e ndo elimina os nematdides presentes nas mesmas.

8) A presenca de nematdides em sementes de gramineas forrageiras parece nao
comprometer a producdo de massa nas pastagens, entretanto tem implicacdes de

natureza quarentenaria que dificulta as exportacoes.
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