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RESUMO GERAL

Monteiro, Jessica da Mata dos Santos. Resisténcia a Radopholus similis e deteccéo
de nematoides fitoparasitas em bananeiras triploides e tetraploides no Brasil.

Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) Universidade de Brasilia, Brasilia/DF. 2011.

A banana € a segunda fruta mais produzida no Brasil e corresponde a 15,7% de
toda a fruta produzida no pais, superado apenas pela laranja em 44,1%. E uma fruta de
grande importancia econémica e social no mundo inteiro e o Brasil é o quarto maior
produtor mundial onde esta é cultivada do Norte ao Sul do pais. Entre os principais
fatores bioticos que afetam a produtividade da bananeira estdo os fitonematoides,
Radopholus similis, Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria, Helicotylenchus
multicinctus, Rotylenchulus reniformis e Pratylenchus coffeae, sendo o nematoide
cavernicola (Radopholus similis) considerado o mais nocivo. O parasitismo desses
nematoides causa perdas diretas (danos na planta e reducéo da produtividade) e indiretas
(aumento de gastos com insumos, mdo de obra e fertilizantes). O manejo desses
nematoides através da aplicacdo de nematicidas tem se tornado uma prética cada vez
mais prejudicial ndo s6 ao ambiente e a0 homem, como ineficaz e ndo proporciona ao
longo do tempo uma erradicacdo completa desses organismos. A resisténcia genética é
entre todas as medidas de controle a mais viavel de controle dos nematoides. Varios
genotipos de bananeira tém sido introduzidos e/ou desenvolvidos no Brasil pelo
Programa de Melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas,
Bahia. Avaliacdes em campo desses gendtipos quanto a incidéncia e severidade das
doencas fungicas e bacterianas de importancia para a cultura tém sido realizadas,
entretanto, para os nematoides fitoparasitas tais informac@es sdo inexistentes, sobretudo
sobre resisténcia a R. similis. Com base no exposto, este estudo teve por objetivos
detectar e identificar a associacdo em campo, de fitonematoides com diferentes
gendtipos de Musa triploides (AAA e AAB) e tetraploides (AAAA e AAAB)
melhorados e/ou recomendados, cultivados em cinco areas experimentais do Programa
de Melhoramento de Banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizadas nas
regibes geograficas do Brasil: Norte (Acre), Nordeste (Pernambuco), Centro Oeste
(Distrito Federal), Sudeste (Sdo Paulo) e Sul (Santa Catarina) e; avaliar em casa de
vegetacdo o comportamento de 22 gen6tipos triploides e tetraploides introduzidos e/ou

melhorados pela Embrapa Mandioca e Fruticultura frente a R. similis. Para deteccéo e



identificacdo de fitonematoides em associacdo com raizes e solo de bananeiras, foram
amostrados solos e raizes de cerca de 25 gen6tipos de cada regido, sendo as amostras de
raizes divididas em duas partes de 250 g, sendo uma delas trituradas e inoculadas em
tomateiros ‘Santa Cruz‘, com o objetivo de multiplicar as espécies de Meloidogyne
presentes nas mesmas com base nos perfis de esterase. A outra parte, assim como 0
solo, foram submetidos & extracdo. Os nematoides foram mortos e fixados, para
posterior preparo de laminas semipermanentes e identificacdo do género e espécies
presentes nas amostras. Para avaliacdo do comportamento dos genotipos em casa de
vegetacdo, mudas micropropagadas de 22 geno6tipos aclimatadas em casa de vegetacao
durante dois meses foram inoculadas com uma suspensdo de 300 nematoides (juvenis e
adultos)/planta, distribuidas em experimento inteiramente casualizado com 4 repeticdes.
Sessenta dias apos a inoculacao, foram avaliadas quanto ao numero de nematoides nas
raizes e no solo, sendo determinado o fator de reproducdo (FR=Pf/Pi). O genétipo que
permitiu a maior multiplicagdo dos nematoides, foi considerado padrédo de
suscetibilidade. Com base na percentagem de reducdo do fator de reproducdo em
relacdo ao padrdo de suscetibilidade, foi feita a classificacdo da reacdo de resisténcia.
Também foi realizada uma analise prévia dos perfis proteicos de quatro genotipos
contrastantes. Observou-se a predominéancia de Meloidogyne javanica e M. incognita na
maioria dos genoétipos de todas as areas amostradas, seguidos de Helicotylenchus spp.,
Rotylenchulus reniformis, Radopholus similis, Scutellonema sp. e Criconemoides sp. Os
resultados do ensaio de resisténcia destacaram as cultivares Enxerto 33, Thap Maeo,
Calypso, Caipira, Tropical e Maga como moderadamente resistentes, ao contrario das
cultivares Preciosa, Maravilha e Prata And, classificadas como altamente suscetiveis. As
demais cultivares comportaram-se como suscetiveis. Andlise de proteina de raizes por
SDS-PAGE mostraram diferencas entre o perfil proteico de cultivares moderadamente
resistentes e suscetiveis.

Palavras-chave: Musa spp., fitonematoides, melhoramento genético, nematoide

cavernicola.

Orientador — Juvenil Enrique Cares — Universidade de Brasilia



GENERAL ABSTRACT

Monteiro, Jessica Mata dos Santos. Resistance to Radopholus similis and detection
of plant-parasitic nematodes in triploid and tetraploid bananas in Brazil.
Dissertation (Master in Plant Pathology) - University of Brasilia, Brasilia / DF.2011.
Banana is the second fruit most produced in Brazil, accounting for 15.7% of all
fruit produced in the country, surpassed only by orange with 44.1%. It is a fruit of great
economic and social importance worldwide, and Brazil is the fourth largest world
producer, where it is cultivated from North through South. Among major biotic factors
affecting yield of banana, are the nematodes Radopholus similis, Meloidogyne
incognita, M. javanica, M. arenaria, Helicotylenchus multicinctus, Rotylenchulus
reniformis and Pratylenchus coffeae, and the burrowing nematode (R. similis) is
considered the most damaging to banana. Parasitism of nematodes leads to direct (plant
damage and decreased yield) and indirect losses (increased spending on supplies, labor
and fertilizer). The management of these nematodes through the application of
nematicides has become a practice increasingly harmful not only for the environment
and man, as ineffective to provide over time a complete eradication of these
organisms. Genetic resistance is among all measures the most feasible to control of
plant-parasitic nematodes. Several genotypes of banana have been introduced and/or
developed in Brazil by The Banana Breeding Program of Embrapa Mandioca e
Fruticultura, in Cruz das Almas, Bahia. Evaluation under field conditions of these
genotypes on the incidence and severity of fungal and bacterial infections of importance
to the culture have been carried out, however, for plant-parasites nematodes,
information are not available, especially on resistance to R. similis. Based on the
foregoing, this study aimed to detect and identify field association of nematodes with
different triploid (AAA and AAB) and tetraploid (AAAB and AAAA) genotypes of
Musa, developed and/or recommended, for growing in five experimental areas of the
Banana Breeding Program of Embrapa Mandioca e Fruticultura, located in five
geographic regions of Brazil: Northern (State of Acre), Northeast (State of
Pernambuco), Central west (Distrito Federal), Southeast (State of Sdo Paulo) and South
(State of Santa Catarina); and, to assess under greenhouse conditions resistance reaction
of 22 triploid and tetraploid genotypes introduced and/or developed by Embrapa
Mandioca e Fruticultura to R. similis. For detection of nematodes associated with

banana roots and rhizosphere soils of approximately 25 genotypes had been sampled in

\Y



each region, and the root samples divided into two parts of 250 g each, one of them was
crushed and inoculated on tomato plants ‘Santa Cruz’ in order to increase the number of
specimens of Meloidogyne spp. present in the same genotype to be identified by using
profiles of esterase. The second part of roots, and the soil sample were submitted to
extraction of nematodes, and the nematodes were gently killed and fixed for subsequent
preparation of semi-permanent slides for identification at genus and species levels, of
all plant parasitic nematodes detected. To evaluate the resistance reaction of banana
genotypes under greenhouse, plantlets of 22 genotypes acclimated in a greenhouse
during two months were inoculated with a suspension of 300 nematodes (juveniles and
adults) / plant, distributed in completely randomized design with four replications.
Sixty days after inoculation, the plants were removed form soil, and the experiment
evaluated on the number of nematodes in roots and soil, and determined the
reproduction factor (RF = Pf/ Pi), and based on the percentage reduction of the factor of
reproduction in relation to the most susceptible genotype, the resistance reaction was
ranked. Finally, there was a preliminary analysis of protein profiles of four contrasting
genotypes. We observed a dominance of Meloidogyne javanica and M. incognita in
most genotypes of all areas sampled, followed by Helicotylenchus spp., Rotylenchulus
reniformis, Radopholus similis, Scutellonema sp. and Criconemoides sp. The results
highlight cultivars Enxerto 33, Thap Maeo, Calypso, Caipira, and Tropical as
moderately resistant to R. similis, unlike the cultivars Preciosa, Maravilha and Prata
And, classified as highly susceptible. The other cultivars proved to be
susceptible. Analysis of root proteins by SDS-PAGE showed differences between the

protein profile of moderately resistant and susceptible cultivars.

Keywords: Musa spp. nematodes, genetic breeding, resistance, Radopholus

similis.
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INTRODUGCAO GERAL

A banana é uma das frutas mais produzidas e consumidas no Brasil e no mundo,
sendo cultivada na maioria dos paises tropicais e subtropicais. A sua producdo constitui
parte importante da fonte de renda de pequenos agricultores e da alimentacdo das
camadas mais pobres da populagéo, principalmente no meio rural das regides Norte e
Nordeste do Brasil. E predominantemente cultivada em pequenas propriedades, sendo
de grande importancia para a alimentacéo, fixacdo da méao-de-obra no campo, geracédo
de empregos, renda para as familias e para a exportacdo (Cordeiro, 2000). E a segunda
fruta com maior producdo no Brasil, correspondendo a 15,7% da producédo de frutas no
Pais, superada apenas pela laranja que corresponde a 44,1% do total produzido, sendo
0s principais estados produtores: Sdo Paulo, Bahia, Santa Catarina, Minas Gerais, Para,
e outros (IBGE, 2009).

Na maior parte das regides produtoras, os responsaveis pela producao de banana
sd0 pequenos agricultores que na maioria das vezes sdo desprovidos de recursos
técnicos e financeiros para adog¢do de medidas que promovam o aumento da
produtividade. Além disso, a bananicultura é afetada tambeém por fatores bidticos como
os nematoides fitoparasitas (Carlier et al., 2003), capazes de causar perdas severas a
producdo de bananas (Sarah, 1989; Gowen & Quénéhervé, 1990). Os sintomas causados
por esses organismos na parte aérea da planta podem ser erroneamente atribuidos a
outras causas, como 0 ataque por insetos ou desbalango nutricional. Os nematoides mais
prejudiciais sdo aqueles envolvidos na destruicdo de raizes sustentadoras, com
debilidade do sistema de ancoragem da planta e consequente tombamento da mesma.
Para a bananeira, as espécies mais importantes sdo: Radopholus similis (Cobb, 1893)
Thorne, 1949, Pratylenchus coffeae (Zimmermann, 1898) Filipjev & Schuurmans
Stekhoven, 1941, Helicotylenchus multicinctus (Coob, 1893) Golden, 1956,
Meloidogyne spp., e Rotylenchulus reniformis Linford e Oliveira, 1940. Incluindo estes,
existem 146 espécies de nematoides parasitas de plantas pertencentes a 43 géneros
associados a Musa spp., porém, os demais além dos acima mencionados, ainda ndo sdo
considerados patogenos sérios para a bananeira (Gowen & Quénéhervé, 1990).

O nematoide cavernicola R. similis é um dos patogenos de raizes mais
importantes da banana e causa severas perdas no campo em pequena e larga escala ao

redor do mundo (Sarah et al., 1996). Pela capacidade de migrar entre e por meio das
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células do sistema radicular, causam destruigdo total ou parcial deste sistema, o que leva
ao comprometimento das func@es vitais da planta, principalmente a absorcdo de agua e
nutrientes, com reflexos também no sistema de ancoragem da planta. Os nematoides das
galhas sdo encontrados em raizes de bananeiras em praticamente todos as regides
cultivadas (Figueroa, 1990; De Waele & Davide, 1998). A formacdo de galhas nas
raizes primarias que atinge as secundarias e terciarias, € a expressdo dos primeiros
sintomas da planta devido a infeccéo por espécies de Meloidogyne Goeldi, 1887. Como
reflexos do ataqgue do nematoide, resultam sintomas secundarios como o
amarelecimento das folhas, reducgdo da area foliar, reducdo do crescimento da planta e
da produtividade, com perdas de até 57% da producdo (De Waele & Davide, 1998).

A aplicacdo intensiva de nematicidas quimicos é a pratica de controle de
nematoides mais frequente em plantacdes comerciais, a qual tem sido altamente
questionada pelo seu alto custo e contaminacdo do meio ambiente. A resisténcia
genética €, entre todos os métodos de controle de nematoides, 0 mais promissor,
constituindo-se na medida economicamente mais viavel para o produtor, além de ser um
método ambientalmente seguro quando comparado a outras técnicas de manejo.
Cultivares resistentes tém as vantagens de inibir a reproducdo do nematoide, serem
cultivadas sem residuos toxicos, dispensarem o0 uso de técnicas que exigem
equipamentos especiais (como no caso da aplicacdo de nematicidas ou agentes de
controle biol6gico) e, ndo ha custo adicional para o produtor (Cook & Evans, 1987;
Trudgill, 1991; Boerma & Hussey, 1992). Porém, atualmente sdo conhecidas
pouquissimas fontes de resisténcia aos principais nematoides da bananeira.

Para suprir a caréncia de fontes de resisténcia a doengas, a Embrapa Mandioca e
Fruticultura, em Cruz das Almas, Bahia, conduz um programa de melhoramento
genético de banana com o objetivo de concentrar num mesmo gendétipo o maior nimero
possivel de caracteristicas agrondmicas favoraveis, além da resisténcia as principais
doencas incluindo as causadas por nematoides, para posteriormente transferi-las para
variedades triploides comerciais mediante sintese de tetraploides (Oliveira et al., 2008).
O estudo da resisténcia desses genoétipos a diferentes espécies de nematoides e, 0 grau
de viruléncia destes, principalmente R. similis, tambem é de grande importancia para o
programa de melhoramento genético de banana da Embrapa que visa criar e selecionar
cultivares de bananeira resistentes a nematoides.

Portanto, esta pesquisa teve como objetivos: identificar fitonematoides

associados a diferentes gendtipos de bananeiras triploides (AAA, AAB) e tetraploides
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(AAAA, AAAB) cultivadas em areas experimentais de cinco regides do Brasil; e
avaliar o comportamento de 22 genoétipos de bananeiras triploides e tetraploides em

relacdo a R. similis em casa de vegetacao.
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CAPITULO 1 — BANANA (Musa spp.)

1



IMPORTANCIA DA BANANA

A banana (Musa spp.) € uma das frutas mais importantes para 0 mundo, tanto em
producdo como em comercializacdo. Para muitos paises, aléem de ser um alimento
complementar da dieta da populacdo, a banana é de grande importancia social e
econbmica e serve como fonte de renda para muitas familias de agricultores com
geracdo de postos de emprego no campo e na cidade, e também contribui para o
desenvolvimento das regides envolvidas em sua producao.

A producdo mundial de banana em 2008 superou 90 milhdes de toneladas, sendo
que a producédo brasileira foi de aproximadamente 7 milhdes. Esta producdo fez do
Brasil o quarto maior produtor mundial, sendo superado pela india (25,6 milhdes de
toneladas), Filipinas (9,6 milhdes de toneladas) e China (8,9 milhdes de toneladas)
(IBGE, 2008).

Nas terras altas de Uganda, o consumo per capita de banana chega a 200 kg por
ano, e a fruta serve como fonte de parte significativa das necessidades diarias de
carboidratos, vitaminas A, B6 e C, potassio, fosforo e célcio (Ploetz, 1999). No Brasil,
principalmente no Estado do Amazonas, a banana é a fruta mais consumida,
constituindo-se em alimento béasico da populacdo carente (Cordeiro et al., 1998). Na
Costa Rica, a producdo de banana é uma atividade que gera aproximadamente 40.000
empregos diretos e 100.000 indiretos; na provincia de Limon é a principal fonte de
trabalho para 93% da populacdo economicamente ativa e gera o sustento basico para
mais de 500.000 pessoas (Corbana, 2000).

Para outros paises, ela € um produto de exportacdo responsavel por parte
significativa dos ingressos relativos a exportacdo agricola. Os mercados mais
importantes sdo os da Unido Européia, Estados Unidos e Japdo, responsaveis pela
importacdo de aproximadamente 70% do volume e 79% do valor mundialmente
comercializados (FAO, 2003). De acordo com Manica (1997), o grande volume de
banana comercializado nos mercados mundiais pode ser explicado por varios fatores,
entre os quais se destacam: a possibilidade de producdo continua durante todo o ano, o
elevado rendimento por hectare e ciclo reduzido da cultura, a facilidade de manejo e

armazenamento da fruta verde e a facilidade e rapidez de amadurecimento.



CLASSIFICACAO BOTANICA E TAXONOMIA DA BANANEIRA

As bananeiras produtoras de frutos comestiveis sdo plantas monocotiledéneas,
da ordem Scitaminales, familia Musaceae, subfamilia Musoideae e do género Musa.
Este constituido por quatro séries ou sec¢des: Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys e
Eumusa (Simmonds, 1973).

As espécies pertencentes as se¢fes Callimusa e Rhodochlamys séo plantas de
interesse ornamental e ndo produzem frutos comestiveis, engquanto que a secao
Australimusa apresenta espécies de importancia industrial, pois sdo utilizadas para
producdo de fibras téxteis para confeccdo de redes de pesca. A secdo Eumusa apresenta
a maior dispersdo geogréafica e inclui 11 espécies conhecidas (Tezenas du Montcell,
1988).Todas as bananeiras comestiveis cultivadas sdo teoricamente originarias das
espécies pertencentes a secdo Eumusa e, grande maioria das cultivares € resultante do
cruzamento entre as duas espécies: Musa acuminata (constituida pelo genoma A) e
Musa balbisiana (constituida pelo genoma B) (Inibap, 2004b).

Origem e niveis cromossdmicos das cultivares

A Banana tem como centro de origem a regido tropical que vai desde a india até
a Nova Guiné, incluindo Malésia e Indonésia. Nessa regido, alguns diploides
possivelmente hibridos adquiriram a capacidade de produzir mais polpa e
progressivamente se tornaram sem sementes. A intervencdo humana teve um papel
fundamental na geracdo de bananas comestiveis, pois, as bananeiras que produzem
frutos sem sementes s6 poderiam ter chegado a outras partes do mundo por meio de
transplantio de mudas pelo homem. Dessa forma, a historia das variedades de banana
estd intimamente ligada a das popula¢gdes humanas (De Langhe, 1996). Outros centros
de origem secundarios de variedades ocorrem na Africa Oriental, em algumas ilhas do
Pacifico e uma consideravel diversidade genética ocorre na Africa Ocidental
(Champion, 1967). As cultivares encontradas nessas regides evoluiram de espécies
selvagens e apresentam trés niveis cromossdémicos, existindo diploides com 22
cromossomos (2x), triploides com 33 (3x) e tetraploides com 44 cromossomos (4x), que
sdo multiplos do nimero basico (n=11), sendo que a origem de triploides a partir de



diploides e de tetraploides a partir dos triploides é facilmente constatada por meio de
cruzamentos experimentais (Shepherd, 1984).

Cruzamentos interespecificos entre M. acuminata (genoma A, 2n=2x=22) e M.
balbisiana (genoma B, 2n=2x=22), deram origem a maioria dos gendtipos de bananeiras
atualmente em uso para alimentacdo, razdo pela qual as plantas geradas destes
cruzamentos apresentam caracteristicas das duas espécies (Simmonds, 1973).

O cruzamento entre espécies e subespécies pode ter levado ao aparecimento
de esterilidade, uma caracteristica selecionada pelo homem em conjunto com a
partenocarpia, o que permite a producdo de frutos comestiveis. Hoje, sdo encontrados
0s seguintes grupos genémicos: diploides (AA e AB); triploides (AAA, AAB e ABB);
e tetraploides (AAAA, AAAB, AABB e ABBB) (Figura 1), sendo esta classificacdo

adotada em todo o mundo (Dantas et al., 1997).

Muisa Spp. M. acuminata (AA) M. batbisiana (BB)

Partenocarpia

Cultivares
diploides AA AB
Hibridaco /]

Fertilizagio
de sacos
embrionicos
nao reduzidos

Cultivares
triploides

Fertilizagio
de sacos
embrionicos
nao reduzidos

Cultivares

AAA+A AAB+A AAB+B ABB+B
tetras

=AAAA  =AAAB =AABB =ABBB
Figura 1. Processo de evolucgdo da banana comestivel (Simmonds & Shepherd, 1955)
Vale ressaltar que todos esses grupos foram constatados por avaliagéo

taxondmica das cultivares exploradas em todo o mundo, a exce¢do do grupo AAAA,
que so foi obtido por cruzamentos experimentais (Shepherd, 1984a).



MELHORAMENTO GENETICO DE BANANEIRA DA EMBRAPA
MANDIOCA E FRUTICULTURA

As primeiras tentativas de pesquisa na area de melhoramento genético de
bananeira ocorreram no final da década de 1920, em Honduras, Trinidad e Jamaica,
motivadas pela murcha de Fusarium (mal-do-panam@) (Shepherd, 1992). No inicio da
década de 1930 foi sintetizado o primeiro tetrapldide a partir do cruzamento de uma
cultivar triploide AAA (Gros Michel) com um diploide AA (selvagem). Desta forma,
iniciou-se um sistema de hibridacdo que permite o melhoramento de algumas cultivares
triploides de banana e também de diploides (AA), que continua sendo universalmente
usado com resultados satisfatorios.

O melhoramento convencional tem sido dificultado pela auséncia de sementes
nas cultivares de bananeira, fator este que resulta da inexisténcia de polen viavel ou,
talvez, de polinizadores naturais eficientes. As cultivares que ndo produzem sementes
quando polinizadas ou aquelas que as produzem em pequena quantidade podem ser
tanto diploides quanto triploides. A auséncia de sementes pode estar relacionada a
intensa selecdo agrondmica para este fator e deve ser, portanto, reflexo do processo de
domesticacdo da espécie (Shepherd et al., 1986).

Cultivares do subgrupo Cavendish ndo produzem sementes quando polinizadas
com diploides, enquanto na ‘Maca’, as poucas sementes produzidas ndo germinam. Para
contornar problemas desta natureza, técnicas ndo convencionais de melhoramento, tais
como, mutacdo, hibridacdo somaética e duplicacdo do ndmero de cromossomos dos
diploides vém sdo utilizados (Ganry, 1993).

O objetivo do melhoramento do germoplasma de banana AA € concentrar, em
um mesmo gendtipo, o maior nimero possivel de caracteristicas favoraveis como
partenocarpia, elevado numero de dedos e pencas, maior comprimento de dedos, boa
formacdo de cachos e resisténcia as pragas e aos patdgenos incluindo os nematoides,
para posteriormente transferi-las as variedades triploides comerciais, mediante a sintese
de tetraploides (Dantas et al., 1993b; Silva et al., 1996; Silva et al., 19973; Silva et al.,
1997b; Silva et al., 1998a).

O melhoramento genético da bananeira, conduzido na Embrapa Mandioca e
Fruticultura objetiva desenvolver bananas resistentes as Sigatokas amarela e negra e ao
mal-do-panamé, com porte e ciclo reduzidos e mais produtivas, mediante cruzamentos

de diploides (AA) melhorados com triploides comerciais e avaliar e selecionar estas
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novas variedades tetraploides em diferentes regides produtoras de banana do Pais.
AvaliacOes para resisténcia a nematoides e broca do rizoma também s&o efetuadas nos

novos hibridos produzidos (Silva et al.1998a).

Diploides melhorados

O programa de melhoramento genético de bananeira da Embrapa Mandioca e
Fruticultura iniciou-se em 1983, em Cruz das Almas/BA, com a producéo e avaliacao
de diploides, onde, na sua fase inicial, que foi do ano 1983 a 1987, dispunham-se
basicamente da espécie silvestre M. acuminata (subespécies banksii, burmanica,
malaccensis, microcarpa e zebrina) e de algumas cultivares como ‘Heva’, ‘Lidi’,
‘Sinwobogi’, ‘Tjau Lagada’ e ‘Tuu Giae’. Os primeiros hibridos foram originarios de
cruzamentos entre estes genotipos e, atualmente todos os diploides usados no programa
de melhoramento da banana sdo hibridos melhorados que visam a produtividade e
resisténcia a doencas.

Nesse processo tém-se gerado cultivares produtivas e com resisténcia a pragas e
patdgenos da cultura, entre elas destacam as cultivares Caipira, Thap Maeo, FHIA 18,
Prata Gralda, Prata Baby (Nam), Pacovan Ken, Japira, Vitoria, Preciosa, Tropical,
Maravilha, Caprichosa, Garantida e Princesa.

O melhoramento de bananeiras diploides consiste no cruzamento de parentais
selecionados para caracteristicas desejaveis e que apresentam gametas, masculino e ou
feminino férteis obtendo-se assim hibridos também diploides (primérios). Associado a
falta de resisténcia as principais doencas e pragas, a maioria das variedades comerciais é
pouco produtiva e tem porte alto. Assim, com o melhoramento da banana, espera-se
também, a obtencdo de variedades de porte mais baixo que venha contribuir para
reducdes de perdas por tombamento de plantas e do custo de producdo por dispensar o
escoramento e permitir o0 uso de maior densidade de plantio e consequentemente, obter

maior rendimento.



Diploides melhorados vs. cultivares comerciais

Mesmo sendo um dos maiores produtores mundiais de banana, as exportagdes
brasileiras sdo irrisorias quando comparadas com outros paises produtores, como 0
Equador. O baixo volume de exportacdo esta diretamente relacionado a numerosa
populacdo do pais, com elevado consumo per capita, a falta de técnicas adequadas para
o cultivo, e os problemas fitossanitarios, como doencas e pragas, que podem ocasionar
perdas de até 100 % da lavoura (Silva et al., 2002a).

A falta de cultivares comerciais de banana que sejam produtivas, com porte
adequado, resistentes as principais pragas e doencas, adaptadas a diferentes
ecossistemas e aceitas pelos consumidores, constituem-se em fatores limitantes a
expansdo da cultura (Silva et al., 2000; Donato et al., 2006). Uma das estratégias para
suplantar estas limitacdes € o desenvolvimento de novas cultivares, mediante programas
de melhoramento genético. Esses novos gendtipos, na sua maioria, sdo tetraploides,
oriundos de cruzamentos entre triploides (variedades comerciais) e diploides
melhorados ou selvagens (Silva et al., 2005).

Na fase inicial de producéo de tetraploides na Embrapa Mandioca e Fruticultura,
em 1983, foram utilizados, como genitores masculinos, diploides silvestres e cultivares
diploides disponiveis. Entre estas, a mais utilizada foi a ‘Lidi’, pela melhor eficiéncia do
polen. Posteriormente, uma série de hibridos promissores em tamanho e qualidade de
frutos foi gerada a partir do genitor masculino M53. Atualmente, as hibridacfes tém
sido feitas com os 27 hibridos selecionados, usando-se preferencialmente nos
cruzamentos com plantas altas (‘Pacovan’ e ‘Prata’ Comum) os diploides, que possuem
porte de médio a baixo; e nos cruzamentos com ‘Prata And’, aqueles que apresentam
elevado namero de frutos por cacho independente do porte.

Na bananeira, a variabilidade genética importante para os programas de
melhoramento localiza-se nos diploides (Shepherd et al., 1986; Silva et al., 2002).
Portanto, a avaliacdo agrondmica destes, pode disponibilizar informac@es Uteis, tanto
para a escolha de genitores para cruzamentos entre diploide divergentes, quanto para
cruzamento destes com triploides, para obtencdo de novos hibridos tetraploides
(Amorim et al., 2008).



Novas cultivares

O Programa de melhoramento genético da bananeira da Embrapa Mandioca e
Fruticultura (PMG), em parceria ou ndo com outras instituicdes, tem recomendado nos
ultimos anos uma série de novas cultivares, como a Caipira, Thap Maeo, Pacovan Ken,
Fhia 18, Prata Baby, Prata Grauda, Tropical, Preciosa e Maravilha (Oliveira et al.,
2008).

A cultivar Caipira conhecida internacionalmente como ‘Yangambi km 5°, ¢ uma
cultivar de banana de mesa, pertencente ao grupo gendmico AAA, de porte médio- alto,
frutos pequenos e muito doces. Foi selecionada a partir de avaliacdes realizadas em
varios locais e destaca pelo seu vigor vegetativo, resisténcia as sigatokas negra e
amarela e ao mal-do-Panama, além de resisténcia a broca do rizoma evidenciada por
baixos indices de infestacdo pela praga.

A cultivar Thap Maeo, introduzida da Tailandia e selecionada pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura, pertence ao grupo AAB, semelhante a ‘Mysore’, diferenciando
desta por ndo apresentar altas infestacfes pelo Banana streak virus (BSV). Apresenta
porte médio-alto, frutos pequenos, resisténcia as sigatokas negra e amarela e ao mal-do-
Panam4, baixa incidéncia da broca do rizoma e nematoides. Possui rusticidade em solos
de baixa fertilidade, onde a produtividade média é de aproximadamente 25 t/ha/ano e
sob condicdes de solos com boa fertilidade a sua produtividade média é de
aproximadamente 35 t/ha/ano.

A ‘Fhia 18” ¢ um hibrido da cv. ‘Prata And’ de porte médio, com frutos
semelhantes aos desta cultivar, embora com sabor mais doce. Foi introduzida de
Honduras, avaliada em varios locais e selecionada. E um tetraploide do grupo AAAB e,
0 seu principal atrativo é a resisténcia a sigatoka negra.

A ‘Pacovan Ken’ ¢ um hibrido tetraploide do grupo AAAB, porte alto, resultante
do cruzamento da cultivar Pacovan com o hibrido diploide (AA) M53, gerado pelo
PMG da bananeira em Cruz das Almas, BA. Apresenta nimero, tamanho dos frutos e
produtividade superiores aos da ‘Pacovan’. Os frutos sdo mais doces e apresentam
resisténcia ao despencamento, semelhantes aos da ‘Pacovan’ e também apresenta
resisténcia as sigatokas negra e amarela e ao mal-do-Panama.

A cultivar Preciosa € um hibrido tetraploide do grupo AAAB, de porte alto,
resultante do cruzamento da ‘Pacovan’ com o hibrido diploide (AA) M53, gerado pelo

PMG da bananeira (PV42-85), em Cruz das Almas, BA. A nova cultivar é ristica, tem
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porte alto e frutos grandes que sd3o mais doces que os da ‘Pacovan’ e como 0S desta
cultivar, apresentam resisténcia ao despencamento. A ‘Preciosa’ além de resistente a
sigatoka negra, também apresenta resisténcia ao mal-do-Panama, sendo recomendada
inicialmente para o estado do Acre, onde a sigatoka negra constitui grande problema
para as bananeiras.

A ‘Maravilha’ ¢ um hibrido tetraploide (AAAB) resultante do cruzamento entre
‘Prata And’ (AAB) x SH 3142(AA), de porte médio que foi introduzido de Honduras
com o nome de Fhia 01, avaliado em varios locais e selecionado pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura para a regido de Rio Branco, Acre. Os frutos e a produtividade
sdo maiores € a polpa mais acida que os da ‘Prata And’. Apresenta resisténcia a sigatoka
negra e ao mal-do-Panama.

A ‘Tropical’, hibrido tetraploide do grupo AAAB, resultante do cruzamento da
cv. Yangambi n.° 2 com o hibrido diploide (AA) M53, de porte médio a alto, criado
pela Embrapa Mandioca e Fruticultura (YB42-21) em Cruz das Almas, BA. Os frutos
sdo maiores, mais grossos e com sabor semelhante aos da cv. Magé. A ‘Tropical’ além
de resistente a sigatoka amarela é também tolerante a0 mal-do-Panama. Todavia ndo é
resistente a sigatoka negra. Seu plantio serd direcionado principalmente as regides
produtoras de banana Maga.

PROBLEMAS FITOSSANITARIOS

Além das doencas fangicas, bacterianas e viréticas a bananeira enfrenta também
ataques por fitonematoides que sdo considerados um dos principais grupos de patégenos
por serem capazes de limitar o seu desenvolvimento e produtividade.

Diversas espécies de fitonematoides tém sido identificadas associadas as raizes e
ao solo da rizosfera de bananeiras e platanos. Segundo Gowen e Quénéhervé (1990),
146 espécies de fitonematoides pertencentes a 43 géneros ja foram relatadas associados
a Musa spp. no mundo. Entretanto, Radopholus similis (Cobb, 1893) Thorne, 1949,
Helicotylenchus multicinctus (Cobb, 1893) Golden, 1956, Pratylenchus coffeae
(Zimmermann, 1898) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941 e Meloidogyne spp.,
principalmente M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 e M. javanica
(Treub, 1885) Chitwood, 1949 e M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949 sdo as

espécies tidas como de maior importancia (Costa et al., 1998). Além destas espécies, no



Brasil tem sido detectado também Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira, 1940 e
H. dihystera (Cobb, 1893) Sher, 1961 (Souza et al.,1999; Dias & Ribeiro Junior, 2001).
Essas espécies sdo consideradas importantes em paises tropicais e subtropicais, ndo sé
pelos danos causados, mas, principalmente, devido a grande variabilidade na interacao
com diferentes cultivares de bananeiras e também pela dificuldade de obter-se um
controle efetivo.

Plantas afetadas por nematoides tém a capacidade de absorcdo de &gua e
nutrientes reduzida, o que pode resultar no atraso da floracdo e, consequentemente na
reducdo do tamanho dos cachos e frutos. A ancoragem da planta também e afetada e
como consequéncia as plantas séo facilmente derrubadas, especialmente na fase de
enchimento dos frutos (Stover e Simmonds, 1987). Contudo, 0s sintomas causados por
nematoides podem ser mascarados por problemas de ordem fisioldgica, como
deficiéncia nutricional, estresse hidrico ou ocorréncia de pragas e doencas de origem
virotica, bacteriana ou fangica. Por isso, para a diagnose se faz necessaria amostragem

de solo e raizes.

O nematoide das les@es radiculares (Pratylenchus coffeae)

O nome vulgar das espécies de Pratylenchus (nematoide das lesdes radiculares)
é alusivo aos sintomas causados nas plantas hospedeiras, que sdo as conspicuas lesdes
necroticas nas raizes (Ferraz & Monteiro, 1995; Agrios, 1997).

Observado pela primeira vez por Cobb, em 1919, em raizes de platanos na
América Central, P. coffeae foi inicialmente descrito como Tylenchus musicola.
Provavelmente nativo de paises do Pacifico, disseminou-se por meio de material de
plantio e hoje se encontra distribuido mundialmente, entretanto de forma mais restrita
do que R. similis (Gowen e Quénéhervé, 1990; Bridge et al., 1997). Ja foram associadas
a Musa, oito espécies de Pratylenchus, dentre elas P. coffeae e P. goodey sdo as mais
disseminadas e conhecidas como importantes para a bananeira (Gowen e Quénéhervé,
1990). Pratylenchus coffeae é considerada o principal patdgeno de bananas em locais
onde ocorre e causa danos similares aos provocados por R. similis (Bridge et al., 1997).
E um parasita migrador durante todo o ciclo de vida e movimenta-se ativamente no solo
até atingir o sistema radicular da planta hospedeira, onde penetra e passa a migrar no

cortex da mesma, podendo retornar ao solo. E um nematoide importante pelos danos
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causados a cultura, embora muito menos disseminado que o nematoide cavernicola
(Gowen e Quénéhervé, 1990).

As lesbes radiculares causadas por P. coffeae e P. goodeyi estdo geralmente
associadas a infeccdes fungicas por Fusarium oxysporum, f.sp redolens, F. sambucium,
Nigropsora musae e Rhizoctonia solani (Bridge et al., 1997).

O ciclo de vida de Pratylenchus spp. é relativamente rapido, geralmente ocorre
varias geracdes em unico ciclo da hospedeira. Altas populacbes podem ser detectadas
nas raizes infectadas logo no inicio do ciclo da cultura, mas essas populagdes tendem a
diminuir especialmente na auséncia da hospedeira (Loof, 1991). A fémea deposita 0s
ovos no interior das raizes ou no solo préximo a superficie das mesmas sem formacéo
de massa de ovos, em média de 80 a 150 ovos por fémea durante o ciclo, que se
completa em média, entre 3 e 4 semanas, tempo este que varia com fatores ambientais
como temperatura, umidade, espécie hospedeira e do patégeno (Ferraz & Monteiro,
1995; Tihohod, 1997; Castillo & Vovlas, 2007). A temperatura ideal para o

desenvolvimento de P. coffeae fica entre 25 e 30°C (Gowen, 2000).

O nematoide espiralado (Helicotylenchus spp.)

Depois de R. similis, H. multicinctus & provavelmente o nematoide mais
prejudicial para a bananeira. Segundo Blake (1969), as primeiras observacdes de perdas
de producdo em bananeiras causadas por H. multicinctus foram feitas em Israel, em
areas nas quais R. similis era ausente.

Geralmente, H. multicinctus e R. similis ocorrem juntos em regides nas quais as
condicdes climaticas sdo consideradas étimas para a producdo da cultura. Sob condicdes
favoraveis, H. multicinctus pode ser considerado o principal nematoide para a cultura e
ocorre frequentemente associado a M. javanica e M. incognita (McSorley e Parrado,
1986).

Ovos e todos os estadios, machos e fémeas de H. multicinctus foram observados
dentro de raizes de bananeira, 0 que mostra que certamente o nematoide pode completar
todo o seu ciclo dentro das raizes, migrando para o solo com o desenvolvimento da
necrose dos tecidos (Blake, 1969). As lesbes nas raizes sdo semelhantes a pequenas
pontuacfes ou tracos de cor marrom-avermelhada a preta e, geralmente, menores,

menos profundas e mais superficiais do que as causadas por R. similis. Na presenca de
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elevadas populacdes, ou em fases mais avangadas, as lesbes podem coalescer e causar
necrose na camada externa do cortex (McSorley e Parrado, 1986; Gowen e Quénéherve,
1990). As raizes absorventes podem apresentar deterioracéo progressiva com debilidade
e morte das mesmas e consequente tombamento da planta. A vida reprodutiva da
plantacdo é bastante reduzida, com quedas de producdo dois a trés anos apds o plantio
(McSorley e Parrado, 1986). Além das raizes, H. multicinctus pode, também, infectar o
rizoma da planta (Blake, 1969; Gowen e Quénéhervé, 1990). Poucas informacdes a
respeito da sobrevivéncia de H. multicinctus na auséncia de hospedeiros suscetiveis
estdo disponiveis. Raizes e rizomas vivos de bananeira garantem a sobrevivéncia do
nematoide espiralado (Gowen e Quénéhervé, 1990).

Além de Musa spp., H. multicinctus apresenta ampla gama de hospedeiros, tendo
sido associado a plantas daninhas como o caruru, trapoeraba e beldroega (Gowen e
Quénéhervé, 1990). No Brasil, ja foi também associado a picdo-roxo, cebola, caju,
commelina, citros, café, tiririca, beldroega, grumixama, soja, bananeira ornamental, joa,

manga, cana-de-agucar, sorgo, cacau, trigo e milho (Embrapa, 2002).

O nematoide das galhas — Meloidogyne spp.

Os nematoides formadores de galhas nas raizes do género Meloidogyne, estdo
entre os patdgenos mais disseminados no mundo e limitantes a produtividade agricola
(Sasser & Carter, 1985). Plantas de climas frios e quentes, utilizadas como fonte de
alimento em todo mundo sdo suscetiveis a infeccdo por estes nematoides (Taylor &
Sasser, 1978). Em raizes de bananeiras e platanos, os nematoides das galhas ocorrem
em qualquer regido onde estas culturas estejam presentes (De Waele e Davide, 1998).
As espécies M. incognita, M. javanica, M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949 e M.
hapla Chitwood, 1949 sdo as mais comumente associadas a Musa spp. (Gowen e
Quénéhervé, 1990; Stoffelen et al., 2000), sendo que popula¢des mistas podem ocorrer
em bananais infestados (Cofcewicz et al., 2004a; Cofcewicz et al., 2005).

Séo endoparasitos sedentarios, cuja fémea produz em média, 500 ovos em matriz
gelatinosa e forma uma massa de ovos, na maioria das vezes, externamente a raiz. Apés
0 desenvolvimento embrionario, o juvenil de primeiro estadio (J1) passa pela primeira
ecdise, dando origem ao juvenil de segundo estadio (J2), que emerge do ovo. Ao migrar

para 0 solo, 0 J2 que € a fase infectante, inicia a procura de raiz para se alimentar,
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penetra na ponta da raiz, atinge a regido do parénquima vascular e estabelece o seu sitio
de alimentagdo (células gigantes multinucleadas) nas células do parénquima vascular
precedidas pela injecdo de secrecdes de substancias provenientes das glandulas
esofagianas. O nematoide ingere o contetudo citoplasmatico das células gigantes,
atuando como drenos metabolicos que desviam o0s nutrientes da planta para o
nematoide. A injecdo de secrecBes culmina em hipertrofia e hiperplasia de celulas
acompanhadas geralmente pelo alargamento das raizes com formacdo das galhas.
Durante esse processo, 0 juvenil tem a sua largura aumentada e passa por novas ecdises
com formacdo dos estadios juvenis J3 e J4 e finalmente os adultos, macho ou fémea. A
reproducdo € na maioria das vezes partenogenética e alta percentagem de machos é
produzida em condic¢des adversas (Whitehead, 1997).

O corte longitudinal das raizes pode revelar fémeas de corpo dilatado tipicas do
género em varios estddios de maturacdo, inclusive visiveis a olho nd. Pode ser
observada também, a presenca de um halo enegrecido ao redor da fémea no interior da
raiz (camara da fémea) (Zem, 1982b). Diferentes espécies de Meloidogyne podem ser
observadas na mesma galha em raizes de bananeiras e também podem colonizar as
camadas externas do rizoma (De Waele e Davide, 1998; Cofcewicz et al., 2004b).

Para os nematoides das galhas, Meloidogyne spp., 0s sintomas mais evidentes
sdo as nodulacdes ou galhas de tamanhos variados que ocorrem nas raizes infectadas.
Essas galhas podem ser diminutas ou atingir diametro superior a 15 mm e, algumas
vezes podem ocorrer a formacdo de galhas no apice das raizes. Segundo De Waele e
Davide (1998), M. javanica causa amarelecimento e estreitamento das folhas, reducao
do crescimento das plantas e da producao de frutos.

Embora essas espécies sejam de habito sedentario, sua permanéncia no solo
dificulta muito o manejo. Apesar dos danos causados serem menos notaveis do que os
causados por nematoides migradores, as espécies M. javanica, M. incognita e M.
arenaria, mostraram-se altamente prejudiciais a bananeira, que apresentou alta
hospedabilidade a estas espécies, 0 que ndo ocorreu com M. hapla (Jonathan et al.,
1999).

A dificuldade em estabelecer-se o nivel de dano para cada espécie de
Meloidogyne em bananeiras em campo é devido a ocorréncia conjunta de varias
espécies no mesmo campo e até mesmo em uma mesma planta. Contudo, sabe-se que
diferentes tipos de solos e préticas culturais podem influenciar a importancia desse

nematoide na cultura. Costa (1997), em solos de textura leve e baixa fertilidade na
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regido de Petrolina, PE, verificou que densidades elevadas de M. incognita causaram a
morte das raizes e impediram a absorcdo de &gua e nutrientes e, consequentemente 0s
cachos ndo atingiram a maturacdo, ou esta foi atrasada com amadurecimento
desuniforme dos frutos, além disso, os cachos eram pequenos, de baixo peso, com
menor nimero de frutos, menor peso de pencas e baixo rendimento por area, quando
comparados com valores médios obtidos para a cultura.

Espécies de Meloidogyne geralmente ocorrem associadas a outras espécies de
nematoides parasitas de plantas, como R. similis e P. coffeae por exemplo, os quais
tendem a ser mais nimerosos e, as vezes, substituir as populacdes dos nematoides das
galhas, j& que os sitios de alimentagdo estabelecidos estes sdo incompativeis com 0s
danos causados por nematoides migradores. Na auséncia do nematoide cavernicola e do
nematoide das lesbes radiculares, os danos por Meloidogyne spp., tendem a ser mais
evidentes (De Waele e Davide, 1998). No estado de S&o Paulo, Dinardo-Miranda e
Teixeira (1996) observaram altas populacbes de M. arenaria em oito cultivares de
bananeira dos Grupos AAA e AAB. Os autores salientaram que embora sejam
considerados de importancia secundaria, os nematoides das galhas podem atingir
densidades populacionais elevadas e tornarem-se limitantes a producéo de banana em
areas infestadas.

Geralmente endémicos em areas de bananais (Zem, 1982b), o nematoide das
galhas parasitas de bananeiras possuem entre os seus hospedeiros diversas plantas
daninhas de ocorréncia comum nas areas cultivadas com banana (Gowen e Quénéhervé,
1990).

O nematoide cavernicola - Radopholus similis

Radopholus similis (Cobb, 1893) Thorne 1949 foi inicialmente observado em
raizes de bananeira nas Ilhas Fiji, em 1891, e identificado pela primeira vez no Brasil
em 1959, em Juquia, SP parasitando raizes de bananeira ‘Nanica’ (Carvalho, 1959).
Atualmente encontra-se disseminado em varios estados brasileiros. O nematoide
cavernicola é considerado o principal nematoide da bananeira e, ocorre na maioria das
regibes produtoras do mundo, porém ainda ndo foi relatado em alguns cultivos de
regides da Africa, América Central, Asia ¢ Mediterraneo (O’bannon, 1977; Gowen,

1979; Gowen e Quénhérvé, 1990; Sarah et al., 1996). Marin et al. (1998) relataram a

14



ocorréncia de R. similis em mais de 80 paises com maior dispersdo nas zonas tropicais e
subtropicais em que se cultiva banana, sendo considerado o nematoide mais nocivo as
especies de Musa (Stover & Simmonds, 1987; Sarah et al., 1996).

Acredita-se que a distribuicdo do nematoide cavernicola em todo o mundo
resultou da distribuicdo de material propagativo infectado (Gowen, 1993; Bridge, 1996;
O'Bannon, 1977; Hahn et al, 1996a; Price, 2000; Cares & Andrade,
2006). Possivelmente, a introducdo de cultivares do subgrupo Cavendish, que substituiu
a cultivar mais susceptivel ao mal-do-Panama (Gros Michel), contribuiu para a
dispersdo mundial desse nematoide (Gowen e Quénéhervé, 1990).

As plantas infectadas apresentam-se amarelecidas, o langamento do cacho pode
ser abortado e, quando ocorre, os frutos ndo desenvolvem completamente. O sistema
radicular é reduzido, e na superficie do rizoma sdo observadas necroses castanho-
avermelhadas. Plantas suscetiveis infectadas com altas popula¢gdes do nematoide
tombam devido a destrui¢do do sistema radicular, pela acdo migratéria do nematoide e
por infeccbes posteriores por fungos e bactérias oportunistas. Ocasionalmente, 0s
nematoides podem também migrar para o rizoma e causar lesdes escuras e continuas ao
redor do mesmo.

R. similis € uma espécie endoparasita migradora, capaz de completar seu ciclo de
vida dentro do cortex das raizes. Juvenis e fémeas adultas sdo formas ativas moveis, que
em condicdes adversas podem sair das raizes e posteriormente invadir raizes sadias
(Sarah et al., 1996). A penetracdo dos juvenis (J2, J3, J4) e da fémea adulta ocorre
préximo as extremidades das raizes, mas podem penetrar ao longo de todo comprimento
da raiz. Apds penetrar nas raizes, migram intracelularmente no parénquima cortical
onde se alimentam do citoplasma de células parenquimaticas e levar a formacdo de
cavidades as quais coalescem dando um aspecto de canais, sendo assim denominado
“nematoide cavernicola”. O nematoide fica restrito ao cortex, mas algumas vezes pode
atingir o cilindro central. Dentro dos tecidos infectados, as fémeas depositam 4 a 5 ovos
por dia, por duas semanas (Blake, 1972). O ciclo de vida completo de ovo a ovo é de 20
a 25 dias nas raizes e rizomas (Sarah et al., 1996). A reproducao ocorre pela fertilizacao
cruzada (anfimitica) (Van Weerdt, 1960; Rivas & Roman, 1985) ou partenogenética
(Brooks & Perry, 1962; Huettel & Dickson, 1981). Kaplan e Opperman (2000)
relataram que a autofertilizagdo pode ocorrer 50 a 60 dias ap06s a quarta ecdise em
fémeas que ndo tenham cruzado com um macho. As fémeas sdo parasitas, em contraste

com os machos que tém o sistema digestivo degenerado e sdo considerados néo
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parasitas. Este nematoide ndo possui em seu ciclo de vida nenhuma fase resistente as
condigdes adversas ou adaptacdo especial que permita sua sobrevivéncia na auséncia de
hospedeiros. Entretanto, sendo uma espécie altamente polifaga, pode sobreviver por
longos periodos em uma area agricola. A sobrevivéncia de R. similis em solos de
bananais, depende da presenca do hospedeiro, podendo sobreviver nos rizomas e raizes
vivas por um longo periodo tempo. A infeccdo e reproducdo sdo favorecidas por
temperaturas que variam entre 24 e 32 °C, sendo que a temperatura ideal para
reproducédo é em torno de 30 °C e ndo reproduz em temperaturas abaixo de 16 °C, nem
acima de 33° C (Sarah et al., 1996).

R.similis possui cerca de 300 espécies hospedeiras e, de acordo com Holdeman
(1986) citado por Costa (2003), entre as de importancia econdmica estdo o abacate,
acafrdo, banana, café, cana-de-acucar, cha, citros, coqueiro, fruta-do-conde, gengibre,
goiaba, palmeiras, pimenta-do-reino e pinha. No Brasil tem sido encontrado
principalmente em banana e esporadicamente em alguns outros hospedeiros, como
anonéaceas e gengibre. Entretanto, pesquisas de reacdo de plantas da mesma espécie ao
nematoide cavernicola apresentaram resultados discordantes sendo, portanto, sugerido
que nas pesquisas de hospedabilidade a R. similis considere-se a cultivar da planta
utilizada e, que devido a variabilidade do nematoide, as pesquisas sejam feitas em cada
localidade com populacdes locais de R. similis (Inomoto,1994).

A diversidade biologica entre populacdes de R. similis tem sido demonstrada por
estudos morfolégicos, citogenéticos, gama de hospedeiras, reproducdo e potencial de
danos (Du Charme & Birchfield, 1956; Ayala & Roman, 1963; Wehunt & Edwards,
1968; Edwards & Wehunt, 1971; Pinochet & Ventura, 1977; Roman, 1978; Huettel &
Dickson, 1981a,b; Tarté et al., 1981; Huettel et al., 1982a,b; Rivas & Romaén, 1981,
1985; Fogain & Gowen, 1995; Elbadri, 2000).

Varios termos tém sido usados para descrever variantes intraespecificas dos
nematoides, por exemplo, bi6tipo, pato6tipo, raca e estirpe. O uso do termo patétipo foi
recomendado (Dropkin, 1988). Triantaphyllou (1987) sugeriu que o termo bidtipo seja
utilizado para caracterizar nematoides, em funcdo de suas capacidades parasiticas.
Sturhan (1971) utiliza o termo ‘raca’, para populacdes que diferenciam nas
caracteristicas morfoldgicas, ecologicas, fisiologicas e principalmente na sua gama de
hospedeiras. Trudgill (1991) descreveu a patogenicidade como a capacidade de causar
doencas ou danos e, a viruléncia como a capacidade de superar / suprimir genes de

resisténcia.
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Variagbes morfologicas, reprodutivas e patogénicas, indicam a existéncia de
diferentes bidtipos ou patétipos entre isolados de populagdes de R. similis (Pinochet &
Rowe, 1979; Tarté et al., 1981; Sarah et al., 1993; Fallas et al., 1995; Costa, 2003).
Testes realizados entre trés isolados de R. similis provenientes de bananais de Cuba,
Brasil e Costa Rica, na cultivar ‘Grande Naine’, demonstraram que o isolado de Cuba
possui uma capacidade reprodutiva maior do que o da Costa Rica, enquanto que o
brasileiro ocupou posicdo intermediaria (Costa et al., 2003a). Costa et al. (2005a)
observaram maior velocidade de reproducdo e agressividade nas populacdes de Cuba,
Bahia e Minas Gerais comparando com da Costa Rica, a qual necessitou de um nivel
populacional bem maior para induzir sintomas e danos. Na cultivar ‘Grande Naine’,
populacdes provenientes da Bahia e Cuba foram mais agressivas do que aquelas

provenientes de Santa Catarina, Sdo Paulo e Australia (Costa, 2004).

Danos e perdas causados por nematoides

A destruicdo dos tecidos das raizes das plantas afeta a absor¢do de agua e
nutrientes e enfraquece o sistema de ancoragem da planta. Em geral, os danos por
fitonematoides em bananais séo diretamente proporcionais ao tamanho das populacées e
ocorreu reducdo do tamanho, peso e atraso na maturagdo dos cachos, pouco
perfilhamento e morte das plantas (Costa et al., 1998), porém pouco se conhece sobre 0s
danos econémicos relacionados a maioria dos nematoides parasitas de plantas.
Entretanto, sabe-se que o nivel populacional da espécie do nematoide, a suscetibilidade
da cultivar utilizada, o tipo de solo e as condi¢Ges climaticas, determinam o nivel do
dano econémico.

Quanto a Radopholus similis, além das perdas quantitativas e qualitativas, perdas
indiretas sdo registradas, como por exemplo, maiores gastos com fertilizantes para
compensar a redugdo do crescimento das plantas; maiores investimentos com outros
insumos e mdo de obra para evitar o tombamento de plantas e perda da producao.
Dentre estas perdas, a considerada mais significativa é a limitacdo do uso da terra em
areas infestadas, quando medidas rigorosas sdo adotadas para viabilizar a formacao de
nova cultura produtiva como o pousio, aquisicdo de mudas sadias, tratamento quimico

das covas, etc. (Ferraz, 1995).
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De acordo com Gowen & Queénéherveé (1990), ndo existe um limiar populacional
de R. similis comum que leve a dano econdmico em bananeiras. No Brasil, os niveis
populacionais sdo semelhantes aos de Honduras, Panama, Equador, Costa Rica e outros
paises, onde niveis de 20.000 nematoides/100 g de raizes, ou maiores, sdo determinados
com frequéncia (Zem et al., 1982; Jaehn, 1993), 0 que torna elevada a expectativa de

danos severos e consequentemente perdas econdmicas.

R. similis ndo sé ataca diretamente as raizes e rizomas de bananeiras e causa
necroses dos tecidos, como também provoca rachaduras que facilitam a entrada de
microrganismos secundarios como fungos e bactérias, entre os quais Cylindrocarpon
musae, Acremonium stromaticum e Fusarium spp. sdo comuns (Blacke, 1969; Booth &
Stover, 1974; Sarah et al., 1996). Fungos do género Cylindrocladium em bananeiras
tém causado sintomas semelhantes aos de R. similis no oeste da India, o que indica uma
associacao sinergistica destes dois patdgenos com aumento da severidade dos danos
(Sarah et al., 1996).

Fatores ambientais que afetam o parasitismo por nematoides em bananeira

Em bananeiras que se desenvolvem sob condigfes tropicais e subtropicais
umidas, as populacdes de nematoides sdo afetadas por fatores abioticos tais como o tipo
de solo e a temperatura e, bidticos como o hospedeiro, estadio fenoldgico da planta,

competicdo com outras espécies de nematoides e outros patdgenos e pragas.

O parasitismo no sistema radicular da bananeira é diferente, quando comparado
com o parasitismo de outras plantas perenes, devido ao habito de crescimento das
bananeiras, onde uma sucessdo de novas raizes, revitalizadas e de vida curta é
produzida. A combinacdo de solo pobre e nematoide pode resultar em nematoides e
raizes concentradas na camada superficial do solo e dano mais severo. Na Costa do
Marfim, relatou-se que, em solo orgénico, H. multicinctus é a espécie predominante,

enguanto que em solo mineral predomina R. similis (Gowen e Quénéhervé, 1990).
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Alternativas de manejo e controle de fitonematoides

Em geral, 0 manejo de nematoides ¢ dificil, pois uma vez introduzidos em uma
area agricola é praticamente impossivel a sua erradica¢do. Assim, a forma mais segura
de controle é a ado¢do de medidas para evitar a introducdo dos nematoides nas areas de
plantio o que pode ser feito por meio de mudas sadias produzidas em laboratorio de
biotecnologia com idoneidade técnica e comercial comprovada. Em adicdo, o plantio
dessas mudas em solos nunca utilizados para o cultivo de bananeiras, ou em areas de
renovacdo onde praticas de pousio ou rotacdo de culturas sdo aplicadas por periodos de
6 a 12 meses. A utilizacdo de mudas convencionais tratadas pela combinacdo de
métodos de controle fisicos e quimicos € menos segura, porque ndo elimina totalmente
0 nematoide (Inomoto & Monteiro, 1991). Entretanto reduz a populacdo dos

nematoides, principalmente os endoparasitas, por ser um método fécil e de baixo custo.

Para a cultura da bananeira, o método de controle mais frequentemente usado é o
quimico, onde se utiliza principalmente nematicidas organofosforados e carbamatos,
registrados pelo Ministério da Agricultura e cadastrados nas Secretarias Estaduais de
Agricultura. E recomendada a alternancia de diferentes produtos (Sarah et al, 1996),
porque o uso repetido das mesmas formulagfes na superficie do solo leva a aceleracéo
natural da biodegradacdo dos nematicidas, com consequente decréscimo na eficiéncia
de controle de nematoides (Araya e Lakhi, 2004). Uma metodologia de aplicacdo de
nematicida sistémico em bananeira foi desenvolvida por Moreira (1981), que consiste
na abertura de buracos com o uso de um desbastador “Lurdinha” nos perfilhos
eliminados e também na base do pseudocaule da planta recém-colhida. Os nematicidas
sdo na maioria das vezes controladores razoaveis de nematoides em bananeiras, mas séo

onerosos, altamente toxicos e podem causar danos ao homem e ao meio ambiente.

Até o momento, o controle biolégico dos nematoides em bananeira ndo tem
recebido a devida atencdo por parte dos pesquisadores. No entanto, algumas pesquisas
tém demonstrado o potencial de microrganismos, como fungos predadores, fungos
endofiticos, rizobactérias e da bactéria Pasteuria penetrans, no controle de nematoides
em bananeira (Aalten et al., 1998; Ribeiro et al., 2003; Stolf, 2006). Apesar da
existéncia desses parasitas e predadores dos nematoides, esta pratica tem encontrado
pouca aplicabilidade em campo devido a dificuldade da producdo em massa desses

organismos (Reyes & Davide, 1979).
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Uso de cultivares resistentes

Cultivares e/ou hibridos resistentes & fitonematoides é dentre todos os métodos
de controle uma estratégia promissora para controle de nematoides (Speijer e Waele,
1997) por ser a medida mais econémica e vidvel para o produtor (Stover &
Buddenhagen, 1986; Buddenhagen, 1987; Pinochet, 1988). Esta abordagem inclui a
identificacdo de fontes de resisténcia que podem ent&o ser utilizadas em programas de

melhoramento genético classico (Gowen, 1976).

Resisténcia a nematoides endoparasitos sedentarios (Meloidogyne, Heterodera e
Globodera) vem sendo identificada com maior frequéncia, onde a relagdo planta-
patdgeno é mais especializada (Cook & Evans, 1987; Roberts, 1992; De Waele, 1996).

A resisténcia genética de Musa spp. a Radopholus similis é relatada em alguns
diploides e triploides de banana “Pisang Jari Buaya” (Musa AA) (Pinochet & Rowe,
1978), Yangambi km 5 (Musa ibiota AAA) (Sarah et al. 1992; Fogain & Gowen, 1997)
e Kunnan (Musa AB) (Collingborne & Gowen, 1997). A maioria dos cultivares
comerciais é suscetivel aos nematoides da bananeira, mas, segundo Costa (1998), fontes
de resisténcia a R. similis foram encontradas nos gendtipos ‘Niyarma Yik’, ‘NBA-14’,
‘Malbut’, ‘Cici’, ‘Mambee Thu’, “Yangambi Km 5°, ‘F3P4’, ‘Fako Fako’, ‘Jambi’, ‘N°
118°, ‘PA Songkla’, ‘Thap Maeo’, ‘FHIA-18’, ‘FHIA-1’ e ‘Pacovan Ken’, quando
desenvolvia um trabalho em busca de fontes de resisténcia a R. similis no banco de

germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Barker (1993) d& uma visdo geral das diferentes terminologias relativas a
resisténcia e tolerdncia. Um genoétipo suscetivel aos nematoides permite-os reproduzir
livremente e resulta em danos a sua hospedeira. Trudgill (1991) descreve a resisténcia
como os efeitos de genes de plantas que restringem ou impedem a multiplicacdo do
nematoide que consequentemente ndo resulta em danos a hospedeira. Tolerancia é
independente da resisténcia e se relaciona com a capacidade de uma planta hospedeira
para resistir ou recuperar dos efeitos nocivos do ataque do nematoide. A planta
hospedeira pode suprimir (resisténcia) ou permitir (suscetibilidade) o desenvolvimento e
reproducdo do nematoide, ou podem sofrer danos minimos (tolerancia), mesmo quando
completamente infectadas com nematoides, ou podem sofrer muitos danos

(intoleréncia), mesmo quando forem relativamente pouco afetadas por nematoides.
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Dentro de uma estratégia de manejo integrado de pragas, resisténcia de plantas
parece ser o componente mais eficaz para reduzir as perdas de rendimento a baixo custo
para o agricultor (Vuylsteke, 2000). Pinochet (1988a) também identificou resisténcia da
planta hospedeira como a estratégia mais importante no controle de nematoides.
Cultivares resistentes tém as vantagens da reproducdo do nematoide ser inibida, serem
produzidas sem residuos tdxicos, sem aplicacdo de técnicas ou exigéncias de
equipamentos especiais (como poderia ser o caso de aplicacdo de nematicidas ou
controle bioldgico) e ndo ha custo adicional para o produtor, 0 que ndo acontece se as
cultivares ndo forem resistentes (Cook & Evans, 1987; Trudgill, 1991; Boerma &
Hussey, 1992).

Cultivares resistentes a nematoides sdo geralmente desenvolvidas pela selecdo
de plantas com reduzidas taxas de reproducdo do nematoide (Starr et al., 2002).
Contudo, a resisténcia é uma caracteristica muito especifica e s6 poderia ser eficaz
contra uma espécie de nematoide ou um mesmo patdtipo. A resisténcia ndo pode ser
duradoura se as espécies de nematoides-alvo tiverem um alto grau de variabilidade
genética (Starr et al., 2002).

Fitonematoides ocorrem em comunidades multiespecificas, geralmente com uma
espécie dominante. Problemas encontrados com o uso em longo prazo de cultivares
resistentes incluem mudancas na composicdo de espécies de nematoides, quando
diversas espécies ocorrem juntas no mesmo campo (Fassuliotis, 1987; Young, 1992).
Portanto, é desejavel a resisténcia a varias espécies de nematoides.

Bananas e platanos cultivados como cultura de subsisténcia nas regides tropicais
sdo portadoras de grande diversidade genética e, portanto com maiores possibilidades de
encontrar cultivares resistentes (Bridge, 2000). Como as exigéncias de qualidade dos
consumidores locais nos paises tropicais produtores de banana sdo menores em
comparacdo com as exigéncias do mercado de exportacdo, as chances de sucesso no
melhoramento para resisténcia a nematoides sdo maiores nos paises tropicais (Ortiz et
al., 1995; Gowen, 1996).

A resisténcia pode ser monogénica (um Unico gene), oligogénica (poucos genes)
ou poligénica (varios genes). Vanderplanck (1963) fez uma distingdo entre a resisténcia
vertical, que é a resisténcia ao patotipo especifico e horizontal, que é eficaz contra todas
as variantes do patogeno. Resisténcia vertical é controlada por poucos genes (1-3) e €
identificada como interacdo planta-patdgeno, gene-a-gene. Resisténcia horizontal é

geralmente poligénica com varios genes menores com efeitos aditivos que dao um nivel
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guantitativo de resisténcia. Resisténcia quantitativa tende a ser mais duravel (Roberts,
2002). Durabilidade € a capacidade de uma cultivar resistente permanecer resistente
mesmo durante o cultivo generalizado por um longo periodo em um ambiente favoravel
ao patogeno (De Waele, 1996). A baixa durabilidade de uma cultivar resistente muitas
vezes resulta do manejo inadequado.

A busca da resisténcia depende da variabilidade genética da planta hospedeira e
da variabilidade existente entre as populacdes dos nematoides. A base genética da
resisténcia a R. similis em bananeira ainda n&o foi estabelecida, no entanto, ha estudos
gue demonstram que a resisténcia de alguns gendtipos de Musa a R. similis é controlada
por um ou poucos genes (Pinochet et al., 1998). Moens et al. (2002) avaliando a
progénie resultante do cruzamento de ‘Pinsang Berlin’ e ‘Calcutta 4°, observaram que
existe segregacdo em relacdo a resisténcia a nematoides. Dochez et al., (2004)
constataram que a resisténcia era controlada por dois genes dominantes A e B, ambos
com efeitos aditivos e interativos, por meio do qual o recessivo bb suprime o dominante
A, quando avaliaram a progénie dos hibridos diploides TMB2 x 6142-1 e TMB2 x
8075-7.

A caracterizacdo molecular da diversidade genética pode fornecer dados Uteis
para os programas de melhoramento, com possibilidade de cruzamento de materiais
divergentes com finalidade de recombinac6es génicas mais favoraveis (Teixeira, 2007).
Os marcadores moleculares, além de outras finalidades, sdo utilizados para a obtencéo
de mapas genéticos (Carrel, 1999; Lagoda, 1999) e identificacdo de marcadores Uteis
para selecdo indireta de caracteristicas de interesse (Milach, 1998).

Santos (2011), através do uso de marcadores moleculares SSR e RAPD,
caracterizou 11 genétipos em nivel molecular para os fenotipos de resisténcia aos
nematoides R. similis, M. incognita, M. javanica e M. arenaria, e verificou que ambos
os marcadores RAPD e SSR mostraram variabilidade genética entre os acessos de
bananeira estudados, abrindo assim uma boa perspectiva para futuros trabalhos de

mapeamento genético.
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Deteccdo de nematoides fitoparasitas associados a bananeiras
triploides (AAA e AAB) e tetraploides (AAAA e AAAB)
cultivadas em areas experimentais de cinco regides do Brasil.

RESUMO

Varios genotipos de bananeira tém sido introduzidos e/ou desenvolvidos no
Brasil pelo Programa de Melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz
das Almas, Bahia. Avaliacbes em campo desses genoOtipos quanto a incidéncia e
severidade de doengas fingicas e bacterianas de importancia para a cultura tém sido
realizadas, entretanto, para os nematoides fitoparasitas séo inexistentes tais informacoes.
Baseado no exposto, este trabalho teve por objetivo, detectar e identificar a associacéo
natural de fitonematoides a diferentes genétipos de Musa triploides (AAA e AAB) e
tetrapldides (AAAA e AAAB) melhorados e/ou recomendados, cultivados em cinco
areas experimentais do Programa de Melhoramento de Banana da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, localizadas nas cinco regides geogréaficas do Brasil: Regido Norte (Acre),
Regido Nordeste (Pernambuco), Regido Centro Oeste (Distrito Federal), Regido Sudeste
(S&o Paulo) e Regido Sul (Santa Catarina). Em cada uma das regides foram realizadas
amostragens de solo e de raizes de aproximadamente 25 gendtipos de bananeiras. As
amostras de raizes foram divididas em duas partes. De uma parte das raizes, assim como
do solo, foram extraidos os fitonematoides, os quais foram mortos, fixados e montados
em laminas semipermanentes para a identificacdo do género e espécies presentes. As
raizes da outra parte foram trituradas e inoculadas em tomateiros ‘Santa Cruz’, com o
objetivo de multiplicar o numero de fémeas de espécies de Meloidogyne presentes nas
mesmas. Quarenta e cinco dias apds a inoculacdo, as plantas de tomateiro foram
retiradas dos vasos e seus sistemas radiculares lavados e corados com solucéo de floxina
B, para melhor visualizacdo das massas de ovos e extracdo de fémeas individuais para a
identificacdo de espécie de Meloidogyne via fenétipo de esterase. Observou-se a
predominancia de Meloidogyne javanica e M. incognita na maioria dos gendtipos de
todas as areas amostradas, seguidos de Helicotylenchus spp., Rotylenchulus reniformis,

Radopholus similis, Scutellonema sp. e Criconemoides sp.

Palavras-chave: Musa, Meloidogyne javanica, M. incognita, M. arenaria.
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Detection of plant-parasitic nematodes associated with bananas triploid (AAA and
AAB )and tetraploid (AAAAandAAAB)grown in experimental plots in five regions

of Brazil.

ABSTRACT

Several banana genotypes have been introduced and/or developed in Brazil by
the Banana Breeding Program of Embrapa Mandioca e Fruticultura, in Cruz das Almas,
Bahia. Field-level assessments of these genotypes on the incidence and severity of
fungal and bacterial diseases of importance to the culture have been conducted,
however, to plant-parasitic nematodes is lacking such information. Based on the
foregoing, this study aimed to detect natural association of nematodes to different
genotypes of Musa triploid (AAA and AAB) and tetraploid (AAAB and AAAA) cross
bred and/or recommended by Embrapa, grown in plots of five experimental areas of the
Banana Breeding Program of Embrapa Mandioca e Fruticultura, located in five
geographic regions of Brazil: Northern Region (Acre State), Northeastern (Pernambuco
State), Mid-western Region (Distrito Federal), Southeastern (Sdo Paulo State) and
Southern (Santa Catarina State).

From each region soil and roots were sampled of approximately 25 banana
genotypes. Root samples were divided into two parts. From one part, plant-parasitic
nematodes were extracted, and from soil as well. After nematode death and fixation,
semi-permanent slides were mounted for identification at genus and species level. The
roots of the second parte were crushed and inoculated on root system of tomato ‘Santa
Cruz’, aiming to increase the number of females of Meloidogyne species present in
those areas. Forty-five days after inoculation, tomato plants were removed from the
pots, their root systems washed and stained with floxin B solution, for better
visualization of egg masses and individual females extraction for identification of
Meloidogyne species by esterase phenotype.

For most genotypes of all sampled areas there was a dominance of,Meloidogyne
javanica and M. incognita, followed by Helicotylenchus spp., Rotylenchulus reniformis,

Radopholus similis, Scutellonema sp. and Criconemoides sp.

Keywords: Musa, Meloidogyne javanica, M. incognita, M. arenaria.

34



INTRODUCAO

A deteccdo de nematoides fitoparasitas em culturas de importancia econdémica, €
fundamental para o planejamento de medidas integradas de controle, levando em conta
as particularidades de cada regido e de cada cultura (Roese et al., 2001). Na cultura da
bananeira, as principais espécies fitoparasitas sdo Radopholus similis (Cobb, 1919)
Goodey, 1933, diversas espécies de Meloidogyne spp. Helicotylenchus spp.,
Pratylenchus spp. e Rotylenchulus reniformis (Gowen & Quénéhervé, 1990). As perdas
causadas por nematoides em bananeiras sdo elevadas e podem atingir até 100% em
areas muito infestadas e sem emprego de medidas adequadas de controle (Zem, 1981,
1982).

Os nematoides das galhas sdo descritos dentro do género Meloidogyne Goeldi,
1987 que compreende mais de 80 espécies. Algumas delas se associam as raizes de
bananeira e levam a perdas na cultura, com destaque para M. incognita (Kofoid &
White, 1919) Chitwood, 1949 e M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949, que estdo
amplamente distribuidas nas areas de producdo (Cordeiro, 1995; Cofecewicz et al.,
2004) e sdo capazes de invadir as raizes de bananeiras e plantas daninhas em campos
cultivados (Gowen e Quénéherve, 1990; De Waele, 2000).

A caracterizacdo de espécies € baseada principalmente nas caracteristicas
morfoldgicas dos machos, dos juvenis de segundo estadio, e das fémeas (Eisenback &
Hirschmann, 1979; Eisenback et al., 1980). InformacBes a respeito da gama de
hospedeiras e especificidade de hospedeiras também sdo incluidas na descri¢do original
de algumas espécies.

Em fémeas adultas, uma das principais técnicas utilizadas mundialmente para a
identificacdo de espécies de Meloidogyne é a configuracdo do padrdo perineal (Ferraz e
Monteiro, 1995), regido esta que consiste da estrutura formada pelas dobras cuticulares
da fémea em volta do anus e da vulva, caracteristico e diferente para cada espécie
(Carneiro e Almeida, 2001). Essa técnica foi utilizada pela primeira vez num trabalho
desenvolvido por Chitwood em 1949, onde foram identificadas cinco novas espécies de
Meloidogyne, e estas foram posteriormente confirmadas por Sasser em 1954 por meio
da mesma tecnica. No entanto, caracterizacdo e identificacdo com base em meétodos
morfolégicos como este, podem ser dificultadas pela consideravel variagdo dos
caracteres entre individuos de uma mesma espécie como ocorre em Meloidogyne spp.

(Carneiro & Almeida, 2001), pois, dentro de uma mesma espécie ocorre uma serie de
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variacdes nas configuragdes dos padrBes perineais, 0 que sugere a aplicacdo de outras
ferramentas que auxiliem na identificacdo e caracterizacdo desses organismos. Além
disso, a precisdo e confiabilidade da identificacio por meio da descricdo das
caracteristicas morfoldgicas de espécies de Meloidogyne constitui uma tarefa ardua
mesmo para os taxonomistas qualificados com especialidade no género (Esbenshade &
Triantaphyllou, 1990).

Nos ultimos 30 anos, varios estudos bioquimicos com proteinas solUveis ja
foram realizados, e tem mostrado que varias espécies de nematoides das galhas podem
ser diferenciadas pelos fenotipos enzimaticos obtidos atraves de eletroforese em gel de
poliacrilamida (Bergé & Dalmasso, 1975; Janati et al., 1982; Esbenshade &
Trientaphyllou, 1985; Fargette, 1987; Pais & Abrantes, 1989; Carneiro et al., 1996;
Carneiro & Almeida, 2001).

Muitas técnicas moleculares tém sido identificadas como ferramentas valiosas
para identificacdo de espécies e caracterizacdo isolada do nematoide das galhas
(Hyman, 1996). Em 1971, foram desenvolvidas pela primeira vez pesquisas com
emprego de isoenzimas na sistematica de nematoides das galhas, onde foram
identificadas cerca de 30 enzimas em varias espécies de Meloidogyne. No entanto,
apenas as enzimas Esterase, Malato Desidrogenase, Superdxido dismutase e Glutamato
oxaloacetato transaminase despertaram interesse do ponto de vista taxondmico, e
espécies como M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla apresentam fenétipos
isoenzimaticos que possibilitam a sua diferenciacdo entre si (Charchar, 1997).

Varios genotipos de bananeira tem sido introduzidos e/ou desenvolvidos no
Brasil pelo Programa de Melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz
das Almas, Bahia. Avaliagdes em campo desses genotipos quanto a incidéncia e
severidade das doencas fungicas e bacterianas de importancia para a cultura tém sido
realizadas, entretanto, para 0s nematoides fitoparasitas sdo inexistentes tais informacdes.
Baseado no exposto, este trabalho teve como objetivo, detectar e identificar a associacao
natural dos fitonematoides a diferentes gendtipos de Musa triploides (AAA e AAB) e
tetraploides (AAAA e AAAB) melhorados e/ou recomendados, cultivados em cinco
areas experimentais do Programa de Melhoramento de Banana da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, localizadas em estados das cinco regides geograficas do Brasil: Norte
(Acre), Nordeste (Pernambuco), Centro Oeste (Distrito Federal), Sudeste (S&o Paulo) e

Sul (Santa Catarina).
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Material e Métodos

Aproximadamente 25 geno6tipos de bananeiras (AAA, AAB, AAAA e AAAB)
plantados em delineamento em blocos casualizados com trés repeti¢cdes, encontram-se
distribuidos em 20 localidades em todo o pais em fase final de avaliacdo pelo Programa
de melhoramento genético da banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Cinco areas
experimentais foram selecionadas para a avaliagdo quanto a associagdo com
fitonematoides em campo (Tabela 1), localizadas em estados das cinco regides
geograficas do Brasil: Norte (Acre), Nordeste (Pernambuco), Centro Oeste (Distrito
Federal), Sudeste (S&o Paulo) e Sul (Santa Catarina).

Coletas de amostras de raizes e de solo da rizosfera de bananeiras

Amostras simples de raizes e solo foram coletadas a uma profundidade de 20 cm
em quatro pontos ao redor das plantas de cada genétipo de bananeira em cada bloco.
Apos a coleta, com uma mistura dessas amostras foi obtida uma amostra composta de
raizes (500 g) e uma de solo (300 cc) e encaminhadas ao Laboratorio de
Nematologia/LQV da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia localizado em
Brasilia/DF.

Extracdo, quantificacéo e identificagdo dos fitonematoides

Para a extracdo dos nematoides das amostras de raizes, estas foram divididas em
partes iguais de 250 g, sendo que uma parte foi triturada em liquidificador (Coolen &
D’Herde, 1972) e a suspensdo obtida foi inoculada em plantas de tomateiro “Santa
Cruz”, para multiplicagdo e posterior identificacdo via perfil enzimatico de esterase das
espécies de Meloidogyne associadas aos diferentes genotipos. A outra parte das
amostras de raizes (250 g) e solo (100 cc) procedeu-se a extracdo de nematoides
seguindo as metodologias de Coolen & D’ Herde (1972) e Jenkins (1964)
respectivamente. Os nematoides foram mortos a 70 °C durante 1 minuto e fixados com
FAA 4% .

A quantificacdo da populacdo total dos fitonematoides foi realizada com auxilio de

camara de Peters, procedendo-se a contagem dos fitonematoides em 1 ml de amostra
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por duas vezes, sendo obtida a média de fitonematoides por ml, extrapolada para o

volume total da suspensdo. Para a contagem e identificacdo dos espécimes de cada

taxon sob microscépio estereoscépio, foram montadas laminas semipermanentes, e

entdo calculado o numero e a percentagem de individuos de cada tdxon presentes em 2

ml da suspenséo e estimando o total para cada amostra de raizes e solo. A identificacdo

dos espécimes foi realizada de acordo com Mai e Mullin (1996).

Tabela 1. Genotipos de bananeiras tripldides (AAA e AAB) e tetraploides (AAAA e

AAAB), cultivados em cinco areas experimentais do Programa de

melhoramento genético da bananeira da Embrapa Mandioca e

Fruticultura.

Regido/municipio/UF

Genotipos

Norte/Rio Branco/Acre

YB 4217, PV 7934, YB 4247, Enxerto 33, YB 4203, JV 42135,
FHIA 17, Prata And, Macd, Bucanero, Calypso, FHIA 23, PA
9401, Pacovan Ken, FHIA 18, Garantida, PA 4244, Maravilha,
Thap Maeo, Tropical, Caipira, FHIA 02, Grande Naine, Princesa
e Japira

Nordeste/Petrolina/Pernambuco

FHIA 17, PA 9401, Maravilha, Prata And, FHIA 18, Calypso,
FHIA 02, Princesa, Grande Naine, Caipira, JV42-135, Tropical,
Bucanero, Thap Maeo, FHIA 23, Maca, PA42-44, Pacovan,
Japira, Garantida, YB42-03, Pacovan Ken, PVV79-34, PA42-44 e
PV79-34.

Centro— Oeste/Planaltina/Distrito
Federal

Prata And, FHIA 18, Pacovan, Thap Maeo, YB 4207, PV 7934,
Pacovan Ken, Caipira, Maravilha, PV 9401, YB 4203, PA 4442,
Vitoria, Maca, Garantida, Japira, FHIA 17, Tropical, FHIA 02,
Bucanero, Grande Naine e PA 9401.

Sudeste/Palmital/Séo Paulo

Tropical, Bucanero, Garantida, YB 4203, Pacovan, Pacovan
Ken, PV 4253, PA 9401, FHIA 18, Maravilha, Prata Ana,
Caipira, PA 4244, FHIA 17, YB 4207, PV 9401, Japira, PV
42142, Grande Naine, Thap Maeo e FHIA 02.

Sul/Luis Alves/Santa Catarina

PA 4244, Pacovan, Japira, FHIA 17, FHIA 02, Maravilha, FHIA
18, Tropical, YB 4207, Grande Naine, Prata And, Bucanero,
Thap Maeo, BRS Conquista, PA 9401, PV 9401, Caipira,
Garantida, YB 4203 e Pacovan Ken.
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Identificacdo de espécies de Meloidogyne via fenotipo de esterase (Esbenshade &
Triantaphyllou, 1990).

Mudas do tomateiro do tipo ‘Santa Cruz’ mantidas em casa de vegetacdo da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram inoculadas com as suspensdes de
nematoides obtidas dos diferentes genotipos de bananeiras provenientes das cinco
localidades. Quarenta e cinco dias ap0s a inoculacdo, estas foram colhidas e seus
sistemas radiculares lavados em agua corrente. Para a visualizacdo e retirada das fémeas
monoespecificas, todo o sistema radicular foi corado em floxina B. Cultivos

monoespecificos de M. javanica foram utilizados como padrao.

Confeccao de géis de poliacrilamida

Géis de poliacrilamida (acrilamida 1,42 g + bisacrilamida 0,075 g + solucédo C [1
parte da solucdo A (Hidroxido de Litio 1,2 g + Acido Borico 11,89g + H,O Destilada
11) + 9 partes da solucdo B (Tris 6,2 g + Acido Citrico P.A. monohidratado 1,6g +
H,O Destilada - 11)] 30 ml + temed 0,03 ml + persulfato de amonio 1% 0,3 ml), foram
preparados (Carneiro et al., 1996; 2000) e imediatamente transferidos para as formas de
cubas BioRad® para teste de isoenzimas pelo método vertical com capacidade para
quatro géis por corrida. Os pentes (cada um com 10 lojas) foram alocados na superficie
dos géis, e estes guardados em geladeira para polimerizacdo durante 3 a 5 minutos.
Logo ap6s, os géis foram retirados da geladeira e as formas com o0s géis ja
polimerizados foram retiradas dos suportes e colocadas sobre a bancada. Os pentes
foram retirados e o0 excesso de liquido sugado com auxilio de fitas de papel filtro e, os
pocos deixados pelos pentes preenchidos com solugdo tampdo do eletrodo (Tris-base
1,59 + Glicina 7,1g + H,O destiladal L).

Preparo das amostras e eletroforese

Inicialmente, 36 fémeas adultas de Meloidogyne de coloracdo branca leitosa de

cada amostra, foram coletadas das raizes de tomateiros sob microscopio estereoscopico
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com auxilio de agulhas histolégicas e, individualmente transferidas para tubos
microhematdcritos (Alfenas et al., 1991) contendo 5 uL de solugdo extratora (sacarose 2
g, Triton X-100 200 uL e agua destilada 7,8 mL), sob condi¢cbes de baixas temperaturas
(balde de gelo). Os tubos foram dispostos em caixas Gerbox almofadadas com isopor
(uma caixa para cada amostra) e guardadas em freezer. No momento de preparo das
amostras, com auxilio do émbolo da seringa de Hamilton, as fémeas foram maceradas,
uma de cada vez, dentro de cada tubo com a solucéo extratora e, sugadas com a seringa
e depositadas em cada poco deixado pelos pentes, tomando-se todos os cuidados de
assepsia (lavagem da seringa entre as maceracOes), para evitar contaminacdo de
espécies (Carneiro et al., 1996; 2000; 2001).

Por fim, as formas ja com o material bioldgico foram transferidas para a cuba de
eletroforese conforme as instrucdes do fabricante, e a cuba foi preenchida com a solu¢édo
tampdo até a medida indicada na cuba para corrida de quatro géis e, esta levada para
geladeira, conectada a fonte de corrida durante 60 minutos a 117 volts.

Retirada dos géis e revelacdo dos padrdes isoenzimaticos

Decorrido o tempo de corrida, os geéis foram retirados da cuba e, depositados em
potes plasticos ou caixas Gerbox contendo 25 ml da solucéo corante Fast blue RR Salt
(0,01 g) + tampéo fosfato de potassio (100 ml) [agitado por 40 minutos, no escuro] +
filtragdo + a-naphthyl acetate (0,05g) + acetona (1 ml), 1 gel para cada pote e, estes
foram levados para estufa por cerca de 15 minutos a 37°C. Logo ap0és, estes foram
retirados da estufa e drenada a solucdo corante, sendo que neles foram acrescentados 25
ml da solucdo descorante [H20 destilada (650 ml) + etanol (300 ml) + &cido acético
glacial (50 ml)] e deixados a temperatura ambiente por no minimo uma hora.

Decorrido o tempo de descoloracdo, os géis foram retirados da solucdo
descorante e submetidos a secagem: Em uma bandeja lisa, molhou-se as duas faces de
um pedaco de papel celofane poroso (aproximadamente 25 x 35 ¢cm) com a solucgédo
secadora contendo glicerol (24 ml) + 400 mL etanol + H20 destilada (600 ml) e este
foi estendido sobre um pedaco de vidro transparente (aprox. 20 x 30 cm) sobre a
bancada e, nele colocado os quatro géis separados um do outro na distancia de aprox. 2
cm. Em seguida um outro pedago de papel da mesma medida foi igualmente molhado

com a solucéo secadora e com cuidado colocado sobre os géis, esticados, e as pontas
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dos pedacos de papel celofone foram presos nas laterais do vidro e este exposto para
secagem a temperatura ambiente por 24 horas.

Passadas as 24 horas, os pedacos de papel com os géis foram separados do vidro
e os géis foram cortados entre os pedacos de papel celofane, ficando com aspecto de
uma folha de papel, que foram armazenadas em uma pasta com as devidas
identificagOes.

A caracterizacdo bioquimica das diferentes populacdes de Meloidogyne spp., foi
feita com a utilizacdo dos padrdes de esterase baseados na Mobilidade Relativa (Rm)
das bandas polimorficas de cada fémea individual em relagcdo as bandas de M. javanica
utilizada como padrao (Rm: 1,0; 1,25; 1,4). Os fenétipos foram identificados pela letra
inicial da espécie identificada acompanhada de um numero correspondente ao nimero
de bandas expresso pela enzima (Esbenshade & Triantaphyllou, 1985; 1990;
Esbenshade & Triantaphyllou, 1990; Carneiro et al., 2000; Carneiro & Almeida, 2001;
Cofcewicz et al., 2004; Carneiro & Cofcewicz, 2008) (Figura 1).

Rm

M. javanica

M. javanica

M. javanica

M. incognita

M. incognita
Meloidogyne sp.
M. arenaria

M. arenaria
Meloidogyne sp
Meloidogyne sp.

10 s 10

— —

Est J3 J2(a) J2 12 11 B1 A3 A2 BA2 B2

Bandn® 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Rm 08 09 10 10 11 11 12 125 13 14

Figura 1. FenoOtipos de esterase observados em 25 populagdes brasileiras de
Meloidogyne spp. em Musa spp.( Cofcewicz et al., 2004).
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Resultados

Foram detectados, quantificados e identificados dos diferentes géneros e
espécies de fitonematoides naturalmente associados as raizes e solos dos gendtipos de
bananeiras por regido (Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6). Entre os fitonematoides detectados em
associagao com os gendtipos de bananeiras em todas as areas amostradas, foi constatada
a predominancia em ordem de frequéncia de ocorréncia: Meloidogyne spp.,
Helicotylenchus spp., H. multicinctus, Rotylenchulus reniformis, Radopholus similis,
Scutellonema sp. e Criconemoides sp.

No municipio de Rio Branco (AC), observou-se em amostras de raizes (250 g) e
solo (100cc) a presenga dos fitonematoides dos géneros Meloidogyne spp., H.
multicinctus e Radopholus similis, com destagque a infestacdo natural pelos nematoides
das galhas. O nematoide R. similis foi detectado em amostras de solo das cultivares
Garantida, Thap Maeo, Tropical, Grande Naine e no hibrido FHIA 02. Helicotylenchus
multicinctus, a segunda espécie de maior frequéncia associada a bananeiras foi
constatada em amostras de solo da rizosfera da maioria dos gendtipos e em raizes

apenas das cultivares Enxerto 33, Garantida e Princesa, em baixas populaces.

Tabela 2: Fitonematoides associados a gendtipos de bananeiras (AAA, AAB, AAAA,
AAAB) em é&rea de avaliagdo do estado do Acre do Programa de
Melhoramento Genético da Banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Gendtipos Composicédo Meloidogyne Helicotylenchus Radopholus
gendmica spp. multicinctus similis
Raiz'  Solo' Raiz' Solo! Raiz*  Solo'

YB 4217 AAAB (H) - 18 - 11 - -
PV 7934 AAAB (H) - 21 - 7 - -
YB 4247 AAAB (H) 11 - - 18 - -
Enxerto 33 AAB (C) 4 25 4 17 - -
YB 4203 AAAB (H) - 4 - 11 - -
JV 42135 AAAB (H) - 11 - 7 - -
FHIA 17 AAAA (H) - - - - - -
Prata And AAB (C) - 4 - - - -
Maca AAB (C) - 11 - - - -
Bucanero AAAA (H) - 7 - 7 - -
Calypso AAAA (C) - 25 - 4 - -
Fhia 23 AAAA (H) 4 46 - 7 - -
PA 9401 AAAB (H) 8 24 - 8 - -
Pacovan Ken AAAB (C) - 18 - 4

FHIA 18 AAAB (H) 7 53 4

Garantida AAAB (H) - 21 28 46 4
PA 4244 AAAB (H) - 4 - 7 -
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Maravilha AAAB (C) - 32 - 14 - -

Thap Maeo AAB (C) - 32 - 11 - 21
Tropical AAAB (C) 14 11 - 25 - 4
Caipira AAA (C) - 4 - 11 - -
FHIA 02 AAAA (H) 4 18 - 7 - 4
Grande Naine AAA (C) 18 39 - 7 - 28
Princesa AAAB (H) 4 35 4 4 - -
Japira AAAB (H) 4 35 - - - -

¥/0s dados s&o médias de trés repeticdes. Os valores foram obtidos de amostras de raizes (250 g) e solo (100 cc).

No municipio de Petrolina (PE) (Tabela 3), os nematoides formadores de galhas
foram dominantes. Rotylenchulus reniformis outra espécie de importancia econdémica
para bananeiras foi detectada também em altas populacBes na rizosfera de plantas de
todos os genoétipos avaliados, porém nas amostras de raizes, somente nos hibridos
melhorados PA 4244 e YB 4203 tais nematoides estiveram presentes em baixa
densidade.

Tabela 3: Fitonematoides associados a gendtipos de bananeiras (AAA, AAB, AAAA, AAAB) em
area de avaliacdo em Pernambuco do Programa de Melhoramento Genético de Banana
da Embrapa Mandioca e Fruticultura .

Genotipos Composicdo  Meloidogyne Rotylenchulus
genbmica spp. reniformis
Raiz' Solo' Raiz'  Solo'
FHIA 17 AAAA (H) 74 14 - 56
PA 4901 AAAB (H) 105 37 - 34
Maravilha AAAB (C) 98 81 - 11
Prata and AAB (C) 95 35 - 49
FHIA 18 AAAB (H) 95 35 - 11
Calypso AAAA (C) 88 7 - 49
FHIA 02 AAAA (H) 148 48 - 101
Princesa AAAB (H) 105 40 - 62
Grande Naine AAA (C) 84 60 - 13
Caipira AAA (C) 74 11 - 41
JV 42135 AAAB (H) 77 49 - 53
Tropical AAAB (C) 93 49 - 72
Bucanero AAAA (H) 81 66 - 28
Thap Maeo AAB (C) 91 42 - 32
FHIA 23 AAAA (H) 77 46 - 49
Maca AAB (C) 88 12 - 90
PA 4244 AAAB (H) 126 102 4 14
Pacovan Ken AAAB (C) 98 32 - 28
Japira AAAB (H) 95 3 - 84
Garantida AAAB (H) 63 53 - 11
YB 4203 AAAB (H) 42 14 4 84
Pacovan AAB (C) 77 81 - 11
PV 7934 AAAB (H) 63 56 - 42
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PA 4244 AAAB (H) 91 63 - 21
PV 7934 AAAB (H) 105 74 - 35
L/0s dados sdo médias de trés repeticdes. O valores foram obtidos de amostras de raizes (250 g) e solo (100

cc); (C) Cultivar; (H) Hibrido.

Em Planaltina (DF), todos o0s genotipos mostraram-se altamente infectados pelos

nematoides das galhas (Tabela 4). Entretanto, outros fitonematoides também foram

detectados em baixas densidades, tanto no solo como nas raizes de plantas de alguns

genotipos, entre eles Helicotylenchus spp, R. reniformis e Criconemoides sp.

Tabela 4: Fitonematoides associados a genotipos de bananeiras (AAA, AAB, AAAA,

AAAB) em area de avaliagdo do Distrito Federal pertencente ao Programa de

Melhoramento Genético de Banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Genotipos Composicdo  Meloidogyne  Helicotylenchus  R. reniformis Criconemoides
gendmica spp. Spp. sp.
Raiz' Solo' Raiz' Solo' Raiz® Solo' Raiz®  Solo’
Garantida AAAB (H) 5 45 - - - - - -
Bucanero AAAA (H) - 25 - - - - - -
FHIA 18 AAAB (H) 20 80 - - - - - -
PA 9401 AAAB (H) 5 35 - - - - - -
Vitdria AAAB (C) 20 35 - - - - - 5
Maravilha AAAB (C) 55 10 - - - - - -
Thap Maeo AAB (C) 5 65 - 5 - - - -
Pacovan AAB (C) - 110 - - - - - -
Grande Naine AAA (C) 60 35 - 15 - - - -
Pacovan Ken AAAB (C) 30 70 - - - - - 5
Caipira AAA (C) 20 55 - - - - - -
Prata And AAB (C) 30 70 - - - - - -
YB 4203 AAAB (H) 30 25 - - - - - 5
Japira AAAB (H) 5 - - - - - - -
PV 7934 AAAB (H) 5 30 15 - - 10 - -
Tropical AAAB (C) 10 15 - - - - - -
YB 4207 AAAB (H) - 35 - - - - - -
FHIA 17 AAAA (H) - 75 - - - - - -
FHIA 02 AAAA (H) 10 75 - - - - - -
PA 4244 AAAB (H) 5 70 - - - - - -
PV 9401 AAAB (H) - 5 - ) - ] ] ]
Magca AAB (C) - 30 - 5 - - - -

1/0s dados sao médias de trés repeticdes. O valores foram obtidos de amostras de raizes (250 g) e solo

(100 cc).

Em Palmital (SP), de acordo com os dados observados (Tabela 5), foram

confirmadas as tendéncias observadas para as anteriormente comentadas, com
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predominancia em todos os genotipos dos nematoides formadores de galhas, seguidos
de Helicotylenchus spp. Algumas cultivares tais como Tropical, Garantida, FHIA 18,
Prata And, Grande Naine, Bucanero e hibridos melhorados como PA 4244, PV 9401 e
YB 4203 evidenciaram um parasitismo maior por R. reniformis, enquanto que R. similis
foi detectada somente nas amostras de solo das cultivares Garantida e FHIA 02.
Scutellonema sp. foi detectada em baixa densidade associada a poucos gendtipos.

Tabela 5: Fitonematoides associados a genotipos de bananeiras (AAA, AAAA, AAB,
AAAB) em area de avaliacdo de Sdo Paulo do Programa de Melhoramento Genético de
Banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Gendtipos Composigdo  Meloidogyne spp. Helicotylenchus R. reniformis Scutellonema sp. Radopholus
gendmica spp. similis
Raiz*  Solo'  Raiz*  Solo' Raiz*  Solo® Raiz*  Solo Raiz* Sqlo

Tropical AAAB (C) 11 7 11 28 7 14 - - - -
Garantida AAAB (H) 14 25 4 18 4 - - - - 1
Pacovan AAB (C) 17 21 1 7 4 - - - - -
FHIA 18 AAAB (H) 21 14 1 - 1 - - - - -
Prata And AAB (C) 11 25 1 4 1 11 - - - -
PA 4244 AAAB (H) 14 7 - 4 5 - - - - -
PV 9401 AAAB (H) 6 33 9 3 10 - - - - -
Grande Naine AAA (C) 21 11 11 1 4 - - - - -
Bucanero AAAA (H) - 1 9 7 4 - - - - -
YB 4203 AAAB (H) 5 32 4 11 1 - - - - -
Pacovan Ken AAAB (C) 10 15 26 3 - - - - - -
PA 9401 AAAB (H) 39 49 11 - - - - - - .
Maravilha AAAB (C) 32 51 4 - - - - - - -
Caipira AAA (C) 8 37 7 7 - - 1 - - -
FHIA 17 AAAA (H) 27 65 1 1 - - - - - -
YB 4207 AAAB (H) 35 50 12 3 - - - - - -
Japira AAAB (H) 10 25 11 31 - - 1 - - -
Thap Maeo AAB (C) 12 14 7 17 - - - - - -
FHIA 02 AAAA (H) 54 48 7 4 - - - - - 15

1/0s dados sdo médias de trés repeticées. O valores foram obtidos de amostras de raizes (250 g) e solo
(100 cc).

Em éarea avaliada em Luis Alves, estado de Santa Catarina (Tabela 6), os
nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) e os nematoides espiralados (Helicotylenchus
spp.) também dominaram, entretanto com maior destaque nas amostras de solo, estando
algumas vezes ausentes tanto no solo como nas raizes de plantas de alguns genotipos.
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Tabela 6: Fitonematoides associados a gendtipos de bananeiras (AAA, AAB, AAAA, AAAB) em
area de avaliagdo de Santa Catarina do Programa de Melhoramento Genético de
Banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Genotipos Composicdo Meloidogyne spp. Helicotylenchus spp.
gendmica  Raiz*  Solo'  Raiz' Solo*
PA 4244 AAAB (H) 18 32 - 7
Pacovan AAB (C) 46 70 - -
Japira AAAB (H) 42 46 - 11
FHIA 17 AAAA (H) 11 28 14 7
FHIA 02 AAAA (H) - 25 - 11
Maravilha AAAB (C) 4 46 14 11
FHIA 18 AAAB (H) - 28 - 14
Tropical AAAB (C) 4 18 7 14
YB 4207 AAAB (H) - 11 - 11
Grande Naine AAA (C) - 32 - 11
Prata And AAB (C) - 56 - 11
Bucanero AAAA (H) 18 53 - -
Thap Maeo AAB (C) - 42 7 18
BRS Conquista ~ AAB (C) - - 4 11
PA 9401 AAAB (H) - 67 18 7
PV 9401 AAAB (H) 4 46 - -
Caipira AAA (C) - 56 - -
Garantida AAAB (H) 4 63 - 14
YB 4203 AAAB (H) - 60 - -
Pacovan Ken AAAB (C) 7 28 7 14
!/Os dados sdo médias de trés repeticdes. O valores foram obtidos de amostras de raizes (250 g) e solo
(100 cc).

As espécies de Meloidogyne identificadas com base no fenétipo de esterase e
suas respectivas percentagens de ocorréncia em cada regido encontram-se representadas
na Tabela 7. Entre as espécies de Meloidogyne, foram identificadas apenas trés, M.
javanica, M. incognita e M. arenaria.

Meloidogyne javanica e M. incognita foram identificadas em todas as regides
estudadas, no entanto, houve uma predominancia de M. javanica na maioria dos
gendtipos de todas as regides, com excecdo de Luis Alves (SC), onde ambas espécies
foram observadas na mesma proporcdo. Porém, em Rio Branco (AC) foi observada a
predominancia de M. incognita.

Meloidogyne arenaria foi identificada somente nas areas da Embrapa Cerrados
(Planaltina/DF) Rio Branco (AC), e Palmital (SP), porém em baixas porcentagens
associada as cultivares FHIA 23, Bucanero, Maca, Maravilha, Prata And e hibrido
melhorado PV 7934.
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Na area experimental de Rio Branco por ordem de maior proporcao destacou-se,
M. incognita, M. javanica e M. arenaria respectivamente, sendo observada uma maior
competitividade entre M. incognita e M. javanica na cultivar Bucanero. Porém, nas
cultivares Calypso, Enxerto 33, Japira, Macd, Maravilha, Prata And, Princesa, Thap
Maeo, Tropical e os hibridos FHIA 23, PA 9401 e PV 7934, houve a predominancia de
M. incognita em relagdo a M. javanica. Somente no hibrido FHIA 23 foi verificada a
ocorréncia de M. arenaria.

Em Petrolina, ao contrario de Rio Branco, em ordem de propor¢cdo houve a
predominédncia de M. javanica seguido de M. incognita. Em termos de competicdo M.
javanica predominou sobre M. incognita em quase todos 0s genétipos, com exce¢do na
cultivar Garantida e no hibrido FHIA 17 onde M. incognita foi predominante.

Na Embrapa Cerrados, Planaltina, ocorreu a maior infestacdo mista pelas trés
espécies, e em ordem de proporcdo, M. javanica superou M. incognita seguida por M.
arenaria. A maioria dos genotipos foram parasitados por M. javanica com excec¢do da
cultivar Caipira e do hibrido PA 4244 onde prevaleceu M. incognita. A cultivar Maca
foi parasitada em maior grau por M. arenaria, que foi menos prevalente nas cultivares
Bucanero, Maravilha, Prata And, Thap Maeo e no hibrido PV 7934.

No municipio de Palmital, SP, M. javanica predominou em quase 100% dos
gendtipos avaliados com excecdo na cultivar Pacovan e no hibrido YB 4203 onde M.
incognita demonstrou ser a mais competitiva, equanto que M. arenaria foi observada
somente na cultivar Pacovan em baixa percentagem.

Na area experimental de Luis Alves, SC, por ordem de proporg¢do, M. incognita
se destaca seguido por M. javanica, ocorrendo uma interacdo entre as duas espécies no
hibrido PV 9401.
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Tabela 7: Espécies de Meloidogyne associadas a gendtipos de bananeiras (AAA, AAB, AAAA, AAAB) e respectivos percentuais de ocorréncia em &reas
de avaliacdo do Programa de Melhoramento Genético de Banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura nas cinco regides geograficas do Brasil.

Genotipos Composicao Regido Norte Regido Nordeste (PE) Regido Centro-Oeste Regido Sudeste (SP) Regido Sul
gendémica (AC) (DF) (SC)

M j Mi M a Mj Mi M a Mj Mi M a Mj Mi Ma M j Mi M a
BRS Conquista AAB (C) * * * * * * * * * * * * - 100 -
Bucanero AAAA (H) 44,4 55,6 - 67,9 32,1 - 69,4 27,8 2,8 100 - - - 100 -
Caipira AAA (C) s/f s/f s/f 100 - - 11,1 88,9 - 100 - - 16,7 83,3 -
Callypson AAAA (H) - 100 - 60,7 39,3 - * * * * * * * * *
Enxerto 33 AAB (C) - 100 - * * * * * * * * * * * *
FHIA 02 AAAB (H) s/f s/f s/f 64,3 35,7 - 100 - - 100 - - 94,4 5,6 -
FHIA 17 AAAB (H) s/f s/f s/f 35,7 64,3 - 47,2 52,8 - 100 - - - 100 -
FHIA 18 AAAB (H) s/f s/f s/f 60,7 39,3 - 83,3 16,7 - 100 - - s/f s/f s/f
FHIA 23 AAAB (H) - 66,7 33,3 100 - - * * * * * * * * *
Garantida AAAB (H) s/f s/f s/f 28,6 71,4 - 100 - - 100 - - 72,2 27,8 -
Grande Naine AAA (C) s/f s/f s/f 67,9 32,1 - 100 - - 100 - - 100 - -
Japira AAAB (H) 11,1 88,9 - 89,3 10,7 - 100 - - 100 - - - 100 -
JV 42135 AAAB (H) s/f s/f s/f 57,1 42,9 - * * * * * * * * *
Magca AAB (C) 11,1 88,9 - 78,6 21,4 - 25 30,6 444 * * * * * *
Maravilha AAAB (C) - 100 - 85,7 14,3 - 97,2 - 2,8 100 - - 11,1 88,9 -
PA 4244 AAAB (H) s/f s/f s/f 85,7 14,3 - 19,4 80,6 - 100 - - s/f s/f s/f
PA 9401 AAAB (H) - 100 - 46,4 56,6 - 100 - - 100 - - sif sif sif
Pacovan AAB (C) * * * 71,4 28,6 - 91,7 8,3 - 5,6 888 5,6 s/f s/f s/f
Pacovan Ken AAAB (C) s/f s/f s/f 57,1 42,9 - 83,3 16,7 - 100 - - - 100 -
Prata And AAB (C) - 100 - 60,7 39,3 - 83,3 8,3 8,3 100 - - 66,7 33,3 -
Princesa AAAB (H) - 100 - 85,7 14,3 - * * * * * * * *
PV 7934 AAAB (H) - 100 - 78,6 21,4 - 91,7 5,6 2,7 * * * * *
PV 9401 AAAB (H) * * * * * * 94,4 5,6 - 100 - - 50 50 -
Thap Maeo AAB (C) - 100 - 67,9 32,1 - 88,9 2,8 8,3 100 - - - 100 -
Tropical AAAB (H) - 100 - 100 - - 97,2 2,8 - 100 - - 100 - -
Vitéria AAAB (C) * * * * * * 91,7 8,3 - * * * * * *
YB 4203 AAAB (H) s/f s/f s/f 92,9 7,1 - 88,9 11,1 - 375 625 - - 100 -
YB 4207 AAAB (H) * * * * * * 77,8 22,2 - 100 = = 100 = =
YB 4217 AAAB (H) sif sif sif * * * * * * & & S = & &
YB 4247 AAAB (H) i i i * * * * * * & & S = & &

(*) gultivares e hibridos melhorados ndo testados; (s/f) gendtipos avaliados, mas fémeas ausentes; (-) auséncia; Ma = Meloidogyne arenaria, Mi = M. incognita, Mj = M. javanica
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Cinco padrdes ou perfis de bandas para atividade de esterase foram identificados
neste estudo nas espécies de Meloidogyne encontradas em associa¢do com o0s genoétipos
de Musa spp. nas cinco regides geograficas do Brasil (Figura 2). Meloidogyne javanica
foi identificada neste estudo apresentando trés padrdes ou fenotipos especificos da
espécie (J3, J2 e J2’). O fenotipo espécie especifico J3 (Rm: 1,0; 1,25; 1,4) foi detectado
em gendtipos presentes em todas as areas experimentais avaliadas, o J2 (Rm: 1,0; 1,4)
foi identificado apenas em alguns genotipos cultivados na area experimental do
municipio de Rio Branco e 0 J2° (Rm: 1,0; 1,25) foi identificado em alguns gendtipos
avaliados na area experimental cultivada com Musa spp. na Embrapa Cerrados,
Planaltina.

Meloidogyne incognita foi identificada em todas as areas experimentais
avaliadas expressando apenas uma banda no perfil de Esterase 11 (Rm: 1,0).

Meloidogyne arenaria foi identificada em parte dos gendtipos plantados na area
experimental da Embrapa Cerrados, Planaltina e, em apenas um genétipo cultivado nas
areas experimentais de Palmital e Rio Branco, todas apresentando apenas o perfil com
duas bandas A2 (Rm: 1,2; 1,3).

A _—— —— —— 2
— — _— -
—— e S——— - —~
Mj Mj Mj Mi Ma B L2 R3E R B AR
BUCANERO - ACRE
B E
J3J3 J3 13 13 J3 13 13 13 J3 A2 J3 J3 A2 11 J3 J3 A2
GARANTIDA - DF MACA - DF
C F
31111 1l nmlnlnnlnnn J3 11 J22 13 13 11 11 13 13 )2
THAP MAEO - ACRE FHIA 02 - DF

Figura 2. (A) Fenotipos de esterase em gel de poliacrilamida de espécies de
Meloidogyne identificados em associagdo com genotipos de banana em cinco regides
geograficas do Brasil. (B) Padrdo de esterase de M. javanica no genotipo Garantida no
Distrito Federal (com trés bandas). (C) Padrdo de esterase de M. incognita no genotipo
Thap Maeo em no Estado do Acre (com uma banda). (D) Padréo de esterase de M.
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javanica (com trés bandas e duas bandas), M. incognita (uma banda) no gendtipo
Bucanero no Estado do Acre. (E) Padréo de esterase de M. javanica (com trés bandas),
M. arenaria (com duas bandas) e M. incognita ( com uma banda) no genotipo Maga no
Distrito Federal. (F) Padrdo de esterase de M. javanica (com trés e duas bandas), M.

incognita (com uma banda) no gen6tipo FHIA 02 no Distrito Federal.

Discussao

Numa andlise geral, além da deteccdo dos nematoides das galhas (Meloidogyne
javanica, M. incognita e M. arenaria), foram encontrados em menor freqiéncia outros
nematoides fitoparasitas como Helicotylenchus spp., Rotylenchulus reniformis,
Radopholus similis, Scutellonema sp., e Criconemoides sp.

Radopholus similis, 0 nematoide de maior importancia econdmica para a cultura
da bananeira (Blake, 1972; Stover, 1972; O’Bannon, 1977; Gowen, 1979; Tarte &
Pinochet, 1981) foi identificado no presente estudo em amostras provenientes das areas
experimentais dos estados do Acre e Sao Paulo. A espécie foi relatada pela primeira vez
no Brasil em bananais do litoral paulista (Carvalho, 1959). Depois disso foi relatado em
areas do Distrito Federal (Zem, 1982); nos estados da Bahia (Sharma, 1974 a, b; Zem,
1978, Zem & Alves, 1978 e Zem, 1982); Ceara (Zem et al., 1980); Espirito Santo
(Sharma, 1978; Zem, 1982); Maranhdo (Huang et al., 1982); Mato Grosso do Sul (Zem,
1982); Paraiba (Zem, 1982); Pernambuco (Zem & Lordello, 1983); Rio Grande do
Norte (Zem, 1982); Rio de Janeiro (Lordello, 1973; Goes et al., 1982); S&o Paulo
(Pereira et al., 1960; Lordello, 1962; Zem et al., 1979; Curi et al., 1979; Bona et al.,
1980; Curi & Silveira, 1981); Santa Catarina (Zem, 1982) e no Rio Grande do Sul na
cultura do trigo (Luz, 1982).

Desses estados, somente em Sdo Paulo (Zem et al., 1979) e Rio de Janeiro (Goes
et al., 1981) o nematoide mostrou-se abundante e amplamente disseminado em lavouras
comerciais. Nos demais estados, as ocorréncias foram esporadicas e limitadas a poucas
propriedades e municipios, ou entdo as areas experimentais de diversos 6rgaos de
pesquisa (Zem, 1982).

Alguns anos depois R. similis foi relatado também nos estados de Minas Gerais e
Bahia (Lima & Goulart, 1986). Mais recentemente o nematoide cavernicola relatado em

outros estados como Parana (Pereira et al., 2006).
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Na area experimental de Rio Branco (Acre) foi observada a ocorréncia de
nematoides fitoparasitas de trés géneros importantes para a cultura da bananeira, sendo
eles, Meloidogyne spp., H. multicinctus e R. similis, mas com a maior parte dos
espécimes concentrada nas amostras do solo. Este fato pode ser explicado pelas
condicBes avancadas de apodrecimento das amostras de raizes, em que 0s nematoides
deixam os tecidos das raizes e migram para o solo.

Neste estudo, na area experimental de Rio Branco, Radopholus similis foi
identificada na rizosfera de cinco gendtipos e bananeira (Garantida, Thap Maeo,
Tropical, FHIA 02 e Grande Naine). Dados de levantamentos realizados por Cavalcante
et al.(2002; 2005) em cultivares e diploides melhorados de bananeira no municipio de
Rio Branco (AC) onde ndo foi registrada a presenca de R. similis contrastaram com o0s
dados observados neste estudo quanto a presenca de R. similis. Um fato a ser levado em
consideracdo é que Cavalcante et al. (2002; 2005) avaliaram genotipos diferentes
daqueles avaliados no presente estudo, ou as areas experimentais avaliados naquela
época nunca haviam sido plantadas com bananeiras, enquanto que segundo informacéo
pessoal da mesma pesquisadora a area avaliada neste estudo ja havia sido cultivada
anteriormente com bananeiras.

Na mesma area no municipio de Rio Branco, H. multicinctus aparece em baixos
niveis populacionais nas raizes, com auséncia na maioria das amostras, ao contrario do
solo, onde a frequéncia € maior, estando presente em 21 dos 25 gendtipos estudados. A
ocorréncia desse nematoide em &rea experimental do Acre ja havia sido relatada por
Cavalcante et al. (2002) acompanhado da espécie H. dihystera. Em outro levantamento
realizado por Cavalcante et al. (2005) no mesmo Municipio, foi observada apenas a
espécie H. banbesae.

O numero de nematoides das galhas em raizes foi relativamente maior do que
em solos da rizosfera provenientes da area experimental de Pernambuco, assim como R.
reniformis, foram recuperados do solo em maiores nimeros, com auséncia nas raizes da
maioria dos gendtipos. Este fato pode ser explicado pela natureza bioldgica da espécie
(R. reniformis) que completa seu ciclo no solo, e a sua ocorréncia em raizes apenas dos
hibridos PA 4244 e YB 4203, pode sugerir maior afinidade destes com o0s respectivos
tetraploides.

O nematoide reniforme ja havia sido relatado no estado de Pernambuco em
raizes de bananeira por Moura (1972) e Zem & Lordello (1983). Os resultados obtidos
neste estudo estdo de acordo com Ritzinger et al. (2007) no que se refere a deteccédo de
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Meloidogyne spp. e R. reniformis em levantamento de fitonematoides em bananais
situados nos perimetros irrigados nos municipios de Petrolina-PE e Juazeiro-BA, porém
neste estudo néo foi registrado a ocorréncia de Helicotylenchus spp.

Em campo experimental da Embrapa Cerrados, Planaltina/DF, que antes era
cultivado com Maracuja, 100 % dos gendtipos estavam parasitados por Meloidogyne
spp., e além disso, houve também a presenca de baixas populacdes de Helicotylenchus
sp., R. reniformis e Criconemoides sp. na rizosfera de alguns genotipos. Provavelmente,
esses nematoides ja se encontravam no solo, visto que, 0s materiais propagativos
utilizados para o estabelecimento do bananal foram mudas micropropagadas, o que
descarta a hipotese dos espécimes terem sido introduzidos através de materiais
infectados. Além disso, Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria e R.
reniformis sdo os principais nematoides causadores de declinio na cultura do Maracuja
(Sharma et al., 2003). Rotylenchulus reniformis foi identificado apenas na rizosfera do
hibrido tetraploide melhorado PV 7934, o que pode sugerir maior afinidade entre o
tetraploide e o nematoide. Essa espécie ja havia sido relatada por Zem (1984) em
amostras coletadas em bananeiras em pequenas propriedades da zona rural de
Brazlandia e Sobradinho (DF). Além de R. reniformis o mesmo autor registrou a
presenca de, R. similis, H. multicinctus, H. dihystera e M. incognita nessas mesmas
localidades.

Todos os genotipos provenientes da area experimental de Palmital (SP) foram
parasitados por Meloidogyne sp. e Helicotylenchus spp. e também foi observada a
presenca de R. reniformis e Scutellonema sp. em amostras de raizes de alguns
gendtipos, fato este ndo comum nas outras areas amostradas, onde R. reniformis foi
identificado nas amostras de solo. Essa associacdo pode nos levar a afirmar que
possivelmente existe uma interacdo favoravel ao nematoide entre esses genétipos e R.
reniformis. Na mesma area avaliada em Sdo Paulo, foi constatada a presenca de R.
similis em amostras de solo de apenas dois dos 19 gendtipos estudados (Garantida e
FHIA 02). Neste estudo, particularmente nos estados de Sdo Paulo e no Acre, 0
nematoide R. similis teve sua presenca destacada, em areas experimentais anteriormente
cultivadas com outras culturas, inclusive banana. Esses dados estdo de acordo com 0s
diversos relatos desse nematoide que se encontra disseminado em lavouras comerciais
do estado de Sédo Paulo, possivelmente em decorréncia do uso de mudas infectadas em
novas areas de plantio (Zem, 1984). Além de R. similis, Zem (1984) detectou também

outras espécies como H. multicinctus, H. dihystera, Meloidogyne spp. e R. reniformis.
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Na &rea avaliada no estado de Santa Catarina, foi observada a presenca de
Meloidogyne spp. em amostras de raizes de apenas 10 gendtipos, porém o nematoide
esteve presente nas amostras de solo da maioria dos genoétipos. Além dos nematoides
das galhas, Helicotylenchus spp. foram encontradas em amostras de raizes de 7
genotipos e nas amostras de solo da maioria dos genotipos. A situagdo observada em
Santa Catarina foi semelhantemente a da &rea experimental de Rio Branco e pode ser
explicada em razéo do estado avancado de deterioragdo das raizes. Zem (1984) ja havia
relatado também a ocorréncia desses nematoides no mesmo estado em genotipos de
banana cultivados no municipio de Jacinto Machado (SC). Além desses nematoides
foram relatados também R. similis, H. multicinctus, H. dihystera e Criconemoides sp.

A identificacdo das espécies de nematoides das galhas Meloidogyne spp. com
base em fenotipos da enzima esterase confirma a ampla distribuicdo desse nematoide
associado a bananeiras, ja que neste estudo espécies do género foram encontradas em
todas as areas estudadas de norte a sul, inclusive em popula¢Ges mistas de espécies
associadas a Musa spp., conforme ja reportado por Cofcewicz et al. (2004).

Neste estudo foram detectado os padrdes de atividade de esterase J3, J2,J2°, 11 e
A2 expressos no género Meloidogyne, compativeis com os resultados encontrados por
Cofcewicz et al. (2004), quando estes autores ao analisarem diferentes populacfes de
diferentes areas comerciais de cultivos de bananeiras em varias regides brasileiras
identificaram os perfis J3, J2a, J2, 11, 12, A2, A3, B1, B2 e BA2.

O fendtipo J2° de M. javanica foi detectado também por Tomaszewski et al.
(1994) em amendoim e Carneiro et al. (1996) em diversas culturas. Em outro estudo
Carneiro et al. (1998) analisaram nematoides com o fenotipo J2° (Rm: 1,0 e 1,25) por
meio da morfologia e estudo da gama de hospedeiros, e demonstrou que este isolado
ndo apresentava qualquer diferenciacdo util de caracteres quando comparado com 0s
isolados J3. Castro (2001) relatou pela primeira vez este padrdo em isolado na cultura
da soja, e este concluiu por meio de estudos de caracteres morfol6gicos que o fendtipo
J2 era uma variante tipica de isolados de M. javanica (J3).

Cofcewicz et al. (2004), quando realizaram um estudo de identificacdo de
especies de Meloidogyne de diferentes campos cultivados com banana no Brasil,
observaram, os padres de M. javanica J2 ¢ J2° (Rm: 1,0; 1,4 ¢ Rm: 1,0 e 1,25,
respetivamente) em populagdes mistas com M. javanica (J3), sendo estes considerados
padrbes de fendtipos atipicos, entretanto, essas populacdes ndo permaneceram estaveis

por terem apresentado o fendtipo J3 depois das etapas de purificacdo em plantas de
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tomateiro. Segundo Rajasekhar et al. (1990) e Carneiro at al. (1996), esses fenétipos
podem ser estaveis ou ndo. As mas condigdes fisioldgicas das fémeas individuais em
raizes de banana em condi¢bes podem ser consideradas o motivo da auséncia de uma
banda no perfil de esterase (Rm: 1,25 e Rm: 1,4) que levou a producdo dos fenotipos
atipicos J2 e J2’, respetivamente (Cofcewicz et al., 2004).

O fendtipo 11 (M. incognita) identificado no presente estudo, foi observado
também por Carneiro et al. (1996; 2000) e Cofcewicz et al.( 2004), mas acompanhados
do fendtipo 12 (Rm: 1,0 e 1,1), ausente neste estudo.

Cofcewicz et al. (2004), detectaram em amostras provenientes de bananeiras, M.
javanica, M. incognita, M. arenaria e Meloidogyne spp. em proporgdes de 61,7%,
32,2%, 4,3% e 1,8%, respetivamente, num estudo em que foram avaliadas amostras de
25 éareas cultivadas com diferentes cultivares comerciais, com predominancia das
cultivares Grande Naine e Pacovam, cultivadas nas principais regides produtoras de
banana do Brasil, destas 25 &reas, 20 delas apresentaram mistura populacional de
espécies e nas outras cinco, foram identificadas espécies Unicas como M. javanica ou
M. incognita. No presente estudo, foi constatada a presenca das espécies citadas por
Cofcewicz et al. (2004), porém em avaliacdo frente a 25 genOtipos triploides e
tetrapldides, onde das cinco &reas avaliadas, trés delas (Rio Branco, Planaltina e
Palmital) apresentaram raizes de banana parasitadas por M. javanica, M. incognita e M.
arenaria em diferentes proporc@es independente de gendtipos, confirmando a baixa
frequéncia de M. arenaria na maioria dos gendtipos. Enquanto que, em Luis Alves e
Petrolina ocorreram apenas M. javanica e M. incognita.

A presente avaliacdo demonstrou que 0s genotipos avaliados sdo bons
hospedeiros para 0os nematoides de galhas. Entretanto, essa hospedabilidade pode ter
variado em funcdo das espécies de Meloidogyne e condi¢bes ambientais inerentes de
cada localidade dentro de cada gendtipo. A area de Petrolina apresentou infestagdo
mista por M. javanica e M. incognita na maioria dos gendtipos testados, com
predominancia para M. javanica, com exce¢do da cultivar Caipira, Tropical e o hibrido
FHIA 23 que apresentaram 100% de parasitismo por M. javanica, ao contrario da
cultivar Garantida e dos hibridos FHIA 17 e PA 9401 onde a proporcdo de M. incognita
foi superior a de M. javanica, 0 que pode-se hipotetizar que existe uma competitividade
entre as espécies em determinados genétipos.

O levantamento realizado na area experimental em Luis Alves confirmou a

relacdo diferencial entre gendétipos de bananeiras e as especies M. javanica e M.
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incognita.  Ambas espécies detectadas, ocorreram em propor¢Ges de 100% de
parasitismo em determinados gendtipos para cada espécie isoladamente, enquanto que
em outros genotipos houve a presenca simultdnea das duas espécies com maior
proporcéo de uma com relacdo a outra. No municipio de Rio Branco, foi detectada uma
maior percentagem de parasitismo por M. incognita em 13 gen6tipos com destaque para
nove gendtipos onde ocorreram 100% de infestacdo por M. incognita. Meloidogyne
javanica foi identificada em apenas 3 gendtipos (Bucanero, Japira e Macd). Ja M.
arenaria foi detectada somente no hibrido FHIA 23.

Em Planaltina houve uma maior prevaléncia de M. javanica sobre M. incognita
foi observada, de maneira semelhante ao que ocorreu em Petrolina, com destaque para a
cultivar Caipira e os hibridos FHIA 17 e PA 4244 que foram favoraveis ao parasitismo
por M. incognita. Em apenas seis gendtipos foi detectado parasitismo por M. arenaria
em populacdo mista com M. incognita e M. javanica.

Dos 19 genotipos avaliados na area experimental de Palmital 17 estavam
infectados 100 % com M. javanica e houve a ocorréncia apenas no hibrido YB 4203 de
maior competitividade de M. incognita sobre M. javanica e na cultivar Pacovam
infeccdo mista de M. javanica, M. incognita e M. arenaria, com a prevaléncia de M.
incognita sobre as demais.

As condicdes naturais de infestacdo observadas nesse trabalho, embora
diferentes das artificiais realizadas por Cofcewicz et al.(2004) e com niveis pré-
estabelecidos de indculos para o estudo da interacdo de M. javanica x M. incognita x M.
arenaria, confirmam que infestacdes isoladas e em misturas das espécies em cultivares
de bananeiras permitem uma competitividade parasitaria diferencial, ou seja, as trés
espécies co-habitaram no sistema radicular das plantas em propor¢oes que dependem da
cultivar e das espécies do nematoide. Entretanto, sob as condi¢cdes naturais avaliadas,
ndo foi possivel verificar em relacdo aos 25 gendtipos, uma maior competitividade de
M. arenaria e M. javanica afirmada nos ensaios por Cofcewicz et al.(2004), fato este
explicado devido a baixa frequéncia de ocorréncia de M. arenaria em solos e raizes de
cultivos de bananeiras no Brasil. Porém, sdo concordantes em relacdo a M. javanica e
M. incognita, destacando M. javanica como a de maior competitividade sobre as
bananeiras, seguida de M. incognita.
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Conclusodes

De acordo com o levantamento de fitonematoides realizado, os diferentes
gendtipos triploides (AAA e AAB) e tetraploides (AAAA e AAAB) de bananeiras,
desenvolvidos e/ou recomendados pelo Programa de Melhoramento da Banana da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, cultivados nas cinco regides geograficas do Brasil
séo parasitados pelos principais nematoides fitoparasitas de importancia econdmica para
a cultura. Entre eles, destacaram-se os nematoides das galhas, sendo as espécies M.
javanica e M. incognita de maior frequéncia e competitividade em relagdo a M.
arenaria. Radopholus similis, 0 nematoide de maior importancia para a bananicultura
foi detectado em poucas amostras de solo, como também foram encontradas outras

espécies de importancia para a cultura, como H. multicinctus e R. reniformis.
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SELECAO DE FONTES DE RESISTENCIA a Radopholus similis EM GENOTIPOS
DE MUSA TRIPLOIDES (AAA e AAB) E TETRAPLOIDES (AAAB e AAAA)
RESUMO

A banana € a segunda fruta mais produzida no Brasil e corresponde a 15,7% de
toda a fruta produzida no pais, superado apenas pela laranja em 44,1%. Entre os
principais fatores bidticos que afetam a produtividade da bananeira estdo os
fitonematoides, com destaque para o nematoide cavernicola (Radopholus similis). O
manejo desses nematoides por meio da aplicacdo de nematicidas tem se tornado uma
pratica cada vez mais prejudicial ndo sé ao meio ambiente e ao homem, como ineficaz e
além disso, ndo proporciona longo do prazo erradicacdo completa desses organismos.
Diante desse fato, a utilizacdo de cultivares resistentes se mostra uma pratica com maior
viabilidade de aplicacdo. O programa de melhoramento genético de banana da Embrapa
Mandioca e Fruticultura tem ao longo dos anos desenvolvido e introduzido no Brasil
genotipos com resisténcia a fungos, porém sdo escassas ou inexistentes a selecdo de
genotipos com elevados graus de resisténcia a nematoides, em especial a R. similis.
Baseado no exposto, este estudo teve por objetivo, avaliar a nivel de casa de vegetacao
0 comportamento de 22 gendtipos triploides (AAA e AAB) e tetraploides (AAAA e
AAAB) de bananeiras introduzidos e/ou melhorados pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura frente a R. similis.

Mudas micropropagadas de todos os gendtipos, foram aclimatadas em casa de
vegetacdo durante dois meses. Apos este periodo, foram inoculadas com uma suspensao
de 300 nematoides (juvenis e adultos)/planta, distribuidas em delineamento inteiramente
casualizado com 4 repeticdes. Sessenta dias apds a inoculagdo, foram avaliadas quanto
ao nimero de nematoides nas raizes e no solo, sendo determinado o fator de reproducéo
(FR=Pf/Pi) e com base na percentagem de reducdo do fator de reproducdo em relacdo
ao gendtipo de maior suscetibilidade, classificada a reacdo de resisténcia.

Os resultados destacaram as cultivares Enxerto 33, Thap Maeo, Calypso,
Caipira, Tropical e Magd como moderadamente resistentes, ao contréario das cultivares
Preciosa, Maravilha e Prata And, classificadas como altamente suscetiveis. Os demais
gendtipos comportaram-se como suscetiveis. A analise de proteina de raizes por SDS-
PAGE mostraram diferencas entre o perfil proteico de cultivares moderadamente
resistentes e suscetiveis.

Palavras-chave: nematoide cavernicola, melhoramento genético, fator de reproducéo,

bananeira.
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Selection of sources of resistance to Radopholus similis in triploid (AAA & AAB)
and tetraploid (AAAB & AAAA) musa genotypes

ABSTRACT
Banana is the second most produced fruit in Brazil, accounting for 15.7% of all

fruit produced in the country, exceeded only by orange with 44.1% of total. Among
main biotic factors affecting banana yield are plant parasitic nematodes, with emphasis
on the burrowing nematode (Radopholus similis). Management of these nematodes by
nematicide application has become more and more detrimental not only to environment
and man, as ineffective for not providing a complete eradication of these organisms over
time . Given this fact, the use of resistant cultivars is shown a more practical and
economically feasible. Over the years, the banana breeding program of Embrapa
Mandioca e Fruticultura has developed and introduced in Brazil banana genotypes with
resistance to fungi, but are scarce or nonexistent selections of genotypes with high
degrees of resistance to nematodes, especially to R. similis. Based on the foregoing, this
study aimed to assess under greenhouse, reaction of 22 triploid (AAA and AAB) and
tetraploid (AAAA and AAAB) banana genotypes developed and / or introduced by
Embrapa Mandioca e Fruticultura front of R. similis.

Micropropagated plantlets of all banana genotypes were acclimated under
greenhouse during two months. After this period, the plants were inoculated with
asuspension of 300 nematodes (juveniles and adults) per plant, distributed
in completely randomized design with four replications. At the end of 60 days they were
evaluated on the number of nematodes in the roots and soil, being calculated the
reproduction factor (RF = Pf/ Pi) and the percentage reduction of reproduction factor in
relation to the most susceptible genotype, then ranked the resistance reaction.

The results highlighted the cultivars Enxerto 33, Thap Maeo, Calypso, Caipira,
Tropical and Maca as moderately resistant, unlike the cultivars, Preciosa, Maravilha and
Prata And, ranked as highly susceptible. The other genotypes behaved as susceptible.

Protein analysis of roots by SDS-PAGE showed differences between the protein

profile moderately resistant cultivars and susceptible ones.

Key words: genetic improvement, reproduction factor , banana.
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Introducéo

A banana é a base da alimentacdo para muitas regiées do mundo inclusive para o
Brasil, sendo considerada a segunda frutifera de maior producdo no pais. No Brasil,
principalmente na regido norte, esta assume papel importantissimo na alimentacdo
gerando empregos e renda para as populagdes carentes.

O cultivo da bananeira enfrenta diversas limitaces de ordem bidtica e abi6tica,
e dentre as limitacGes biodticas estdo os nematoides considerados uma das mais
importantes causas de perdas na cultura. Infeccdo por nematoides resulta em necrose e
reducdo do sistema radicular, o que leva ao menor peso do cacho e tombamento das
plantas. O nematoide mais prejudicial a bananeira é 0 nematoide cavernicola
Radopholus similis (Cobb) Thorne (Gowen et al., 2005), e as perdas econémicas devido
ao ataque desse nematoide sdo superiores a 50%, com necessidade de aplicacdes
regulares de nematicidas (Gowen, 1995).

Dentro das estratégias de manejo integrado de pragas, a resisténcia de plantas a
nematoides parece ser a maneira mais eficaz de reduzir as perdas no rendimento
causadas por esses organismos com baixo custo para o agricultor (Speijer & De Waele,
1997; Vuylsteke, 2000), pois, em larga escala de cultivo, 0 manejo dos nematoides tem
sido por meio de repetidas aplicacdes de nematicidas, que além de ndo promover a
erradicacdo dos nematoides, sdo caros e oferecem riscos de intoxicacdo ao meio
ambiante e aos aplicadores. O passo inicial para o uso de cultivares resistentes é a
identificacdo de fontes de resisténcia que podem ser usados em programas
convencionais de melhoramento para o desenvolvimento de hibridos resistentes.

O processo de melhoramento com o objetivo de desenvolver cultivares
resistentes pode ser acelerado na presenca das caracteristicas desejadas da planta, como
a resisténcia aos nematoides que segundo Moens et al (2002), pode ser demonstrada
ainda em estagio inicial. Uma vez conhecida a fonte de resisténcia, 0 préximo passo é a
incorporacdo de genes para a resisténcia em cultivares triploides, o que segundo
Pinochet (1988), constitui um obstaculo, pela complexidade genética existente dentro
do género Musa. A grande maioria dos cultivares de banana pertence ao grupo dos
triploides, mas séo altamente suscetiveis aos nematoides.

A avaliagdo de germoplasma de banana mostrou que a maioria dos diploides
tanto selvagens como cultivados sofreram poucos danos pelo atague do nematoide, mas

possuem baixos rendimentos (Pinochet, 1988).
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O melhoramento é efetuado pela producéo de geragdes sucessivas de hibridos
diploides e pela sele¢do continua dos melhores gendtipos resultantes de todos os
cruzamentos colocados em campo. Os cruzamentos sdo feitos procedendo-se aos
cruzamentos envonvendo espécies selvagens, cultivares e hibridos, visando a obtencgéo
de parentais masculinos melhorados que seréo utilizados no melhoramento de triploides
e tetraploides.

Resisténcia em Musa spp. a R. similis, é relatada em alguns diploides e triploides

de banana, “Pisang Jari Buaya“ (Musa AA) (Pinochet & Rowe, 1978), Yangambi km 5

(Musa Ibota AAA) (Sarah et al. 1992; Fogain & Gowen, 1997) e em um clone dipldide
Kunnan (Musa AB) (Collingborne & Gowen, 1997). Além dessas fontes de resisténcia
varias outras tem sido divulgadas para R. similis, sendo necessaria a confirmacéo
(Fogain, 1996; Afreh-Nuamabhet al., 1996).

O programa de melhoramento da banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura
tem buscado selecionar fontes de resisténcia a diversos patégenos da bananeira,
inclusive R. similis, com o objetivo de posterior incorporacdo dessa resisténcia em
cultivares comerciais. Com base nesse fato, diferentes gendtipos pertencentes ao banco
de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura, hibridos diploides e cultivares
comerciais tem sido avaliados em relacdo a resisténcia frente aos nematoides R. similis e
Meloidogyne spp. Entretanto, até 0 momento, poucos gendtipos tetraploides melhorados
ou introduzidos foram avaliados em relacdo a esses nematoides. Em razéo do exposto, o
presente estudo teve como objetivo selecionar fontes de resisténcia a R. similis entre
vinte e dois gendtipos triploides e tetraploides de Musa melhorados e/ou introduzidos

pela Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de Biologia da
Universidade de Brasilia, em casa de vegetacdo, no periodo de outubro a dezembro de
2010.
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Obtencdo dos gendtipos de bananeira

Os genotipos de bananeira (Tabela 1) foram obtidos da Embrapa Mandioca e
Fruticultura em Cruz das Almas, BA, onde as mudas foram produzidas por
micropropagacao e aclimatadas por trés semanas em camara de crescimento (27 — 28
°C) com 12 horas de fotoperiodo. As mudas, encaminhadas a Universidade de Brasilia,
foram transplantadas para sacos plasticos de 3 litros, contendo uma mistura autoclavada
de latossolo vermelho e areia lavada, na proporcdo 3:1, fertilizada com 1 parte de
esterco de gado, calcario e adubo superfosfato simples (18% de P,Os), onde
permaneceram por um periodo de 60 dias de aclimatacdo. Oito dias apds o transplantio,
cada muda foi suplementada com 50 ml da solucdo nitrogenada na concentracao de 1,1
g de ureia/litro de &gua, uma vez por semana durante as trés primeiras semanas. Logo
apos, foi feita adubagdo de cobertura com cerca de 8 g de adubo NPK (10:30:10) por

vaso, de 2 em 2 semanas até o fim do periodo de aclimatacao.

Tabela 1: Gen6tipos de bananeira hibridos (H) e cultivares (C) utilizados no
ensaio de  resisténcia a Radopholus similis. Universidade de Brasilia, 2010.

Genotipos Origem Composicdo gendmica
GARANTIDA Prata Sdo Tomé AAAB (H)
THAP MAEO - AAB (C)

MACA - AAB (C)
PA 9401 Prata And AAAB (H)
FHIA 18 Prata And AAAB (H)
PA 4244 Prata And AAAB (H)
CAIPIRA - AAA (C)
YB 4217 Yangambi AAAB (H)
PV 7934 Pacovan AAAB (H)
JV 42135 Prata de Java AAAB (H)
PRECIOSA Pacovan AAAB (H)
TROPICAL Yangambi Km 2 AAAB (C)
ENXERTO 33 - AAB (C)
CALIPSO High-Gate AAAA (C)
JAPIRA Pacovan AAAB (H)
FHIA-17 Prata And AAAA (H)
GRANDE NAINE - AAA (C)
PRATA ANA - AAB (C)
YB 1203 Yangambi AAAB (H)
BUCANERO High-Gate AAAA (H)
MARAVILHA Prata And AAAB (C)
YB 4247 Yangambi AAAB (H)
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Obtengdo e multiplicagdo do indculo de Radopholus similis

A populacdo de R. similis utilizada foi obtida em Pernambuco, proveniente de
raizes e rizomas de bananeira (cultivar Pacovan - Musa AAB) que vinha sendo mantida
em plantas da cultivar Grande Naine. Foi escolhida essa populagdo por ela ter sido
demonstrada a mais agressiva entre outras populagdes no nematoide de acordo com
Costa (2004).

Os nematoides foram extraidos de raizes que foram picadas em pedagos de
aproximadamente 2 cm e trituradas em liquidificador em velocidade méaxima por cerca
de 15 segundos. A Suspensdo foi passada em peneira de 250, e a suspensdo recupareda
em peneira de 500 mesh, a qual foi transferida para funil de Baermann modificado, onde
foi mantida por cerca de 24 horas sob oxigenacgdo. Os espécimes recuperados do funil
foram lavado em peneira de 500 mesh para serem multiplicadas em cilindros de cenoura
(Daucus carota L.) (O’Bannon & Taylor, 1968; Fallas & Sarah, 1994), de acordo com o

procedimento abaixo.

Esterilizacao (axeniza¢do) dos nematoides

Os espécimes (machos, fémeas e juvenis) foram colocados em placas de ciracusa
contendo 0,5 ml de uma suspensdo de agua destilada e transferidos para tubos
eppendorf de 1,5 ml, sendo realizada uma centrifugacdo a 3000 rpm por trés minutos e
descartado o sobrenadante. Aos tubos com o concentrado de nematoides foi adicionada
uma solucdo de cloreto de mercurio (0,01%) e, novamente centrifugados a 3000 rpm
por trés minutos e, novamente descartado o sobrenadante. Aos tubos com o concentrado
de nematoides foi adicionada uma solucdo de sulfato de estreptomicina (0,02%) e
novamente centrifugados a 3000 rpm por trés minutos e descartado o sobrenadante.
Logo apds, foram realizadas duas lavagens em agua destilada esterilizada sob 0 mesmo

regime de centrifugacédo e descartado o sobrenadante (Mountain, 1955).

Preparo dos cilindros de cenoura

Cenouras de cultivo orgéanico foram mergulhadas em solugé@o de hipoclorito de
sodio (1%), pulverizadas com alcool comercial e flambadas em camara de fluxo
laminar, sendo cortadas rodelas de cerca de 2 cm de comprimento e, com auxilio de um

perfurador de 1,5 com de didmetro, retirados os discos centrais. Frascos de vidro com
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tampas escuras com capacidade de 100 ml foram preenchidos com aproximadamente 10
ml de meio 4gar-agua 1% autoclavados. Os cilindros centrais das cenouras foram
colocados nos frascos de maneira que ficassem suspensos, apoiando as duas
extremidades na lateral dos frascos contendo o meio agar-agua 1% solidificado no
fundo e, deixados por quatro dias para utilizacdo apenas dos frascos sem contaminagoes
(O’Bannon & Taylor, 1968).

Inoculacdo dos nematoides sobre os cilindros de cenoura

Ap0s a axenizacao dos nematoides, os pellets de nematoides foram pipetados e o
conteudo espalhado sobre os cilindros de cenoura e em seguida, os frascos vedados com
plastico adesivo (zap), para em segui serem mantidos em camaras BOD com
temperatura de 28 °C sem fotoperiodo durante cerca de 20 dias, no Laboratério de

Nematologia da Embrapa Cenargen, Brasilia-DF.

Preparo do inoculo para inoculagdo em mudas de bananeira

Para a extracdo dos nematoides dos cilindros de cenoura combinou-se as
metodologias de peneiramento e funil de Baermann modificado. Os frascos contendo os
cilindros de cenoura com nematoides foram lavados com é&gua esterilizada e a agua de
lavagem passada em peneiras de 100 e 500 mesh, sendo recolhida da ultima peneira a
suspensdo e depositada em béqueres com peneiras de nylon e papel absorvente sob
oxigenagdo por 24 horas. O indculo recolhido dos béqueres foi calibrado para 60

nematoides/ml.

Inoculacdo de Radopholus similis em bananeiras

Decorrido o periodo de aclimatagdo, as mudas foram transferidas da casa de
vegetacdo de Nematologia da Embrapa Cenargem para a casa de vegetacdo da Estacdo
experimental da Biologia da Universidade de Brasilia e, transplantadas para vasos com
capacidade para 1,50 | com o0 mesmo solo utilizado na aclimatacdo. Dois orificios foram
abertos ao redor das mudas expondo as raizes e, a suspensdo de nematoides (5 ml)

depositada sobre as raizes, com auxilio de uma pipeta (P5000). O experimento foi
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mantido na casa de vegetacao por 60 dias. A temperatura variou de 19 a 30 °C, média de
23°C. A umidade relativa do ar esteve entre 71 e 92 % com média de 83%.

Avaliacao

Passados 60 dias, os nematoides foram extraidos das raizes (10 g) e do solo (50
cc) das bananeiras, sendo submetidos a contagem com auxilio da cadmara de Peters. Os
niveis populacionais de R. similis nas raizes e no solo foram avaliados apds a extracao
pelos métodos modificados de Coolen & D’derde (1972) e de Jenkins (1964),
respetivamente. A resisténcia e a suscetibilidade das plantas de bananeira a R. similis foi
avaliada conforme o Fator de Reprodugdo estimado para cada repeticdo (FR =
populacéo final/ populacéo inicial), sendo que a populacéo final corresponde ao total de
nematoides encontrados no solo e na raiz. A reacdo dos geno6tipos (Tabela 2) seguiu a
escala de porcentagem da reducédo do fator de reproducéo (FR) (Moura & Régis, 1987)
modificado. O genotipo que apresentou o mais alto indice de reproducéo do nematoide
foi considerado como padrdo de suscetibilidade (Moura & Régis, 1987). Variaveis
como numero de nematoides por 10 gramas de raiz, nUmero de nematoide por planta,

nimero de nematoides no solo e o nimero total de nematoides foram também avaliados.

Tabela 2: Reacdo da hospedeira com base na porcentagem de reducdo do fator de
reproducdo em relacdo a cultivar mais suscetivel.

% de redugdo do FR Reacdo da Cultivar
0-25 Altamente suscetivel (AS)
26-65 Suscetivel (S)
66-75 Baixa Resisténcia (BR)
76-95 Parcialmente Resistente (MR)
96-99 Resistente (R)
100 Altamente Resistente (AR) ou Imune (1)

Moura & Régis (1987) modificado.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes
e sendo verificado a necessidade de transformacéo dos dados para realizar as analises de
variancia, os dados originais foram transformados em log (x) e as medias agrupadas
pelo teste de Tukey a 1%, com auxilio do programa estatistico Sisvar 5,0 (Ferreira,
2008).
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Analise Prévia dos perfis proteicos dos principais genétipos contrastantes

As plantas suscetiveis e resistentes foram comparadas previamente quanto ao
perfil protéico através da separacdo das proteinas por eletroforese em gel de poli-
acrilamida (SDS- PAGE) (Weber & Osborn, 1969; Laemmli, 1970). Para esse ensaio
foram utilizadas as cultivares Caipira (MR), Enxerto 33 (MR), Grande Naine (S) e 0
hibrido Bucanero (Altamente suscetivel).

Inicialmente foram coletados o sistema radicular das plantas (uma por genotipo)
e, as raizes lavadas em agua corrente, seccionando fragmentos de aproximadamente 2
cm de comprimento de raizes secundéarias e terciarias, imergindo-as em nitrogénio

liquido e armazenando a — 80°C.

Extracdo e quantificacio de proteinas totais

Conforme a metodologia descrita por Rocha et al., (2005), as amostras de raizes
foram maceradas em nitrogénio liquido e, em cerca de 0,5 g do macerado contido num
tubo de Falcon, foram acrescentados 15 ml de tampédo de extracdo [50 mM de Fosfato
de sodio (monobasico F7-1; dibasico F7-2); 20 mM de Cloreto de sédio (C20); 100 mM
DTT (C9); 2 mM triton X-100 (T12); pH:7,00 ]. O material foi agitado por 2 horas a 4
°C e centrifugado a 10000 rpm por 30 minutos. Foi coletado o sobrenadante, e este
centrifugado novamente a 10000 rpm por 20 minutos. Em seguida coletou-se o
sobrenadante. Foi feita a quantificacdo das proteinas pelo método de Brad Ford (BioRad
Cat. 500. 0006) mini da BioRad seguindo-se as instru¢fes do fabricante. e, obtidos os
seguintes resultados: ‘Caipira’: 0,202 pg/ul; ‘Enxerto 33’: 0,250 pg/ul; ‘Grande Naine’:
0,286 pg/ul; ‘Bucanero’: 0,164 pg/pl. Em seguida as amostras ja com as proteinas
quantificadas foi acrescentado TCA 10% e armazenado por 1 hora a 20 °C (900 ul da
amostra + 100 pul de TCA). Em seguida, a mistura foi submetida a 3 ciclos de
centrifugagdo a 13000 rpm por 5 minutos em alterndncia com a lavagem em acetona
pura, secando-se bem o tubo eppendorf vertendo sobre a bancada com papel toalha entre
as centrifugacdes. As amostras foram ressuspendidas em 25 pl de H,O MiliQ + 25 pl
Tampéo de amostra (2X) [20 ml de Glicerol 20%; 10 ml de B-Mercaptoetanol; 4,6 ml
de SDS 4,6%; 1,5 ml de Tris 124 mM e 0,01 g de Azul de bromofenol] apds a fervura.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Quinze microlitros de cada amostra foram aplicadas no gel [Gel separador: 1350
ml de Tris HCI pH 8,8; 2130 ml de Acrilamida 30%; 1800 ml de H20 MiliQ; 54 pl de
Persulfato de amonio 10% e 10 pl de Temed. Gel Concentrador: 405 pl de Tris HCI pH
6,8; 243 ul de Acrilamida 30%; 90 ul de H20O; 12 pl de Persulfato de aménio e 5 pl de
Temed]. Foram utilizados 5 pl de marcador BenchMark TM Ptn Ladder da
INVITROGEN (10 a 220 KDa) onde as marcas de 20 e 50 KDa s&o as mais fortes. As
cubetas foram alocadas na cuba, onde foi acrescentado o tampao de corrida [6 ml da
solugéo concentrada (144 g de Glicina + 30 g de Tris base + 10 g de SDS) + 54 ml de
agua destilada]. Finalmente, a cuba foi conectada a fonte com a voltagem inicial de 100
V (até que as proteinas atravessassem o gel separador), e depois a voltagem foi ajustada
para 120 V no gel de concentragdo (Rocha et al., 2005).

Noventa minutos apos (término da corrida), foi feita a coloracdo das proteinas
com aplicacdo sobre os geis a solucdo Coomassie blue [450 ml de agua + 100 ml de
Acido acético + 2 g de Coomassie blue], mantido sob agitacdo durante uma noite. Em
seguida, os géis foram descoloridos com a aplicacdo da solucdo descorante [10 ml de
Acido acético + 40 ml de Metanol + 50 ml de agua], deixado sob agitacio cerca de 30
minutos, com troca da solucéo por trés vezes.

A imagem digital do gel ja descolorido foi processada pelo Imagescanner Il G.
E. e a analise de densitometria foi realizada por meio do software ImageQuantTL (GE

Healthcare Life Sciences).

Resultados

As populacgdes finais de Radopholus similis (Tabela 3) variaram de 14962 na
cultivar Preciosa (selecionada como padréo de susceptibilidade) a 846 nematoides na
Bucanero. Houve variacdo no peso total do sistema radicular, entre 20,5 gramas para a
cultivar Bucanero e 77,5 gramas para a cultivar Enxerto 33. A cultivar Enxerto 33
apresentou o segundo menor nimero de nematoides por 10 gramas de raizes (181,25
jovens e adultos), no entanto, ndo foi equivalente no nimero de nematoides em todo o

sistema radicular nem na populacdo final de nematoides (Solo+Raiz).
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Tabela 3: Reacdo de genotipos de bananeiras (AAA, AAB, AAA e AAAB) frente ao parasitismo por Radopholus similis proveniente do Estado de
Pernambuco sob condicdes de casa de vegetacao. Universidade de Brasilia, 2010.

Genotipos Composicdo Peso do Sistema  Populacdo de R.  Populacéo de R. Populacéo Final de Fator de % de Reacéo
Gendmica Radicular ¥ similis/10 gde  similis no sistema  Nematoides (Raiz + Reproducéo reducédo do
raiz ¥ radicular ¥ Solo) ¥ (FR) FR
ENXERTO 33 AAB (C) 77,50 181,25 b 1530,5 ab 2.422,20 abc 8,00 84,0 MR
YB 4247 AAAB (H) 76,50 303,00 ab 2075,25 ab 4.054,75 abc 13,25 73,5 BR
PA 4244 AAAB (H) 69,75 763,00 ab 5066,5 a 10.720,50 a 35,50 29,0 S
YB 4217 AAAB (H) 63,00 313,70 ab 1510,25 ab 3.841,20 abc 13,00 74,0 BR
GARANTIDA AAAB (H) 61,25 500,00 ab 2881 ab 4.242,70 abc 14,25 71,5 BR
JAPIRA AAAB (H) 60,00 168,66 b 926,33 ab 4.720,00 ab 16,00 68,0 BR
PA 9401 AAAB (H) 54,50 668,20 ab 3727,75 ab 5.137,50 ab 17,25 65,5 S
PRATA ANA AAB (C) 51,75 1.420,20 a 7935a 12.434,20 a 41,25 17,5 AS
YB 1203 AAAB (H) 49,33 809,60 ab 4999,33 ab 5.798,30 abc 19,33 61,3 S
FHIA 18 AAAB (H) 47,50 850,00 ab 3659,5 ab 8.399,25 ab 28,25 43,5 S
THAP MAEO AAB (C) 44,75 197,50 ab 991 ab 1.420,20 bc 5,00 90,0 MR
CALYPSO AAAA (H) 44,00 191,50 ab 843,5 ab 3.566,50 abc 11,50 77,0 MR
JV 42135 AAAB (H) 43,00 540,70 ab 2105 ab 4.054,70 abc 13,75 72,5 BR
MARAVILHA AAAB (H) 41,25 141750a 6347 a 14.150,50 a 47,25 55 AS
FHIA 17 AAAB (H) 38,00 895,50 ab 3532,25 ab 6.492,50 ab 21,75 56,5 S
PRECIOSA AAAB (H) 37,66 1.615,00 a 7587 a 14.962,00 a 50,00 0,0 AS
PV 7934 AAAB (H) 36,66 1.303,30 ab 6106,33 a 9.629,00 ab 32,00 36,0 S
GRANDE NAINE AAA (C) 35,75 437,50 ab 1426,25 ab 5.385,50 ab 18,00 64,0 S
CAIPIRA AAA (C) 31,00 375,50 ab 989,5 ab 3.135,50 abc 10,50 79,0 MR
TROPICAL AAAB (H) 30,75 445,50 ab 1323 ab 2.488,50 abc 8,25 83,5 MR
MACA AAB (C) 22,75 1.117,20 ab 2316 ab 2.634,00 abc 8,75 82,5* AS
BUCANERO AAAA (H) 20,50 222,00 ab 476 b 846,00 c 3,00 94,0* AS
CcVv 13,14 12,31

1/ Os dados sdo médias de 4 repeti¢Oes. Para analise estatistica os dados foram transformados em log x. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,01). Legenda: AS (Altamente Suscetivel); S (Suscetivel); BR (Baixa Resistencia); MR (Moderadamente

Resistente).
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A cultivar Bucanero, embora tenha 0 menor peso de raiz e menor nimero de
nematoides na populacéo final, ndo teve o menor nimero de nematoides por 10 gramas
de raiz. A cultivar Maca, apresentou 0 segundo menor peso total do sistema radicular,
no entanto apresentou um dos maiores indices de nematoides por 10 gramas de raiz.

O teste de Tukey a 1% separou 0s gendtipos em trés grupos com base no nimero
de nematoides por 10 gramas de raiz (Tabela 3), tendo destacado a cultivar Enxerto 33
pelo menor nimero de nematoides por 10 gramas de raiz. As cultivares Prata And,
Maravilha e Preciosa, foram separados pelo maior numero de nematoides por 10 gramas
de raiz (1420,2; 1417,5 e 1615, respectivamente). As cultivares Thap Maeo, Calypso,
Grande Naine, Caipira e Tropical, embora tenham se agrupado as demais cultivares,
obtiveram o0s menores indices de nematoides por 10 gramas de raiz (197,5; 191,5;
437,5; 375,5 e 445,5, respectivamente). O mesmo aconteceu a cultivar Japira (168,66
nem/10 g), no entanto, esta apresentou maiores nimeros de nematoides no solo (dados
ndo apresentados), e consequentemente obteve um dos maiores indices na populagdo
final.

Considerando a populacéo final de nematoides (solo+raiz), os genétipos foram
separados em quatro grupos (Tabela 3), no entanto, apenas a cultivar Bucanero foi
estatisticamente diferente das demais, que apesar de serem diferentes do ponto de vista
numérico e de exibirem certos graus de diferencas mesmo do ponto de vista estatistico,
foram todos igualados pelo teste de Tukey 1%.

A reacdo dos gendtipos baseada na percentagem da reducdo do fator de
reproducdo (FR=PF/PI) em relacdo ao hibrido Preciosa (padrdo de suscetibilidade)
destacou como altamente suscetivel nas cultivares Prata And e Maravilha; suscetivel nos
hibridos PA 4244, PA 9401, YB 1203, FHIA 18, FHIA 17, PV 7934 e na cultivar
Grande Naine, como baixa resisténcia nos hibridos YB 4247, YB 4217, JV 42135 e
Japira e como moderada resisténcia nas cultivares Enxerto 33, Thap Maeo, Calipso,
Caipira, Tropical, Magé e Bucanero.

Andlise de proteina de raizes por SDS-PAGE mostraram diferencas entre o
perfil proteico de cultivares moderadamente resistentes (Caipira e Enxerto 33) e
suscetiveis (Grande Naine e Bucanero) (Figura 1). Uma banda com massa molecular
relativa situada entre 38 e 42 kDa expressa pelas cultivares Caipira e Enxerto 33
apresentando picos de diferentes tamanhos (Rf 150) € praticamente ausente em Grande

Naine e Bucanero.
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Figura 1: Perfil protéico de bananeiras das cultivares Caipira, Enxerto 33, Grande Naine
e Bucanero. (A) Gel SDS-Page dos perfis proteicos das cultivares. (B) Representacéo
grafica comparativa indicando os picos de proteinas com destaque para a Mobilidade
eletroforética (Rf: 150), onde mostra a expressdao de uma ou mais proteinas com o valor
da massa molecular relativa situada entre 38 e 42 kDa presente nas Cultivares Caipira e
Enxerto 33 (Setas vermelhas) e praticamente ausentes na Grande Naine e Bucanero.
Imagens geradas pela analise de densitometria realizada utilizando ImageScan |1l e o
software ImageQuantTL (GE Healthcare Life Sciences).
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Discussao

Grande parte dos genoétipos avaliados foram testados pela primeira vez a R.
similis e, os resultados demonstraram diferentes graus de resisténcia a R. similis entre o0s
gendtipos, com destaque para as cultivares Enxerto 33 (Prata And original) e Thap
Maeo.

O comportamento parcialmente resistente da cultivar Yangambi km 5 foi
relatado por varios autores (Sarah et al., 1992; Price, 1994; Fallas & Marban-Mendoza,
1994; Gowen, 1996; Speijer & De Waele, 1997; Fogain & Gowen, 1997, 1998; Costa et
al.,2008). Trata-se de uma cultivar triploide batizada no Brasil como Caipira. E uma
referéncia de fonte de resisténcia a R. similis oriunda da Republica Democrética do
Congo, que apresentou a reacdo de moderada resisténcia mais uma vez confirmada
neste estudo. Constitui em uma cultivar conhecida internacionalmente por suas
caracteristicas de resisténcia aos principais problemas fitossanitarios da cultura,
entretanto, ndo tem sido usada em melhoramento de Musa spp. devido a sua baixa
producdo e poder germinativo das sementes, além das progénies produzirem folhas
anormais e/ou cachos eretos ou semieretos (Elsen et al., 2002; Costa, 2004).

A cultivar Thap Maeo (AAB) atestada neste trabalho como moderadamente
resistente (MR) contrasta com o resultado obtido por Costa et al. (1998), mas é coerente
com o resultado obtido por Costa (2004) e Santos (2007) que obtiveram resposta de
parcial resisténcia desse genétipo a R. similis. Além da resisténcia moderada a R.
similis, trata-se de uma cultivar com relatos de resisténcia as Sigatokas negra e amarela
e a0 Mal do Panama (Gasparotto et al, 1999), rusticidade e alta produtividade mesmo
em solos de baixa fertilidade (Sivieiro et al, 2006), o que indica que esta cultivar possui
potencial de uso na criacdo de novas progénies com caracteristicas agrondmicas
desejaveis, além de tolerancia a R. similis.

O hibrido Preciosa permitiu maior multiplicacdo de nematoides e
consequentemente, maior fator de reproducdo (FR), sendo classificada como Altamente
suscetivel (AS) a Radopholus similis, assim como o tetraploide (AAAB) Maravilha
(FHIA 01). Preciosa ¢ um hibrido da cultivar Pacovan, que respondeu com
susceptibilidade no experimento realizado por Costa (1998). O tetraploide (AAAB)

Japira apesar de ser também um hibrido da cultivar Pacovan, respondeu com baixo grau
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de resisténcia neste estudo, mas, de modo geral, estes resultados mostram que o0s trés
hibridos sdo 6timos hospedeiros de R. similis.

Diferentes graus de resisténcia em Musa contra R. similis j& foram encontrados
em alguns diploides (AA) do grupo Pisang Jari Buaya e triploide (AAA) cv. Yangambi
Km 5 (Pinochet & Rowe, 1979; Wehunt et al., 1978; Price, 1994; Fogain & Gowen,
1998; Stoffelen et al., 2000).

O uso de ‘Pisang Jari Buaya’ no Programa de Melhoramento de Banana da
“Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA)” em La Lima, Honduras,
resultou em um hibrido diploide SH- 3142 que se mostrou resistente a R. similis
(Pinochet & Rowe, 1979), inclusive em avaliagdo in vitro (Elsen et al., 2002). O
cruzamento de SH- 3142 com a cultivar Prata And triploide (AAB) produziu um
tetraploide (AAAB) denominado FHIA-01 denominado no Brasil como BRS FHIA
Maravilha.

Neste experimento, o hibrido Maravilha (FHIA 1) respondeu como altamente
suscetivel a R. similis, concordando em parte com Costa et al. (1998) que obteve uma
resposta de suscetibilidade desse hibrido a uma populacdo de R. similis oriunda da
Bahia de elevada agressividade. O mesmo hibrido mostrou uma parcial resisténcia (PR)
a mistura de populacdes brasileiras de R. similis de maior agressividade oriundas da
Bahia e Pernambuco no experimento realizado pelo mesmo autor (Costa, 2004).
Segundo Stanton (1999), mudas de FHIA 01 propagadas in vitro, ndo expressaram a
resisténcia a R. similis, a0 menos que tivessem 28 semanas de idade no momento de
inoculagdo. Neste trabalho, as mudas foram inoculadas com cerca de oito semanas, na
fase inicial do crescimento vegetativo, 0 que pode confirmar a afirmativa de Stanton
(1999) em relacdo a resposta de alta suscetibilidade do Hibrido Maravilha, que
provavelmente nem todos os mecanismos de resisténcia foram expressos.

Similarmente, o hibrido FHIA 18 obteve a mesma resposta (PR) no experimento
de Costa (2004), contrastando com o resultado de susceptibilidade (S) obtido no
presente estudo. Porém, este resultado € coerente com Dochez (2004), que trabalhando
com mudas submetidas a inoculagdo com trés populagdes africanas de R. similis na
Uganda, verificou que FHIA 18 (AAAB) esteve entre 0s genotipos que permitiu a maior
multiplicacdo do nematoide, além de ter reduzido significativamente o peso do sistema
radicular da planta, assim como a cultivar Grande Naine (AAA). A suscetibilidade da

cultivar Grande Naine neste trabalho confirmou mais uma vez os resultados anteriores
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obtidos em casa de vegetacdo e em campo (Price, 1994; Viaene et al., 2003; Speijer et
al., 2000b; Costa, 2004; Dochez, 2004;).

O hibrido Bucanero (AAAA) apesar de ter apresentado o menor indice de
reproducédo de R. similis e consequentemente mais percentagem de reducdo do fator de
reproducdo foi classificado como altamente suscetivel (AS) ou intolerante (I) a R.
similis, uma vez que houve morte total de todas as plantas. Comportamento semelhante
foi observado na cultivar Macgd (AAB), pois apesar de nao ter havido morte total das
plantas, estas se apresentaram com porte reduzido, com sistema radicular escasso, além
de ter somado um numero significativo de nematoides por 10 gramas de raizes, o que
pode ser correlacionado com o baixo peso do sistema radicular.

As diferencas entre os resultados dos experimentos para selecdo de fontes de
resisténcia se deve muitas vezes, entre outros fatores, a populacdo de R. similis que pode
ser mais ou menos agressiva a determinados genotipos avaliados, além de variagcbes nas
condigdes do ambiente.

Fontes de resisténcia a nematoides podem ser identificadas dentro de um grande
conjunto de genes existentes em Musa spp. ou entre os hibridos resultantes de
cruzamentos naturais ou produzidos no mundo inteiro pelos programas de
melhoramento de plantas. Os testes em campo sdo demorados, especialmente em
culturas de grande porte como a banana (Price, 1994). Por isso, uma avaliacdo rapida e
precoce do material vegetal para deteccdo da resisténcia a nematoides € desejavel, pois,
permite aselecdo rdpida em fase precoce de plantas candidatas potencialmente
interessantes. Além disso, as diferencas de agressividade entre as populaces de R.
similis ja comprovadas devem ser levadas em consideragéo, e sugere testes preliminares
com diferentes populacGes para a selecdo e utilizacdo nos ensaios de resisténcia a
populacdes do nematoide com o mais alto grau de agressividade (Fallas & Sarah, 1995;
Stoffelen et al., 1999), ou mesmo para aquelas de menor agressividade, quando o as
cultivares melhoradas forem destinadas a plantios em regides onde predominam

populacdes menos agressivas do patdgeno.
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Concluséao

A reducdo da percentagem do fator de reproducdo destacou 0s genoétipos
triploides Caipira e Enxerto 33 como possiveis fontes de resisténcia, e o padréo proteico
dos gendtipos avaliados em SDS-PAGE nos fornece um ponto de partida para futuros

ensaios moleculares visando o melhoramento de Musa para resisténcia aos nematoides.
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