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RESUMO

FITONEMATOIDES ASSOCIADOS A NOGUEIRA-PECA NO RIO GRANDE DO
SUL E CORRELACAO COM OS ATRIBUTOS DO SOLO

AUTOR: Izabelle Scheffer Romagna
ORIENTADOR: Prof. Dr. Zaida Inés Antoniolli
COORIENTADOR: Prof. Dr. Jansen Rodrigo Pereira Santos

O Rio Grande do Sul é o maior produtor de nogueira-pecé do pais. Essa cultura vem adquirindo
espaco em pequenas e médias propriedades em razdo da sua lucratividade, longevidade e
possibilidade de diversificacdo de renda. Por se tratar de uma cultura relativamente nova no
pais, estudos relacionados a nematoides sdo escassos, embora muito discutido e estudado em
outros paises produtores. Desta maneira, 0 presente estudo teve como objetivo (1) caracterizar
géneros fitoparasitas presentes em solos cultivados com nogueira-pecd, em diferentes regides
produtoras no estado do Rio Grande do Sul, e (2) avaliar a suscetibilidade da nogueira-pecd,
cultivar Barton, ao fitonematoide Mesocriconema xenoplax (Raski, 1952). Para o estudo I,
realizou-se o levantamento dos géneros de fitonematoides presentes nos solos e nas raizes de
nogueira-pecd de doze pomares, localizados em oito municipios do estado (Cachoeira do Sul,
Santa Maria, Bento Gongalves, Catuipe, ljui, Anta Gorda, Pantano Grande e Encruzilhada do
Sul). Apos a coleta, as amostras foram submetidas a anélise nematoldgica e analise do solo. Os
géneros pertencentes a familia Criconematidae foram identificados a nivel de espécie por meio
de anélises morfoldgicas e morfométricas. A partir da analise nematoldgica encontrou-se oito
géneros fitoparasitas (Mesocriconema, Criconemoides, Discocriconemella, Xiphinema,
Tylenchus, Pratylenchus, Helicotylenchus e Aphelenchoides), sendo que o0s géneros
Mesocriconema e Helicotylenchus foram os mais frequentes e abundantes. Identificou-se as
espécies M. xenoplax, Mesocriconema ornatum, Criconemoides ixhaphozi e Discocriconemella
degrissei. As densidades populacionais dos géneros Mesocriconema e Criconemoides
apresentaram correlacdo forte, evidenciando que a mediada que algumas condicdes favorecem
0 aumento da densidade de um género o mesmo ocorre com o outro. Ndo foi observada
supressdo populacional de uma populacdo em detrimento da outra. Além disso, o género
Mesocriconema apresentou correlacdo negativa com a maioria dos atributos do solo, sugerindo
gue esses atributos ndo interferem em sua frequéncia populacional. Devido a maior frequéncia
do género Mesocriconema nos pomares analisados, desenvolveu-se o estudo 1, no qual mudas
de nogueira-pecd, cultivar Barton, foram inoculadas com M. xenoplax. Foram avaliados: altura
da planta (cm), comprimento da raiz principal (cm), massa fresca do sistema radicular (g),
didametro do caule (mm), nimero de nematoides no solo e nas raizes das plantas inoculadas e o
fator de reproducdo. As mudas de nogueira-pecd, cultivar Barton, foram suscetiveis ao
nematoide M. xenoplax em condicOes de casa de vegetacdo, apds 180 dias de inoculagdo. A
presenca deste nematoide ocasionou reducdo da altura, didmetro do caule, massa fresca e
comprimento do sistema radicular das plantas, assim como sintomas acentuados de murcha,
clorose e necrose nas mudas. Diante desses resultados, sugere-se o desenvolvimento de novas
pesquisas sobre as suscetibilidades das cultivares de nogueira-peca utilizadas no estado, bem
como a caracterizacdo genética dos géneros associados a cultura.

Palavras-chaves: Nematoides. Barton. Mesocriconema. Suscetibilidade.



ABSTRACT

PHYTONEMATOIDS ASSOCIATED WITH PECANS IN RIO GRANDE DO SUL
AND CORRELATION WITH SOIL ATTRIBUTES

AUTHOR: Izabelle Scheffer Romagna
ADVISOR: Prof?. Dr?, Zaida Inés Antoniolli
COORIENTADOR: Prof. Dr. Jansen Rodrigo Pereira Santos

Rio Grande do Sul is the largest pecan producer in the country. This crop is gaining space on
small and medium farms because of its profitability, longevity, and possibility of income
diversification. Because it is a relatively new crop in the country, studies related to nematodes
are scarce, although much discussed and studied in other producing countries. Thus, the present
study aimed (1) to characterize phytoparasite genera present in soils cultivated with pecan
walnut, in different producing regions in the state of Rio Grande do Sul, and (2) to evaluate the
susceptibility of pecan walnut, cultivar Barton, to the phytonematode Mesocriconema xenoplax
(Raski, 1952). For study I, a survey of phytonematode genera present in soils and roots of pecan
nuts from twelve orchards, located in eight municipalities of the state (Cachoeira do Sul, Santa
Maria, Bento Gongalves, Catuipe, ljui, Anta Gorda, Pantano Grande and Encruzilhada do Sul)
was carried out. After collection, the samples were submitted to nematode analysis and soil
analysis. The genera belonging to the family Criconematidae were identified to species level
by morphological and morphometric analysis. From the nematode analysis eight phytoparasitic
genera were found (Mesocriconema, Criconemoides, Discocriconemella, Xiphinema,
Tylenchus, Pratylenchus, Helicotylenchus and Aphelenchoides), whereby Mesocriconema and
Helicotylenchus were the most frequent and abundant. The species M. xenoplax,
Mesocriconema ornatum, Criconemoides ixhaphozi and Discocriconemella degrissei were
identified. The population densities of Mesocriconema and Criconemoides showed a strong
correlation, showing that as certain conditions favor an increase in the density of one genus, so
does the other. No population suppression of one population was observed at the expense of the
other. In addition, Mesocriconema showed a negative correlation with most soil attributes,
suggesting that these attributes do not interfere with its population frequency. Due to the higher
frequency of the genus Mesocriconema in the analyzed orchards, study 11 was developed, where
pecan walnut seedlings, cultivar Barton, were inoculated with M. xenoplax. The following were
evaluated: plant height (cm), main root length (cm), root system fresh mass (g), stem diameter
(mm), number of nematodes in the soil and roots of inoculated plants and the reproduction
factor. Pecan walnut seedlings, cultivar Barton, were susceptible to the nematode M. xenoplax
under greenhouse conditions after 180 days of inoculation. The presence of this nematode
resulted in reduced height, stem diameter, fresh mass and length of the root system of the plants,
as well as marked symptoms of wilting, chlorosis and necrosis in the seedlings. In view of these
results, we suggest the development of further research on the susceptibility of pecan cultivars
used in the state, as well as the genetic characterization of genera associated with the culture.

Keywords: Nematode. Barton. Mesocriconema. Susceptibility.
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1 INTRODUCAO GERAL

A nogueira-pecd [Carya illinoinensis (Wangenh) K. Koch], pertencente a familia
Juglandaceae, € uma espécie arbdrea que ocorre naturalmente no sul dos Estados Unidos e norte
do México. A producgdo desta planta é focada na comercializacdo dos frutos, que possuem
grande interesse comercial e econdmico para consumo humano. No Brasil, sua exploracédo
comercial teve inicio em 1960-1970, nos estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul
(RASEIRA, 1990). Atualmente, o Rio Grande do Sul é o estado com maior destaque, em razéo
do aumento de &rea plantada, com o equivalente a 9500 hectares, 0 que representa 70% da area
total nacional (PRO-PECA, 2020). A intensificacio da producio de nogueira-pecé neste estado,
é em funcéo desta cultura apresentar-se como uma alternativa de diversificacdo de renda dentro
da propriedade, da longevidade produtiva, além de possibilitar sistemas de integracdo com
animais. Além disso, ha um grande potencial para a atividade da truficultura que esta iniciando
no estado (SULZBACHER et al., 2019; FREIBERG, 2022).

A expressdo do potencial produtivo da nogueira-pecd pode ser acometida por fatores
bidticos, que causam doencas na cultura. Dentre esses fatores, os nematoides parasitas de
plantas (fitonematoides) merecem atencdo, por se tratar de organismos microscépicos, de dificil
diagndstico e identificacdo. Os fitonematoides sdo habitantes naturais do solo, que se associam
as plantas superiores, para retirar de seu hospedeiro 0s nutrientes necessarios para sua
sobrevivéncia e reproducdo. O resultado dessa associacdo nematoide/planta hospedeira gera
uma série de reacfes na planta, as quais resultam em perdas significativas na producdo. Os
prejuizos relatados para esses parasitas no agronegocio mundial chegam a 157 bilhdes de
dolares (SINGH; HODDA,; ASH, 2013). No Brasil, a Associacdo Brasileira de Nematologia
(SBN), relatou que os fitonematoides causaram perdas aproximadas de 35 bilhGes de reais por
ano, nos mais diversos cultivos agricolas (SBN, 2017).

Estudos relacionados com a populacdo de géneros de fitonematoides em solos
cultivados com nogueira-pecd, no Brasil e no estado do Rio Grande do Sul ainda séo escassos
e de dificil acesso. No entanto, desde o século XIX ja havia relatos de fitonematoides do género
Meloidogyne em nogueira-pecd nos Estados Unidos e na Africa do Sul (NYCZEPIR, 2013). O
primeiro relato de parasitismo por Meloidogyne partityla em nogueira-pecd foi em 1986
(KLEYNHANS, 1986). As mudas de nogueira-pecd infectadas por M. partityla apresentam
sintomas como areas irregulares de crescimento atrofiado, amarelecimento de folhas, galhos
mortos no dossel superior e galhas nas raizes principais e secundarias (BRITO et al., 2006). A

utilizacdo de cultivares menos suscetiveis a infeccdo por fitonematoides é uma das alternativas
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para reduzir os danos causados nas plantas de nogueira-peca. Nesse sentido, Pinochet et al.
(1993) testaram a suscetibilidade de oito cultivares de nogueira-peca a Meloidogyne javanica
(Treub, 1885) e Pratylenchus vulnus (Allen e Jansen, 1951). Os autores verificaram que a
cultivar Candy apresentou o maior nivel de parasitismo para M. javanica (940 nematoides por
grama de raiz) e Cape Fear obteve maior nivel de parasitismo para P. vulnus (2610 nematoides
por grama de raiz).

Além dos fitonematoides pertencentes aos géneros Meloidogyne e Pratylenchus,
existem outros géneros de nematoides parasitas de plantas que causam problemas em espécies
perenes e sdo potenciais patdgenos para a nogueira-pecd. O Mesocriconema xenoplax (Raski,
1952) é um fitonematoide ectoparasita, com preferéncia marcante por espécies vegetais
lenhosas, perenes, como pinheiros e outras esséncias florestais, videira, nogueira, ameixeira e
em especial pessegueiro (LOOF; DE GRISSE, 1989). Na Italia, existem relatos de que a espécie
perene de nogueira-comum (Juglans regia L.) tém apresentado danos graves causados por M.
xenoplax, com sintomas de desenvolvimento e crescimento reduzido, extensas areas necroticas
nas raizes e lesdes no floema (CIANCIO; GRASSO, 1997).

Pelo fato do solo ser o habitat dos nematoides parasitas de plantas, o mesmo interfere
diretamente sobre o ciclo de vida desses organismos. As intervenc¢des sdo mediadas através dos
aspectos quimicos, fisicos, bioldgicos e manejo adotado. Sabe-se que fitonematoides
movimentam-se pelo solo, em pequenas distancias, por filmes de agua até encontrar a
extremidade de um sistema radicular. Neste sentido, a textura do solo entra como um dos fatores
fisicos mais importantes para o sucesso no ciclo de vida desses organismos. Solos mais
argilosos, com melhor arranjo de microagregados, atingem a capacidade de campo mais
rapidamente, dificultando a movimentacao dos nematoides, enquanto solos mais arenosos, que
possuem alta macroporosidade tendem a favorecer o movimento de &gua no solo, e
consequentemente o movimento do nematoide (TIHOHOD, 1993). O pH do solo também pode
afetar sua sobrevivéncia. Embora exista intervalos de tolerdncia para cada espécie, a maioria
dos fitonematoides apresenta uma faixa 6tima de pH entre 55 e 6,0 (MASSAROTO,;
YAMASHITA, 2011). Em relacdo aos teores de nutrientes no solo, sabe-se que plantas bem
nutridas apresentam maior tolerancia aos danos causados pelos fitonematoides
(MELAKEBERHAN et al., 1997). Contudo, quanto melhor a planta se desenvolver devido uma
boa disponibilidade de nutrientes, e maior for seu sistema radicular, maior sera a multiplicacéo
dos fitonematoides em um hospedeiro suscetivel. Além disso, algumas espécies apresentam
correlacdo direta com a disponibilidade de determinados nutrientes, evidenciando uma érea de

pesquisa com potencial a ser melhor explorado.
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Apesar dos relatos de ocorréncia e danos de géneros fitoparasitas associados a nogueira-
pecd em outros paises, 0 conhecimento sobre fitonematoides nas condicGes de clima e solo das
principais regides produtoras do Rio Grande do Sul — Brasil ainda ndo é bem investigado. A
caracterizacdo de géneros fitoparasitas presentes no solo é fundamental para a definicdo de
outros estudos como por exemplo, a reacdo de diferentes cultivares na presenca de determinados
géneros, o comportamento do ciclo juvenil da cultura na presenca de fitonematoides, a maior
suscetibilidade a doencas de solo pela exposic¢do da raiz com a infeccdo e possiveis perdas na
produtividade, entre outros. Diante disso, objetivou-se nesse trabalho (1) caracterizar géneros
fitoparasitas presentes em solos cultivados com nogueira-pecé em diferentes regides produtoras
no estado do Rio Grande do Sul e (2) avaliar a suscetibilidade da nogueira-peca, cultivar Barton,

ao fitonematoide Mesocriconema xenoplax (Raski, 1952).
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2 CAPITULO | - CARACTERIZACAO DE FITONEMATOIDES EM SOLOS
CULTIVADOS COM NOGUEIRA-PECA NO RIO GRANDE DO SUL!

2.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a pecanicultura expandiu-se de forma significativa no Rio Grande do
Sul, colocando o estado em primeiro lugar no ranking brasileiro de producdo de noz-pecé
(Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch (Juglandaceae) (Barros et al., 2018). A expanséo
dessa cultura no estado é reflexo da excelente remuneracdo que a atividade oferece e da
possibilidade de diversificacdo de renda dentro da propriedade. Desta forma, as pesquisas
associadas a esta cultura se intensificaram voltando-se principalmente a adaptabilidade de
cultivares e a resisténcia as principais doencas de sintomas visiveis, como antracnose e sarna
da nogueira-pecé (Terabe et al., 2008; Martins et al., 2018; Crosa et al., 2020;). No entanto,
dados e pesquisas relacionadas a ocorréncia de fitonematoides associados a essa cultura no
Brasil ainda sdo inexistentes.

As areas agricolas atualmente ocupadas por pomares de nogueira-pecd, no passado, em
sua grande maioria, eram utilizadas para pastagens, com diversas gramineas e/ou campo nativo.
Muitas dessas areas encontravam-se abandonadas ou em situacdo de degradacdo (Otiz &
Camargo, 2005). Assim, naturalmente poderiam estar com altos indices populacionais de
fitonematoides, uma vez que podem estar sob uma situacao de desequilibrio ecolégico.

Além disso, é possivel que as mudas de pomares pioneiros no pais, oriundas de outros
paises, em especial os Estados Unidos, possam ter sido introduzidas no Brasil com a presenca
de nematoides. Nos Estados Unidos, por exemplo, sdo comuns os relatos de fitonematoides
parasitando a nogueira-pecd e causando danos nas plantas, principalmente o género
Meloidogyne (Hendrix & Powell, 1968; Carithers, 1978; Johnson, 1986). Dentro deste género,
a espécie Meloidogyne partityla parece apresentar especificidade em hospedar a nogueira-peca,
e sua infeccédo € associada a doenca “mouse ear disorder” (Nyczepir et al., 2004). Portanto, as
mudas oriundas dos Estados Unidos estabelecidas em pomares pioneiros no Brasil, possuiam
um alto potencial de introducdo de Meloidogyne em &reas hipoteticamente isentas deste
patogeno. Também, outros géneros comumente reportados em solos do Rio Grande do Sul ja
foram reportados hospedando a nogueira-pecd, tais como Pratylenchus no sudeste dos Estados
Unidos (Pinhochet, 1993) e Mesocriconema na Italia (BRITO et al., 2006).

L Artigo submetido para a revista European Journal of Plant Pathology. As referéncias estdo conforme normas
dessa revista.
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Os danos causados por fitonematoides podem atacar de maneira distinta o sistema
produtivo. Podendo ocorrer de forma direta, quando relacionado com o processo de infeccéo,
ou indireta, quando expde o sistema radicular da planta a infeccdo por outros patdgenos.
Considerando que, ha vérias possibilidades de entrada de fitonematoides em pomares de
nogueira-pecé no Brasil, e a representatividade do Rio Grande do Sul na producédo de noz peca
estudos sobre a caracterizagdo desses organismos tornam-se necessarios. Desta forma, o
presente estudo teve como objetivo caracterizar as populacbes de fitonematoides, alem de
verificar a associacdo de géneros de fitonematoides com propriedades do solo e a correlacédo
entre 0s géneros presentes em solos cultivados com nogueira-pecé no estado do Rio Grande do
Sul, Brasil.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Coleta de solo nos pomares de nogueira-peca

A coleta de solo foi realizada em 12 propriedades distribuidas em oito municipios do
Rio Grande do Sul (Tabela 1). As coletas procederam-se em uma &rea amostral de
aproximadamente 0,5 hectares, amostrando-se 12 arvores por pomar, com a distribuicdo de duas
plantas por fileira, proximo a projecdo da copa e a uma profundidade de 0-20 cm (Material
Suplementar). As arvores da bordadura foram eliminadas da coleta. Cada amostra foi composta
por duas subamostras, homogeneizadas formando a amostra de trabalho, e identificadas com o
namero conforme ordem de coleta. Aproximadamente um kg de solo mais raizes foi amostrado,

os quais foram armazenados a 4°C até seu processamento.

Tabela 1 - Cédigo de amostras coletadas em solos cultivados com nogueira-pecd, no estado
do Rio Grande do Sul e seus respectivos municipios.

Cadigo da amostra Municipio Coordenadas

Geogréficas

NP1 Cachoeira do Sul 30°02'21"'S
52°53'38"W
NP2 Santa Maria 29°41'02"'S

53°48'25"W



NP3

NP4

NP5

NP6

NP7

NP8

NP9

NP10

NP11

NP12

Bento Gongalves

Catuipe

ljui

Anta Gorda

Santa Maria

Cachoeira do Sul

Cachoeira do Sul

Cachoeira do Sul

Pantano Grande

Encruzilhada do Sul

29°10'26"'S
51°31'7"W
28°15'41"S
54°0'9"W
28°23'16"S
53°54'53"W
28°57'31"S
51°59'45"W
29°41'02"S
53°48'25"W
30°02"21"S
52°53'38"W
30°02'21"'S
52°53'38"W
30°02"21"S
52°53'38"W
30°11'25"S
52°22"24"W
30°31'37"S
52°31'6"W
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2.2.2 Andlise quimica e fisica do solo

Uma amostra de solo composta, formada a partir das amostras de solo de cada pomar

de nogueira-pecd, foi destinada para avaliacdo de propriedades quimicas do solo. Foram

analisados o percentual de argila (densimetro), pH em H20 (dgua 1:1), os teores disponiveis de
P e K (Mehlich-1), AI¥*, Ca?* e Mg?* trocaveis (KCI 1 mol L), Cuand Zn (HCI 0.1 M), and S
[Ca(H2PO4)], boro (H20) e matéria organica do solo conforme o método Walkley-Black. All

soil chemical analyses were performed according to Tedesco et al., (1995).

2.2.3 Analise nematologica

O processamento das amostras de solo para a analise nematoldgica foi realizada

conforme a metodologia descrita por Jenkins (1964). Apos extracdo dos nematoides do solo
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pelo método de flotagdo centrifuga em solucéo de sacarose, os nematoides foram mortos em
banho maria em uma temperatura de 54°C, durante cinco minutos, e fixados em solucéo Golden
2X (formalina: glicerina: agua a 16:4:80) para sua conservacao. Sob microscopio optico, em
uma camara de Peters, foram contabilizados o numero de espécimes por género de
fitonematoides presentes em cada amostra. Para a identificacdo de nematoides pertencentes a
familia Criconematidae, utilizou-se a chave taxondmica proposta por Geraert (2010) e para 0s

demais géneros a chave taxonémica de Ferraz (2012).

2.2.3.1 Analises morfoldgicas e morfométricas de géneros pertencentes a familia
Criconematidae

Analises morfologicas e morfométricas foram realizadas para confirmar a identificacdo
em nivel de género dos nematoides anelados, pertencentes a familia Criconematidae, e partir
dessa determinacdo realizar a classificacdo a nivel de espécie. Para tanto, as amostras foram
infiltradas (Cares & Huang, 2008), seguido da confeccdo de ldminas permanentes para
observacao em microscopio de estruturas morfoldgicas e mensuracdo morfométrica. Utilizou-
se as chaves de identificacdo taxonémica a nivel de género e de espécie proposta por Geraert
(2010). As observacdes e mensuragdes foram realizadas com objetivas de 10x, 20x e 40x, e
objetiva de imersdo de 100x, através do Software LAZ EZ (Leica, Germany), que também foi
utilizado para micrografias. Pelo menos dez espécimes de cada amostra foram analisados, e 0s
parametros utilizados nas medi¢des foram: EST - comprimento do estilete (um); L -
comprimento total do corpo (um); R - nimero total de anéis do corpo; Rex - nimero do anel
onde esta localizado o poro excretor; RV - nimero do anel localizado na vulva; RVan - nimero
do anel localizado no anus; VL/VB - distancia da vulva até a extremidade do corpo divido pela

largura do corpo onde a vulva esta localizada.

2.2.5 Analise estatistica

Apos o levantamento e identificagdo de géneros fitoparasitas presentes nas principais
regides produtoras de nogueira-peca do Rio Grande do Sul, os dados obtidos foram utilizados
para calcular a frequéncia relativa (%) e a densidade populacional (nematoides 200cm de solo)
de géneros fitonematoides. Os dados morfométricos foram submetidos a analise descritiva, por
meio da média e desvio padrdo. A densidade populacional dos géneros de fitonematoides
encontrados e as propriedades quimicas e fisicas solo foram submetidos a Analise dos

Componentes Principais (PCA). Os dados de frequéncia por género foram submetidos a anélise
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de correlagdo de Spearman. A interpretacdo dessa relacdo seguiu 0 proposto por Rumsey
(2016), sendo: r> 0,30 correlacéo fraca; r> 0,50 correlagdo moderada; r> 0,7 correlagdo forte.
Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio de Software R Studio (R Core
Team, 2021).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

Oito géneros de nematoides parasitas de plantas (Mesocriconema, Criconemoides,
Discocriconemella, Xiphinema, Tylenchus, Pratylenchus, Helicotylenchus e Aphelenchoides)
foram observados entre os doze locais amostrados no estado do Rio Grande do Sul. Dos géneros
encontrados, Mesocriconema e Helicotylenchus estiveram presentes em todas os locais
coletados (Figura 1). Na sequéncia, os géneros Pratylenchus e Xiphinema foram os mais
frequentes seguidos de Criconemoides e Discocriconemella. Os géneros menos frequentes
foram Aphelenchoides e Tylenchus. A densidade populacional entre os diferentes locais
avaliados foi variavel, entre local e entre 0s géneros (Tabela 2). O género Helicotylenchus
apresentou como densidade méxima 1707 nematoides 200cm de solo, no municipio de Santa
Maria, e densidade média de 384 nematoides 200cm™ de solo. Os valores encontrados de
densidade méaxima e densidade média para este género foram 0s maiores observados neste

estudo.

Figura 1 - Frequéncia relativa por amostra (%) de géneros de fitonematoides presentes em

solos cultivados com nogueira-pecd, em oito municipios do Rio Grande do Sul.
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municipio, obtido através das dozes amostras coletadas por local. Valores percentuais
localizados no meio do circulo, refere-se a frequéncia obtida dentro dos locais coletados (doze
locais localizados em oito municipios).

Tabela 2 - Densidades populacionais de fitonematoides por amostra observados em solos

cultivados com nogueira-peca em oito municipios do Rio Grande do Sul.

Densidade (nematoides 200cm de solo)

Municipio Mesol Cricos Discoa Xiphi Tyle Praty Heli Aphe
Cachoeira do Sul 208 77 0 0 0 0 122 0
Santa Maria 160 99 0 5 188 83 1707 3
Bento Gongalves 53 0 175 17 0 7 458 0
Catuipe 10 26 0 7 0 3 508 0
ljui 123 86 0 72 0 2 140 O
Anta Gorda 99 10 0 167 0 10 67 0
Santa Maria 53 0 0 13 0 0 128 O
Cachoeira do Sul 473 53 0 10 0 7 243 0
Cachoeira do Sul 225 0 0 0 0 0 50 0
Cachoeira do Sul 72 0 0 0 0 0 8 0
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Pantano Grande 87 0 0 2 0 5 48 0
Encruzilhada do Sul 52 0 0 0 0 0 1033 O
Densidade média 134 29 15 24 16 10 384 O

*A densidade populacional foi determinada pela média ponderada obtida entre as doze amostras
coletadas por local. A densidade média foi obtida através da média ponderada englobando os
valores dos doze locais amostrados. 1 Meso: Mesocriconema; Crico: Criconemoide; Disco:
Discocriconemella; Xiphi: Xiphinema; Tyle: Tylenchus; Praty: Pratylenchus; Heli:
Helicotylenchus; Aphe: Aphelenchoides.

O segundo género com valor de densidade média foi 0 Mesocriconema (134 nematoides
200cm de solo), no entanto, sua densidade maxima foi a segunda maior (473 nematoides
200cm’3 de solo, no municipio de Cachoeira do Sul). Criconemoides foi o terceiro maior em
relacdo a densidade média, com densidade maxima de 99 nematoides 200cm™ de solo. Embora
0 género Tylenchus tenha apresentado baixa frequéncia (8,33%), nas amostras onde verificou-
se esse nematoide, sua densidade maxima foi a terceira maior (188 nematoides 200cm de solo,
municipio de Santa Maria) seguido do género Discocriconemella (175 nematoides/200cm? de
solo, municipio de Bento Gongalves). Pratylenchus e Aphelenchoides apresentaram os menores
valores de densidade maxima (83 e 3 nematoides 200cm de solo, respectivamente) (Tabela 2).

A variacdo observada entre as amostras do mesmo local, e entre os diferentes locais,
tanto para os dados de frequéncia como para os dados de densidade, sdo comumente
encontrados para esse tipo de organismo, uma vez que possuem baixa mobilidade no solo e
acabam concentrando-se em reboleiras dentro de uma éarea (Ansari & Khan, 2012, Lima et al.,
2013, Brait et al., 2020). Apesar disso, este estudo permite selecionar os grupos mais frequentes
e populosos nos solos cultivados com nogueira-pecd no estado do Rio Grande do Sul. Esse
conhecimento é inédito para a cultura e os resultados poderdo nortear futuras investigaces
sobre a relagé@o desses grupos de organismos com a cultura.

O género Helicotylenchus € reportado em outros levantamentos com culturas perenes,
hortalicas anuais e campos nativos. Os nematoides pertencentes a este género sdo amplamente
distribuidos por todo territorio brasileiro, no entanto, séo raros os estudos que abordem a
patogenicidade destes nematoides em culturas perenes, como a nogueira-pecd (Divers et al.,
2019, Riascos-Ortiz et al., 2020). O Xiphinema é um ectoparasita reportado em diversas culturas
perenes como maca, péssego e videira (Nyczepir & Lamberti, 2001; Vanzyl et al., 2011; Lone
et al., 2012). Os danos mais relevantes causados por representantes deste género estdo
relacionados a transmissdo de virus fitopatogénicos (Decraemer & Robbins, 2007). No

Arkansas, Xiphinema americanum ja foi relatado na nogueira-peca, através de levantamentos
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populacionais (Weimin & Robbins, 2010), todavia pouco se sabe dos danos que esses
nematoides podem causar para a cultura.

Uma espécie do género Pratylenchus, o Pratylenchus vulnus, ja foi reportada em
nogueira-pecd e nogueira-comum, causando lesdes no sistema radicular de plantas jovens
(Allen & Jansen, 1951; Leslie & McGranahan, 2014). Aphelenchoides, por sua vez, € um
parasita de plantas ornamentais, morango, cogumelo, alho, arroz, amendoim, soja, entre outros
(Singh et al., 2013). Contudo, a frequéncia e densidade populacional deste género foi
extremamente baixa neste estudo, sendo pouco provavel que esse nematoide possa causar danos
na cultura. Além disso, vérias espécies do género Aphelenchoides, na auséncia de plantas
hospedeiras, podem sobreviver no solo alimentando-se de fungos (Pederson & Quesenberry,
1998).

Os nematoides pertencentes a familia Criconematidae foram classificados a nivel de
espécie, devido ao potencial que possuem em parasitar plantas perenes lenhosas. A familia
Criconematidae é morfologicamente conhecida pela presenca de anelagdes grossas em sua
cuticula, tratando-se de profundas incisuras transversais distantes uma das outras (Cares &
Huang, 2001). O ndmero de anéis e a presenca de varias ornamentacGes como escamas,
espinhos, franjas, placas, crenagGes entre outras, sao caracteristicas utilizadas para distinguir as
espécies taxonomicamente. A partir das analises morfolégicas e morfométricas, observou-se a
presenca de duas subfamilias (Geraert, 2010): Macroposthoniinae (Skarbilovich, 1959) dos
géneros Mesocriconema e Criconemoides e, Discocriconemellinae (Williams, 1981) do género
Discocriconemella. A primeira subfamilia é caracterizada pela presenca de uma cuticula lisa,
vulva aberta ou fechada, sendo que a cuticula dos juvenis, geralmente, ndo difere das fémeas,
apenas apresentando um ndmero maior de crenagdes. Ja a segunda subfamilia, possui a
caracteristica principal de anéis bem desenvolvidos na regido da cabeca, em sua grande maioria
em forma de disco (Geraert, 2010).

Duas espécies foram identificadas dentro do género Mesocriconema, Mesocriconema
xenoplax e Mesocriconema ornatum, uma especie do género Criconemoides (Criconemoide
ixhaphozi) e uma espécie do género Discocriconemella (Discocriconemella degrissei). O
género Mesocriconema é frequentemente relatado na literatura como Criconemoides (Raski,
1952). No entanto, neste estudo os dois géneros sdo classificados distintamente.
Mesocriconema € caracterizado pelas fémeas apresentarem vulva aberta, enquanto,
Criconemoides apresenta a vulva fechada. J& Discocriconemella possui a cabeca em forma de

disco, sem lobos submedianos.
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Nematoides pertencentes ao género Mesocriconema identificados neste estudo
morfometricamente e morfologicamente, se relacionaram com os dados publicados por Geraert
(2010) (Figura 2, Material Suplementar). O seu diagndstico é dado pela presenca de anéis
retrosos, margens lisas, irregulares ou crenadas, sem apéndices posteriores. O primeiro anel da
cabeca raramente é separado, no entanto, observa-se ele mais largo que o segundo. Lobos
submedianos presentes, vulva aberta, l1abio vulvar anterior ornamentado. O corpo pés-vulvar
geralmente curto, apresentando terminal redondo ou truncado, raramente agudo. Este género
parasita uma ampla gama de hospedeiros, com preferéncia marcante por culturas perenes,
incluindo a nogueira (Loff & De Grise, 1989). Seus danos s&o relacionados diretamente com o
parasitismo e com a maior suscetibilidade da planta a demais patégenos do solo, devido ao

ferimento radicular.

Figura 2 - Fotomicrografia de Mesocriconema xenoplax em microscopio Optico: (A) parte
anterior do corpo (100x), (B) parte posterior do corpo (100x) e (C) comprimento total do

corpo (20x).
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Fonte: A autora.

A espécie M. xenoplax, observada em todos os locais amostrados, possui caracteristicas
como estilete robusto, vagina sempre sinusoidal, l1abio vulvar variavel geralmente com duas
projecdes pontiagudas, corpo pés-vulvar conica a arredondada. Na Africa do Sul o M. xenoplax
é frequentemente relatado em nogueiras, associado a sintomas de estresse na planta, como por
exemplo raquitismo (Kleynhans, 1986). Nyczepir e Wood (2008) verificaram que a inoculagéo

de M. xenoplax em mudas de nogueira-pecd, reduziu o crescimento do sistema radicular da
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planta ap6s 37 meses. Ao que se sabe, essa € a primeira vez que M. xenoplax é reportado em
solos cultivados com nogueira-peca no Brasil. Esses dados, emitem um alerta para demanda de
mais estudos que investiguem a relacdo de M. xenoplax com essa cultura, visto que esse
nematoide esta amplamente distribuido nos locais amostrados.

Assim, existe uma lacuna no conhecimento sobre 0s danos que esse organismo pode
causar a curto e longo prazo, sua relacdo com as cultivares utilizadas no Brasil e com as
especificidades edafoclimaticas deste pais. Também é estudado como a presenca de M.
xenoplax interfere na populacdo de M. partityla, e na doenga popularmente chamada de “mouse-
ear”. Sabe-se que 0s sintomas dessa doenca estdo relacionados a distUrbios nutricionais de
niquel (Ni) e que sdo intensificados na presenca desses nematoides. No Brasil M. partityla ainda
ndo foi relatado, no entanto, outras espécies do género Meloidogyne sdo comumente
encontradas em diversas culturas. Nyczepir e Wood (2008), testaram a relacdo de ambos
nematoides na incidéncia da doencga “orelha de rato” e constataram que na coinfec¢do desses
nematoides, M. partityla reduz a populacdo de M. xenoplax. Porém ao testarem M. xenoplax de
forma isolada, perceberam uma reducdo do desenvolvimento radicular da planta. No entanto,
ainda sdo necessarios mais estudos para explicar de forma concisa a real relacdo desses
nematoides com a “mouse-ear”. Vale ressaltar que na literatura, os danos mais frequentes
relatados com nematoides nesta cultura, sdo com M. partityla, uma espécie, ao que parece, com
especificidade em hospedar a nogueira-pecd. No entanto, neste estudo nao foi possivel verificar
a presenca de nenhuma espécie de nematoide pertencente ao género Meloidogyne.

A espécie M. ornatum também foi identificada neste trabalho (Figura 3, Material
Suplementar), no entanto, ocorreu de forma isolada, sendo observada apenas em um local de
coleta (municipio Pantano Grande). O M. ornatum é caracterizado morfologicamente pela
presenca de um contorno arredondado na cabeca, disco labial elevado e conspicuo. O retalho
anterior vulvar forma dois pontos distintos, com contorno pontiagudo da aba anterior da vulva,
e otérmino da cauda é arredondada, quase truncada. Em espécies florestais, existem estudos
evidenciando problemas na cultura do mirtilo (Vaccinium myrtillus, L.), devido a presenca de
alta densidade populacional de M. ornatum. O crescimento deficiente da planta, a mortalidade
e o declinio prematuro do pomar de mirtilo sdo sintomas aparentes e comumente denominados
de “Blueberry replant disease” (BRD) (Jagdale et al., 2013). No amendoim esse nematoide ¢
frequentemente relatado causando lesGes necraticas no sistema radicular e nos frutos (BOYLE,
1950). Com o0 avango da doenga, as plantas tornam-se atrofiadas e cloroticas, provocando a
doenga popularmente conhecida como “peanut yellows”. A espécie de gramados domésticos

(Eremochloa ophiuroides, (Munro) Hack), também é acometida por M. ornatum, que retarda
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seu crescimento a partir de 60 nematoides 100cm de solo (Ratanaworabhan & Smart, 1970).
Apesar de relatos deste nematoide parasitar outras culturas, ainda ndo se sabe o potencial que a

nogueira-peca possui em hospedar esse parasita.

Figura 3 - Fotomicrografia de Mesocriconema ornatum em microscopio Optico: (A) parte
anterior do corpo (100x), (B) parte posterior do corpo (100x) e (C) comprimento total do

corpo (20x).
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Fonte: A autora.

O nematoide C. ixhaphozi foi identificado em seis dos doze locais amostrados, sendo a
Unica espécie identificada dentro deste género (Figura 4, Material Suplementar). Exemplares
pertencentes ao género Criconemoides ndo apresentam placa labial, vulva fechada, labio
anterior geralmente ndo saliente e nem ornamentado. O corpo po6s-vulvar é curto, condide ou
cilidrico, com terminal arredondado, condide ou agudo. A espécie C. ixhaphozi apresenta cauda
conica, quase toda reta e anéis lisos. Na literatura, encontra-se relatos desta espécie presente em
pantanos na provincia costeira da Africa do Sul (Schoeman et al., 2007). Os relatos deste
nematoide, Sdo escassos, e pouco se sabe sobre a sua interacdo com plantas cultivadas
comercialmente. Contudo, varios trabalhos tém descrito a patogenicidade de Criconemoides em
diferentes espécies de plantas cultivadas, pois ao se observar de forma mais detalhada, verifica-
se que atualmente, esse nematoide é classificado taxonomicamente como Mesocriconema, com
base em caracteristicas morfologicas e morfométricas, Neste sentido, devido as varias

alteracdes de classificacdo taxonémica de integrantes pertencentes a familia Criconematidae,
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torna-se inconsistente utilizar dados publicados que relacionam a patogenicidade de
Criconemoides, visto que, a maioria deles se referem ao atual Mesocriconema. Desta forma,
evidencia-se que estudos investigativos com este género, em diversos hospedeiros, sao

necessarios para entender de forma cientificamente segura a patogenicidade de Criconemoides.

Figura 4 - Fotomicrografia de Criconemoides ixhaphozi em microscopio optico: (A) parte

anterior do corpo (100x), (B) parte posterior do corpo (100x) e (C) comprimento total do

corpo (40x).
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O nematoide D. degrissei foi identificado em um dos pomares amostrados (Bento
Gongcalves). Os dados morfoldgicos e morfométricos (Material Suplementar) coincidem com
as medidas propostas por Geraert (2010). D. degrissei € caracterizado pela presenca de anéis
corpo com margens posteriores lisas, e o disco da cabeca é emarginado dorsal, ventralmente e
lateralmente, resultando em um formato quadrilobado. O poro excretor localiza-se logo atras
da base da faringe, a vulva € fechada, e a vagina sigmoide. A cauda ¢é arredondada finalizando
em dois I6bulos (Geraert, 2010). No Brasil, esse nematoide j& foi relato em pastagens de
braquiaria (Silva et al., 2008), e na cultura do café (Rashid et al., 1989). No entanto, seu

parasitismo ainda é pouco conhecido e explorado na literatura.
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Com base nos dados obtidos neste estudo, e a importancia que a nogueira-pecé
representa para o estado do Rio Grande do Sul, estudos envolvendo os géneros/espécies
encontrados nos solos dos pomares amostrados sdo necessarios para entender melhor a
capacidade da cultura em hospedar esses fitonematoides. Ressalta-se que a interacdo desses
organismos com seu hospedeiro pode ocorrer de maneiras distintas. Os danos podem ser mais
evidentes em fase de muda, ou ainda, necessita de anos para que seja possivel observar declinio
no pomar. Em razéo da nogueira-pecé ser uma cultura perene, necessita-se de um periodo mais
longo de pesquisa para obter respostas bem fundamentadas sobre os fitonematoides. Por isso,
estes resultados representam 0 passo inicial para novos estudos, podendo-se futuramente
construir conhecimento sélido de cunho cientifico da relacdo desta cultura com nematoides
parasitas de plantas.

Além disso, ressalta-se que os ciclos agricolas interferem diretamente na diversidade de
nematoides presentes em uma determinada &rea, pois estes necessitam de alimento (planta
hospedeira) para completarem seu ciclo de vida, e devem ser capazes de mover-se livremente
pela solucdo do solo, em busca de seus hospedeiros. Desta forma, a textura, a umidade e 0s
demais atributos do solo, junto com a disponibilidade de alimento sdo aspectos criticos na
determinacéo de populagdes de comunidades de nematoides (Nisa et al., 2021).

Ao relacionar os atributos do solo com a densidade dos géneros de fitonematoides,
observou-se que a analise dos componentes principais (PCA) explicou 54,2% da variabilidade
total dos dois principais componentes, onde o primeiro componente (PC1) representou 34,9%
da variacao total e 0 segundo componente (PC2) 19,3% (Figura 5). Observa-se que 0S géneros
Discocriconemella e Xiphinema estdo associados positivamente com a matéria organica (MO),
capacidade de troca de cations (CTC), teor de argila (ARG), cobre (Cu), zinco (Zn), célcio (Ca),
magnésio (Mg) e potassio (K). No entanto, estes 0s géneros apresentam-se negativamente
relacionados ao pH, fosforo (P) e enxofre (S), enquanto o género Mesocriconema (Meso)
apresenta-se relacionado positivamente com tais atributos do solo. Pratylenchus,
Helicotylenchus, Tylenchus, Criconemoides e Aphelenchoides apresentam correlacdo positiva
com aluminio (Al). Essas associagdes positivas e negativas nos permitem avaliar como as
mudancas nas caracteristicas do solo podem favorecer ou desfavorecer a densidade
populacional de determinado género.

Alguns géneros de nematoides, parecem néo se correlacionar com os atributos do solo,
podendo apresentar densidades populacionais altas mesmo em situacdes desfavoraveis para a
maioria das plantas, como por exemplo, a correlacdo alta positiva encontrada entre os géneros

Pratylenchus, Helicotylenchus, Tylenchus, Criconemoides e Aphelenchoides com Al, um
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elemento altamente toxico para as plantas. O Mesocriconema, nematoide mais frequentemente
encontrado neste estudo, apresentou correlacdo negativa com a maioria dos atributos quimicos
do solo (MO, ARG, CTC, Ca, Mg, Zn, Cu), sugerindo com que 0s nematoides deste género se

desenvolvam bem mesmo em situacGes de solos quimicamente pobres.

Figura 5 - Anélise dos Componentes Principais (PCA) entre a densidade de nematoides
parasitas de solo e as propriedades quimicas do solo de pomares de nogueira-pecé no estado
do Rio Grande do Sul, Brasil.
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Mesocriconema (Meso), Criconemoides (Crico), Discocriconemella (Disco), Xiphinema
(Xiphe), Tylenchus (Tyle), Pratylenchus (Praty), Helicotylenchus (Heli) e Aphelenchoides
(Aphe), CTC (Capacidade de Troca de Cations), pH (Potencial de Hidrogénio), ARG (Argila),
Al (Aluminio), B (Boro), S (Enxofre), P (F6sforo), K (Potassio), Mg (Magnésio), Ca (Célcio),
Zn (Zinco), MO (Mateéria Organica) Cu (Cobre).

A correlacdo de Spearman foi significativa (r=7,0) entre os géneros Criconemoides e
Mesocriconema, e Aphelenchoides e Tylenchus. Foi moderada (r=0,5 a 0,6) para Pratylenchus
e Mesocriconema, e Xiphinema e Pratylenchus. Para as demais correlacfes, todas apresentaram
r < 0,30 (Tabela 2). Em termos biologicos, toda correlacdo de Spearman com r positivo e >7

indica que os géneros em comparagdo possuem suas populagdes aumentadas em sincronia. O
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contrério é observado quando o r é negativo, indicando que a medida que um género aumenta

sua populacao o outro é suprimido.

Tabela 3 - Correlagdo (r Spearman) entre a frequéncia de géneros de nematoides fitoparasitas
encontrados em pomares de nogueira-pecé no estado do Rio Grande do Sul.

Genéros  Meso Crico Disco Xiphi Tyle Praty Heli Aphe

Mesol™! 1.0 0.7 -0.1 0.3 0.4 0.6 0.0 0.4
Crico 0.7 1.0 -0.4 0.5 0.4 0.5 0.1 0.4
Disco -0.1 -0.4 1.0 0.0 0.1 0.0 0.4 -0.1
Xiphi 0.3 0.5 0.0 1.0 0.0 0.6 0.2 0.0
Tyle 0.4 0.4 -0.1 0.0 1.0 0.5 0.4 1.0
Praty 0.6 0.5 0.0 0.6 0.5 1.0 0.3 0.5
Heli 0.0 0.1 0.4 0.2 0.4 0.3 1.0 0.4
Aphe 0.4 0.4 -0.1 0.0 1.0 0.5 0.4 1.0

[l Meso: Mesocriconema; Crico: Criconemoide; Disco: Discocriconemella; Xiphi: Xiphinema;
Tyle: Tylenchus; Praty: Pratylenchus; Heli: Helicotylenchus; Aphe: Aphelenchoides.

Como citado anteriormente, os estudos relacionando diferentes géneros pertencentes a
familia Criconematidae sdo escassos e algumas vezes controversos, principalmente em funcgéo
da chave taxonémica ter sido alterada varias vezes e haver divergéncias entre os cientistas da
area. A correlagdo forte e positiva encontrada entre Mesocriconema e Criconemoides afirmar
que a medida que o ambiente favorece o aumento da frequéncia populacional de
Mesocriconema, 0 mesmo ocorre com Criconemoides, da mesma maneira que condi¢des nao
ideias irdo reduzir a frequéncia populacional de ambos 0s géneros desta familia.

Alguns estudos correlacionam a frequéncia populacional de Mesocriconema
positivamente com 0 aumento da altitude. Em um estudo com videiras no Sul do Brasil, Divers
et al., (2019) relata que o género Mesocriconema (principalmente M. xenoplax), possui uma
forte relacdo com a altitude, sugerindo uma tendéncia da frequéncia e densidade aumentarem
até 700 m de altitude. Nyczepir e Wood (2008), relatam que a densidade de M. xenoplax é
relacionada com a presenca de Meloidogyne partityla, onde a populacdo de Mesocriconema é
suprimida na presenca de M. partityla. Os autores explicam que essa supressao pode estar
relacionada a reducgdo ou alteragdo dos locais de alimentagcdo, uma vez que se trata de géneros
com modelo de parasitismo distinto, ectoparasita migratério (M. xenoplax) e endoparasita

sedentério (M. partityla).
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Outro grupo encontrado com forte relacdo positiva (r = 1) foram 0s géneros
Aphelenchoides e Tylenchus. Em estudos com manga, Tylenchus é associado com a presenca
dos géneros parasitas Hemicriconemoides, Helicotylenchus, Pratylenchus e Meloidogyne
(Kumar and Khan, 2015). J& Aphelenchoides spp. é relacionado com a presenca de
Meloidogyne, Helicotylenchus, Criconemoides e Tylenchorhynchus em lavouras de arroz, no
Equador (Gilces et al., 2016).

A correlacdo moderada positiva (r = 0,6) encontrada entre Mesocriconema e
Pratylenchus, é observada em estudos com a cultura da nogueira-peca em outros paises. Jagdale
et al., (2021) observaram a presenca de ambos 0s géneros em um levantamento em diferentes
regides produtoras da Gedrgia. Neste estudo, o aumento da densidade populacional de
Pratylenchus foi altamente relacionada com solos franco-arenosos, enquanto Mesocriconema
foi frequentemente relatado nos diferentes solos avaliados nas regides. No local de coleta onde
ocorreu maior densidade de Pratylenchus, o solo apresentava 22% de argila e menos de 15%
de areia, caracterizando uma textura tipo 3, mais siltosa, corroborando com Jagdale et al. (2021)

Os géneros Pratylenchus e Xiphinema também apresentaram correlacdo positiva
moderada (r = 0,6). Esses géneros sdo frequentemente relatados juntos em pomares de macé,
sendo considerados patdgenos potenciais para esta cultura (Askaryy et al., 2012). Em
pessegueiro Pratylenchus e Xiphinema, juntamente com Mesocriconema, compde 0 grupo de
nematoides mais danosos para a cultura. Em um estudo desenvolvido no sul de Illinois,
Xiphinema é reportado em pomares de pessegueiro junto com Pratylenchus, sendo que a
populacdo de Xiphinema é maior quando comparada a de Pratylenchus (Walters et al., 2008).

Considerando a capacidade de supressdo, sabe-se que a presenca de dois ou mais
géneros de nematoides parasitas de plantas pode suprimir a populagédo de algum outro género.
Cada género, possui uma maneira distinta de vida alimentar, fazendo com que, de alguma
maneira, a competicdo direta ou indireta por locais de alimentacdo na rizosfera da planta
promova uma perturbacdo por parte do género mais agressivo. Assim, a alimentacdo e a
reproducdo do género menos agressivo sdo prejudicadas. No presente estudo, nédo foi observado
a supressdo significativa de nenhum género (r > -7,0), no entanto, na literatura varios dos
géneros reportados nesta pesquisa possuem capacidade competitiva baixa, tendo suas
populacdes suprimidas na presenca de géneros e espécies de nematoides mais competitivos,
como por exemplo Meloidogyne spp. (Herman et al., 1988).

A caracterizacdo das populagdes de nematoides fitoparasitas em pomares de nogueira-
peca no estado do Rio Grande do Sul, é um estudo pioneiro. Ressalta-se que no periodo em que

foram realizadas as coletas de solo, varios municipios encontravam-se sob déficit hidrico,
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situagdo que pode ter interferido nas densidades e na frequéncia de géneros e,
consequentemente, na dindmica da comunidade de nematoides. Contudo, os resultados sobre a
caraterizacdo dos nematoides e sua relacdo com atributos do solo e outros géneros da
nematofauna, sdo importantes para guiar novos estudos visando a compreensao da relacao
destes géneros com a nogueira-pecd sob condic@es de situacdo hidrica mais favoravel para esses
organismos e acultura, assim como sob condigdes distintas de manejo do solo e da cultura em

questao.

2.3 CONCLUSAO

A partir da coleta de solo nos principais locais produtores de noz-pecd do Rio Grande
do Sul contatou-se a ocorréncia dos géneros Mesocriconema, Criconemoides,
Discocriconemella, Xiphinema, Tylenchus, Pratylenchus, Helicotylenchus e Aphelenchoides.

Os géneros Discocriconemella e Xiphinema estiveram associados positivamente com a
matéria organica, capacidade de troca de cations, teor de argila, cobre, zinco, calcio, magnésio
e potassio. Pratylenchus, Helicotylenchus, Tylenchus, Criconemoides e Aphelenchoides
apresentam correlacdo positiva com aluminio. O Mesocriconema, nematoide mais
frequentemente encontrado neste estudo, apresentou correlagcdo negativa com a maioria dos
atributos quimicos do solo. Correlacdo significativa forte foi observada entre os géneros

Criconemoides e Mesocriconema, e Aphelenchoides e Tylenchus.

No apéndice A estdo encontradas as informacOes referentes ao Material Suplementar, do
Capitulo 1, enviado para a European Journal of Plant Pathology.
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3 CAPITULO 2 - COMPORTAMENTO DE MUDAS DE NOGUEIRA-PECA NA
PRESENCA DE Mesocriconema xenoplax (Raski, 1952)

3.1 INTRODUCAO

Mesocriconema xenoplax (Raski, 1952) é um fitonematoides frequentemente associado
com espécies perenes arboreas, como videira, ameixeira, pessegueiro e pinheiros. No Brasil,
seu primeiro registro foi na década de 1980, nos estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul e
Sao Paulo (RASEIRA, 1990). Seu dano esta relacionado ao desvio de nutrientes da planta, a
transmissdo de outras doencas e a exposi¢cdo do sistema radicular aos patégenos do solo,
comprometendo a producdo (PINKERTON et al., 2004). Atualmente, as pesquisas com esse
nematoide estdo relacionadas, principalmente, com a cultura do pessegueiro, devido aos altos
prejuizos causados pela sindrome da morte precoce do pessegueiro (MAYER; UENO, 2021).

Todavia, esse nematoide pode estar associado ao cultivo de outras plantas, como a
nogueira-pecd (Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch (Juglandaceae). O cultivo e a
comercializacdo de noz-peca no Rio Grande do Sul estdo em ascensdo (BARROS et al., 2018),
com isso, ha uma demanda crescente por estudos visando a longevidade dos pomares. Estudos
anteriores ja relataram a presenca dos géneros de Meloidogyne (NYCZEPIR, 1993),
Pratylenchus (PINOCHET et al., 1993) e Mesocriconema (CIANCIO; GRASSO, 1997) em
pomares de nogueira-pecd. Dentro do género Mesocriconema a espécie mais reportada é
Mesocriconema xenoplax.

No Brasil, as pesquisas com fitonematoides em nogueira-pecd s&o recentes
(ROMAGNA, 2022, no prelo) e ttm confirmado a presenca e uma alta frequéncia do
Mesocriconema xenoplax em pomares. Portanto, hd& uma necessidade de se conhecer o
comportamento de mudas de nogueira-peca na presenca deste fitonematoides a fim de garantir
o plantio de mudas saudaveis que garantiram a longevidade produtiva. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a suscetibilidade da nogueira-peca, cultivar Barton, ao fitonematoide

M. xenoplax.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Ensaio em casa de vegetacao
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Sementes de nogueira-pecd da cultivar Barton, cedidas para fins de pesquisa pela
Empresa Paralelo 30 (http://pecé.com.br/), foram submetidas a quebra de dorméncia pela
técnica de estratificacdo a frio (4°C) durante 90 dias (POLETTO et al., 2015). Ap0s o periodo

de quebra de dorméncia, as sementes foram esterilizadas com hipoclorito (1%) e mantidas por

20 minutos em &lcool 70% e, posteriormente foram escarificadas com lixa para madeira n°® 3.
As sementes foram transferidas para bandejas plasticas contendo areia autoclavada (duas horas)
e permaneceram em casa de vegetacdo (25° C + 2° C) até a emissdo de trés folhas. Apds a
obtencdo das mudas, 20 dessas foram transplantadas para vasos de trés litros contendo uma
mistura de 50% substrato comercial esterilizado (MecPlant), 25% argissolo autoclavado e 25%
areia autoclavada (duas horas). A mistura final do substrato utilizado foi encaminhada para
analise de solo. A partir dos resultados, foi planejado a aplicacdo de solucéo nutritiva, conforme
as recomendacdes para a cultura no Manual de Adubacdo e Calagem para os estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina (CQFS RS/SC, 2016).

Decorridos trinta dias do transplante das mudas, dez mudas de nogueira-pecéd foram
inoculadas com uma solucdo concentrada com mil espécimes de M. xenoplax por vaso. A
solucdo de 10 mL foi aplicada proxima ao caule da planta, em trés orificios abertos a 2,5 cm de
profundidade. Outras dez mudas foram mantidas como controle na casa de vegetacdo, sem ser
inoculadas. O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),
composto por dois tratamentos (mudas inoculadas com M. xenoplax e mudas ndo inoculadas) e
dez repeticdes, totalizando 20 plantas. Durante a conduc¢do do experimento, foi obtido o inoculo

e analise molecular de nematoides da familia Criconematidae (APENDICE B).

3.2.2 AvaliacGes morfoldgicas e nematoldgicas nas mudas de nogueira-peca

No momento da inoculacdo, todas as plantas foram caracterizadas de acordo com o
comprimento da parte aérea da planta (cm), partindo-se da base do caule até o ponto de
crescimento, e didmetro do caule (mm) com o auxilio de um paquimetro digital. As mesmas
analises foram realizadas a cada trinta dias, até o encerramento do ensaio. Ao completar 180
dias do momento da inoculagdo, o ensaio foi finalizado procedendo-se as seguintes anélises:
altura da planta (cm), comprimento da raiz principal (cm), massa fresca do sistema radicular
(g) e didametro do caule (mm).

Posteriormente, as mudas foram encaminhas para laboratorio para a extracdo de
nematoides do sistema radicular (COOLEN; D’HERDE, 1972) e do solo (JENKINS, 1964).

Apos a extragdo, as amostras foram submetidas ao banho maria a 54°C durante dez minutos,
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com o objetivo de ocasionar a morte dos nematoides sem danifica-los. Durante 24 horas as
amostras foram mantidas em decantacdo, reduzidas a 10 mL, e preservadas com a adi¢do de 10
mL de solucdo Golden 2X. A contagem de nematoides por grama de raiz e por 200 cm3 de solo,
foi realizada sob microscopio Optico, com auxilio de uma camara de Peters. Ao final, foi
determinado o Fator de Reproducdo (FR) (OOSTENBRINK, 1966) atraves da seguinte
formula:
FR = PF:PI

Onde:

FR: fator de reproducéo

PF: populagéo final de nematoides

PI: populacdo inicial de nematoides.

3.2.3 Andlise estatistica

Os valores das varidveis avaliadas foram submetidos ao Teste de Student para
comparacdo das medias, utilizando a funcéo t.test do software R Software R Studio (R Core
Team, 2021).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca do fitonematoide M. xenoplax prejudicou de forma significativa o
desenvolvimento das mudas de nogueira-pecd durante o periodo avaliado. A varidvel altura de
parte aérea (APA) foi prejudicada a partir dos trinta dias decorridos da inoculagdo, reduzindo
cerca de 18,9% em relacdo a plantas sem a presenca do nematoide (Figura 1). Esse efeito
também foi observado no decorrer do ensaio, atingindo, aos 180 dias, uma reducédo de 39,6%
na APA.
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Figura 6 - Altura da parte aérea (APA), em centimetros e diametro do caule (DC), em
milimetros, de mudas de nogueira-pecd inoculadas com Mesocriconema xenoplax (CN) e ndo

inoculadas (SN), no periodo de 180 dias, em casa de vegetacéo.
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No estadio de muda, plantas florestais perenes como a nogueira-pecd, tendem a
apresentar maior suscetibilidade a infec¢do por nematoides, uma vez que seu sistema radicular
é mais fino e sensivel, facilitando a alimentacdo do patégeno. Além disso, a redugdo da APA
também pode estar relacionada ao desvio de nutrientes, que seriam utilizados para o
crescimento da planta, mas sdo direcionados para a alimentacdo do nematoide, gerando uma
série de estresses na planta. Em outras culturas como a ameixeira e o pessegueiro, M. xenoplax
¢ tem sido reportado por afetar o estabelecimento e crescimento de plantas novas
(PINKERTON et al., 2005). Sindromes de mortes de plantas ao final do periodo de quebra de
dorméncia também sdo associadas a presenca de M. xenoplax, que tém causadocausaprejuizos
severos em culturas como pessegueiro, ameixeira, amendoeira, damasqueiro, nectarineira e
umezeiro (ROSSI, 2022).

O diametro de caule (DC) também foi afetado pela presenca de M. xenoplax, que
ocasionou reducdo no didmetro das mudas a partir dos sessenta dias (Figura 1). Aos sessenta
dias, a reducdo observada foi de 34,9%, crescendo de forma linear até os 180 dias, no qual
atingiu um decréscimo de 42,0% quando comparada com mudas isentas do patdgeno. Estudos
investigando o efeito de M. xenoplax em mudas de nogueira-peca cv. Desirable, observaram
reducdo no didmetro do caule (16,74% em relagdo a testemunha) a partir de 32 meses
(NYCZEPIR; WOOD, 2008). Em culturas perenes, o M. xenoplax é caracterizado como

ectoparasita migrador, induzindo alteracbes celulares na regido radicular que causam
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destruicdo, atrofiamento e morte das raizes, incapacitando as plantas a suportarem estresses
(GOMES; CAMPOS, 2003).

Vaérios estudos, principalmente na cultura do pessegueiro, apontam que a presenca deste
nematoide também é capaz de ocasionar alteraces bioquimicas nas plantas, como a reducao
do &cido indolacético e reducbes nas atividades das enzimas peroxidase e polifenoloxidase
(NYCZEPIR; LEWIS, 1984; CARNEIRO et al., 1998; GOMES et al., 2000). O é&cido
indolacético (AlA) é uma auxina em sua forma natural, que atua no alongamento e expanséao
celular, promovendo crescimento de raizes e caules (MELO, 2002). Estudos com pessegueiro,
relatam que esse horménio é reduzido no sistema radicular de plantas na presenca de M.
xenoplax, causando flutuagdes anormais do AlA nos ramos. Tais flutuagGes ocasionam maior
suscetibilidade das plantas ao frio, interferindo na quebra de dorméncia das mesmas. A
peroxidase é uma enzima que participa de diversos processos fisioldgicos da planta, como
lignificacdo, formagéo de componentes da parede celular, catabolismo de auxinas, senescéncia,
protecdo contra patdgenos e estresses abioticos (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014). Ja a
enzima polifenoloxidase é importante para a reducdo ao ataque de patdgenos, devido a sua
atividade em produzir quantidades significativas de produtos tdxicos, oriundos da oxidacdo de
compostos fenolicos (ALVARENGA, 2012). Desta maneira, as alteracGes bioquimicas
decorrentes do ataque por M. xenoplax, gera uma série de distarbios na planta, que prejudicam
seu desenvolvimento e aumentam a suscetibilidade do sistema de defesa aos demais patdgenos
e aadversidades abioticas.

O comprimento e a massa fresca do sistema radicular das mudas de nogueira-peca
inoculadas e ndo inoculadas com M. xenoplax apresentou diferenca estatistica para ambas as
variaveis (Figura 2). Os sistemas radiculares das plantas apresentaram em média 60 cm de
comprimento na auséncia do patdégeno, enquanto quena presenca de M. xenoplax as raizes
apresentaram 30 cm de comprimento, verificando-se um decréscimo de 47,64%. Para a variavel
massa fresca do sistema radicular, as mudas com auséncia do nematoide apresentaram, e média
43,85 g, enquanto que as raizes das mudas com presenca do patdgeno obtiveram um peso médio

de 29,75 g, representando um decréscimo de 32,16% na massa fresca de raizes.
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Figura 7 - Comprimento do sistema radicular (A), em centimetros (cm) e massa fresca do
sistema radicular (B), em gramas (g) de mudas de nogueira-pecé na presenca e auséncia de

Mesocriconema xenoplax apos 180 dias de inoculacao.

A B

Com nematoide Com nematoide

T T 1 T T T T 1

0 25 50 75 0 10 20 30 40 50

Comprimento do sistema radicular (cm) Massa do sistema radicular (g)

Esses dados demonstram que M. xenoplax é potencialmente danoso para o
desenvolvimento do sistema radicular da planta, impedindo que a planta desenvolva de maneira
plena. Mesmo que a nogueira-pecé seja uma cultura caracterizada por apresentar um sistema
radicular tenro e robusto, M. xenoplax foi capaz de prejudicar seu crescimento, além disso, ao
final do ensaio as plantas que estavam na presenca deste patégeno, apresentaram sintomas como
murchamento e necrose de folhas. Estudos associados a presenca deste nematoide com esses
sintomas s&o comuns nas culturas de pessegueiro, videira, ameixeira entre outros. No entanto,
torna-se conveniente investigar de maneira mais especifica a associacdo do M. xenoplax a esses
sintomas na cultura da nogueira-peca.

Ao calcular o fator de reproducao (FR) do nematoide aos 180 dias ap0s a inoculacdo, as
mudas de nogueira-pecé apresentaram FR>1 (Tabela 1). Os dados indicam que 0 nematoide M.
xenoplax afeta o crescimento e desenvolvimento de mudas de nogueira-peca. As amostras
provenientes do sistema radicular das mudas de nogueira-pencan, apresentaram numero de
nematoides inferior quando comparado as amostras de solo. Esses valores, séo em razdo da
caracteristica do habito alimentar deste nematoide, ectoparasita, que acessa o sistema radicular
da planta para se alimentar e retorna ao solo. Na presenca do nematoide, as mudas tiveram seu
desenvolvimento comprometido, quando comparadas com mudas nao inoculadas. Além disso,
visualmente as plantas comegaram a apresentar sintomas de clorose, evoluindo para a necrose
das folhas (Figura 3) sintoma tambem observado por Nyczepir et al., (2004) em mudas de

nogueira-pecd infectadas por outros nematoides.
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Tabela 4 - Numero total de nematoides na raiz, nimero total de nematoides no solo e fator de
reproducédo (FR) de Mesocriconema xenoplax em mudas de nogueira-peca (cultivar. Barton)

apos 180 dias de inoculagéo.

Muda Nematoides da raiz Nematoides do solo Fator de Reproducao*
#1 343 19920 20
#2 129 34320 34
#3 52 21600 22
#4 194 22560 23
#5 725 54720 55
#6 305 35520 36
#7 269 21120 21
#8 154 18720 19
#9 237 21360 22

#10 237 36000 36

Média 264 28584 29

*FR = P{/P1, sendo “Pf” populagdo final de nematoides (nematoides totais da raiz + nematoides
totais do solo), “Pi” populagdo inicial de nematoides.

Figura 8 - Mudas de nogueira-peca na presenca e auséncia do fitonematoide Mesocriconema
xenoplax. Apos 180 dias em casa de vegetacdo, as mudas inoculadas com M. xenoplax

apresentaram sintomas acentuados de clorose, seguido de necrose do tecido foliar.

1: Mudas sem a presenca de Mesocriconema xenoplax.
2: Mudas com Mesocriconema xenoplax.
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3.4 CONSIDERACOES FINAIS

As mudas de nogueira-pecé da cultivar Barton sdo suscetiveis (FR >1) ao nematoide M.
xenoplax em condicdes de casa de vegetacdo. Mudas na presenca deste nematoide apresentam
sintomas acentuados de murcha, clorose e necrose. Recomenda-se estudos com outras
cultivares de nogueira-peca, visto que existe uma variabilidade genética muito grande na planta,
em razao de ser uma planta monoica, com presenca do fendmeno de dicogamia. Desta forma,
0S pomares apresentam mais de uma cultivar, justamente para que ocorra a liberacao do polen
pelas cultivares polinizadoras no mesmo periodo em que a cultivar principal esteja com as
inflorescéncias pistiladas receptivas. Além disso, essa polinizacdo é realizada pelo vento,
fazendo com que ndo se tenha um controle absoluto sobre a fecundacdo. Outro aspecto
importante, refere-se aos dados terem sido obtidos sob situac@es de solo, temperatura e umidade
ideais para a cultura e para o desenvolvimento do M. xenoplax. Sendo assim, é importante que
além de investigar a reacdo em outras cultivares de nohueira-peca, busque-se por informac6es
para as condi¢des edafoclimaticas dos pomares comerciais, bem como dos campos de producéo

de mudas.

3.5 REFERENCIAS

ALVARENGA, Taciana Caroline et al. Polifenoloxidase: uma enzima intrigante. Ciéncia &
Tecnologia, v. 3, n. 1, 2011.

CARNEIRO, Regina M. D. G.; CAMPOS, Angela D.; PEREIRA, José Franscisco. M.;
RASEIRA, Maria do Carmo B. Avaliacdo de porta-enxertos de Prunus quanto a
suscetibilidade ao nematoide anelado e ao conteddo de enzimas fenol oxidases. Nematologia
Brasileira, v. 22, n. 1, p. 32-38, 1998.

CIANCIO, Aurelio; GRASSO, Gaetano. Endomigratory feeding behaviour of
Mesocriconema xenoplax parasitizing walnut (Juglans regia L.). Fundamental and applied
nematology, v. 21, n. 1, p. 63-68, 1997.

COOLEN, W. A.; D’HERDE, C. J. A method quantitative extraction of nematodes from
plant tissue. Ghent: State Nematology and Entomology Research Station, 1972. 77 p.

CQFS RS/SC. Manual de calagem e adubacéo para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina. Nucleo Regional Sul. Comisséo de Quimica e Fertilidade do Solo — RS/SC, 2016,
376 p.

GOMES, C. B.; CAMPOS, A. D. Nematoides. In: RASEIRA, M. C. B.;
CENTELLASQUESADA, A. Péssego: Producdo. Brasilia: Embrapa Informacéo
Técnologica, p. 115-122 (Frutas do Brasil, 49). 2003.



43

GOMES, C.B.; CAMPOS, A.D.; ALMEIDA, M.R.A. Ocorréncia de Mesocriconema
xenoplax e Meloidogyne javanica associados a morte precoce de ameixeiras e a reducdo da
atividade de enzimas fenol oxidases. Nematologia Brasileira, v.24, n.2, 249-252, 2000.

JENKINS, W. R. A rapid centrifugal-flotation technique for separation nematodes from soil.
Plant Disease Reporter, v. 48, n. 9, p. 692, 1964.

MAYER, Newton Alex; UENO, Bernardo. Peach Tree Short Life in Rio Grande do Sul State,
Brazil. Agrociencia Uruguay, v. 25, n. NE1, p. e395-e395, 2021.

MELO, N. F. Introducéo aos hormdnios e reguladores de crescimento vegetal. Embrapa
Semi-Arido, Petrolina, PE, 2022.

NASCIMENTO, J. B.; BARRIGOSSI, J. A. F. O papel das enzimas antioxidantes na defesa
das plantas contra insetos herbivoros e fitopatdgenos. Agrarian Academy, v. 1, n. 1, p. 234,
2014.

NYCZEPIR, A. P.; LEWIS, S. A. The influence of Macropostonia xenoplax Raski on indol-3
acetic acid (IAA) and abscisic acid (ABA) in peach. Journal of nematology, v. 12, n. 4, p.
234,1984.

NYCZEPIR, A. P.; REILLY, C. C; WOOD, B. W. Incidence and association of Meloidogyne
partityla with mouse-ear disorders of peca in Georgia. Journal of Nematology, v. 36, p. 338,
2004.

NYCZEPIR, A. P.; RILEY, M. B.; SHARPE, R. R. Dynamics f concomitante populations of
Meloidogyne incognita and Criconemella xenoplax on peach. Journal of Nematology, v. 25,
p. 659-665, 1993.

NYCZEPIR, A. P.; WOOD, B. W. Interaction of concurrent populations of Meloidogyne
partityla and Mesocriconema xenoplax on Pecd. Journal of Nematology, v. 40, n. 3, p. 221-
225, 2008.

OOSTENBRINK, R. 1966. Major characteristics of the relation between nematodes and
plants. Mededeelingen der Landbouw-Hoogeschool 66:1-46.

PINKERTON, J. N. et al. Effects of Mesocriconema xenoplax on Vitis vinifera and associated
mycorrhizal fungi. Journal of Nematology, v. 36, n. 3, p. 193, 2004.

PINKERTON, J. N.; VASCONCELOQS, M. C.; SAMPAIO, T. L.; SHAFFER, R. G. Reaction
of grape rootstocks to ring nematode Mesocriconema xenoplax. American Journal of
Enology and Viticulture, v. 56, n. 4, p. 377-385, 2005.

PINOCHET, J. Meloidogyne javanica and Pratylenchus vulnus on pecé (Carya illinoensis).
Fundamental and Applied Nematology, v. 16, n. 1, p. 73-77, 1993. ISSN: 1164-
5571/93/01/73 05.



44

POLETTO, T.; MUNIZ, M. F. B.; POLETTO, I.; BAGGIOTTO, C. Métodos de supressdo de
dorméncia da semente de nogueira-peca Carya illinoinemsis (Wangenh.) K. Koch. Revista
Arovere, v. 19, n. 6, p. 1111-118, 2015.

R Core Team. R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. http://www. R-project. org/. 2021.

RASEIRA, A. A cultura da nogueira peca (Carya ilinoensis). Pelotas: Embrapa Clima
Temperado, 1990. 3p. (Embrapa Clima Temperado. Comunicado Técnico, 63).

ROMAGNA, Izabelle Scheffer. Fitonematoides associados a nogueira-pecé no Rio Grande
do Sul e correlacédo com os atributos do solo. 2022. NO PRELO.

ROSSI, C.E. Levantamento, reproducéo e patogenicidade de nematoides a fruteiras de clima
subtropical e temperado. Tese de Doutorado, ESALQ: Piracicaba, S&o Paulo. 114p.2002.



45

4 CONSIDERACOES FINAIS

Na cultura da nogueira-pecd, baseado em analise de doze locais do Estado do Rio
Grande do Sul, foi encontrado os géneros de nematoides Mesocriconema, Criconemoides,
Discocriconemella, Xiphinema, Tylenchus, Pratylenchus, Helicotylenchus e Aphelenchoides.

Os géneros de nematoides Mesocriconema e Helicotylenchus sdo os mais frequentes,
seguidos por Xiphinema, Pratylenchus e Criconemoides, em pomares de nogueira-peca (doze)
no estado do Rio Grande do Sul. Os géneros Discocriconemella, Tylenchus e Aphelenchoides
ocorrem com menor frequéncia nesta cultura.

O género Mesocriconema apresenta correlacdo negativa a maioria dos atributos do solo
avaliados (MO, ARG, CTC, Ca, Mg, Zn, Cu).

N&o € observada supressdo populacional por nenhum dos géneros encontrados (» > -7)
nos pomares de nogueira-pecé estudados.

A frequéncia e densidade populacional de fitonematoides variou entre 0s municipios,
no entanto o género Mesocriconema esteve presente em todos, com densidade maior observada
no municipio de Cachoeira do Sul.

Mudas de nogueira-pecd da cultivar Barton séo suscetiveis (FR >1) ao nematoide M.
xenoplax em condicGes de casa de vegetagdo. Mudas na presenca deste nematoide apresentam
sintomas acentuados de murcha, clorose e necrose.

Estudos futuros investigando um nimero maior de pomares no estado sao importantes
para uma caracterizacdo mais ampla. Além disso, pesquisas envolvendo diferentes materiais
genéticos sdo fundamentais para a compreensdo da suscetibilidade das cultivares utilizadas no
estado, bem como a caracterizagdo genética dos géneros associados a nogueira-peca.
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APENDICE A — Material Suplementar Capitulo 1

Figura 1: Croqui representativo da distribuicédo de coletas.
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Tabela 1: Caracteristicas morfométricas de espécies do nematoide M. xenoplax (n=64) e M.
ornatum (n=10) identificados em solos cultivados com nogueira-peca no estado do Rio Grande

do Sul, e comparativo com as caracteristicas descritas por Geraert (2010) para ambas as

espécies.
Espécie de Mesocriconema

Geraert Geraert
Variaveis M. xenoplax SD? (2010) M. ornatum  SD (2010)
L (um) 622 70 400-750 395 52 330-520
EST (um) 88 5 54-87 50 5 44-56
R 99 5 77-114 101 15 78-94
Rex 28 2 26-30 25 1 25-27
RV 6 1 6-11 7 1 7-9
Ran 3 1 4-7 4 0 5-8
Rvan 3 1 0-4 3 1 0-2
VL/VB 1 0 07-1.3 1 0 0.7-1.2

1 SD = Desvio padréo.

n= numero de individuos mensurados.

L=tamanho total do corpo, EST=tamanho do estilete, R= nimero de anéis do corpo, Rex= anel
onde localiza-se o poro excretor, RV= anel onde localiza-se a vagina, Ran= anel onde localiza-
se 0 anus, Rvan= numero de anéis entre a vagina e o anus, VL/VB= distancia da vulva até a
extremidade do corpo divido pela largura do corpo onde a vulva esta localizada.
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Tabela 2: Caracteristicas morfometrias de nematoides Criconemoides ixhaphozi (n = 36)
identificados em solos cultivados com nogueira-pecd no estado do Rio Grande do Sul, e
comparativo com as caracteristicas descritas por Geraert (2010) para a espécie.

Variaveis Criconemoides ixhaphozi Desvio padréo Geraert (2010)
L 397 66 340-620
EST 48 5 40-49

R 108 3 106-128
Rex 35 4 29-38

RV 11 2 9-14

Ran 7 1 7-10
Rvan 4 3 14
VL/VB 1 1 1-1.6

*n= ndmero de individuos mensurados. L=tamanho total do corpo, EST= tamanho do estilete,
R= numero de anéis do corpo, Rex= anel onde localiza-se o poro excretor, RV= anel onde
localiza-se a vagina, Ran= anel onde localiza-se o &nus, Rvan= nimero de anéis entre a vagina
e 0 anus, VL/VB= distancia da vulva até a extremidade do corpo divido pela largura do corpo
onde a vulva esta localizada.

Tabela 3: Caracteristicas morfometrias de nematoides Criconemoides ixhaphozi (n = 36)
identificados em solos cultivados com nogueira-peca no estado do Rio Grande do Sul, e

comparativo com as caracteristicas descritas por Geraert (2010) para a espécie.

Variaveis Criconemoides ixhaphozi Desvio padréo Geraert (2010)
L 397 66 340-620
EST 48 5 40-49

R 108 3 106-128
Rex 35 4 29-38

RV 11 2 9-14

Ran 7 1 7-10
Rvan 4 3 1-4
VL/VB 1 1 1-1.6

*n= numero de individuos mensurados. L= tamanho total do corpo, EST= tamanho do estilete,
R= numero de anéis do corpo, Rex= anel onde localiza-se o poro excretor, RV= anel onde
localiza-se a vagina, Ran= anel onde localiza-se o0 &nus, Rvan= nimero de anéis entre a vagina
e 0 anus, VL/VB= distancia da vulva até a extremidade do corpo divido pela largura do corpo
onde a vulva esté localizada.

Tabela 4: Caracteristicas morfométricas de nematoides Discocriconemella degrissei (n = 20)
identificados em solos cultivados com nogueira-pecd no estado do Rio Grande do Sul, e

comparativo com as caracteristicas descritas por Geraert (2010) para a espécie.

Variaveis Discocriconemella degrissei Desvio padrdo  Geraert (2010)
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L 363 58 250-390
EST 56 5 56-68
R 82 5 71-82
Rex 27 3 21-29
RV 7 1 6-11
Ran 4 1 3-6
Rvan 3 0 2-4
VL/VB 1 0 0.7-1.1

*n= ndmero de individuos mensurados. L=tamanho total do corpo, EST= tamanho do estilete,
R= numero de anéis do corpo, Rex= anel onde localiza-se o poro excretor, RV= anel onde
localiza-se a vagina, Ran= anel onde localiza-se o &nus, Rvan= nimero de anéis entre a vagina
e 0 anus, VL/VB= distancia da vulva até a extremidade do corpo divido pela largura do corpo
onde a vulva esta localizada.
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APENDICE B - Obtencéo de inoculo e analise molecular de nematoides da familia
Criconematidae

Para a confirmacdo das espécies da familia Criconematidae, espécimes desses
nematoides — identificados por meio da analise morfoldgica e morfométrica como pertencentes
a familia, e, foram inoculados em plantas de cravo (Dianthus caryophyllus, L.). As plantas de
cravo foram mantidas em casa de vegetacdo, e posteriormente, 0os nematoidesforam extraidos
do solo proximo do sistema radicular da planta, conforme metodologia proposta por Jenkins
(1964). Apobs a extracdo, procedeu-se a pesca de individuos com auxilio de uma agulha de
pescagem esterilizada, sob estereomicroscopio.

Dez juvenis e fémeas foram selecionados manualmente, sob microscopio, e transferidos
para tubos Eppendorf contendo 10 pL de agua esterilizada, para extragdo de DNA, amplificacdo
do DNA (PCR) e sequenciamento. O DNA foi extraido para sequenciamento dos segmentos
D2 e D3 do RNA ribossomal 28S, seguindo Subbotin et al. (2005). Para tanto, a solucéo de
nematoides foi incubada a 56°C em tampao de lise e 100 pg ml™* de proteinase K por uma hora.
Apbs a incubacdo, o DNA foi extraido conforme instrucées do fabricante do kit DNeasy Blood
& Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha).A amplificagcdo do DNA (PCR) seguiu as condigoes
descritas por Inacio et al. (2016), para o par de primers D2A (5'-
ACAAGTACCGTGGGGAAAGTTG-3") e D3B (5-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3 )
(DE LEY etal., 1999).0s produtos da amplificacdo do DNA (aPCR) foram purificados com kit
IAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden-Alemanha), de acordo om as instruces do
fabricante. Posteriormente as sequéncias de DNA foram encaminhadas para sequenciamento.

O protocolo descrito acima ndo foi eficiente para identificacdo molecular dos
nematoides. Portanto, testaram-se outros cinco métodos de extracdo de DNA de nematoides.
Para cada método utilizou-se nematoides congelados e também, nematoides extraidos dos vasos

de multiplicacdo (casa de vegetacdo). Os métodos sdo especificados a seguir:

Meétodo 1 — Kit DNeasy: foi utilizado o protocolo fornecido pelo DNeasy Blood & Tissue Kit,

com adaptacao do tempo de incubacédo de 16 horas a 56 °C.

Metodo 2 — “Overnight” (MACHADO et al., 2019):
1. Adicionar 20 pl de NaOH (0,25 M) em microtubo de 0,2 mL;

2. Adicionar o nematoide no respectivo tubo;
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3. Agitar e centrifugar por 1 minuto a 1500 RPM e incubar a 25°C por periodo “overnight”
(durante a noite, aproximadamente 12 horas);

4. Incubar a 99 °C por 3 minutos;

5. Adicionar 10 pl de HCI (0,25 M) + 5 pl de tris-HCI pH 8,0 (0,5 M) + 5 ul de Triton X-100
(2%);

6. Agitar, centrifugar por 1 minuto a 1500 RPM e incubar a 99°C por 3 minutos;

7. Resfriar a 4°C;

8. Seguir com o PCR.

Método 3 — “Overnight” purificado pré-PCR: utilizou-se do mesmo protocolo descrito no
item anterior, no entanto, as amostras foram purificadas antes da realizacdo do PCR. Para
purificacdo utilizou-se o kit DNA Genelute PCR Clean-Up Kit, conforme as orientac¢fes do

fabricante.

Meétodo 4 — Worm Lysis Buffer (WLB) adaptado:

1. Adicionar 20 ul de buffer (do DNeasy Blood & Tissue Kit) em microtubos tipo Eppendorf e
adicionar o nematoide ao tubo.

2. Congelar os tubos por 10-15 min (utilizou-se tempo de 12 min);

3. Apds o congelamento, adicional 1 pl de enzima de proteinase k.

4. Antes de utilizar o DNA extraido, realizar a centrifuga¢éo a 14.000 rpm por 1°.

5. Seguir com a amplificacdo do DNA (PCR).

Método 5 — WLB purificado pré-PCR: utilizou-se 0 mesmo protocolo descrito no item
anterior. No entanto, as amostras foram purificadas antes da amplificacdo do DNA. Para a
purificacdo utilizou-se o kit DNA Genelute PCR Clean-Up Kit, conforme as orientacfes do

fabricante.

Para a amplificacdo do DNA (PCR) foi utilizado o Kit Gene DireX em amostras nao
purificadas e o Kit da Sinapse para as amostras purificadas, conforme a Tabela 1.

A PCR foi realizada em um termociclador automatizado (Applied Biosystems™ 2720
Thermal Cycler) com desnaturacéo inicial de 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 92 °C
por 2 min (desnaturagéo), 55 °C por 1 min (anelamento), 72 °C por 1 min (alongamento) e

extensdo final a 72 °C por 1 min. Cada reagéo incluiu um controle negativo sem DNA.
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Tabela 1 — Protocolo com as quantidades de reagentes utilizadas na
amplificacdo do DNA.

Solucéo Quantidade (pl)

Agua 11
DNTP 2,5
Primer D3B? 1

Primer D2A3 1

Buffer 2,5
MgCl> 1,5
Taq 0,5
DNA 50
Volume final 25

! Sequéncia (5’ - 3’): TCGGAAGGAACCAGCTACTA
*Sequencia (5 — 3’): ACAAGTACCTGGGAAAGTTG

Fonte: A autora.
Para julgar a qualidade de uma corrida de PCR, os produtos foram visualizados sob luz

UV apds a eletroforese em gel de agarose, a 90 volts por 60 min (Figura 1). As amostras foram

codificadas conforme a Tabela 2.

Figura 6 — Gel das amostras de DNA amplificadas e ndo purificadas.

.
2 34 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2627 28 29
Cadigo das amostras conforme tabela 1. 50pb e 1kb: marcadores de peso molecular; CN: controle negativo.
1: Marcador 1kb, 2: controle negativo, 3: 10c, 4: 10, 5: 9, 6: 9, 7: 6, 8: 5; 9: 5; 10: 4, 11: 2C, 12: 1, 13:1, 14:8,
15:7,16:7,17: 4, 18:3, 19: 3, 20: 2C, 21: 2, 22: 2,23: 1, 24: 1, 25: 2C, 26: 2, 27: 2, 28: Marcador 50pb, 29: 2

Fonte: A autora.

Nas amostras 3, 4, 4+, 5 e 6 foi possivel visualizar a separagdo dos fragmentos de DNA
em gel de eletroforese. Todas estas amostras foram extraidas pelo método WLB. O restante do
material extraido das amostras 5, 6, 9 ¢ 10 (identificadas com a letra “p” apds codigo de cada
amostra) foi purificado para testar se a realizacdo de purificacdo pré-PCR poderia favorecer a
concentragdo do DNA e posteriormente sua amplificagao.
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Tabela 2 — Codigo utilizado para cada amostra, conforme o protocolo de extracdo de DNA
utilizado e tipo de amostra contendo os nematoides.

Amostras com Amostras com Amostra composta

Protocolo nematoides nematoides de nematoides
congelados “frescos” “frescos”

DNeasy Blood & Tissue Kit 1 2 2C

WLB 3 4 -

WLB c/ purificagdo pré- PCR 5 6 -

Overnight 7 8 -

Overnight ¢/ purificacdo pré-PCR 9 10 10C

O protocolo de extragdo “DNeasy Blood & Tissue Kit” sugere, em sua Ultima etapa, eluir o DNA em 200 pl de
Buffer AE. Para amostras eluidas em 150 pl, utilizou-se o simbolo “*” apds o codigo da amostra. Quando foi
utilizado 10 pl de DNA na PCR, utilizou-se o simbolo “+” ap6s o codigo da amostra.

Fonte: A autora.

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose apds decorridos 30 (a) e 60 min (b).

ml 2 34 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2627 28 29

Cddigo das amostras conforme Tabela 2. 50pb e 1kb: marcadores de peso molecular; CN: controle negativo.
1: Marcador 50 pb, 2: CN, 3: CN, 4: 10,5:9,6: 9, 7:9,8:6,9:5,10: 2, 11: 1, 12: 3; 13: 7, 14: 4, 15: CN, 16:
CN, 17: 10, 18:9, 19: 9, 20:6, 21:5, 22:5, 23: Marcador 1kb.

Fonte: A autora.

Para as amostras “3” foi realizado mais um PCR, com objetivo de aumentar a quantidade
de DNA. Posteriormente, as amostras do primeiro e do segundo PCR foram unidas. Para o
segundo PCR foi utilizado o Kit da Sinapse.

Para as amostras purificadas antes da reacdo do PCR ndo se obteve sucesso, ou seja, no
ndo foram visualizadas bandas que indicassem a presenca de fragmentos de DNA no gel de

agarose. Por fim, as amostras 3, 4, 4+, 5 e 6 foram purificadas por meio do Kit de purificagéo
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EasyPure® PCR Purification Kit (TransGen Biotech Co., LTD) e a qualidade e quantidade de
DNA proveniente de PCR foram verificadas em NanoDrop (Thermo Scientific™ NanoDrop
Lite).

Para o sequenciamento foram enviadas as amostras 5 e 6, uma vez que foram as Unicas
que apresentaram quantidade suficiente de DNA conforme exigido pela empresa de

sequenciamento. No entanto, ndo se obteve sucesso no sequenciamento das amostras de DNA.



