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RESUMO

A alface (Lactuca sativa) é a hortalica folhosa mais consumida e de maior importancia no
mundo e no Brasil, apresentando neste pais, uma area cultivada de aproximadamente 30 mil
hectares/ano. Em Alagoas, a producdo desta cultura se concentra na mesorregido agreste do
estado, sendo distribuida em sete principais municipios e produzindo 90% das folhosas
consumidas neste estado. Entre os principais problemas fitossanitarios da cultura, o ataque de
nematoides do género Meloidogyne destaca-se como um dos mais importantes, reduzindo em
mais de 90% a produgédo desta cultura, uma vez que a maioria das cultivares de alface,
apresentam suscetibilidade a este nematoide. Os objetivos do presente trabalho foram realizar
um levantamento de Meloidogyne spp. e identificar as principais espécies e ragas que ocorrem
em cultivos de alface localizados na regido agreste do estado de Alagoas. Foram realizadas
amostragens de solo rizosférico e raizes em 42 &reas de cultivo localizadas em sete
municipios da regido agreste. Apos as coletas, as raizes com sintomas de meloidoginose
foram cortadas e inoculadas em plantas de tomateiro Santa Cruz cv. Kada cultivadas em vasos
contendo solo esterilizado e mantidas sob condicdes de telado. Posteriormente, foi realizada a
identificacdo das espécies de Meloidogyne, a partir da analise do perfil da isoenzima esterase.
Para identificacdo das racas, cinco populacGes de M. incognita foram submetidas ao teste de
hospedeiras diferenciadoras com algodao ‘Deltapine 16’ e fumo ‘NC 95°. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com seis repeti¢cfes por tratamento. A
avaliacdo das populagbes dos nematoides para identificacdo das ragas foi realizada 60 dias
apos a inoculacdo. Apenas em 23 amostras houve a multiplicacdo de Meloidogyne spp. no
sistema radicular do tomateiro. As espécies M. incognita fenotipos 11 e 12 e M. javanica
fenotipo J3, foram detectadas em 20 e em trés areas, respectivamente. Nas cinco populacdes
de M. incognita constataram-se as racas 2 e 4. A presenca dessas espécies de nematoides, em
areas de producdo de alface, pode resultar em perdas de produtividade da cultura devido a
acdo que os mesmos produzem ao parasitarem as raizes, sendo necessaria a adogdo de
medidas de manejo para manter as popula¢bes de Meloidogyne spp. abaixo do nivel de dano
econdmico.

Palavras-chave: Lactuca sativa. Meloidogyne incognita. Meloidogyne javanica. Nematoide-

das-galhas.



ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa) is the most important consumed vegetable leaf in Brazil and
worldwide, with an estimated planted area of approximately 30 thousand hectares/year. In the
state of Alagoas, the Agreste region accounts for most of the lettuce production, including
seven production areas that accounts for 90% of the vegetable consumed within the state.
Among the main plant disease problems affecting lettuce production, the incidence of
Meloidogyne spp. significantly affects crop yield, because most cultivars are susceptible to
these nematodes. The objectives of this study were to survey lettuce production areas for the
presence of Meloidogyne spp. and to identify the major nematode species and races that occur
in the crop grown in the Agreste region within the state of Alagoas. Forty-two areas were
sampled by collecting roots and rhizospheric soil in seven municipalities. Subsequently,
lettuce roots exhibiting symptom of root-knot nematode infection were chopped and
inoculated in tomato plants Santa Cruz ‘Kada’ grown in pots with sterile soil in a greenhouse.
Meloidogyne species were identified based on isozyme esterase analysis. To identify races,
five M. incognita populations were evaluated by the differential host test, in cotton ‘Deltapine
16’ and tobacco ‘NC 95°. The experimental design was completely randomized, with six
replicates. Evaluation of nematode’s population for race identification was completed 60 days
after inoculation. Only in 23 samples the multiplication of Meloidogyne spp. were observed in
tomato roots. Meloidogyne incognita phenotypes I1 and 12, and M. javanica phenotype J3,
were detected in 20 and in three areas, respectively. Races 2 and 4 were detected in five M.
incognita populations. The presence of these nematodes species in lettuce producing areas,
may result in yield losses due to their detrimental effect on the crop. Thus, the adoption of
management techniques is required to keep Meloidogyne spp. populations under the damage
threshold level.

Palavras-chave: Lactuca sativa. Meloidogyne incognita. Meloidogyne javanica. Root-knot

nematodes.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € uma dicotileddnea anual herbacea, pertencente a familia
Asteraceae, da subfamilia Cichorioideae e do género Lactuca (FILGUEIRA, 2003). E a
hortalica folhosa mais popular e de maior importancia no mundo e no Brasil, apresentando,
neste pais, area cultivada de aproximadamente 30 mil hectares/ano (LOPES; QUEZADO-
DUVAL; REIS, 2010; NEVES et al., 2011). De acordo com os dados do IBGE (2006), a
producdo nacional foi de 525.602 toneladas/ano, sendo a regido Nordeste responsavel pela
terceira maior producgdo nacional da cultura, com 55.841 t/ano e, o estado de Alagoas com
uma producéo estimada em 3.450 t/ano.

A producdo de alface no estado de Alagoas tem sua concentracdo na mesorregido
agreste do estado, sendo distribuida em sete principais municipios: Arapiraca, Feira Grande,
Junqueiro, Lagoa da Canoa, Limoeiro de Anadia, S30 Sebastiio e Taquarana. E,
predominantemente, desenvolvida por agricultores familiares e tem como caracteristicas
principais o uso intensivo de méo de obra e a geracdo de faturamento regular aos produtores.
Atualmente, a regido produz e comercializa cerca de 90% das folhosas consumidas no Estado
e abastece parte dos mercados de Pernambuco, Sergipe e Bahia (SEPLANDE, 2012).

Como em outras culturas, a alface também esta sujeita a ocorréncia de diversas
doencas, dentre elas as causadas por nematoides, que tem se constituido em um dos maiores
problemas para esta cultura, reduzindo significativamente sua produtividade (FLORENTINO
et al., 2003; NAZARENO, 2009). Dentre os diversos nematoides que parasitam as raizes de
alface no Brasil, 0 género Meloidogyne, também conhecido como nematoide-das-galhas, é
considerado economicamente 0 mais importante, pois a maioria das cultivares de alface séo
suscetiveis ao mesmo (PINHEIRO et al., 2013).

A infestacdo de Meloidogyne spp. em alface ocorre principalmente pelas espécies M.
incognita (Kofoid & White) Chitwood e M. javanica (Treud) Chitwood, com uma maior
frequéncia e, M. arenaria (Neal) Chitwood e M. hapla Chitwood, em menor incidéncia
(PINHEIRO et al., 2013). Dentre as principais espécies que atacam a alface, M. incognita e
M. javanica possuem quatro ragas fisioldgicas cada (CARNEIRO et al., 2003; FREITAS;
LIMA; FERRAZ, 2009).

Inicialmente, a identificacdo das espécies de Meloidogyne por meio de observagaoes
da regido perineal de fémeas adultas foi a técnica mais utilizada, porém se tornou pouco
confidvel devido a ocorréncia de frequéncia de erros de interpretacdo e o surgimento de

populacdes com padrdo perineal atipico ser comum (RANDIG et al., 2004). As técnicas
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bioguimicas e moleculares sdo as mais utilizadas, pois proporcionam a identificacdo precisa
das espécies, podendo ser realizadas através do polimorfismo de isoenzimas e de diversas
metodologias que utilizam 0 DNA (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1990; MANSO;
TENENTE, 1994; CORDEIRO et al., 2008).

As medidas de manejo preconizadas para reduzir o nivel populacional de nematoides
em areas de alface, envolvem: a prevencdo, que consiste em evitar a entrada de nematoides
em areas de producdo (PINHEIRO; AMARO; PEREIRA, 2010); a utilizacdo de cultivares
resistentes (CARVALHO FILHO et al., 2009; FERREIRA et al., 2011); a solarizacdo
(SILVA et al., 2006); a adicdo de matéria organica ao solo (NAZARENO; JUNQUEIRA;
PEIXOTO, 2010); a rotagdo de culturas (ROSA; WESTERICH; WILCKEN, 2013) e o
controle biologico (PIMENTA; CARNEIRO, 2005; VIGGIANO, 2011). Devido a
inexisténcia de produtos registrados para a cultura e ao seu curto ciclo de cultivo, o uso de
nematicidas ndo é recomendado (MAPA, 2016).

A realizacdo de levantamentos de nematoides em areas de cultivo é importante para o
fornecimento de informacdes sobre sua densidade populacional e identificacdo de espécies e
racas, constituindo-se, desta forma, num importante instrumento para o desenvolvimento de
programas de manejo, uma vez que, por exemplo, a reacdo das cultivares de alface é
dependente da espécie e raca de Meloidogyne. De modo que, este trabalho teve como
objetivos realizar um levantamento de Meloidogyne spp. e identificar as principais espécies e

racas que ocorrem em cultivos de alface localizados na regido agreste do estado de Alagoas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A alface: origem e classificacdo botanica

As variedades de alface cultivadas atualmente sdo todas originadas da alface silvestre
(Lactuca serriola L.), uma espécie que ainda pode ser encontrada e possui caracteristicas de
planta daninha, originaria da Asia Menor, mais precisamente no atual Ird e Turquestio. As
primeiras indicacGes de sua existéncia datam de 4.500 a.C. no Egito, posteriormente,
disseminou-se pela Pérsia, Grecia, Roma e, juntamente com a expansdo do Império Romano,
a alface se expandiu para toda a Europa (LINDIQUIST, 1960; MAISTRO, 2001; FONSECA,
2007).

Os primeiros indicios da domesticacdo da alface foram encontrados no Egito, em
tumbas e pinturas e, como consequéncia, modificacdes ocorreram na cultura, como: a reducéo
do latex e do sabor amargo, perda de espinhos, forma e estrutura das folhas, pendoamento,
crescimento, formacéo ou ndo da cabeca, dentre outras (DE VRIES, 1997).

No Brasil, a alface foi introduzida pelos portugueses no século XVI e, devido as
caracteristicas que apresenta, como facilidade de cultivo e precocidade de ciclo, esta planta é
cultivada em vaérios sistemas de producdo, tanto em sistemas intensivos como em areas de
producdo familiar, todas apresentando desde a finalidade comercial até plantacfes de
subsisténcia (COSTA; SALA, 2005; CORREIA, 2013).

A planta de alface € uma espécie cujas plantas apresentam grande variabilidade quanto
a textura das folhas, lisas ou crespas; coloracdo das folhas, roxas ou diversas tonalidades de
verde e; quanto a forma, sendo folhas recortadas ou inteiras. Além destas caracteristicas, a
alface pode apresentar ou ndo a formacdo de cabeca, caracterizando diferentes tipos
comerciais (CARVALHO FILHO; GOMES; MALUF, 2009; NAZARENO, 2009).

Esta cultura apresenta caule curto, ndo ramificado, ao qual se prendem as folhas que
crescem em roseta, em volta do caule, podendo ser de diferentes formas, de acordo com a
cultivar. O sistema radicular € muito ramificado e superficial, explorando apenas o0s primeiros
25 c¢m do solo, mas em semeadura direta pode chegar a 60 cm (FILGUEIRA, 2007).

Quando ocorre a maturagdo, inicia-se a fase reprodutiva da planta, havendo o
pendoamento. Contudo, para que isto ocorra sdo necessarias temperaturas mais elevadas e
dias longos, assim, a planta emite uma haste ou pendao floral que termina em uma
inflorescéncia constituida de diversos bot6es florais com flores amarelas (FILGUEIRA, 2000;
SOUZA, 2006; RESENDE et al., 2007).
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De acordo com as caracteristicas das folhas e a formacdo de cabeca, a alface é
classificada em seis grupos ou tipos morfol6gicos: Romana, Solta-lisa, Solta-crespa, Mimosa,
Repolhuda-lisa e Repolhuda-crespa. A alface Romana tem uma reduzida importancia
econbmica, pois ha aceitacdo restrita pelos consumidores, suas folhas sdo longas e
consistentes, com nervuras protuberantes, havendo a formacdo de uma cabeca fofa. Alfaces
do tipo Solta ndo apresentam formacdo de cabeca e se dividem em Solta-lisa, que apresenta
folhas macias, lisas e soltas e Solta-crespa, que possuem folhas consistentes, crespas e soltas
(FILGUEIRA, 2007).

Um tipo de alface que recentemente vem adquirindo certa relevancia é a do tipo
Mimosa, suas folhas sdo delicadas e com um aspecto “arrepiado”. Por fim, as alfaces tipo
Repolhudas, caracterizadas pela formacao de uma cabeca compacta, possuem duas divisdes:
as do tipo Repolhuda-lisa, que apresentam folhas lisas e muito delicadas com coloragédo
verde-amarelada e as do tipo Repolhuda-crespa ou Americana, com folhas crespas, bem
consistentes, nervuras destacadas e as folhas internas mais crocantes e mais claras que as
externas (FILGUEIRA, 2007).

Quanto aos aspectos nutricionais, a alface é fonte de vitamina A, vitamina Bl e B2 e,
vitamina C, além de sais minerais, como calcio, fésforo, potassio, sédio e ferro (FRANCA,
2011). E uma hortalica de grande importancia na alimentacdo humana, sendo consumida in
natura e em sucos, pois apresenta um grande valor nutricional, baixo teor calérico e possui
fitoquimicos, como a lactucina, substancia calmante (BEZERRA NETO et al., 2006;
ROZARIO, 2013).

2.2 Aspectos econémicos e agrondmicos da alface

A alface ¢ a hortalica folhosa de maior importancia, sendo cultivada em quase todas as
regides do mundo. No Brasil, estima-se que sejam cultivados, anualmente, aproximadamente
30 mil hectares de alface, estando estes, concentrados em areas periurbanas ou nos cinturdes
verdes das grandes cidades, devido a sua alta perecibilidade (FIORINI et al., 2005; LOPES;
QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010). Para este pais, o consumo per capita é de 0,91 kg/ano e a
regido Nordeste ocupa a ultima posicdo com 0,363 kg/ano. O estado de Alagoas apresenta
consumo de 0, 203 kg/ano (IBGE, 2009a; 2009b; NEVES et al., 2011). Originalmente, a
alface era cultura tipica de outono-inverno na regido Centro-Sul brasileira, porém, com o
desenvolvimento de cultivares adaptadas ao plantio durante a primavera e o verdo, a cultura

esta presente em todas as regides do Brasil ao longo do ano (QUEIROGA et al., 2001).
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Os tipos de alfaces mais conhecidas e consumidas por brasileiros sdo as crespas e as
lisas, algumas das quais foram melhoradas para o cultivo de verdo ou adaptadas para regioes
tropicais, mas recentemente também surgiram as cultivares roxas e com as folhas frisadas
(CORREIA, 2013). Até a década de 80, a alface lisa dominava o mercado consumidor, porém,
nas ultimas décadas houve declinio da sua comercializagdo, correspondendo a 11% do
mercado, havendo também um aumento na preferéncia da alface crespa e americana, sendo
que esta ultima apresentou mais de 34% de consumo em 2010. Os demais segmentos de
alface, como mimosa e romana, tém baixa expressao de mercado no pais, quando comparados
com os tipos citados anteriormente (SALA; COSTA, 2012).

A alface é uma hortalica de clima subtropical, cujas temperaturas ideais para produgéao
de folhas e cabecas de qualidade se situam entre 12°C e 24°C. A temperatura é o principal
fator que interfere no desenvolvimento de plantas de alface, pois acima de 24°C favorecem o
florescimento precoce 0 que, consequentemente, antecipa sua colheita e torna a hortalica
imprépria para consumo, devido a producdo de latex que faz com que as folhas adquiram
sabor amargo e aspecto fibroso (MOTA et al., 2003; FERREIRA et al., 2009; LUZ et al.,
2010; RABELLO, 2010).

Os solos mais adequados para o cultivo da alface sdo os de textura média, com boa
capacidade de retencdo de agua e valores de pH entre 6,0 a 6,8, 0 que facilita o
desenvolvimento radicular e a absor¢do de nutrientes pela planta (FILGUEIRA, 2007). A
alface apresenta um ciclo curto, aproximadamente 30 a 45 dias no campo, mas a dificuldade
de adaptacdo de algumas cultivares influencia diretamente na reducdo deste e impede que a
cultura expresse todo seu potencial genético (BEZERRA NETO et al., 2005). Porém, ha o
desenvolvimento de cultivares nacionais, produzidas para ofertar aos produtores uma alface
“tropicalizada”, adaptada as condi¢des do territério nacional (LEDO; SOUSA; SILVA, 2000;
COSTA; SALA, 2005; SALA; COSTA, 2005; 2008).

Dentre as cultivares, ha destaque para aquelas consideradas “tropicalizadas” que
possuem resisténcia ao pendoamento precoce e vém substituindo, em termos de exceléncia, as
cultivares tipicas norte-americanas, sendo indicadas para o cultivo em regides quentes, tais
como: Elisa, Gloria e Piracicaba 65, do tipo repolhuda-lisa; Crespa Repolhuda e Gloriosa, do
grupo das alfaces repolhuda-crespa ou americana; solta-crespa Vera e a solta-lisa Vitoria de
Santo Antdo (HENZ; SUINAGA, 2009).

Como em outras culturas, a alface também é suscetivel ao ataque de diversos
patdgenos, como fungos, bactérias, virus e nematoides, 0s quais SA0 responsaveis por

reducbes na sua produtividade e qualidade, além de elevar os custos de producédo
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(FLORENTINO et al., 2003). Os sintomas das doencas incitadas por esses patégenos podem
se manifestar na parte aérea, como manchas, murchas, podridées e mosaico, bem como no
sistema radicular, provocando podriddes, lesdes necréticas e galhas, sendo este udltimo
causado por nematoides pertencentes ao género Meloidogyne Goeldi (KIMATI et al., 1997;
FIORINI et al., 2007).

2.3 Principais doencas na cultura da alface

O cultivo da alface é realizado de forma intensiva e, geralmente, escalonado e/ou
rotacionado com culturas que apresentam problemas fitossanitarios em comum, o que
favorece a permanéncia de elevadas populacfes de patdgenos nas areas de cultivo. Dentre as
doencas fungicas que ocorrem na cultura da alface, destacam-se: a mancha de cercospora
(Cercospora longissima (Cugini) Sacc), a septoriose (Septoria lactucae Passerini) e a murcha
de esclerdcio (Sclerotium rolfsii Sacc). As bacterioses causadoras dos sintomas de podriddes-
moles [Pectobacterium spp. Waldee (Dye; Robbs)] e da mancha bacteriana (Pseudomonas
cichorii (Swingle) Stapp.) sdo as mais importantes para a alface. Além destas doencas, ha
ocorréncia das viroses, com destaque em relevancia para 0 mosaico, causada por Lettuce
mosaic virus — LMV (CHUNG; AZEVEDO FILHO; COLARICCIO, 2007; PEREIRA;
PINHEIRO; CARVALHO, 2013).

Nematoides sdo organismos habitantes do solo, e em areas de cultivo de alface tém se
constituido em um dos maiores problemas, podendo ser encontrados parasitando o sistema
radicular desta cultura. Os principais géneros que infectam os plantios s&o: Meloidogyne,
Pratylenchus Filipjev, Radopholus Thorne, Longidorus Micoletzky, Scutellonema Andrassy,
Helicotylenchus Steiner e Trichodorus Cobb. Muitas das cultivares de alface, normalmente
produzidas, apresentam suscetibilidade ao género Meloidogyne, permitindo sua multiplicacao
sucessiva por varios ciclos e, consequentemente, um aumento nos niveis populacionais capaz
de comprometer a producdo de cultivos sucessivos (NAZARENO, 2009; PINHEIRO et al.,
2013).

2.3.1 O género Meloidogyne

Dos diversos géneros de nematoides que ocorrem em areas de producdo de alface
apenas 0 género Meloidogyne, também conhecido como nematoides-das-galhas, é o que
apresenta importancia econémica, com perdas estimadas em até 90% da producao, a depender
da densidade populacional, condi¢bes ambientais e fisiologicas da planta (SANTOS et al.,

2006; RABELLO, 2010). Esse nematoide é um endoparasita sedentario e obrigatério, sendo
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amplamente distribuido e possuindo uma enorme gama de hospedeiros, causando grandes
danos as culturas, pois limita 0 aumento da produtividade agricola, constituindo-se em um dos
patdgenos de plantas mais importantes economicamente para a agricultura mundial
(ALFENAS, 1998).

Em um estudo de quantificacdo de danos causados por M. javanica em cultivos
sucessivos de alface cv. Vitoria de Santo Antdo, Rabello (2010) demonstrou que no quarto
ciclo de cultivo a producdo ja se torna inviavel economicamente e determinou que neste
cultivo, o limiar de dano econdmico é de 10.151 nematoides/planta ou 109 galhas/planta.

Nematoides do género Meloidogyne tém preferéncia por regides tropicais e de clima
quente, com temperaturas variando entre 25°C e 30°C e solo imido, mas sem estar saturado e
com textura mais arenosa. Nestas condi¢Ges, 0 nematoide das galhas completa seu ciclo,
geralmente, entre trés a quatro semanas e dependendo do periodo de colheita pode completar
dois ciclos em um Unico cultivo da alface (LORDELLO, 1984; NEVES et al., 2011).

Para o inicio do ciclo, as fémeas de Meloidogyne spp. depositam massas de ovos,
envoltas por uma mucilagem, na superficie das raizes ou dentro das mesmas. Apos a
deposicdo, comeca o desenvolvimento embrionario dentro do ovo, ocorrendo a formacéo do
primeiro juvenil (J1), o qual sofre uma ecdise e gera o juvenil de segundo estadio (J2), que
eclode do ovo e migra para o solo até entrar em contato com as raizes, atraves dos exsudatos
radiculares. Uma vez no interior da raiz, os nematoides migram intra e intercelularmente, por
meio de acdes mecanica e enzimatica (celulolitica e pectolitica), chegando ao local de
alimentacdo onde estabelecem o parasitismo e injetam secrecdes esofagianas, formando no
hospedeiro as células gigantes. Enquanto se alimenta, o corpo do juvenil vai entumecendo e
este passa por mais trés ecdises, chegando assim, a fase adulta. Nesta fase, as fémeas tornam-
se sedentérias dentro das raizes, onde d&o inicio a todo o ciclo novamente. Ja 0s machos saem
das raizes e migram para o solo, onde pouco tempo e depois morrem, uma vez que nao sdo
necessarios para completar o ciclo de vida, pois as fémeas, normalmente, se reproduzem por
partenogénese (FERRAZ et al., 2010; FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Como consequéncia do seu parasitismo, plantas atacadas por Meloidogyne spp.
apresentam a formacdo de galhas no sistema radicular, sintoma caracteristico deste género,
ocasionado pela injecdo de toxinas que leva a hiperplasia e hipertrofia das células adjacentes
as celulas gigantes, reduzindo o potencial de absorcdo de agua e nutrientes da planta. Além
deste sintoma, ha lesGes radiculares e as raizes infectadas tem o crescimento paralisado,

resultando em um menor nimero de raizes. Na parte aérea ocorre nanismo, amarelecimento,
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com reduzido volume foliar, diminuicdo da producdo e até mesmo a morte da planta
(AGRIOS, 2005; VOVLAS et al., 2005).

A acdo nociva de Meloidogyne spp. pode ainda ser agravada quando em associacao
com outros patdgenos, como fungos, bactérias ou virus. Através do ferimento causado pelo
seu estilete, os nematoides favorecem a entrada de fungos e bactérias na planta, ocasionando
um aumento na intensidade dos danos. Além disso, Meloidogyne spp. apresenta alta taxa
reprodutiva, favorecendo o acumulo de grandes populacbes de ovos no solo e,
consequentemente, pode inviabilizar areas de cultivo de alface apds plantios consecutivos da
cultura (CARES; BLUM; ANDRADE, 2006; OLIVEIRA, 2007).

Os principais veiculos de disseminagdo dos nematoides das galhas para areas ndo
infestadas sdo a agua de irrigacdo contaminada, solos infestados aderidos em maquinas e
implementos agricolas utilizados no preparo do solo, mudas infectadas, incorporagédo ao solo
de residuos vegetais contendo raizes contaminadas pelo nematoide e movimentacdo de
animais vindos de areas infestadas (CHARCHAR, 1999; CORREIA, 2013).

A infestacdo do nematoide-das-galhas em areas de cultivo de alface ocorre
principalmente pelas espécies M. incognita (Kofoid & White) Chitwood e M. javanica
(Treub) Chitwood e suas respectivas racas, devido a capacidade destas de se reproduzirem em
regides onde o solo apresenta temperaturas mais altas. As espécies M. arenaria (Neal)
Chitwood e M. hapla Chitwood também ocorrem em areas de producdo de alface no Brasil,
mas em menor incidéncia, entretanto, causando sintomas severos (TAYLOR; SASSER, 1978;
CHARCHAR, 1995).

Outra espécie de ocorréncia pouco comum, mas que tem apresentado grande
importancia é M. enterolobii Yang & Eisenback, causando grande preocupacdo aos
produtores de alface devido a sua agressividade e por favorecer que cultivares antes
resistentes a outras espécies de Meloidogyne, sejam suscetiveis a esta espécie (BRITO et al.,
2007), como demonstram os trabalhos realizados por Rozario (2013), Pinheiro et al. (2014) e
Correia et al. (2015) em que cultivares de alface resistentes as especies M. incognita e M.
javanica, comportaram-se como suscetiveis a M. enterolobii.

A espécie M. incognita considerada polifaga e cosmopolita, apresenta 4 ragas
fisioldgicas, sendo comumente encontrada em regides tropicais e temperadas, destacando-se
como um dos mais importantes nematoides para a agricultura mundial. A espécie M. javanica,
segunda mais disseminada, é cosmopolita nas regides tropical e subtropical e, devido a
severidade dos danos que causa, também é um dos nematoides de maior relevancia para

producdo agricola. Até os anos 90 eram relatadas apenas trés racas fisiologicas de M.
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javanica, no entanto, houve no Brasil a descoberta de uma quarta raga. Nos cultivos de alface
e em plantas da familia Asteraceae, as ragas 1 e 2 de M. incognita e a raca 1 de M. javanica
sdo as de ocorréncia mais frequente (RAMMAH; HIRSCHMMAN, 1990; CARNEIRO et al.,
2003; CHARCHAR; MOITA, 2005).

2.4 ldentificacdo de espécies e racas de Meloidogyne spp.

O género Meloidogyne apresenta mais de 95 espécies descritas, porém, M. incognita,
M. javanica, M. arenaria, M. hapla e M. enterolobii se destacam por causar grandes prejuizos
econdémicos em todo o mundo, além de possuirem ampla distribuicdo e disseminagdo nas
regibes produtoras de olericolas de paises tropicais (TAYLOR; SASSER, 1978; HUNT,;
HANDOO, 2009; ROZARIO, 2013; CORREIA et al., 2015).

Devido ao alto grau de similaridade e variagfes entre e dentro das espécies de
Meloidogyne a identificacdo deste género torna-se complexa. Porém, as diferentes espécies
podem ser caracterizadas por meio de diversos parametros, tais como: a observacdo dos
caracteres morfoldgicos da regido perineal das fémeas, a aplicacdo de técnicas bioquimicas e
a identificacdo molecular através do DNA. No entanto, recomendando-se o uso das distintas
técnicas taxondmicas em conjunto (EISENBACK, 1982; PERRY; MOENS; STARR, 2009).

A identificacdo através da configuracdo perineal das fémeas adultas, baseia-se na
regido compreendida entre a vulva e o0 anus e que contém marcas cuticulares caracteristicas de
cada espécie (TIHOHOD, 1989). Foi uma técnica bastante utilizada para determinar espécies
do género Meloidogyne, mas se tornou inapropriada por ser considerada subjetiva, devido a
grande variabilidade interespecifica e similaridade entre alguns tipos de padrBes e, por ser
dependente do conhecimento técnico e da habilidade do operador, tornando os erros de
interpretacdo mais frequentes (RANDIG et al., 2004), de modo que esta técnica apresenta-se
sem precisdo e pouco confiavel para fins taxonémicos (CASTRO; LIMA; CARNEIRO,
2003).

Nos altimos anos estudos foram conduzidos, visando avaliar o potencial de isoenzimas
na diferenciacdo de espécies de Meloidogyne. Isoenzimas sdo enzimas com multiplas formas
que catalisam a mesma reagdo, mas que diferem em suas mobilidades eletroforéticas. Podem
ser avaliadas por diversos metodos, sendo a eletroforese o mais utilizado, pois oferece alto
grau de resolucdo, rapidez e ampla aplicabilidade. Dentre as isoenzimas a esterase é citada
como uma das mais precisas na identificacdo de espécies de Meloidogyne (ALONSO;
ALFENAS, 1998; SEVERINO et al., 2008).
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As técnicas bioquimicas que utilizam o polimorfismo de isoenzimas baseiam-se na
avaliacdo da mobilidade das isoenzimas mediante carga elétrica, de acordo com seu peso
molecular, o que resulta na visualizacdo das bandas em diferentes distancias no gel
(ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985). Esta técnica é de grande validade, uma vez
que, isoenzimas nédo estdo sujeitas a variacbes ambientais e, sendo assim, proporcionam uma
identificacdo precisa das espécies, permitindo que levantamentos a campo, bem como a
determinacéo da frequéncia e distribuicdo de espécies e a deteccdo de populacGes mistas ou
ainda ndo descritas, tornem-se confiaveis do ponto de vista cientifico (ESBENSHADE;
TRIANTAPHYLLOU, 1990; MANSO; TENENTE, 1994; CARNEIRO; ALMEIDA,
CARNEIRO, 1996; CARNEIRO; ALMEIDA; QUENHERVE, 2000).

A identificacdo por eletroforese de isoenzimas é um método eficaz e apresenta como
vantagens: os padrfes gerados pelas isoenzimas sao simples e de facil leitura, portanto, ndo €
necessario um taxonomista, possui rapidez na identificacdo e baixo custo. Entretanto, possui a
desvantagem de ter que utilizar espécimes do mesmo estadio de desenvolvimento (MANSO;
TENENTE, 1994). Para a isoenzima esterase M. javanica possui fenotipo J3, que €
considerado o padrdo para identificacdo das demais espécies de Meloidogyne, apresentando
trés bandas de atividade isoenzimatica, sendo uma banda com menor mobilidade e outras duas
bandas de maior mobilidade. A espécie M. incognita apresenta trés fenotipos: 11, 12 e S1,
onde o fendtipo 11 caracteriza-se pela presenca de uma Unica banda pareada com a primeira
banda de M. javanica, o 12 apresenta uma primeira banda idéntica a do 11 e uma segunda
banda mais ténue abaixo da primeira e 0 S1 possui apenas uma banda, mas esta possui menor
mobilidade em relacdo a primeira banda de M. javanica (CARNEIRO; ALMEIDA;
QUENEHERVE 2000; OLIVEIRA; OLIVEIRA; GONCALVES, 2006).

Outra técnica que também vem sendo utilizada € a identificagdo por meio do DNA,
onde o diagndstico é baseado na divergéncia de sequéncias das bases nucleotidicas, através da
Polymerase Chain Reaction (PCR), com o uso de marcadores moleculares como Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) e
Sequence Characterized Amplified Regions (SCAR). Apesar de ndo ser 0 mais rotineiramente
empregado, pois apresenta alto custo, este método tem como vantagens a possibilidade da
analise de varios genes simultaneamente; a identificacdo é estavel em qualquer fase do
desenvolvimento do nematoide; é sensivel para detectar diferentes espéecies presentes em uma
amostra mista e ndo requer taxonomista (CORDEIRO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011).
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A caracterizacdo da variabilidade intraespecifica de Meloidogyne spp. tem como
finalidade a identificacdo das ragas fisioldgicas, as quais sdo caracterizadas por preferéncias
alimentares diferentes, de cultivares de determinadas espécies vegetais, dentro da prépria
espécie do nematoide (FREITAS; LIMA; FERRAZ, 2009). Essas ndo podem ser
diferenciadas morfologicamente, sendo necessaria a reproducéo das populagdes nas seguintes
cultivares previamente estabelecidas: fumo (Nicotiana tabacum L.) ‘NC 95°, piment&o
(Capsicum annuum L.) ‘Early California Wonder’, algoddo (Gossypium hirsutum
L.)‘Deltapine 16°, melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai) ‘Charleston Gray’,
amendoim (Arachis hypogaea L.) ‘Florunner’ e tomateiro (Solanum lycopersicum L.)
‘Rutgers’, chamadas de hospedeiras diferenciadoras e padronizadas internacionalmente,
identificando as racas através da avaliacdo de suscetibilidade ou resisténcia (HARTMAN;
SASSER, 1985).

A espécie M. incognita se divide em quatro racas fisiolégicas, que sdo diferenciadas
por duas hospedeiras: fumo cv. NC 95 e algodédo cv. Deltapine 16, ja M. javanica se divide
em quatro racas, sendo separadas, também, por dois hospedeiros: pimentdo cv. Early
California Wonder e amendoim cv. Florunner (CARNEIRO et al., 2003). Apesar destas duas
espécies possuirem hospedeiras distintas, existem algumas espécies de Meloidogyne que
parasitam as raizes das mesmas cultivares diferenciadoras, por isso, a caracterizacao de racas
deve ser usada em associacdo com técnicas de identificacdo das espécies, pois a sua utilizagcdo
isolada pode conduzir a erros, ndo apresentando total precisdo, mesmo sendo a Unica técnica
existente para diferenciar a nivel de racas as espécies do género Meloidogyne (MOURA,
1996; CARNEIRO; ALMEIDA, 2000).

2.5 Manejo de Meloidogyne spp. em alface

A adocéo de taticas de manejo que visem diminuir a populagdo de Meloidogyne spp.
nas areas de producdo de alface infestadas é imprescindivel para bom éxito no
desenvolvimento da cultura, pois, quando presentes nas areas de cultivo, estes nematoides
podem causar prejuizos de até 100% na producdo (CHARCHAR, 1995). Devido a ampla
gama de plantas hospedeiras e a sua capacidade de sobrevivéncia no solo, as medidas de
manejo para Meloidogyne spp. devem prover uma reducdo dos seus niveis populacionais no
solo.

Os cultivos de alface em Alagoas se caracterizam por plantios sucessivos em uma
mesma area, onde na colheita a cabeca € cortada e o sistema radicular se mantém no solo. De

modo que, dependendo das condicBes climaticas, da préatica cultural adotada e da cultivar
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plantada, os niveis populacionais de Meloidogyne spp. tendem a aumentar a cada cultivo.
Portanto, a adogdo de medidas de manejo que visem a prevengdo ou a reducdo dos niveis
populacionais deste nematoide em areas de cultivo de alface devem ser consideradas dentro
do sistema de producéo da cultura.

Como Meloidogyne spp. é um patégeno habitante do solo, é imprescindivel se estimar
a sua populacdo por meio de analises de solo amostrado antes de se estabelecer o plantio de
alface. Outra medida de prevencdo é a producdo de mudas sadias em sementeiras com
substrato devidamente esterilizado, bem como a higienizacdo de maquinarios para remocdao de
solo aderido aos mesmos, sempre apos 0 uso em areas cultivadas. Estas medidas consistem
em evitar a entrada do nematoide em areas de producdo, uma vez que apés introduzidos a
erradicacdo é praticamente impossivel (CHACHAR, 1999).

Uma vez presente na area de cultivo de alface, o manejo de Meloidogyne spp. depende
de um conjunto de medidas preconizadas, a fim de permitir novos plantios em ciclos
posteriores (NEVES et al., 2011). As principais medidas de manejo envolvidas séo: utilizagdo
de cultivares resistentes, adicdo de matéria organica ao solo, solarizacao, rotacdo de culturas e
controle biolégico. Devido a inexisténcia de produtos registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para a cultura, a aplicagdo de nematicidas ndo é
recomendada (MAPA, 2016).

A utilizacdo de cultivares resistentes € um método préatico, econémico e eficiente, pois
h& uma reducdo da populacdo do nematoide por falta de alimento. Porém, seu uso exige o
conhecimento prévio das espécies e racas de Meloidogyne spp. existentes no campo
(NAZARENO, 2009; VIGGIANO, 2011). Ao avaliar a reagdo de cultivares de alface a M.
javanica, Rosa (2010) identificou a cultivar Roxa, tipo crespa, e a cultivar Regina HT, tipo
lisa, resistentes a este nematoide. Ferreira et al. (2013) verificaram que seis familias de alface
apresentaram  resisténcia a M. incognita raca 1, enquanto que Oliveira et al. (2015)
identificaram treze linhagens de alface com resisténcia a M. incognita e que poderdo ser
utilizadas em programas de melhoramento da cultura.

A adicdo de matéria orgénica ao solo, como: tortas de sementes oleaginosas, biomassa
vegetal, residuos agroindustriais e de animais, favorecem suas propriedades fisicas e
quimicas, fornece nutrientes a planta, estimula o aumento da populacdo de microrganismos do
solo e libera substancias toxicas através da sua decomposicdo, 0 que contribui para a
mortalidade dos nematoides (HAY; STIRLING, 2014). Estudo realizado por Moraes et al.
(2006) mostrou que a incorporagdo das leguminosas mucuna-preta (Mucuna pruriens L.) e
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crotaléria (Crotalaria spp.) reduziu em 42% e 51%, respectivamente, a populacdo de
Meloidogyne spp. no cultivo de alface.

A solarizacdo consiste em cobrir o solo tmido com pléastico transparente, permitindo a
entrada dos raios solares que promovem o aquecimento do solo e, deste modo, a populagéo
dos nematoides é reduzida, pois a temperatura pode atingir de 35°C a 50°C, porém esta pratica
é mais eficaz em regides de clima quente e com alta incidéncia de radiagdo solar
(STAPLETON; DEVAY, 1986). Em trabalho realizado por Silva et al. (2006) a solarizacéao
apresentou-se como uma alternativa viavel para o controle de Meloidogyne spp. na cultura da
alface.

Uma prética bastante utilizada e eficaz é a rotacdo de culturas, realizada pelo plantio
alternado entre espécies vegetais suscetiveis a Meloidogyne spp. com espécies néo
hospedeiras ou antagonistas, porém, seu uso exige o conhecimento das espécies e ragas que
estdo ocorrendo na area infestada (CROW; DUNN, 1994; RITZINGER; FANCELLI, 2006;
LIMA et al., 2009). O cultivo de mucuna-preta e espécies de crotalaria em rotacdo com
olericolas, dentre elas a alface, em areas infestadas com M. javanica evitou 0 aumento da
populacdo deste nematoide (ROSA; WESTERICH; WILCKEN, 2013). Gramineas e
leguminosas antagonistas sdo as espécies recomendadas para rotagdo em areas infestadas pelo
nematoide-das-galhas (CHARCHAR et al., 2007).

O controle bioldgico visa promover a reducdo da populacdo do nematoide por outro
organismo vivo, através do parasitismo, predacdo, competicdo ou antibiose (VENZON;
PAULA JUNIOR; PALLINI, 2006). Em trabalho desenvolvido por Viggiano (2011) a
aplicagdo do fungo Pochonia clamydosporia aumentou o controle de M. javanica e reduziu o
namero de ovos deste em plantas de alface. Pimenta; Carneiro (2005) observaram que 0 uso
da bactéria Pasteuria penetrans diminuiu o indice de galhas, indice de massas de ovos e a
infestacdo de M. javanica em plantas de alface.

Mesmo que o controle de nematoides ndo seja alcancado em um nivel pratico, o uso de
todos estes métodos de manejo podem fazer parte de um conjunto de medidas que visam a

manutenc¢do desses patdgenos abaixo do nivel de dano econémico.
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3 MATERIAL E METODOS

As atividades foram realizadas em é&reas de producdo de alface localizadas em
municipios da regido agreste do estado de Alagoas, bem como no Laboratério de
Fitopatologia e telado da Unidade de Execucdo de Pesquisa da Embrapa Tabuleiros Costeiros,
no Laboratorio de Fitonematologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Alagoas - UFAL, em Rio Largo, AL e no laboratério de Nematologia da Embrapa
Semiarido, em Petrolina, PE.

3.1 Obtencéo das populagdes de Meloidogyne spp.

O levantamento de Meloidogyne spp. foi realizado por meio de amostragens em 42
areas de cultivo de alface, sendo coletada em uma das areas duas amostras. As areas
amostradas localizaram-se nos municipios de Arapiraca, Taquarana, Limoeiro de Anadia, Sao
Sebastido, Feira Grande, Girau do Ponciano e Campo Grande, todos situados na regido
agreste do estado de Alagoas (Figura 1). Nestas areas, foi adotado o caminhamento em zigue-
zague, onde foram realizadas coletas de solo rizosférico e raizes de alface em 15 pontos por
canteiro. Cada cinco pontos coletados constituiu-se uma subamostra, que no total formou uma
amostra composta de 500 g de solo e 50 g de raiz de alface, totalizando assim, trés repeticoes
por area de cultivo. Em cada area foram obtidas informacbes adicionais como: area da
propriedade, cultivar utilizada, idade da planta, tipo de irrigacdo e adubacdo, aplicacao e tipos
de agrotoxicos e as culturas anteriores (Anexo 1).

Apos as coletas, as raizes de alface com sintomas de meloidoginose foram cortadas e
inoculadas, juntamente com solo rizosférico, em plantas de tomateiros Santa Cruz cv. Kada,
com 30 dias de idade previamente cultivadas em vasos contendo solo esterilizado em
autoclave (120°C, 1 h) e mantidas em telado por 30 dias para a identificacdo das espécies de

Meloidogyne com base no perfil da isoenzima esterase.

3.2 Identificacdo das espécies de Meloidogyne

Na identificacdo das espécies de Meloidogyne foi empregada a técnica descrita por
Alfenas et al. (1991) e Alfenas (1998), utilizando-se o sistema descontinuo de eletroforese
vertical. Para realizagdo da andlise da isoenzima esterase, dentre as 42 amostras obtidas foi
possivel apenas a identificacio em 23 populacBes. Sessenta fémeas de cada populacéo,
apresentando coloracdo branco-leitosa e iniciando a fase de ovoposicdo, foram extraidas
individualmente do interior das raizes de tomateiro e transferidas para tubos de

microcentrifuga contendo 5ul de tampdo de extracdo, composto de sacarose, Triton X 100,
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azul de bromofenol e &gua destilada, onde foram maceradas para posterior aplicagdo no gel.
Utilizou-se também o extrato de cinco fémeas de M. javanica, cujo padrdo enzimético é

adotado para comparacgéo dos fenotipos e determinacdo das espécies.

Figura 1 - Mapa do estado de Alagoas destacando as areas de cultivo de alface amostradas no

levantamento de Meloidogyne spp.

A Arapiraca

A Taquarana

A Limoeiro de Anadia
A Sio Sebastido
AFeira Grande

A Campo Grande

A Girau do Ponciano

Fonte: Adaptado de Google Earth; IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
2016.

Os géis separador e concentrador foram preparados nas concentracdes 10% e 4%,
respectivamente, contendo bis-acrilamida, tris-HCI, persulfato de amoénio, TEMED e éagua
destilada. Um pente foi introduzido no gel concentrador e quando ocorreu sua polimerizacgéo,
houve a formacdo dos pocos para distribuicdo das amostras. A eletroforese foi conduzida em
geladeira, ligando a cuba a uma fonte por um tempo estimado de 1 hora e 50 minutos. Ao
final do tempo determinado, os géis foram retirados e transferidos para um recipiente de vidro
contendo solucdo de revelacdo para a enzima esterase, a-naftil-acetato e Fast Blue RR Salt,
onde permaneceu no escuro, em estufa a 37°C, por 15 minutos.

Apos a revelacdo, os geis foram lavados e colocados em glicerol a 10% por 12 a 24
horas. Depois, estes foram colocados para secar esticados, envoltos por papel celofane com
agua e prensados por bastidores por 24 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, 0s
geéis foram removidos dos bastidores, identificados, arquivados e os valores da mobilidade
relativa (Rm) das bandas nos géis foram calculados (ALFENAS, 1998).
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3.3 Identificagdo das ragas de Meloidogyne incognita

Das 23 populagdes amostradas neste levantamento, apenas houve inéculo suficiente
para realizar o teste de hospedeiras diferenciadoras (HARTMAN; SASSER, 1985) em cinco
populacbes de M. incognita, identificadas apos eletroforese. As plantas empregadas foram
algodéo ‘Deltapine 16” e fumo ‘NC 95, consideradas hospedeiras diferenciadoras de racas de
M. incognita, onde as sementes das mesmas foram semeadas em bandejas contendo substrato
esterilizado e quando as plantas completaram aproximadamente 20 dias de cultivo foram
transplantadas para vasos contendo solo previamente esterilizado, para posterior inoculacao.

As cinco populacbes de M. incognita foram multiplicadas em plantas de tomate da
cultivar Santa Cruz cv. Kada, mantidas em vasos sob condic¢des de telado. Em seguida, as
raizes infectadas dos tomateiros foram processadas para a extragao dos ovos, de acordo com o0
protocolo de Hussey; Baker (1973), modificado por Bonetti; Ferraz (1981), e determinacédo do
nimero de ovos na suspensdo com o auxilio da ldmina de Peters, sob microscépio de luz. Na
sequéncia, as plantas de algoddo e fumo foram inoculadas individualmente com 5.000 ovos
das populagdes A06, A20, A22, A27 e A28 de M. incognita. A inoculacdo foi efetuada
colocando-se a suspensdo de indculo em orificios de aproximadamente 4 cm de profundidade

na rizosfera de cada planta (Figura 2).

Figura 2 — Teste de hospedeiras diferenciadoras. A — Orificios na rizosfera da planta para
inoculagdo da suspensdo de M. incognita. B - Plantas de fumo cv. NC 95 e algodédo cv.

Deltapine 16 inoculadas com populac@es de M. incognita.

Sl bt
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Fonte: Autora, 2016

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com seis

repeticGes por tratamento, sendo cada parcela constituida por uma planta. O experimento foi
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conduzido em telado, sob temperatura média de 25,5 = 1°C e as avalia¢bes do indice de
massas de ovos (IMO) e do fator de reproducdo (FR) foram realizadas aos 60 dias ap6s a
inoculacdo. Para isto, os sistemas radiculares das cultivares foram lavados individualmente,
em seguida, foi retirado o excesso de dgua com papel toalha e, posteriormente, pesados e
submetidos & coloracdo com Floxina B (15 mg L™ de 4gua corrente) durante 15 a 20 minutos,
para facilitar a contagem das massas de ovos.

A reacdo das cultivares diante das cinco populacdes de M. incognita avaliadas foi
caracterizada pelo IMO, obtido de acordo com uma escala estabelecida por Hartman; Sasser
(1985), onde foram atribuidas notas de 0 a 5: 0 = sem massas de ovos, 1 = 1 a 2 massas de
ovos, 2 = 3 a 10 massas de ovos, 3 = 11 a 30 massas de ovos, 4 = 31 a 100 massas de ovos e 5
= mais de 100 massas de ovos por raiz. As plantas que obtiveram nota < a 2 (IMO < 10) sao
consideradas resistentes e as plantas com nota > que 2 (IMO > 10) sdo consideradas
suscetiveis.

Ao término da contagem do numero de massas de ovos, os sistemas radiculares foram
processados para a extracdo dos mesmos, de acordo com o protocolo de Hussey; Baker (1973)
modificado por Bonetti; Ferraz (1981), sendo a determinacdo do namero final de ovos na
suspensdo efetuada com o auxilio da 1dmina de Peters, sob microscopio de luz. Essa variével
foi empregada para a obtencgéo do fator de reproducdo (FR = Pf/Pi), onde Pf = populagéo final
do nematoide e, Pi = populacdo inicial, que corresponde ao nimero de ovos utilizados nas
inoculacdes do nematoide, em que FR iguais ou maiores que 1,0 indicam plantas suscetiveis e

FR menores que 1,0 indicam plantas resistentes, de acordo com Oostenbrink (1966).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 42 areas de alface amostradas na regido agreste do estado de Alagoas, sé foi
possivel a multiplicacdo e a identificacdo em nivel de espécie de 23 populacbes de
Meloidogyne. A presenca deste género também foi constatada em levantamentos realizados
em plantios de alface localizados nas regides norte, sudeste e centro-oeste do Brasil (LIMA
NETO et al.,, 2006; CARNEIRO et al., 2008; SILVA et al., 2012; ROSA; WESTERICH,;
WILCKEN, 2013).

Das 23 populacdes analisadas neste trabalho, 18 foram obtidas de alface do tipo lisa,
trés da americana e duas da crespa. De acordo com Charchar; Moita (2005) as cultivares do
tipo crespa apresentam maior resisténcia ao nematoide das galhas quando comparadas as lisas.
Trabalhos realizados com alface avaliando suscetibilidade e resisténcia de cultivares lisas e
crespas corroboram com esta informacdo, relatando que as cultivares lisas foram mais
suscetiveis ao ataque de Meloidogyne spp. (WILCKEN; GARCIA; SILVA, 2005; PINHEIRO
et al., 2014), o que justifica a ocorréncia neste estudo de um maior nimero de populacGes
oriundas deste tipo de alface.

Considerando as duas espécies de Meloidogyne identificadas neste estudo, houve
predominancia de M. incognita, ocorrendo em 20 (86,95%) das 23 populacgdes obtidas (Tabela
1), 0 que representa a prevaléncia desta espécie em cinco dos seis municipios produtores de
alface, enquanto M. javanica foi detectada em apenas trés populacdes. Em estudos
desenvolvidos com alface e outras hortalicas também constatou-se que M. incognita esteve
em maior frequéncia quando comparada a M. javanica (SILVA, 1991; CARNEIRO;
ALMEIDA; QUENEHERVE, 2000; ROSA, 2010; SILVA, 2014).

Além da alface, o nematoide das galhas também é encontrado atacando raizes de
outras olericolas. Em levantamentos efetuados em areas de producéo de pimentdo e cebolinha
(Allium ascalonicum L.) foi relatada a ocorréncia das espécies M. incognita e M. javanica
(PONTE; HOLANDA; ARAGAO, 1996; GONCALVES, 2014). Biondi et al. (2001) e
Cavalcante; Sharma (2001) realizando levantamentos em areas de cultivo de coentro
(Coriandrum sativum L.) e pimenta (Piper hispidinervum C. DC.), registraram a presenca das
espécies M. incognita e M. javanica, respectivamente. Os cultivos de pimentdo, cebolinha,
coentro e pimenta, normalmente, ocorrem em sucessdo ao plantio da alface, deste modo, a
deteccdo de Meloidogyne spp. nas areas produtoras destas olericolas contribui para 0 aumento
do nivel populacional deste nematoide em areas produtoras de alface localizadas no estado de
Alagoas.



28

Tabela 1 - Identificacdo e caracterizagdo pelo fenotipo de esterase de espécies de

Meloidogyne provenientes de areas de producdo de alface, localizadas na regido agreste do

estado de Alagoas, no periodo de 2014 a 2015.

Area Municipios Tipo de Espécies de Fendtipos de
alface Meloidogyne esterase
03 Arapiraca Lisa M. incognita 11
04 Arapiraca Lisa M. incognita 11
05 Arapiraca Crespa M. incognita 11
06 Taquarana Lisa M. incognita 12
08 Taquarana Lisa M. incognita 11
10 Feira Grande Lisa M. incognita 11
11 Girau do Ponciano Lisa M. javanica J3
12 Arapiraca Lisa M. incognita 12
12 Arapiraca Americana M. incognita 12
19 Séo Sebastido Lisa M. incognita 12
20 Séo Sebastido Lisa M. incognita 12
21 Séo Sebastido Lisa M. incognita 12
22 Arapiraca Americana M. incognita 12
24 Arapiraca Americana M. javanica J3
27 Arapiraca Lisa M. incognita 12
28  Limoeiro de Anadia Lisa M. incognita 12
29 Taquarana Crespa M. incognita 12
31 Taquarana Lisa M. incognita 11
32 Taquarana Lisa M. incognita 12
36  Limoeiro de Anadia Lisa M. incognita 11
38 Arapiraca Lisa M. incognita 12
39 Arapiraca Lisa M. incognita 11
42 Arapiraca Lisa M. javanica J3

Na caracterizacdo isoenzimatica as populactes de Meloidogyne spp. apresentaram trés

fenotipos de esterase (Figura 3). Para M. javanica o fendtipo caracteristico foi 0 J3 (Rm 1,0,

1,16 e 1,24), encontrado nas trés populagdes (13,04%) em dois municipios. Em M. incognita

foram encontrados dois fenotipos: 11 (Rm 1,0), em oito populacdes (34,78%) e 12 (Rm 1,0 e

1,08), em 12 populagdes (52,17%), ambas em quatro municipios (Tabela 1).

Para M. incognita resultados semelhantes foram obtidos em &reas de producédo de

hortalicas, dentre elas a alface, onde predominou o fenétipo 12 (CARNEIRO; ALMEIDA;
QUENEHERVE, 2000; CARNEIRO et al., 2008). Em populagdes de M. incognita nas

culturas da soja (Glycine max L.), café (Coffea arabica L.) e figueira (Ficus carica L.),
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também foi relatada uma maior frequéncia do perfil isoenzimético de esterase 12 (CASTRO;
LIMA; CARNEIRO, 2003; CARNEIRO et al., 2005; MEDINA et al., 2006). Em M. javanica
a ocorréncia do fenotipo J3 também foi observada por Carneiro; Almeida; Quénéhervé (2000)

em populacGes desta espécie obtidas de frutiferas e hortalicas, dentre elas a alface.

Figura 3 - Fenotipos de esterase de Meloidogyne spp. provenientes de &reas produtoras de
alface na regido agreste do estado de Alagoas, Brasil. A — M. javanica (fenétipo J3); B - M.
incognita (fendtipo 11); C — M. incognita (fenotipo 12). Fendtipo de esterase de M. javanica

(J3) utilizado como padréo para comparacao.

"

MMohiidade

De acordo com teste de hospedeiras diferenciadoras verifica-se diferenca entre as
cultivares de alface quanto ao fator de reproducdo (FR) de M. incognita (Tabela 2), indicando
a existéncia de variabilidade genética entre as populacdes avaliadas. Para a cultivar de fumo
NC 95 todas as plantas foram suscetiveis as cinco populacdes de M. incognita testadas,
apresentando IMO > 2 e FR > 1,0. Essa cultivar proporcionou 0 aumento da populacao inicial
do nematoide. A populagdo A06 (FR= 6,23) apresentou 0 menor valor de FR e o maior valor
foi registrado na populacdo de M. incognita A22 (FR= 25, 89). Na cultivar de algodao
Deltapine 16 as plantas inoculadas com populagdes de M. incognita, apresentaram nota de
IMO > 2. Contudo, para 0 FR as populagdes divergiram quanto a infestacdo, onde trés

populacOes (A06, A22 e A27) apresentaram FR > 1,0, o que caracteriza suscetibilidade e as
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populagdes A20 e A28 de M. incognita obtiveram FR < 1,0; mostrando-se resistentes. O FR
variou de 0,32 a 2,01; sendo o menor valor na populacdo A28 e o maior valor na populagéo
A06.

Tabela 2 - Valores médios do indice de massas de ovos (IMO) e do fator de reproducgéo (FR)
de Meloidogyne incognita em plantas de fumo cv. NC 95 e algod&o cv. Deltapine 16.

Populacdo Plantas hospedeiras diferenciadoras  IMO? FR? Reacao?
A06 Fumo ‘NC 95’ 4,3 6,23 S
A06 Algodao ‘Deltapine 16’ 3,7 2,01 S
A20 Fumo ‘NC 95’ 4,3 20,92 S
A20 Algodao ‘Deltapine 16’ 3,8 0,61 R
A22 Fumo ‘NC 95’ 4,5 25,89 S
A22 Algodao ‘Deltapine 16’ 4,8 1,35 S
A27 Fumo ‘NC 95’ 3,5 13,1 S
A27 Algodao ‘Deltapine 16’ 4,1 1,27 S
A28 Fumo ‘NC 95’ 3,8 8,22 S
A28 Algodao Deltapine 16 3,1 0,32 R

IMédia de seis repeticGes. 2R= resistente (FR < 1,0) e S= suscetivel (FR > 1,0), segundo
Oostenbrink (1966).

De maneira geral, os valores de IMO e FR apresentaram-se elevados, indicando nas
hospedeiras avaliadas, uma maior tendéncia de suscetibilidade a M. incognita, exceto em duas
populacdes onde os valores de FR foram baixos, menores que 1, o que classifica as espécies
vegetais como mas hospedeiras do nematoide.

Essa divergéncia entre IMO e FR pode ser devida ao provavel baixo numero de ovos
em suas massas externas ou a ocorréncia de massas de ovos internas, que nao sdo
contabilizadas e assim, subestima-se 0 numero total de ovos nas raizes, demonstrando que o
IMO néo deve ser utilizado como Unico pardmetro para determinar reacdo de resisténcia ou
suscetibilidade para o género Meloidogyne (CARNEIRO et al., 2006; CORREIA, 2013;
ROZARIO, 2013), bem como o indice de galhas, pois estas representam sintomas de
hipertrofia e hiperplasia em resposta a presenca de toxinas injetadas pelo nematoide e nédo
expressam a capacidade de reproducdo deste nas raizes (FERNANDES; KULCZYNSKI,
2009).

Diante dos resultados do teste de hospedeiras diferenciadoras, as populacées A06, A22

e A27, originarias dos municipios de Arapiraca e Taquarana, apresentaram FR > 1 para as
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duas cultivares testadas, sendo identificadas como raga 4 de M. incognita. Ja as populacbes
A20 e A28 s6 obtiveram FR > 1 para um hospedeiro, o fumo, sendo assim, classificam-se

como pertencentes a raga 2 de M. incognita (Tabelas 2 e 3).

Tabela 3 — Identificacdo de racas de Meloidogyne incognita provenientes de areas produtoras

de alface, localizadas na regido agreste do estado de Alagoas.

Amostra Espécie vegetal e reacao Raca

Algodao (cv. Deltapine 16)  Fumo (cv. NC 95)

A06 + + Raca 4
A20 - + Raca 2
A22 + + Raca 4
A27 + + Raca 4
A28 - + Raca 2

(+) Indica hospedeiro suscetivel; (-) hospedeiro resistente.

Em distintos estudos realizados com populagdes de M. incognita obtidas de plantas de
abobrinha (Cucurbita pepo L.) do estado de Pernambuco, batata (Solanum tuberosum L.) de
areas produtoras de Minas Gerias, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, soja dos
estados de Goias, Sdo Paulo e Parana e algoddo do Parana, constatou-se que a raca 4 foi
predominante (CARNEIRO; ALMEIDA; CARNEIRO, 1996; CHARCHAR, 1997;
CASTRO; LIMA; CARNEIRO, 2003; SANTOS, 2011).

Em uma avaliacdo quanto a reproducdo de M. incognita raca 2 em 32 cultivares
comerciais de alface, mais de 50% do material avaliado comportaram-se como boas
hospedeiras deste nematoide, o que ressalta sua importancia como patdgeno para esta cultura
(WILCKEN; GARCIA; SILVA, 2004; CORREIA, 2013). Em levantamento realizado nas
regides nordeste, centro-oeste, sul e sudeste em &reas produtoras de hortalicas, como pepino
(Cucumis sativus L.) e batata, também foi relatada a ocorréncia de M. incognita raca 2, o que
indica que esta raga ocorre de maneira generalizada no cultivo de hortaligas e nas diferentes
regides do pais (SILVA, 1991; CHARCHAR, 1997; SALATA et al., 2015).

A raca 4 é caracterizada por infectar tanto o algoddo quanto o fumo e raga 2 por
parasitar apenas uma hospedeira diferenciadora, o fumo (FERRAZ; MONTEIRO, 2011). A
determinacéo da raca do nematoide néo indica a intensidade da sua viruléncia, uma vez que
plantas hospedeiras sdo suscetiveis ao gene de viruléncia do nematoide, sendo assim, esta €
determinada diretamente por habilidades reprodutivas das ragas diante do patossistema em
gue se encontram (SWANSON; VAN GUNDY, 1984; BORGES et al., 2009).
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No trabalho realizado por Hadisoeganda; Sasser (1982) a cultivar Colosus de feijao-
caupi (Vigna unguiculata L.) apresentou resisténcia a uma populacdo de M. incognita e
suscetibilidade a outra populacdo de M. incognita, sendo, ambas, identificadas como raca 3,
pelo teste de hospedeiras diferenciadoras, deste modo, esses exemplos de variacdo da
viruléncia ratificam que ndo hé& relacdo entre a intensidade da viruléncia da raca e a cultivar
suscetivel (PERRY; MOENS; STARR, 2009).

Embora a determinacdo de varias espécies de Meloidogyne possa ser alcancada por
meio da eletroforese de isoenzimas, o teste de hospedeiras diferenciadoras (HARTMAN;
SASSER, 1985) ainda continua com grande valor na identificacdo das racas fisiologicas que
existem dentro das espécies de Meloidogyne, ressaltando a importancia deste conhecimento
no desenvolvimento de cultivares resistentes, assim como na escolha destas para serem usadas
no manejo deste nematoide, com a pratica da rotacdo de culturas (CASTRO; LIMA;
CARNEIRO, 2003).

Trabalhos desenvolvidos visando a obtencdo de cultivares de alface resistentes ao
nematoide das galhas, confirmam a necessidade da identificacdo das racas existentes dentro
das populacGes de Meloidogyne spp. que infectam plantios desta cultura. Em pesquisas
desenvolvidas para avaliagdo da resisténcia de cultivares de alface a M. incognita ragas 1 e 2,
obteve-se 13 cultivares comercias de alface com resisténcia a raga 1 e seis cultivares
resistentes a raca 2 (CHARCHAR; MOITA, 1996; WILCKEN; GARCIA; SILVA, 2005;
PINHEIRO et al., 2014).

Diante do exposto, a ocorréncia das espécies M. incognita e M. javanica ressalta sua
importancia como agentes indutores de danos em alface, contribuindo para redugédo na
produtividade e até inviabilizando areas de cultivo, sendo necessaria nestas areas a adogdo de
medidas de manejo para manter a populagdo deste nematoide abaixo do nivel de dano

econdmico.
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5 CONCLUSOES

As espécies Meloidogyne incognita e M. javanica ocorreram nas 22 areas de producao
de alface localizadas na regido agreste do estado de Alagoas, com predominio de M.

incognita.

Em cinco populacdes de M. incognita foram identificadas as racas 2 e 4 infectando a

cultura da alface na regido agreste do estado de Alagoas.
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ANEXO
ANEXO A - Informac6es adicionais obtidas nas 42 areas de cultivo de alface localizadas na regido agreste do estado de Alagoas.
Area | Municipio | Coordenadas | Area Tipo de Idade Irrigacéo Adubacéo Agrotoxico Culturas
(m?) alface (Dias) anteriores

1 Arapiraca | S 09°47.570° 900 Lisa 45 Microaspersao Torta de filtro e esterco | Fungicida Alface
0 36°37.850° bovino

2 Arapiraca | S 09°47.977° 500 Lisa 40 Microaspersao Torta de filtro, esterco Inseticida Cebolinha e
0 36°37.682’ bovino e NPK coentro

3 Arapiraca | S 09°48.260° 1820 Lisa 40 Microaspersao Esterco bovino, torta | Fungicidae _
0 36°37.583° de mamona e NPK Acaricida

4 Arapiraca | S 09°48.149’ 6050 Lisa 40 Microaspersao Esterco bovino e Inseticida, Coentro
0 36°37.351° esterco de galinha fungicida e

acaricida

5 Arapiraca | S09°47.726> | 10000 Crespa 45 Mangueira Torta de mamona, Inseticida, | Coentro e alface

0 36°37.639’ Santeno esterco bovino e NPK | fungicida e
acaricida

6 Taquarana | S 09°39.667° | 1512,5 Lisa 35 Aspersdo NPK Néo Mandioca e
0 36°28.068° feijdo

7 Taquarana | S 09°39.688’ 3025 Lisa, crespa e 30 Microasperséao Torta de filtro e adubo Néo Coentro e alface
036°28.113’ americana quimico

8 Taquarana | S 09°40.054° 14,4 Lisa 30 Aspersdo Esterco bovino e NPK Néo Coentro e alface
0 36°28.004°

9 Feira S 09°50.935° 1512,5 Lisa 45 Aspersdo Torta de mamona Nao Fumo

Grande 0 36°37.248’
10 Feira S 09°52.297° | 1512,5 Lisa 45 Aspersdo Torta de mamona e Néo Fumo e
Grande 0 36°36.708’ NPK mandioca
11 Girau do S 09°55.897° 210 Lisa 45 Aspersdo Esterco bovino e Néo _
Ponciano | O 36°50.855’ esterco ovino

12 Arapiraca | S 09°48.025° 360 Lisa 45 Mangueira Esterco bovino, torta | Inseticida e Coentro

0 36°35.606° Santeno de mamona e calcario fungicida

naturais
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12 Arapiraca | S 09°48.025° 360 Americana 45 Mangueira Esterco bovino, torta Inseticida e Coentro
0 36°35.606’ Santeno de mamona e calcério fungicida
naturais
13 Arapiraca | S09°47.214° | 1069,2 Lisa 40 Mangueira Esterco bovino e Fungicida e _
0 36°35.488’ Santeno esterco de codorna acaricida
14 Arapiraca | S 09°47.501° 1215 Lisa 45 Mangueira Esterco de galinha Inseticida e Piment&o
0 36°35.982’ Santeno fungicida
15 Arapiraca | S 09°47.548’ 3300 Lisa 30 Mangueira Esterco de galinha e Fungicida Coentro
0 36°36.235° NPK
16 Arapiraca | S 09°48.182° 1575 Crespa 40 Microaspersao Esterco bovino, torta Fungicida Coentro
0 36°37.688’ de mamona e NPK
17 Campo S 09°59.787> | 1512,5 Lisa 40 Aspersao Esterco ovino Néo _
Grande 0 36°48.860°
18 Sao S 09°53.824° 325 Lisa 30 Mangueira Esterco de galinha, Né&o Coentro
Sebastido | O 36°32.791° Santeno torta de mamona e
NPK
19 Séo S 09°52.479° 462 Lisa 30 Mangueira Esterco Bovino, Fungicida Coentro
Sebastido | 0 36°33.598’ Santeno esterco caprino e NPK
20 Séo S 09°52.668’ 672 Lisa 40 Mangueira Esterco bovino e NPK Inseticida Coentro
Sebastido | O 36°33.165’ Santeno natural
21 Arapiraca | S 09°50.094° 3453 Americana 40 Mangueira Esterco bovino e NPK Inseticida Pimenta
0 36°35.047° Santeno quimico e
organico
22 Arapiraca | S 09°49.139’ 15125 Americana 40 Mangueira Esterco bovino e Fungicida Alface
0 36°35.697° Santeno fertilizante mineral
23 Arapiraca | S 09°49.188’ 3125 Americana 40 Mangueira Esterco bovino, torta Fungicida, | Brdcolis e cebola
0 36°36.244° Santeno de mamona, NPK, inseticida e
boro super, silicio e acaricida

fertilizante foliar

organicos
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24 Limoeiro S 09°46.092° 2200 Lisa 40 Mangueira Esterco caprino e NPK | Fungicida e Alface
de Anadia | 0 36°33.202 Santeno acaricida
25 Arapiraca | S 09°47.807’ 2057 Lisa 40 Mangueira Esterco bovino, torta | Fungicidae Coentro
0 36°37.874° Santeno de mamona e NPK acaricida
26 Arapiraca | S 09°47.929° 2717 Lisa 30 Mangueira Esterco bovino, torta Fungicida Coentro
0 36°37.902° Santeno de mamona e NPK
27 Limoeiro S 09°45.089’ 1650 Lisa 40 Microaspersao Uréia, Super fosfato Inseticida Coentro
de Anadia | O 36°°33.214’ simples, sulfato de natural
potassio e esterco
bovino
28 | Taquarana | S 09°38.368’ 720 Crespa 30 Mangueira Esterco bovino, esterco | Fungicida Coentro e
0 36°28.498’ Santeno de galinha, torta de bioldgico piment&o
mamona e NPK
29 Taquarana | S 09°37.967° 900 Lisa 40 Mangueira Esterco bovino, torta Inseticida, Mandioca
0 36°30.192’ Santeno de mamona e NPK fungicida e
acaricida
30 | Taquarana | S 09°40.647° 180 Lisa 35 Tubo Laser Esterco bovino, torta Fungicida Coentro
0 36°27.310° de mamona e NPK
31 Taquarana | S 09°37.937° 216 Lisa 30 Tubo Laser Esterco bovino, torta Inseticida Cebolinha,
0 36°28.047° de mamona NPK coentro e
pimentéo
32 Arapiraca | S 09°50.392’ 6050 Lisae 30 Mangueira Esterco caprino e NPK | Inseticida, Alface
0 36°33.584° Americana Santeno fungicida e
acaricida
33 Limoeiro S 09°45.731° | 4537,5 | Lisae crespa 30 Aspersdo Esterco bovino,esterco Nao Alface
de Anadia | O36°31.267’ caprino, fertilizante
mineral potassio,
fertilizante foliar e
calcario e NPK
34 Arapiraca | S 09°47.737 3025 Lisa 45 Mangueira Esterco bovino, torta Inseticida e Coentro
0 36°37.840° Santeno de mamona, fungicida

micronutrientes e NPK




Anexo A, Cont.

47

35 Limoeiro S 09°47.931° 375 Lisa 40 Mangueira Esterco caprino e NPK | Inseticida, Cebolinha
de Anadia | O 36°33.144° Santeno fungicida,
acaricida e
inseticida
biol6gico
36 Limoeiro S 09°48.173’ 6050 Lisa 40 Mangueira Esterco bovino e NPK Fungicida Coentro
de Anadia | O 36°32.251” Santeno
37 Arapiraca | S 09°48.655° | 45375 Lisa 35 Mangueira Esterco bovino, ureiae | Inseticidae Alface
0 36°32.889’ Santeno NPK fungicida
38 Arapiraca | S 09°48.045° 3025 Lisa 45 Mangueira Esterco bovino e torta Néo Coentro
0 36°37.251° Santeno de mamona
39 Arapiraca | S 09°48.063° _ Crespa 40 Mangueira Esterco bovino e NPK Inseticida Alface
0 36°37.286°
40 Arapiraca | S 09°48.580° 6050 Lisa 40 Mangueira Esterco bovino e NPK Inseticida Alface
0 36°37.190° Santeno
41 Arapiraca | S 09°48.596’ 3025 Lisa 40 Mangueira Esterco bovino, torta Fungicida Mandioca
0 36°37.222’ de mamona e NPK
42 Arapiraca | S 09°48.745° | 4537,5 | Lisae crespa 30 Mangueira Esterco bovino e NPK | Inseticida, Mandioca
0 36°37.060° Santeno fungicida

(-) Néo informado.
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