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Manual Técnico: Técnica de Extracdo de Nematoides

MANUAL TECNICO: TECNICA DE EXTRAGCAO DE
NEMATOIDES

Os nematoides fazem parte do filo Nematoda, sendo animais invertebra-
dos, geralmente microscopicos, medindo de 0,2 a 1,5 mm de comprimento,
com poucas espécies que podem atingir 3,0 mm, ou até mais. Os nematoides,
em geral, apresentam vida livre e, por serem altamente diversificados possuem
diversos habitos alimentares e apresentam diferentes papéis ecoldgicos no solo

(MAGGENTI, 1981; BONGERS; FERRIS, 1999; HUGOT et al., 2001).

Sao considerados os animais mais abundantes dentre os multicelulares,
os nematoides ocupam habitats mais variados que qualquer outro grupo de me-
tazoarios, salvo os artropodes. Podem ser encontrados em locais como: lagos,
rios, mares solo, raizes € em outras partes das plantas como caules e folhas

MAGGENTI, 1981).

Os fitonematoides sdo parasitas de plantas, se reproduzindo em cerca de
40% das espécies, de maneira em que a fémea nao precisa da presen¢a do ma-
cho para reproducao. O modo predominante de reprodug¢do ¢ a anfimixia ou fer-
tilizagdo cruzada, que envolve a participagdo de machos e fémeas. Reprodugao
monossexuada por partenogénese — facultativa ou obrigatoria também ocorre
e nela o macho ndo ¢ essencial, restringindo-se a fémea; por sinal que a par-
tenogénese ¢ relativamente comum em fitonematoides de grande importancia
econOmica, como em varias espécies dos géneros Meloidogyne e Pratylenchus.
O hermafroditismo € muito raro e ha autores que consideram especulativa a sua

ocorréncia em fitonematoides (FERRAZ; BROWN, 2016).

Os nematoides sao classificados quanto aos habitos alimentares, sendo
os de vida livre, aqueles que sua alimentacdo ¢ a base de micro-organismos
associados a decomposi¢ao da matéria organica, sendo considerados reciclado-

res de nutrientes do solo e sdo muito importantes para o ecossistema. Também
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existem algumas espécies de nematoides de vida livre que sdo predadores, ali-
mentando-se de outros nematoides. Os nematoides zooparasitas utilizam ani-
mais vertebrados ou invertebrados como hospedeiros, estabelecendo-se, defi-
nitiva ou temporariamente, em orgaos de seus sistemas digestorio, circulatorio,
respiratorio ou outros. Os nematoides Fitoparasitas ou Fitonematoides sao re-
lativamente pouco conhecidos pelo homem, apesar dos enormes prejuizos que
podem causar a agricultura. Isso levou varios especialistas em Nematologia a

denominé-los “os inimigos invisiveis das plantas” (FERRAZ; BROWN, 2016).

Dentre os fitonematoides, destaca-se o género Meloidogyne, comumente
conhecido como nematoide de galhas. Este ¢ um fitopatdogeno cosmopolita em
fun¢do de sua extensa gama de hospedeiros e ampla distribuigdo geografica
(MOENS et al., 2009). Ao ocorrer a introdugdo de Meloidogyne em uma area,

sua erradicagdo ¢ praticamente impossivel.

No Brasil as espécies desse género mais frequentes sao Meloidogyne in-
cognita (Kofoid & White) Chitwood (1949) e Meloidogyne Javanica Treub
(1885) (FERRAZ et al., 2011). Estes nematoides podem interagir com outros
patégenos causando complexo de doencas de dificil controle que provocam

transtornos aos produtores (MONACO et al., 2009).

Os principais hospedeiros de Meloidogyne javanica sao as culturas da
soja, aveia preta, pé-de-galinha, nabo forrageiro, girassol, cana-de-agucar, fei-
joeiro, caupi, mandioca e arroz. Quanto a Meloidogyne incognita os principais
hospedeiros sdo as culturas da soja, aveia preta, milheto, pé-de-galinha, nabo
forrageiro, girassol, milho, sorgo, algodoeiro, cana-de-agucar, feijoeiro, man-
dioca e arroz.

Os sintomas principais da infec¢ao por Meloidogyne se manifestam no
sistema radicular, sendo possivel observar o engrossamento, denominados ga-

lhas. Plantas levemente infestadas apresentam galhas pequenas nas raizes ab-
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sorventes, enquanto aquelas altamente infestadas podem ter reducao do sistema
radicular com galhas grandes e alongadas e, consequentemente, baixo vigor,

sintomas de deficiéncia nutricional e redu¢ao na produgao.

Para controlar estes fitonametoides o uso de cultivares resistentes € o
método mais indicado para reduzi¢ao desses parasitas nas areas plantadas, pois
ndo oneram os custos de producdo e ndo apresentam riscos a0 meio ambiente,
contudo as cultivares existentes nao apresentam resisténcia completa a Meloi-
dogyne spp. (DIAS-ARIEIRA, 2012). Recomenda-se a utilizagdo de mudas
1sentas de nematoides; evitar a entrada de enxurrada oriunda de areas infesta-
das; evitar a reinfestagdo da area por maquinas, implementos agricolas e agua
de irrigagdo infestados; efetuar o plantio de crotalaria ou mucunas para redu-
zir a populacdo do nematoide e utilizar porta-enxertos resistentes como SO4,

Kober 5BB, 420 A, Pausen 1103, RR 101-14, entre outros.

Para a obten¢do de ovos de Meloidogyne seja para avaliagdo nemato-
logica ou para infestagdo de plantas com intuito de obtengdo de indculo com
mesmo, sao necessarias a utilizagao de técnicas, de forma que os ovos nao se-
jam danificados durante o processo. Neste manual serd descrito o processo de
extracdo de fitonematoides do género Meloidogyne spp. seguindo como base o

método Hussey e Barker modificada por Bonetti e Ferraz (1981).

1. INOCULO

Para se obter os ovos de Meloidogyne spp. € preciso obter raizes infec-
tadas com o fitonematoéide, a partir da observagdao do sintoma caracteristico, o
engrossamento das raizes, em formato de galhas. Estas raizes infectadas devem
ser lavadas em agua corrente, de maneira que seja retirada o maximo possivel

de terra e/ou substrato.
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Figura 1. Raiz de alface (Lactuca sativa) com sintomas caracteristicos de
Meloidogyne spp.

FOTO: SOUZA, L. G. A.

2. EXTRAGCAO DAS RAIZES

As raizes ap6s serem devidamente lavadas devem ser picadas com a uti-
lizagdo de uma faca de serra, ou tesoura, em pedacos de aproximadamente 0,5
cm. Apos este procedimento essas raizes devem ser depositadas em um liquidi-
ficador com uma soluc¢ao de hipoclorito de sddio na concentragdo de 0,5% por

20 segundos para serem trituradas.
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Figura 2. Raizes sendo trituradas no liquidificador.

FOTO: SOUZA, L. F. A.

3. UTILIZACAO DE PENEIRAS

A suspensdo obtida deve ser vertida em peneiras de 20, 60 e 400 mesh,
posicionadas de forma sobreposta. De forma manual estas peneiras devem ser
batidas em movimentos repetidos em uma superficie fixa, at¢ que o liquido

vertido seja eliminado o maximo possivel.
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Figura 3. Peneiras de 20, 60 e 400 mesh sobrepostas.

FOTO: SOUZA, L. G. A.

O liquido retido na ultima peneira contendo os ovos retidos serdo re-
colhidos com o auxilio de um pisseta e um funil e levados ao microscopio

optico.
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Figura 4. Recolhimento da suspensdo obtida.

FOTO: SOUZA, L. F. A.

4. OBSERVACAO EM MICROSCOPIO

Com o auxilio de cdmara de Peters ¢ feita a contagem da suspensdo de ovos
no microscopio optico, onde serd possivel observar os ovos, que apresentam
aparéncia caracteristica (Figura 6), confirmando assim a presen¢a de Meloido-

gyne spp. na amostra avaliada.
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Figura 5. Camara de Peters contendo suspensdo de ovos sendo observada em
microscopio optico.

FOTO: SOUZA, L. F. A.
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Figura 6. Ovos de Meloidogyne spp.

FOTO: Google imagens

A utilizagdo da técnica de extracdo de forma eficiente contribui para
confirmacdo da presenca de fitonematoides do género Meloidogyne em uma
area, sendo que o conhecimento sobre o patogeno presente em uma plantagao

¢ o primeiro passo para a determinag¢ao do método de controle a ser utilizado.
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