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RESUMO DO TRABALHO

Em Mogambique, o nemétodo da gatha (Meloidogyne spp.) € considerado o nematodo
mais importante nas culturas, especialmente nas solandnceas, leguminosas e cucurbiticeas, dai que
tem se desenvolvido um trabatho para se identificar culturas de rotagdo ou variedades resistentes
a esta praga.

Oito espécies de Crotalaria, nomeadamente: C. juncea, C. spectabilis, C. capensis, C.
intermedia, C. lanceolata, C. pallida, C. ochroleuca, C14 foram testadas e comparadas com uma

variedade de tomate (UC-82B), uma variedade susceptivel ao nematodo da galha.

Os ensaios foram realizados em duas etapas e lugares diferentes e consistiram de:

Ensaio de estufa, em que as plantas foram inoculadas com cerca de 5000 nemétodos por
vaso, conduzido entre Janeiro a Novembro de 1993, nas estufas da Quarentena Vegetal,em
Maputo. .

A eficicia das espécies de Crotalaria na redugido do nematodo da gatha foi avaliada com

. base no grau de infestacdo (indice de galhas), usando uma escala de 0-1C e no nimero de ovos .

¢ larvas nas raizes.
Esta avaliagio foi realizada sessenta dias apds a inoculagio (na estufa).

Este ensaio permitiu a selecgfio de C. juncea, C. spectabilis e C. capensis posteriormente
testadas num campo altamente infestado por espécies de Meloidogyne, entre Margo a Junho de
1994, no campo experimental Faculdade de Agronomia (campo Universitario).

Trés meses depois do transplante de crotalarias as raizes foram avaliadas e o tomate
transplantado imediatamente nos tathGes das Crotalarias e na area do pousio. O tomate também
foi avaliado trés meses apos o transplante.

Em ambos os ensaios o delineamento utilizado foi o de blocos completos casualizados,
com 4 repeti¢des no ensaio de estufa e 6 no ensaio do campo.

Tomou-se em conta o grau de infestacdo da cultura de tomate, como indicador da redugio
da infestaglio obtida pelas espécies de Crotalaria em comparagdocom o pousio {controle)

Os resultados foram analisados estastisticamente utilizando ANOVA 2. Estes indicam que
todas as espécies testadas na estufa sdo resistentes a0 nematodo da gatha. Os resultados do
campo revelaram que as espécies de Crotalaria testadas reduziram a infestagdo de espécies de
Meloidogyne, contudo n3o mais do que o pousio
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I- INTRODUCAO
1.1 Importincia de neméatodos na agricultura

Nefﬁé,todos sio vermes arrendondados que se encontram em quase todos os habitats do
mundo. Eles pertencem aé subfilo Aschelminthes (Nemathelminthes),filo Nematoda que inclui
nemétodos parasitas de animais, nemitodos parasitas de plantas e ainda um grupo que se alimenta
de bactérias, algas, fungos ou outros nemétodos e da fauna do solo. Estes ocupam o segundo
lugar a seguir aos insectos em nimero de espécies no reino animal (Barker et al., 1994).

Neste trabatho foram considerados nemétodos parasitas de plantas, com especial ateng#o
ao nematodo da gatha.

Os nemétodos parasitas de plantas tem como caracterstica principal,a presenga de uma
estrutura cuticular na regido oral denominada estilete, através da qual absorve nutrientes do tecido

da planta. A figura 1 mostra um exemplo de um nematodo fitoparasita.

Figura 1. esquema de organizagio de um nemétodo fitoparasita

No passado os prejuizos por eles causados eram ignorados ou atribuidos a outras causas
tais como; cansago das terras, baixo teor de humidade ou deficiéncia de nutrientes no solo
(Barker gt al., 1994). Esta situagdo foi devida ao tamanho diminuto dos nemétodos a falta de
conhecimento sobre a patogenecidade € a sua ocorréncia. O primeiro nemitodo fitofago foi

descoberto por Needham (1743) em sementes de trigo. O mesmo nematodo ¢ actualmente

conhecido por Anguina tatici.




Algumas espécies de nematodos sdo benéficos para a agricultura e o ambiente pois
desempenham um papel importante no controlo biologico de insectos e outras pragas. E ainda
outras espécies contribuem na fertilidade do solo participando na reciclagem de nutrientes (Barker
et. al.,1994).

Na maioria dos paises africanos, incluindo Mogambique, as doengas e pragas tém sido
responséve_is pela redugdo da produgio das culturas alimentares. Dentro das pragas, os nematodos
tém causado varios prejuizos nas culturas.

Estima-se que a média anual das perdas causadas por nematodos fitoparasitas atinge
12,3% da produg3o mundial das culturas ( Sasser, 1989 ). O mesmo autor reporta que em 20
culturas hospedeiras e que servem de alimento basico para o homem, verificou-se uma perda anual

de 10.7%.
A nivel mundial existem 10 géneros de nematodos fitoparasitas economicamente

importantes: Meloidogyne, Pratylenchus, Heterodera, Ditylenchus, Globodera, Tylenchulus,
Xiphinema, Radopholus, Rotylenchulus e Helicotylenchus ( Sasser e Freckman,1987). A maioria
destes géneros sdo comuns em Africa (Sharma e McDonald, 1990). A tabela 1 mostra alguns
dados de produgao onde pode se ver os danos causados por nematodos.

Dos géneros acima mencionados, no nosso pais consideram-se  géneros de maior
importancia: Meloidogyne, Pratylenchus, Radopholus, Tylenchulus e Helicotylenchus, dos quais
o Meloidogyne ocupa o primeiro lugar ( v.d. Oever ¢ Mangana, 1991).

Perante os prejuizos que o género Meloidogyne causa nas culturas e porque nenhum
estudo idéntico foi realizado no pais, julga-se necessario estudar a eficicia de algumas espécies
de Crotalarja na redugiio da populagdo desta praga. |

Este estudo visa encontrar métodos culturais para controle da populagdo de espécies de
Meloidogyne, sistema que pode ser praticado pelo sector familiar ou por outros agricultores com

poucos recursos para a utlizagdo de produtos quimicos.




Tabela 1. Estimativa das perdas anuais causadas por nematodos em alguma culturas alimentares.

Cultura

Estimativa
de
produgdo
(em mil

ton.)

Prego
estimado
por
ton.(US$)

Estimativa
das perdas
de prod.

em %

Estimativa das
perdas monetarias

(US$)

Banana

2,097

179,049,979

Mandioca

129,020

975,391,200

Citrinos

56,100

4,022,931,000

Algodio

17,794

4,112,549,280

_ Feijdo

19,508

1,156,746,300

Amendoi

m

20,611

1,028,901,120,

Batata

r¢no

312,209

5,789,403,696

Arroz

469,959

16,072,597,800

Mapira

71,698

588,712,270

Cana-de-

agucar

935,769

16,464,854,000

Batata

doce

117,337

2,621,073,906

Tabaco

6,205

14.7

2,732,756,460

521,682

Trigo

il Al SR

159

7.0

Fonte: Dados colhidos pela FAO, 1984. In Sasser, 1989.

5.806.320,660
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1.2 Importincia de nemdtodos da galha ( Meloidogyne spp.)

Este género € um dos que possui 0 maior nimero de hospedeiros, sendo dificil encontrar
culturas de rotagdo para a sua redugao. As perdas em culturas especificas sdo atribuidas a
espécies de Meloidogyne em varios paises de Africa. Por exemplo na Nigéria, este género causa
perdas de 20 a 30% no feijdo, 10 a 89% na cultura de tomate (Ogunfowora, 1976) € no Benin
55% no tomate (Zannou e Dorego, 1980).

A maioria das espécies de Meloidogyne constituem factor limitante da produgdo

especialmente em regides quentes do Mundo (Kleynhans,1991).
Segundo Bridge (1972), este género causou perdas em cerca de 40% em dreas lrngadas

do norte de Nigéria. Hemeng & Hemeng, (1976) referem que no Gana o mesmo género foi

responsavel pela redugdo da produgdo de batata em cerca de 33% .

O género ¢ constituido por cerca de 54 espécies sendo 4 as mais comuns : Meloidogyne
incognita, M. javanica M. ar enaria ¢ M. hapla. Das 4 espécies apenas as 3 primeiras foram
encontradas no pais (v.d. Oever & Mangana, 1991).__ Espécies deste género tém causado
danos principalmente nas cucurbitaceas, solanéceas e leguminosas, algumas fruteiras e outras

culturas de importancia econdmica ( v.d Oever & Mangana, 1991).

1.3 Distribuicdio das espécies de Meloidogyne no Mundo

A origem do género Meloidogyne ndo € conhecida, A sua larga distribui¢do em muitas
culturas, torna dificil a distingéo entre espécies originrias duma mesma regido (Taylor e Sasser,

1978).
Em climas frios onde as temperaturas sdo muito baixas,a espécie mais frequente é a M.

hapla. Pensa-se que esta espécie existe ha bastante tempo no Norte dos Estados Unidos, no Sul
do Canads e Norte da Europa ¢ Asia. Em Aftica, pode-se encontrar em alt1tudes acima de 1500
metros.

Nas zonas tropicais as espécies mais comuns sdo a M. incognita e a M. javanica. A M.

arenaria também é encontrada nas mesmas regides que a M. incognita. Portanto a parte do mundo




entre 35°S e 35°N de latitude esta largamente infestada por M. javanica, M incognita e M.
arenaa -
Segundo Sasser(1977) estas espécies so as que comumente causam maiores danos nas

culturas do que as espécies encontradas em regides frios.

1.4 Tz_uonbmia das espécies de Meloidogyne

Infelizmente a taxonomia do género Meloidogyne tem sido dificil devido a dificuldades
inerentes a identificacdio das espécies. Por falta duma melhor classificagio e por conveniéncia
todas as espécies até agora sdo consideradas pertencentes a este género o que mais tarde pode
vir a ser alterado.

Actualmente a identificago de espécies de Meloidogyne baseia-se na boa descrigo da
morfologia, conhecimento das hospedeiras e numa investigag#o citologica adicional.

Estudos citolégicos revelam que muitos membros de Meloidogyne reproduzem-se por
fertilizagdo cruzada (amfimixia), por ambos amfimixia e partenogenese meiotica {automixia)} ou
por partenogenesé mitotica obrigatoria (apomixia).

Espécies que se reproduzem por amﬁmixia tém 18 cromossomas, espécies com
partenogenese meiética tem 18 cromossomas Ou menos ( 13-17), mas algumas sdo dipioides com
30-36 cromossomas, Algumas espécies apomiticas s3o diploides, outras s triploides com 50-56
cromossomas ou hipotriploides éom n® de cromoséomas intermédio, cerca de 45 cromossomas
( Triantaphyllou,1985a) . A partenogénese na M incognita, M. javanica e M. arenaria e as vezes
na M. hapla é do tipo mitético, sem meiose durante a oogénese. O nimero somético dos

cromossomas (2n) é mantido durante a maturago dos oocitos (Taylor ¢ Sasser,1978).

1.5 Identificagfio das espécies de Meloidogyne

Os nematodos da galha normalmente induzem galhas nas raizes da planta hospedeira.
Embora as galhas sdo facilmente reconhecidas elas podem ser confundidas com noédulos formados
por bactérias de Rhizobjum nas leguminosas.

Hussey (1985) citado por Kleynhans (1991), afirma que as galhas nfio constituem um
diagnostico seguro na identificagdo do Meloidogyne, pois dependem da espécie ¢ da planta




hospedeira envolvidas. As galhas podem estarem mascaradas ou ausentes. Portanto a extracgdo
e identificagdo das espécies sdo esenciais.

Na identificagdo de espécies de Meloidogyne tem sido usado vérios métodos, entre os

quais destacam-se:
a) Uso de modelos perianais

Neste método utilizam-se raizes frescas com galhas e as fémeas sdo extraidas por
dessecag@o microscopica. As fémeas possuem um comprimento de 0,8 a 2mm dependendo da

espécie (Lordello,1984). A técnica encontra-se descrita no anexo 5
b) Teste diferencial das plantas hospedeiras (Differential Host Test).

Sasser (1954) propds este método para identificar as 4 espécies de Meloidogyne mais
comuns com base na resposta de diferentes hospedeiros e no tipo de galhas induzidas.

Este teste em combinacdo com a morfologia dos modelos perianais, dé uma indicagéo
preliminar das 4 espécies, baseando-se na resposta do hospedeiro. Algumas espécies de
Meloidogyne possuem ragas ou biotipos. '

Actualmente sdo utilizadas 6 culturas hospedeiras para a identificagdo das 4 espécies mais
comuns, nomeadamente: Amendoim (Var. Florunner), Melédncia (Var. Charleston Grey), Tomate
( Var. Roma VF, UC-82B, Rodade ou Rutgers), Pimento (California Wonder), Algoddo (Var.
Deltapine 61) e Tabaco (Var. NC 95), (Kleynhans, 1991). A tabela 2 mostra as plantas

hospedeiras e as espécies e ragas que nelas se multiplicam.




Tabela 2. Identificago de espécies de Meloidogyne, pelo teste diferencial de plantas hospedeiras.

Espécies e

ragas
Pimento Meléncia

+ = susceptivel
- = resistente

Fonte: In Taylor ¢ Sasser, 1978.




c) Electroforese

Neste método usam-se fémeas de Meloidogyne adultas e para a comparagdo das vérias
espécies faz-se analise de proteinas e enzimas soliveis (Barker,et.al., 1985).

Da}malsso e Berge (1978) usando o mesmo método adoptaram um processo de extracgdo
e separagdio por anilise enzimatica de extractos obtidos de fémeas de Meloidogyne.

Em estudos realizados recentemente na Africa do Sul, foram testadas duas enzimas: a
esterease e a malato dehidrogenase para a identificagdo de 4 espécies de Meloidogyne que
ocorrem naquela regido (Groenewaid,1995).

Este método é seguro na identificagdo de espécies de Meloidogyne, mas até agora é

pouco aplicavel por exigir material sofisticado.

1.6 Ecologia de espécies de Meloidogyne

A actividade dos nematodos no solo é influenciada pela estrutura, arejamento e
temperatura do solo. .

A temperatura e a humidade sdo os 2 principais factores ecologicos, que condicionam o
desenvolvimento deste nematodo (Taylor & Sasser, 1978). Das 4 espécies mais comuns, a
M javanica, M incognita e M. arenaria desenvolvem-se melhor em climas tropicais e subtropicais,
sendo a temperatura optima para a reproducio de 25-30°C. A temperatura Optima para a
sobrevivéncia dos ovos e larvas é dé 10-15°C (Gundy, 1985 ). A Meloidogyne hapla tem uma
temperatura optima de 20 a 25°C para a reprodugdo e desenvolvimento (Taylor e Sasser, 1978).

Segundo 0 mesmo autor, espécies de Meloidogyne ocorrem mais em solos arenosos com
um teor de humidade de 40 a 60%. Poucas vezes sdo encontradas em solos com % de argila
acima de 40% (Taylor gt al., 1982). .

Os nemétodos da galha sdo pafasitas obrigatérios de raizes e outras partes de plantas. As
larvas e fémeas sao os Uinicos estadios que se alimentam. Os machos e as larvas pré-parasitas sao
vermiformes e encontram-se livres no solo, enquanto que as fémeas ficam completamente ou

parcialmente embutidas na raiz.
Os ovos sdo postos numa substdncia gelatinosa-de natureza glicoproteica (Franklin,1978)
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produzida pelas glandulas rectais e secretada pelo anus.

As massas de ovos sio normalmente depositados na superficie da raiz.

Dentro do ovo, o desenvolvimento embrionario continua até ao estadio larval. Este estadio
sofre uma muda e passa para o 2° estadio, a larva infectiva. Este eclode do ovo em resposta a
boas condi¢3es de temperatura e humidade e penetra na raiz ou no solo a procura da outra raiz
apropriada. Durante a fase parasitica do ciclo cada larva fixa-se num sitio dentro da raiz onde se
alimenta. Da-se uma alteragdo da estrutura celular e formam-se células gigantes.

As larvas alimentam-se do contetido das células gigantes e depois de 3 mudas formam-se
fémeas ou machos. A deposigdo dos ovos comega cerca de uma semana depois da Gltima muda

(Franklin, 1978). Os machos aparentemente ndo se alimentam ¢ eventualmente saem da raiz para

‘0 solo onde a copulagdo toma lugar no caso de espécies amfimiticas.

1.7 Danos causados por nemdtodos da galha

0 Mclmdngxnﬂ uma vez estabelecido no tecido da planta causa danos, pela retirada de
autrientes do tecido e pelo distarbio no funcionamento da raiz, resultando numa deficiente
absorcdo da dgua e nutrientes do solo e consequentemente reduz-se a assimilagdo pelas folhas
(Barker, 1994). ‘

As aberturas feitas pelo neméitodo ao penetrar no tecido da raiz vdo dar acesso a outros
organismos patogénicos como fungos e bactérias (Taylor ¢ Sasser, 1978).
Segundo Webster (1972) o ataque pbr Meloidogyne muda a composigdo mineral e

fisiologica da raiz, reduz o seu desenvolvimento e elimina 2 resisténcia a outros parasitas.

1.8 Sintomas de ataque de espécies de Meloidogyne

A planta infestada responde a0 ataque com um sintoma no especifico que indica um
mau funcionamento do sistema radicular, como clorose nas folhas devido a baixa taxa de -

fotosintese (Loveys e Bird,1973) e a murcha no periodo mais quente do dia.




No campo verifica-se um crescimento irregular das culturas hospedeiras, indicando zonas com

infestagdo elevada (Lordello, 1984).
De acordo com Taylor e Sasser (1978), o sistema radicular apresenta galhas cujo tamanho

varia segundo o tipo de hospedeiro e a espécie do neméatodo (ver a figura 2).

Figura 2. Planta com sintomas de Meloidogyne spp.

1.9 Métodos de controlo de Meloidogyne spp.

Para a redugdo da populagdo desta praga nas culturas tém se usado vérios métodos, tais
como: métodos culturais, variedades resistentes, controlo biologico em alguns paises, produtos

quimicos e outros métodos de controle.

1.9.1 Rotagéo de culturas

Esta prética consiste em alternar culturas hospedeiras com as resistentes a Meloidogyne.
Porém, a implementagdo da rotagdo de culturas requer uma identificagio prévia das espécies de
nematodos presentes, pois caso contrario a rotagdo pode aumentar drasticamente a populagdo de
nematodos nessa area (Hartman e Sasser, 1985). Antes de se escolher o tipo de plantas a incluir
no sistema de rotacio € necessario conhecer as espécies de Meloidogyne presentes.

Embora o nematodo de galha apresente grande niimero de hospedeiros, para o seu
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controlo tém-se usado algumas espécies de plantas como Eragrostis, Crotalaria, Tagetes e outras
que tém demonstrado uma redugdo destes nematodos no solo. Contudo, parte das plantas

utilizadas ndo possui nehum valor comercial.
1.9.2 Uso de variedades resistentes

O cultivo de variedades resistentes para nematodos, permite manter a densidade da
populagio abaixo de niveis que causam danos (Cook e Evans,1987).

Variedades resistentes a espécies de Mglmdgg)m_e podem reduzir a reprodugdo do
nemétodo em quase 90% ou mais quando comparado com variedades susceptiveis( Taylor e
Sasser, 1978). .

E importante conhecer a espécie de Meloidogyne presente e saber a que espécie a variedade é
resistente. De acordo com Sasser (1960) a resisténcia a nematodos em certos casos € controlado -
por um gene ou mais na interagdo planta-nemétodo.

Como pouco trabalho foi feito para diferenciar as plantas hospedeiras das 4 ragas de M.
incognita pode ocorrer que nem todas as plantas mencionadas como resistentes a M incognita sdo
por exemplo resistentes a M.incognita raga 2 ( Saka & Carter, 1987).

1.9.3 Controlo bioldgico

A populagio de nematodos pode ser controlada utilizando certos géneros de fungos e
insectos que atacam certos estadios do nematodo, interrompendo deste modo o ciclo.

Os fungos podem actuar como armaditha, capturando os nematodos da galha pelas hifas.
Segundo Sayre(1971) e Webster (1972) os fungos do género Arthrobotrys produzem toxinas que
matam os nematodos. Alguns membros dos géneros Paecilomyces e Yerticillum parasitam ovos
e fémeas de Meloidogyne (Sasser,1989). Segundo o mesmo autor, certas espécies de bactérias
s3o também utilizadas neste tipo de controlo como a Pasteuria .p_cngj;mns podendo reduzir a
populagdo de Meloidogyne no solo.

Alguns insectos como colembolas e acaros sdo utilizados em programas de controlo

* biolégico.




1.9.4 Produtos quimicos

Os  nematicidas sdo relativamente caros e a sua aplicagdo requer um equipamento
especializado, ndo sendo pratico para a maioria dos camponeses e alguns agricultores. Nos
ultimos anos alguns dos nematicidas utilizados foram banidos devido ao efeito negativo ao meio
ambiente ou ao proprio homem.

Segundo a sua ac¢do os nematicidas podem ser divididos em fumigantes, ndo-fumigantes
e sistémicos (Lordello,1984).

Os fumigantes na maioria s&o liquidos e sdo injectados no solo algumas semanas até um

més antes da sementeira ou plantagdo e difundem-se em forma de gas. Os nio-fumigantes e

sistémicos estio em forma de pd ou granulado. Estes podem ser aplicados 2 a 3 semanas antes

da sementeira ou transplantagiio para se evitar efeitos fitotoxicos, mas também podem ser

aplicados na fase de sementeira ou transplantagdo dependendo do tipo do produto.

Existem vérios nematicidas actualmente utilizados dentre os quais destacam-se: O
carbofurdo (Curaterr, Furadan), isazofos (Miral), fenamifos (Nemacur), aldicarb (Temik), oxamyl
(Vydate) e dazomet (Basamid). Destes, 0s 5 primeiros além da acgdo nematicida também actuam
como insecticida e o dazomet (fumigante) tem ainda acgdo fungicida e herbicida.

‘Em Mogambique dos nematicidas acima mencionados apenas - encontram-s¢ registados

o carbofurdo (Curaterr) ¢ o isazofos (Miral) ( Muiambo ¢ Kjaer,1994)

1.9.5 Pousio

O pousio ¢ uma prética que consiste em deixar uma certa area sem culturas durante um

periodo de tempo. _

Segundo Ogbuji (1983), na Nigéria a maior parte dos danos causados por Meloidogyne
ocorrem em sistemas agricolas intensivos em relag3o ao sistema de cultivo tradicional. Todos os
nematodos fitoparasitas podem constituir pragas de culturas quando em sisternas de cultivo
continuo.

| De acordo com Brown e Kerry (1987) a populagdo de nematodos pode aumentar
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rapidamente em culturas susceptiveis e com intervalos muito curtos entre as culturas.

Existem dois tipos de pousio:

a) Deixar a area sem culturas e sem lavrar.

b) Lavrar regularmente a area e ndo permitir que as ervas se desenvolvam.

O primeiro tipo n3o tem dado efeito no controlo de espécies de Meloidogyne, porque
certas ervas s3o hospedeiras destas espécies.

O segundo tipo é o mais recomendado pois deixa os nematodos expostos a acgio de luz
solar ¢ desta forma reduz-se a populagio no solo. Porém esta pratica apresenta desvantagens pelo

facto de favorecer a erosdo e prejudicar a estrutura do solo ( v.d Oever & Mangana 1991).

2.0 Breves consideracdes sobre o género Crotalaria.

A Crotalarja é uma planta leguminosa utilizada como adubo verde ou cultura de cobertura
em campos agricolas e algumas espécies sio cultivadas como forragem para o gado.

A Crotalaria é originéria da india onde ¢ cultivada desde os tempos remotos (Purseglove,
1968 ). Pohill (1982) refere que este género é considerado endémico no Este da Africa e é
cultivado em algumas areas da Tanzinia e Madagascar.

Na fndia, esta planta ¢ ainda utilizada para a produg#o de fibras. Em alguns paises como
Paquistdo e Brazil por ano obtém-se cerca 130,000 toneladas de fibra de Crotalaria juncea (Anon,
19..). 7 '

A Crotalaria também como leguminosa fornece nitrogénio ao solo. Em vérios paises ela
¢ utilizada em sistemas de produgio sustentaveis e de baixo custo para agricultores.com poucos
recursos, onde 0s insumos como adubos artificiais sio muito caros € 0 seu abastecimento muito
inadequado. :

Estudos realizados por Geurts et.al (1993) revelam um aumento de produgdo de feijio
em cerca de 42% quando a Crotalaria é incorporada no solo como matéria organica.

Alguns autores afirmam que esta planta pode ser cultivada em solos infestados pelo
nematodo da galha para reduzir a populagio no solo (Barker,1978). Pensa-se que a Crotalaria

quando presente actua como cultura armadilha (Sasser,1989). Isto significa que as larvas
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penetram nas raizes mas nao s¢ desenvolvem até a fase adulta.

Segundo Lordello (1984) a Crotalaria ¢ uma cultura que atrai as larvas de Meloidogyne
para o seu sistema radicular sem contudo ai se desenvolverem.

McBeth e Taylor (1944) relatam que a rotagdo de Crotalara spectabilis com cucurbitdceas
permite um controlo excelente do nematodo da galha. '
Em Zimbabwe observou-se (Anon, 1956) que a C. spectabilis mostra maior resisténcia a
M. javanica quando em areas altamente infestadas. Segundo o mesmo autor (1964), a M. javanica
ocorre na C. ochroleuca e multiplica-se nesta espécie.
Estudos feitos por Daulton (1955) no Zimbabwe mostraram que a Crotalaria juncea pode
suportar uma infestagdo moderada de nematodos enquanto que a C. intermedia mostra maior

resisténcia. A C. spectabilis foi altamente resistente (Keetch & Milne, 1982).




3.0 Objectivo do trabalho

Conhecer a eficicia de algumas espécies de Crotalaria (leguminosa) na redugdo da
populagio de nematodos da galha ( Melojdogyne spp.)

3.1 Actividades especificas

3 1.1 Determinar o efeito de diferentes espécies de Crotalaria na redugdo de nematodos

da galha e seleccionar espécies mais eficazes para serem testadas no campo.

3.1.2 Avaliar a infestagiio dos nematodos da galha numa érea anteriormente ocupada por

Crotalara, plantando o tomate, que € uma cultura susceptivel a este tipo de nematodos.




40 MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho foram utilizadas 8 espécies de Crotalaria provenientes de Lichinga,

Inhaca, Umbeliizi ¢ uma parte do Zimbabwe e Africa do Sul.
Numa primeira fase o Sector de Nematologia fez a multiplicagdo da semente de Crotalaria

no campo-¢ foi feita a identificagio das espécies recolhidas no pais,no Sector de Herbologia do
Departamento de Sanidade Vegetal, em colaboragdo com o Departamento de Boténica do INIA

e da Faculdade de Biologia.
As espécies usadas foram: C. juncea, C spectabilis, C. ochroleuca, C. capensis, C. pallida,
C. intermedia, C lanceolata e C. spartea e tomate como controle ( Var.UC-82 B).

4.1 Ensaios e a sua condugio
A parte experimental consistiu de 3 partes

4.1.1 Ensaio A de Estufa

Este ensaio foi efectuado nas estufas da Repartigio de Quarentena Vegetal com inicio em
Janeiro de 1993 a Novembro do mesmo ano. Neste local foram levados a cabo 3 €nsaios
utilizando indculos de diferentes culturas (feijio nhemba, tomate e feijio vulgar) e origens:

Maputo, Tete e Lichinga respectivamente.

Este ensaio teve como objectivo, seleccionar espécies de Crotalaria resistentes a diferentes

espécies de Meloidogyne.
4.1.1.1 Metodologia

A semente foi tr‘atada com NaOCl a 1% para a remogio de organismos patogénicos
(anexo 1) e fez-se o teste de papel de filtro (Blotter test) (anexo 2). A semente em placas foi
incubada em cimara himida a temperatura de 25°C, para se estimular a germinagio e seleccionar
sementes viaveis. ‘

Dois dias depois, transferiu-se a semente germinada para bandejas de barro (36cm x 25¢m)
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contendo solo esterilizado (Anexo 3). O solo utilizado foi areno-argiloso com 43,6% de areia e
8.8% de argila. Estes dados foram fornecidos pelo laboratério de solos do INIA.

Fez-se o transplante das plintulas em vasos de barro  (didmetro de 22cm e altura de
21cm), um més depois. Cada vaso continha 8 pléntulas e 4 foram posteriormente desbastadas,
deixando as mais vigorosas. Todos 0s vasos receberam a mesma quantidade de agua (400ml/vaso)
e em dias alternados (3-4 vezes por semana).

Uma semana apds a transplantagdio fez-se a adubagiio das plantas com uma solugdo de
nutrientes contendo: Nitrato de potassio (1,4g/1), Sulfato de aménio (0.46g/1), Dihidrogeno
fosfato de célcio (0.70g/) e Sulfato de magnésio hidratada (0.70g/1) e foram aplicados 400ml por
vaso.

Uma semana apds a adubagdo foi feita a inoculagdo do solo nos vasoscom quatro
plantas,com uma suspens3o contendo cerca de 5000 nemétodos ( ovos e algumas larvas) obtidos
pelo método de Hussey & Barker (1973) (anexo 4). ‘

A identificagdio de espécies de Meloidogyne foi feita usando o método de modelos perianais
(anexo 5) e confirmada por Dr Kent Kleynhans do Instituto de Protecgdo de Plantas ém Pretona,
Africa do Sul. ‘ ' |

Esta-experiéncia foi conduzida a uma temperatura média de 25°C e a humidade relativa
média de 67%.

Oito semanas apds a inoculagdio fez-se a avaliagio da infestagéio nas raizes onde se avaliou
o indice de galha, usando a escala de 0-10 (anexo 6). Fez-se a pesagem das raizes de cada vaso,
seguida da extracgdo usando o método de extracgdo de Hussey & Barker, (1973) (anexo 4). Das
suspensdes obtidas fez-se a contagem dos ovos e larvas em 2 subamostras de 10ml e depois

calculado o nimero por100ml € por vaso.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos completos casualizados, com 9

tratamentos e 4 repetigdes (Esquema 1) e a figura seguinte:




FIGURA 2. Um bloco do ensaio de estufa mostrando todos os tratamentos

O tratamento dos dados foi feito com base no programa MSTATC- ANOVA-2, cuja

.discussdo encontra-se incluida no presente trabatho.

Repetigoes
| TRATAMENTOS

1 3

Esquema 1. Desenho experimental do ensaio de estufa -

Cédigo dos tratamentos

1. Tomate (Var. UC-82 B)
2. C juncea




3. C. capensis . 7. C. pallida

4. C spectabilis 8. C. spartea
9. C. ochroleuca

Os tratamentos acima mencionados foram utilizados no ensaio 1 ¢ 0 indculo usado foi
a M incognita extraido do feijio nhemba de Maputo (F aculdade de Agronomia)
Nos ensaios 2 ¢ 3 foi eliminada uma das espécies, a C spartea devido a baixa germinagéo

e a0 tamanho diminuto da semente. O inéculo utilizado no ensaio 2 foi a M. javanica extraido de

. tomate proveniente de Tete € no ensaio 3 a M.incognita e a M. javanica extraido de feijdo vulgar

de Lichinga respectivamente.

Nos ensaios 2 e 3 aumentou-se a quantidade de semente por placa no blotter test, por
a maioria das espécies terem apresentado uma baixa percentagem de germinagio
no ensaio 1. Ainda no ensaio 2 a C. lam_e_QLam foi substituida por C14 (espécie ainda ndo
identificada), por falta de semente. No ensaio 3 usou-se de novo a C.lanceolata, proveniente da
semente mﬁltiplicada. |
Neste mesmo teste, a C. juncea C. spectabilis e a C. ochroleuca foram semeadas cinco dias

depois das outras espécies, por possuirem um periodo de germinagdo muito curto (3 dias).

4.1.2 Ensaio B de estufa: Teste de penetragio

Este ensaio obedeceu todos os procedimentos realizados no ensaio A até a fase de
inoculagio
As plantas foram inoculadas com duas densidades de nematodos, 5000 e 10000 e fez-se

a avaliagio em trés periodos diferentes, 10, 15 e 20 dias apos a inoculagdo.

Para a avaliago das raizes utilizou-se um método de coloracdo das raizes usando o acido
fucsinico (anexo 7). Este método permite observar os nematodos no interior da raiz sem desseca-
la. O teste foi feito em 4 espécies de Crotalaria, nomeadamente: C. juncea, C spectabilis,
C.capensis e C. ochroleuca. As 4 espécies utilizadas sdo as que se estabeleceram facilmente, no

ensaio de estufa.




4.1.3 Ensaio do campo

O ensaio foi conduzido no campo da Faculdade de Agronomia, numa éarea altamente

infestada por espécies de Meloidogyne, no periodo de Margo a Setembro de 1994. O solo foi

bastante arenoso, com cerca de 83% de areia € 11% de argila (dados fornecidos pelo laboratério

de solos da Facculdade de Agronomia)

As espécies de Meloidogyne presentes foram: a M javanica e a M. incognita, extraidas das
plantas de feijio nhemba ( cultura precedente).

4.1.3.1 Metodologia

Este ensaio consistiu de 2 parte

1) Plantago de espécies de Crotalaria (ensaio montado em 10/3/1994).

Neste ensaio foram utilizadas 3 espécies de alarja seleccionadas do ensaio de estufa

LY

FIGURA 3. Crotalafia juncea em campo no periodo da multiplicagio da semente




CROUALARLA

SPECTABLIS

FIGURA 5. Crotalaria capensis na fase de multiplicagdo da semente
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A selecgdo destas espécies baseiou-se principalmente na disponibilidade ¢ capacidade de

' germinagdo da semente pois ndo houve diferencas significativas no que diz respeito a

multiplicagio do nematodo da galha nas espécies utilizadas no ensaio de estufa.

Nio foi feita a sementeira directa em campo devido as diferencas no periodo de
germinagio entre as diferentes espécies de Crotalaria, a pouca disponibilidade da semente e para
prevenir uma densidade irregular entre as espécies dentro dos talhdes.

A semente foi colocada em papel de filtro ¢ incubada em cimara humida. Dois dias depois

foi transferida para bandejas de barro contendo solo esterilizado. Um més mais tarde fez-se o

transplante no campo (Esquema 2).

Repeticdes

I

I

Esquema 2. Desenho experimental do ensaio do campo

Codigo dos tratamentos: 1. Controlo (pousio) 3. C.capensis
2. C juncea 4. C. spectabilis

A drea utilizada para o ensaio foi de 374m?,com seis talhdes de 8m? de superficie e cada
um contendo 4 linhas de 4m de comprimento e 2m de largura, sendo as duas linhas do meio a area
Gtil. A distancia entre blocos foi de 2m. O compasso entre linhas foi de 0.5m e entre covachos

de 0.3m. Em cada covacho foi colocada uma planta.

Apo6s o transplante fez-se a adubagdo do ensaio com um composto organico (estrume de
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boi) para fortalecer as plantas, sendo a quantidade aplicada de 320g/linha ou seja 1,280Kg/talhdo
e isto equivale a 1600 Kg/ha. A

Neste ensaio foi utilizada a rega por aspersio em dias alternados.

Trés meses depois da plantagdo das espécies de Crotalaria, as plantas foram removidas
em cada talhdo. As raizes foram separadas das plantas e fez-se a avaliagdo do indice de galhas
das raizes das plantas da 4rea util (anexo 6) , assim como a extracgdo de nematodos em Sg de
raizes( anexo 4). Depois da contagem dos ovos e larvas, fez-se o calculo do nimero dos mesmos
naquela quantidade de raizes.

Esta experiéncia foi conduzida a uma temperatura média de cerca de 20°C e a humidade

relativa média de 65%.(anexo 8).
2) Plantagdo de tomate (Var. UC-82 B) (ensaio montado em 29/6/1994).

Quarenta e cinco dias antes da avaliagio do ensaio de Crotalaria fez-se a preparagdo dos
viveiro's de tomate, numa area de 2m’. Esta area foi tratada com um nematicida, Miral
(isazofos,10% GR) e foram aplicadas 4g/m?, 7 dias antes da sementeira, para se garantir que as
plantulas de tomate estivessem isentas de qualquer nematodo patogénico.

Apds a remogiio de espécies de Crotalaria fez-se a plantagdo de tomate (cultura
susceptivel), em todos os talhdes incluindo a area de controlo (&rea sem culturas). |

Quinze dias depois da plantagio fez-se a adubagio do ensaio com estrume de boi
(1,280Kg/ talhdo). Neste ensaio também foi aplicada a rega por aspersdo em dias alternados.

Trés meses depois da plantagio todas as plantas da area util foram recolhidas e avaliou-se
o indice de galhas nas raizes (anexo 6). De cada amostra de raizes foram extraidas 2 subamostras
de 5g (quantidade maxima para o método de clorox) (anexo 4). Das suspensdes obtidas foram
contadas 2 subamostras de 1 ou Sml dependendo da concentragdo dos neméatodos (ovos e larvas).
E para o resultado foi considerado a média das duas subamostras.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos completos casualizados ( Gomez
& Gomez, 1984), com 4 tratamentos e 6 repetigdes. '

Para o tratamento dos resultados, fez-se a analise de varidncia usando o MSTATC

ANOVA-2 onde foram considerados 3 fontes de variagdo: o tratamento , a repetigdo (bloco) e

o erro experimental




4.2 Atengdes culturais prestadas

Retancha e desbaste

Uma semana apds a plantagfo (18/3/1994) , fez-se retancha em covachos onde as plantas

ndo tinharn se restabelecidas. Foram colocadas duas plantas por covacho e uma posteriormente

desbastada, deixando a mais vigorosa. O desbaste foi efectuado um més apos a plantagdo.

Sacha

Fizeram-se 3 sachas ao longo do ensaio para evitar a concorréncia das ervas daninhas.

Para assegurar o desenvolvimento vegetativo sadio das plantas é importante o controle das

infestantes logo que estas iniciam a competi¢do com a cultura principal. Assim, um més depois

de plantagdo foi feita a 1° sacha e ao mesmo tempo efectuou-se a amontoa. A erva principal foi

a tiririca, dificil de controlar.
Pulverizades efectuadas

As plantas tiveram um tratamento preventivo contra o mildio, um fungo que normalmente
aparece no inicio da época fresca, periodo em que foi montado o ensaio. O produto utilizado foi

o Ridomil( mancozeb 48%+ metalaxil 10% ) 3g/l.
Pragas observadas durante a condugiio do ensaio

Durante a condugdo do ensaio foram observadas algumas pragas nas 3 espécies de
Crotalaria testadas: 4caros, afideos e Hilda e esta ultima em associagio com as formigas. As
plantas foram pulverizadas com omite(2g/1),dimetoato(2ml/N)e polytrin (0.5ml/) respectivamente.

Apenas os caros e afideos foram controlados com os pesticidas mencionados. A Hilda
ndo foi possivel controlar, pois o produto utilizado ndo foi o mais adequado. Para um controle

eficiente desta praga recomenda-se o uso de diazindo( Basudine), mas este produto néo estava

_ disponivel.




-

Entre as espécies de Crotalaria, a C. juncea € que foi mais atacada por Hilda em relagdo

com as restantes espécies.

4.3 Apresentacio dos dados

Os resultados destas experiéncias serdo apresentados por ensaios onde vaise efectuar a

analise de varidncia em todos os ensaios € a comparagdo das médias usando o teste de Duncan,

nos ensaios 2 e 3 de estufa.
Os dados colhidos nos ensaios 2 € 3 de estufa, por ndo apresentarem u
entre os diferentes blocos foram sujeitos a0 agrupamento dos tratamentos que

e varidncia. O teste usado foi o chi-quadrado (anexo..).

niformidade de

varidncia
mostraram homogeneidade d
Assim, o ensaio 2 ficou composto por 5 grupos € o terceiro ensaio por 4 grupos.




5.0 RESULTADOS

5.1 Consideragdes Gerais sobre as experiéncias realizadas

A semente da maioria das espécies de Crotalaria testadas foi de deficil estabelecimento,
razao pela qual optou-se por aumentar o numero de semente por placa no blotter test. Tanto na
estufa como no campo as plantas inicialmente apresentaram um desenvolvimento lento mas,

posteriormente elas desenvolveram-se relativamente bem.
5.1.1 Ensaio A de estufa

No ensaio 1 de estufa foram utilizadas 8 espécies de Crotalaria. Uma das espécies foi
eliminada devido a méa qualidade e ao préprio tamanho da semente (C spartea). As espécies C.
lanceolata,C. intermedia e a C. pallida também apresentaram uma percentagem de germinagdo

relativamente baixa e foram contaminadas por fungos. Por esta razio no ensaio 1 foi considerado

apenas o resultado de 4 espécies

Para o género Crotalaria existe muita pouca informagdo sobre as suas exigéncias, por iss0
houve muitas dificuldades em regular a quantidade de agua por vaso e a frequéncia das regas, 0

que no inicio levou ao mau crescimento das plantas.

A regulagio foi conseguida com o apoio do Sector de Femhdade de Solos do INIA, o

qual recomendou a rega em dias alternados.

5.1.2 Ensaio B de estufa

Neste ensaio inicialmente foram testados dois tipos de corantes, o azul de algoddo e acido
fucsinico. Com o primeiro corante ndo foi possivel observar os nematodos no interior da raiz , em
nenhuma das espécies testadas. Mesmo com o &cido, fucsinico por vezes foi necessario abrir a raiz

para observar os nematodos no seu interior.




.

5.1.3 Ensaio de estufa

Ensaio 1

In6culo usado: M.incognita
No ensaio 1, encontrou-se um niimero reduzido de espécies de Crotalaria com dados

completos. Por esta razdo ndo foi feita a analise de variancia. Apenas a tabela 3 apresenta o

numero de nemétodos por vaso e as respectivas médias.

‘Nas quatro espécies avaliadas encontraram-se muito poucos ovos e larvas nas raizes (
tabela 4) em comparagio com o tomate, como foi o caso nos ensaios 2 € 3.

Foi calculado o factor de reprodugdo, que se obtém pela formula R= Pf/Pi,em que Pi¢ o

inoculo inicial e Pf o nimero de nematodos obtidos.

Tabela 3. N° de nematodos (ovos e larvas) obtidos por 5g de raizes,no ensaio 1 de estufa,

depois de inoculadas com 5000 ovos.

. Il Tratamento RI Médias “

C. juncea 70 89 ||

C. capensis 30 48 II
‘ It

C. spectabilis 70 23
C ochroleuca 12 66

tomate




Ensaio 2
Inoculo usado: M. javanica extraido de tomate ( Tete)

Espécies de Crotalaria utilizadas: C. juncea, C. capensis, C. spectabilis, C. pallida, C.
intermedia, C. ochroleuca, C14 e tomate (Var. UC-82B). :

Na tabela 5 estdo representados os nimeros dos nematodos da galha encontrados nas

raizes das diferentes espécies ¢ as respectivas médias por espécie. Os mesmos dados encontram-se

representados graficamente na figura 7.
Foram formados 5 grupos de tratamentos com base na homogeneidade de varidncia,

utilizando o teste chi-quadrado, sendo:
Grupo 1. Tratamentos: A eD (C. juncea e C. pallida)
Grupo 2. Tratamentos: Fe G (Cl4eC. QQhr__QLenc.a)
Grupo 3. Tratamentos: C e E (C. spectabilis e C. intermedia)
Grupo 4. Tratamento: B (C. capensis)

Grupo 5. tratamento: H (tomate)

Com os valores constantes na tabela 4 foi feita a anélise de variancia (anexo..) usando
ANOVA-2, onde foram considerados 3 fontes de variagdo: O tratamento, o bloco (repeticdo) e
o erro experimental (Tabela 5)

Nenhuma das espécies de Crotalada apresentou galhas nas raizes, embora o tomate

(testemunha) apresente alta infestagéo o que indica que o indculo foi eficiente.

O namero de ovos e larvas encontrados nas raizes das espécies de Crotalaria foi reduzido

quando comparado com © numero encontrado no tomate ¢ o inoculo adicionado (5000

nematodos).
Em todas as espécies de Crotalaria o factor R (pf/pi) foi menor que 1, o que implica que
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todas as espécies sio resistentes a espécies de Meloidogyne usadas. Porém, o tomate apresenta
R igual a 32, o que significa que ele ¢ altamente susceptivel.

A analise estatistica dos dados obtidos mostra diferengas significativas entre 0s

tratamentos 2 nivel de 5% de significancia.
O teste de Duncan (anexo...) mostrou diferencas significativas entre as espécies de

Crotalaria.e o tomate (tabela 6 )
In6culo: M javanica
Tabela 4. N° de neméatodos (dvos e larvas) obtidos por vaso, no ensaio 2 de estufa

===T=._._==,W.,____mg=j

Tratamentos i1 11 v

juncea 40

capensis 10 0

| spectabilis 10 70

pallida 0
0

intermedia

Cl4 340

ochroleuca ~ 770
tomato 339010 162765

.




Numero de nematodos por vaso

Ensaio 2 de estufa
Legenda

Média de OVOS por vaso

P

Média dos tratamentos por vaso

Espécies de Crotalaria e tomate

Meédia dos tratamentos calculadas com base nas 4 repetigoes (éscala logaritmica)




Tabela 5 Anélisé de varidncia dos dados do ensaio 2 de estufa.

e

-

Fonte de

variagio

GL

Somatono

quadrados

Quadrado Médio

F

F tab. 5%
1%

Repeticdo .

5,301x10°

1,767x10°

:

Tratamento

9,222x10"

1,317x10'°

Co:

9,222x10'"

2,305.10"

4.12 7.85

Cl

320800.5

320800.5

5.5912.25

C2

152352

152352

5.59 12.25

612.5

612.5

5.5912.25

C3

Erro

3,782x10"

1,801x10°

Rep.X Co

3,782x10"

3,151x10°

Rep. X C1

3

18844336.5

614778.83

Rep.X C2

3.

247802

82600.667

RepXC3 | 3 2137.5 712.5 “

GL~= grau de liberdade

Co= 6omparag§o entre grupos

C1 = comparagio dentro do grupo 1
C2 = comparagio dentro do grupo 2
C3= Compax;agiio dentro do grupo 3
* = existem diferengas significativas

ns= ndo significativo

-
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Tabela 6. Teste de Duncan para a comparagdo das médias entre os grupos, no ensaio 2 de estufa

Grupos Médias -

G5 (tomate) 162757,75 a*
G1 (pallida e juncea) 1253,00b
G2 (ochroleuca e C14) 243,00b
G3 (spectabilis e intermedia) 34,00b
G4 (capensis) 8,00b

#Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si a0 nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de F.
Ensaio 3 de estufa
Indculo: M javanica e incognita extraido de plantas do feijdo (Lichinga).

Espécies de Crotalaia utilizadas: juncea, capensis, spectabilis, intermedia, pallida,
lanceolata e ochroleuca.

Como também neste ensaio os dados niio apresentaram uniformidade de variéncia, fez-se

a formagdo de grupos .
Foram formados 4 grupos de tratamentos com base na homogeneidade da varidncia,

usando o teste chi-quadrado, sendo:

1) Tratamentos: A, C e D (C. juncea, C. spectabilis e C. intermedia)
7) Tratamentos: B, E e F (C. capensis, C. pallidaeC. lanceolata)
3) Tratamento: G (C. ochroleuca)

4) tratamento: H (tomate)

Com os valores constantes na tabela 7, nimero de nematodos (ovos e larvas) e as
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respectivas médias, foi feita a anélise de varidncia (anexo...), cujos os valores constam na tabela

8. Na figura 8 estdo representadas as médias de diferentes tratamentos.

Nenhuma das espécies de Crotalaria testadas apresentou galhas nas raizes, somente O
tomate foi altamente infestada.

Entre as espécies de Crotalaria, a C. ochroleuca apresentou um numero elevado
comparativamente com outras espécies. No tomate (testemunha) o nimero de nemétodos foi 100
a 500 vezes mais elevado que nas espécies de Crotalarja .

A anélise estatistica mostra que nfo ha diferengas significativas entre os tratamentos.
O teste de Duncan (anexo..) mostra diferengas altamente significativas entre o tomate € as

espécies de Crotalaria (tabela 9).

Neste ensaio o factor de reprodugiio também foi inferior a 1 em todas as espécies de

- Crotalaria

Tabela 7. N° de ovos e larvas de Meloidogyne obtidos por vaso, no ensaio 3 de estufa.

Indeulo: M. Jaym e mcngmm

Tratamentos Médias “

41

juncea

capensis 6

spectabilis 31

intermedia 0 60

pallida . : 0 52

lanceolata 20 0 0

ochroleuca 2090 3178 288

tomate 586420 | 550122 | 246030 } 406510




Numero de nematodos por vaso

Ensaio 3 de estufa
Legenda

Média de OvOs por vaso

Média dos tratam. por vaso

Espécies de Crotalaria e tomate

Meédia dos tratamentos calculadas com base nas 4 repetigGes (escala logaritmica)




Tabela 8. Tabela de analise de variincia dos dados do ensaio 3 de estufa

Fonte de

variagio

Somatorio

Quddsado

Quadrado
Médio

F comp.

]
F tab.

5% 1%

Repetigio.

8,911x10’

2,970x10°

Tratamento

6,995x10" -

9,992x10"

Co

6,996x10"°

2,331x10"

435 845

Cl

1074.125

537.063

4.35 9.55

C2

1950.625

975313

435 9.55

6,319%10"

3,009x10"

Rep.X Co

6,319x10"

7,022x10°

Rep. X C1

2268.375

378.063

Rep.X Ci

2819,875

el Ml et

Co = Comparag#o dentro dos grupos

C1 = Comparag3o dentro do grupo 1

C2= Comparagao dentro do grupo 2

**= significativo a 1%

ns= ndo significativo
GL~= grau de liberdade

1
469.979




Tabela 9. Teste de Duncan para a comparagdo das médias entre grupos, no ensaio 3 de estufa

Grupos Meédias

G4 (tomate) 447270,50 a*
G3 (ochroleuca) 1470,00 b
Gl (inténnedia,juncea e spectabilis) 44,00 b
G2 (pallida, capensis e lanceolata) ~~ 11,00b

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste F.

Ensaio B de estufa

No teste de penetragdo, somente nos vasos inoculados com cerca de 10.000 nematodos |
por vaso (ovos e larvas), foi possivel observar algumas larvas apenas nas raizes de Crotalana
ochroleuca, 10, 15 e 20 dias depois de inoculagio. Com o inéeulo de 5000 nematodos ndo se
observaram nematodos em nenhuma das espécies testadas: juncea, ochroleuca, spectabilis e

capensis.
Ensaio do campo

Também no campo nas 3 espécies de Crotalaria testadas (C. juncea, capensis e
spectabilis), ndo foram encontradas galhas nas raizes. '

Quando as raizes de Crotalaria foram extraidas, ndo se encontrou larvas ou ovos nas

suspensdes, o que indica que a reprodugdo do Meloidogyne ndo ocorreu nestas espécies no

campo. As raizes do tomate plantado apos a Crotalania e mesmo na area do pousio ( clean fallow)
foram altamente infestadas depois de 3 meses de experiéncia.
Na tabela 10 estio mencionados os nameros de nematodos da galha (larvas e ovos) nas

raizes de tomate e na tabela 11, os respectivos indices de galha. As médias estdo representadas
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graficamente na figura 9 .
A analise estatistica dos dados colhidos nas raizes de tomate (anexo..) mostra que ndo

houve diferencas significativas em termos do numero de nemétodos encontrados em 5g de raizes
nem no indice de galhas entre as espécies de Crotalagia e o pousio (tabela 12 e 13). Possivelmente
a grande variagdo, reflectida pelo coeficiente de variagdo (c.v) ocorrente de 101.9% para este
pardmetro, concorreu para auséncia de significancia. E dificil detectar significdncia com o ¢.v
muito elevado. ,

A C. capensis possui a média de 16.300 nemétodos a C. juncea de 8.600 nematodos. A
diferenca entre as duas espécies ¢ muito grande, mas o teste ndo conseguiu detectér diferengas
significativas. O mesmo aconteceu em relagio ao indice de galhas, o pousio com o indice de 3.8

e a C. juncea com 2.6 e também ndo foi possivel detectar diferengas.

Tabela 10. Namero de ovos e larvas de Meloidogyne spp por 5g de raizesde tomate (x1000)

WW
JI RIV

Tratamentos RI RII RI

pousio

juncea

capensis

spectabilis

R= repeti¢iio (bloco)'




_ Tabela 11. Indice de galhas nas raizes de tomate, no ensaio do campo.

—— — —_— — —————

Tratamentos RI RII RIII RIV RV

Talhdo de

POUSIQ

Talhio de C.
| juncea

l Talhdo de C.
| capensis

C ili 1.7

* indice de galhas, escala 0-10




Numero de nematodos por 5 g de raizes

Ensaio de campo

Legenda
no ovos X1000 indice de galhas por tratamento

8

-
L4

-
o

L4,

média fratam. e o indice

o

Jincea  capensis
espécies de Crotalarias e controle

Figura 3. Médias dos tratamentos calculadas com base nas 6 repetigﬁes.-




Tabela 12. Tabela de analise de varidncia dos dados do campo.

Variavel: N° de ovos (+larvas)/10g de raizes.

" Fonte de

vanacio SQ oM

| |

F tab
5% 1%

Repetigio 1285075392.0 257015078.4

2.90 4.56 |

Tratamento 196572647.5 65524215.8

3.295.42

Erro 2615651119.0 174376741.3

Experimental

Coeficiente de Variagio= 101.95%
| GL = grau de liberdade
SQ = somatdrio dos quadradados
QM = quadrado médio
F Obs. =F observado
F Tab. =F tabelado

Tabela 13. Tabela de analise de varidncia do Indice de galhas.

Total 23 4097299158.5 ||

Fonte de - F tabelado “
5% 1%

variagao F
Observado

0

Repeti¢do

290 4.56

Tratamento

3.29 5.42

Erro

experimental

r

Total 23.01

Coeficiente de Variagdo=33.61%
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Nos ensaios de estufa houve pouca penetragdo e reprodugio de Meloidogyne spp. nas
especnes de Crotalaria testadas. O numero de nemitodos encontrados foi inferior a 5000
nematodos, inéculo incialmente utilizado, o que resulta num factor de reprodugdo (R= pf/pi)
menor que 1, contrariamente ao tomate com R > 1. A temperatura experimental de 25°C esteve
déntro do intervalo 6ptimo ( 25-30°C) para a reprodugdo e desenvolvimento (Gundy, 1985) o que
pressupde-que deveria ter sido apropriado para a penetragdo das larvas nas raizes.

O tamanho dos vasos no ensaio de estufa, permitiu que as larvas encontrassem as raizes
mais facilmente sem despender muita energia na localizag3o dos pontos de fixagdo na raiz.

. A nido penetragio de Meloidogyne spp. nas espécies de Crotalaria em campo, pode ser
devido a baixa densidade da populagio de nematodos no solo em relagdo ao ensaio de estufa,
onde foi utilizado um indculo definido.

Huang (1980) refere que o principal efeito das espécies de Crotalaria, especiaimente a C.
spectabilis ¢ a interrupg8o do ciclo de vida de espécies de Meloidogyne, o que significa que as
larvas penetram nas raizes mas ndo sdo capazes de completarem o ciclo. Esta observago é
contraria aos resultados obtidos no presente estudo, porque quase todas as espécies de Crotalaria
apresentaram um certo nimero de nematodos, o que implica que esta é a segunda geragdo. No
ensaio de campo, as‘diferentes espécies de Crotalarja testadas, ndo mostraram maior redugio
da populagio de espécies de Meloidogyne do que o pousio (clean fallow).

Estudos realizados por Reddy et al., 1986, Rotar e Joy, 1983 e Tedford & Fortunum,
1988, citados por Araya e Caswell, 1994, mostraram que as espécies de Crotalaria podem reduzir
o namero de espécies de Melojdogyne ou outras espécies de nematodos fitoparasitas.

A analise de varidncia dos dados do campo mostra um coeficiente de variagdo muito
elevado. O teste F ndo consegue detectar diferengas significativas entre os tratamentos testados.
E possivel que exista diferencas entre as espécies usadas, mas o teste ndo conseguiu detecta-las.
A heterogeneidade na distribuigdo de neméitodos em campos infestados pode ter infiuenciado para
um coeficiente de variagdo muito elevado. '

Reddy et al (1986) também encontraram poucos nematodos da galha (M. incognita) nos
talhdes de pousio, mas numeros elevados foram encontrados na culturas seguintes de feijdo e
milho, muito mais do que nos talhdes onde havia se plantado C. spectabilis na época anterior.

Contrariamente a estes resultados Johnson & Campbell (1980) reportam que 0 pousio foi
mais efectivo do que a Crotalaria spectabilis, na redugdo do nimero de nematodos da galha no

tomate, dois anos depois tratamento.




I

Ambos afirmam que a Crotalaria spectabilis e outras leguminosas resistentes eliminam ou
reduzem popula¢des de nematodos quando em niveis incialmente baixos.

McSorley et al.(1994) obtiveram uma redugéo de M. arenaria usando o pousio € o cultivo
de C. spectabilis, mas na abébora cultivado depois destes tratamentos ou na beringela depois dum
outro ano de rotagdo/pousio, o indice de galhas foi de 3,9 a 4 € 4.4 a 4.5 respectivamente (escala
0-5). Também niio havia diferengas significativas entre os dois tratamentos nos nimeros de larvas
encontradas nas raizes.

Estes resultados foram anilogos aos obtidos no presente trabalho,embora os indices da
gatha fossem menores.

A ndo formagdo de galhas nas raizes de espécies de Crotalaria pode ser um mecanismo
de resisténcia da planta (Cook & Evans,1987).

Os resultados obtidos revelam que as raizes da maioria das espécies de Crotalaria testadas
nio sio facilmente penetradas por espécies de Meloidogyne presentes (M._javanica ¢ M.
incognita) e portanto podem ser consideradas resistentes a estas espécies. O mesmo foi
constatado por outros investigadores, no Zimbabwe, Malawi (Martin, 1961) e outros paises
(Araya & Caswell-Chen, 1994)




7. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

7.1 CONCLUSOES
Os ensaios realizados no periodo de Janeiro a Novembro de 1993 (na estufa) e no periodo

de Margo a Setembro de 1994 (no campo) respectivamente, tinham como fim estudar a eficacia
de algumas espécies de Crotalaria na redugdo de Meloidogyne spp. Os resultados destas

experiéncias permitem tirar as seguintes conclusdes:

Com base nos resultados deste estudo nio se pode concluir que as espécies de Crotalaria
testadas sdo eficazes na redugdo de Meloidogyne, embora mostrassem 0 mesmo efeito que o

pousio.

Comparando' com o pousio (clean fallow) o agricultor tira mais vantagens usando a

Crotalaria, pois podem aumentar a fertilidade do solo em nitrogénio e em matéria orginica,

-quando incorporado no solo.

72  RECOMENDACOES

Existe uma necessidade de se realizar um estudo mais detalhado, com um desenho
experimental bem definido e adequado ¢ uma posterior avaliagdo dos tratamentos envolvidos, no

sentido de se confirmar os resultados.

Para se ter uma ideia da disposigdo dos blocos na area experimental € necessario aplicar

uma cultura susceptivel que ird mostrar as diferentes densidades da popula¢dc de nematodos

nesta area.

Como a infestagdo no campo geralmente é irregular, seria aconselhavel repetir de campo

primeiro na estufa, plantando tomate nos vasos depois da remogdo das espécies de Crotalania.

Seria importante estudar o estabelecimento de diferentes espécies de Crotalaria em
campo. Nio foi possivel incluir algumas espécies no ensaio de campo devido a germinagdo ou

estabelecimento na estufa.
Existe a necessidade de aprofundar o estudo do teste de penetragdo nas raizes de
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Crotalaria utilizando diferentes concentragdes ou tipos de corantes que permitam observar os

nemétodos no interior das raizes sem precisar de desseca-las.

Existe a necessidade de estudar o efeito da duragdo da Crotalaria no campo, para se obter
uma substancial redugio de Meloidogyne spp.

Também seria importante testar o efeito da incorporagéo da Crotalaria como material
organico. Esta pratica pode dar um efeito adicional no controle de nemétodos, devido ao aumento

de inimigos naturais. Porém, este efeito ndo foi medido no presente trabalho.

E importante conhecer a susceptibilidade de espécies de Crotalaria a outros nematodos
patogénicos ( ex. Pratylenhus zeae na C. juncea ) ou fungos (Fusarum na C intermedia e C
lanceolata)
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9.0 ANEXOS
~ Anexo 1) Tratamento da semente com Hipoclorito de S6dio (NaOCl).
Esta solugdo permite remover os fungos da superficie da semente

1.) Prepare uma solugdc de NaOCl a partir da concentragio de 3,5% (javel).
2) Coloque a semente numa placa de vidro e deite a solugdo preparada em 1,até cobrir

toda a semente.

3) Deixe durante 5 minutos e depois lave com 4gua corrente para a remogio de NaOCl.
Anexo 2. Teste de cimara himida (blotter test)

Este método estimula a germinagdo de sementes e também permite a selecgo de sementes

viaveis.
Procedimento

1) Coloque trés papeis de filtro embebidos em agua destilada em cada placa de petri
esterilizada.

2) Lave a semente com a solugdo de NaOCl a 1% numa placa e depois de 5 minutos
escoa num crivo € lave com agua destilada.

3) Com uma pinga esterilizada tire a semente e semeia no papel de filtro
(aproximadamente 25
o sementes dependendo do tamanho).

4) Incube a semente a uma temperatura de 25°C até iniciar a germinagdo

5) Se a maioria das sementes possuirem radiculas germinadas deve-se proceder a

sementeira.




Anexo 3. Esterilizagdo do solo

A esterilizagdo do solo permite a eﬁnﬁnﬁcﬁo de todos os nematodos patogénicos incluindo
outros microrganismos do solo.
Com este método é possivel esterilizar grande quantidade do solo duma vez.

1) Mete 4gua no fundo do esterilizador até nivel da chapa com furos (veja a figura).

2) Enche o esterilizador com o solo

3) Faga uma lareira e coloque 3 pedras em 3 direcgdes
de modo a suportar o esterilizador.

4) Coloque o termémetro dentro do esterilizador e tape. Vai-se¢ juntando a lenha até que
a temperatura atinja 100 C,

5) Depois de atingidos os 100 C, mantém-se esta temperatura durante 2 horas.

6) Depois de arrefecido o solo pode-se se encher os vasos.




Figura 11:Aparelho simples para desinfectar solo com &qua em vapor.

Legenda:
A = tampa netélica ou de madeira
B = solo que deve ser desinfectado
C = chapa sem furos (didmetro da chapa t 2 cn a menos i
do que da sequnda chapa D) - elevagio ¢ 1 cm
D = chapa com furos para a passagem do vapor . /
= suporte para as duas chapas C e D
= abertura para adicionar 4qua
= §qua
R = elevacdo de pedras ou de blocos de madeira 0

E
F
G

e

arame para agarrar




Anexo 4. Método de extracgio de ovos de Meloidogyne utilizado o NaOCl a 0.35% (
método de Hussey & Barker,1973)

Este método permite dissolover a massa gelatinosa que envolve os pacotes de ovos e esteriliza

a superficie externa dos ovos.

Procedimento

1. Lavar e cortar as raizes e tirar uma subamostra de 5 gramas

2. Colocar estas raizes no liquidificador com 4gua e mascerar durante 3 segundos.

- 3. Deitar a suspensio num crivo de 75 micron, colocado por cima dum outro de 25 micron.

4. Remover as raizes do crivo de 75 micron e colocé-las num frasco de cerca de 100ml ¢ com
tampa.

5.-Adicionar uma solugio de hipoclorito de sodio a 0.35% ( 20ml da solugZo de NaOCl a 3.5%
e adicione agua até a um volume de 200mi).

6. Tapar e Agitar bem o frasco contendo as raizes, durante trés minutos.

7. Deitar a suspensdo num crivo de 75 micron colocado por cima do outro de 25 micron. Os ovos
ficardo no crivo mais fino.

8. Lavar este crivo (de 25micron) com agua abundante para remover 0 excesso dos residuos de
NaOCl.

9. Recolher os ovos num de vidro de 100ml com ajuda do esguicho de igua

10. Agitar de novo as raizes, mais duas vezes somente com agua corrente, no mesmo frasco,
durante trés minutos . )

11. Deitar a suspensdo nos dois crivos, um sobre o outro (o mais fino) e juntar os residuos
obtidos no crivo de 25 micron a suspensdo de ovos no copo.

12. Juntar 4gua até a um volume de 100m! e tirar duas subamostras de 1 a Sml para proceder a
contagem.

13. Calcular o nimero de ovos por 100ml de suspensdo € em 5 gramas de raizes.




Anexo 5. Modelos perineais de Meloidigyne

Técnica utilizada na identificagdo de espécies de Meloidogyne. Nesta técnica utiliza-se

fémeas adultas.
Procedimento

1. Lavar as raizes com e retirar, cuidadosamente, as fémeas piriformes do tecido da galha,
com ajuda de duas agulhas de dissecagdo.

2. Perfurar as fémeas com agulha na parte posterior do pescogo e cortar para facilitar a
saida de todo o contedo do corpo.

3. Colocar as partes limpas no lactofenol, contendo 0.03% de corante azul de algodao
durante cerca de 24 horas, a temperatura ambiente,

4. Transferir os corpos coloridos para uma gota de lactofenol com azul de algoddo, em
cima duma lamina de perspex, com uma agulha de disssecagio.

5. Cortar a parte posterior-do corpo com um escalpelo (lamina Gilete) até ficar s6 um
pedago da cuticula 3 a 4 vezes maior do que a propria area perianal (veja a figura..)

6. Transferir este modelo perianal, temporariamente, para uma gota de lactofenol com azul
de algoddo 0.03%, numa ldmina com depressao.

7. Depois de ter cortado cerca de 10 exemplares, tranferi-los para uma lamina lisa com
uma gota de glicerol.

8. Empurrar os modelos para o fundo da gota e alinha-los em duas linhas, mais ou menos
rectas, no centro da gota. _

9. Escolher um filamento fino de vidro com didmetro equivalente a espessura dos modelos.
Cortar em 3 pedagos e coloca-los radialmente no interior da gota.

10. Cobrir com uma lamela quadrada ou circular, bem limpa.

11. Remover o excesso de glicerol, limpar as bordas da lamela ¢ fixar com Glicerol ou Zut,




Anexo 6. Indice de galhas.
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Anexo 7 . Coloragio de raizes ( Hooper, 1985,

Este método permite observar os neméatodos sem dessecar a raiz. Normalmente usa-se 0
azul de algodio ou o acido fucsinico e lactoglicerol para a conservagdo do matenal contendo

nematodos.

As raizes ap0s a coloragdo sdo observados num estereoscopio.

Procedimento

1) Lave as raizes em agua corrente e corte em pequenas porgdes de aproximadamente
lcm. _ '

2) Ferve as raizes num baldo volumétrico de 250ml durante 3 minutos, numa solu¢do de
igual volume de glicerol, acido lactico e agua destilada

3) Adicione o acido fucsinico a 0.05% (0.015g) e deixe arrefece.

4) Escoa o contedo num crivo e em seguida lava em agua corrente para a remocio do
excesso do corante.

5) Passa as raizes para uma solugdo de igual volume de glicerol ¢ dgua destilada e deita

algumas gotas de &cido lactico.

Este material pode ser conservado nesta solugdo durante alguns dias.

S#o necessarios:
10ml de glicerol
10ml de dgua destilada
10ml do 4cido lactico

15mg do 4acido fucsinico




Anexo 8. Temperatura ¢ humidade relativa registadas durante o periodo da condugdo do ensaio.
——T_ N

. . r
Temperatura Humidade relativa (%)

Meses minima média minima média

| Abril 23.8 . _ 72.3
ll Maio . 7. . 69.3

Junho . . : 54.8

“ Julho . . 56.6
64.4

I Agosto

Setembro

outubro

Meédias

Anexo 9. Formagdo de grupos e construgo de contrastes.

Na formagdo de grupos nos ensaios 2 e 3 de estufa foi utilizado o teste chi-quadrado, na

foi aplicada a seguinte formula:

(2,3036)f (KlogS? + LogSi)

onde, i=1

1+ (K+1)/ 3Kf
f= grau de liberdade dos tratamentos
$?p = somatorio das varidncia dos tratamentos
Si = somatorio de logaritmos das varidncias

K = numero de tratamentos

2. Com base nos grupos (8) formados fazer a contrugdo de contrastes.




3. Contruir a tabela dos coeficientes dos contrastesseguindo a férmula

CiTi+ CjTj=0, onde Ci e Cj sdo os coeficientes do primeiro membro e segundo membro

respectivamente e Ti e Tj sdo os valores dos tratamentos.

4. Calcular os contrastes usando a formula seguinte:
L (contraste) = C1T1+C2T2 +.... + CiTi sendo,
Ti = valor total por tratamento

Ci.= coeficiente do contraste

5. Calcular o somatério dos quadrados de cada contraste, usando a formula seguinte:

L2
Q@)= -~
=1 4..Ci

6. Calcular o somatério dos quadradosdos contrastes (SQM) da seguinte maneira

SQMM) = SQ(L1)+ SQL2)+....+ SQ(t-1)
O SQ(M) deve ser igual ao somatério dos quadrados obtido na analise de variincia na ANOVA.

7. Calcular o valor do F usando a seguinte formula

SQM)/(8-1)
F = —-eemm-eee- em que, QME é 0 Quadrado médio do erro obtido na ANOVA QE

QME

Anexo 10. Teste de Duncan
Para fazer a comparagdo entre diferentes médias deve se seguir o procedimento seguinte:

1. Ordenar as médias dos tratamentos em ordem decrescente

53




2. Calcular os valores de Amplitude Minima Significativa

(AMS),segundo a formula.
ATE (a,p) (QME/)1/2
AMS (a,p) = s---ameemmmveere- para p=273,.....t.
)12

Onde ATE = valores tabelados de amplitude total estudentizada (Significant studentized
Ranges) |

P=niimero de médias abrangidas pelos contrastes ou distincia em ordem entre pares de
médias a serem comparadas.

a= nivel de significincia

3. Calcular a média das médias por grupos

. 4. Fazer comparagdes entre as médias de diferentes grupos.
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