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RESUMO

RODRIGUES, Adriana Kister, M. S., Universidade Federal & Vigosa, agosto de 2001.
Desenvolvimento de Pasteuria penetrans em Meloidogyne spp. parasitando

diferentes espécies vegetais. Orientador: Leandro Grassi de Freitas. Conselheiros:
Aristéa Alves Azevedo e Rosangela D’Arc de Lima Oliveira.

A bactéria Pasteuria penetrans € um parasita obrigatério do nematodide das
galhas que atua prevenindo a producdo de ovos pela fémea e reduzindo a penetragdo dos
juvenis nas raizes. Ela também produz esporos que persistem por anos no solo, e devido
a sua eficiéncia e rusticidade, ¢ considerada um 6timo agente de controle biologico. Sua
producdo in vitro ainda € invidvel e a producdo de indculo requer o seu cultivo in vivo
em nematdides parasitando plantas em vasos. Neste trabalho, buscou-se, mediante
analise da bactéria no conteido do corpo da fémea de nematdide parasitada, averiguar
diferencas no desenvolvimento de Pasteuria penetrans em Meloidogyne spp.
parasitando raizes de tomateiro (Lycopersicon esculentum), tabaco (Nicotiana tabacum),
maxixe (Cucumis anguria) e camapu (Physalis angulata), e, por meio do estudo,
histopatologico de raizes as possiveis razdes para estas diferencas, como forma e
tamanho de células gigantes. O esporangio que envolve o esporo prejudica a sua adesdo
a cuticula do nematdide, sendo antes conveniente utilizar algumas técnicas para sua
ruptura. Testou-se a promogdo de estresse ao nematdide hospedeiro através do corte da
parte aérea de quatro espécies vegetais hospedeiras do nematdide e da suspensdo da
irrigaco destas plantas para promover a ruptura dos esporangios e acelerar o
aparecimento de esporos completamente maduros no interior da fémea.

Para o estudo histopatologico, foram testadas técnicas de coloragdo conhecidas e
introduzidas adaptacdes que facilitassem as observacdes microscopicas: 1) azul de astra
e fucsina basica, 2) safranina, hematoxilina e orange G com adigdo de acido tanico e
cloreto férrico, ¢ 3) coloragdo quadrupla-triarca. Nas duas primeiras técnicas foi dificil

distinguir col6nias bacterianas das estruturas internas do nematdide. Na terceira técnica,



as colonias bacterianas, o conteido do corpo do nematdide e as células vegetais,
alteradas ou ndo pelo nematodide, apresentaram cores distintas. Desta forma, com a
coloracdo quadrupla -triarca foi possivel observar melhor as interacdes Pasteuria-
Meloidogyne-planta hospedeira.

Dentre as espécies vegetais estudadas, o maxixe foi considerado o pior
hospedeiro para a producdo de inoculo pois nele se encontraram células gigantes
anormais e prolongou o ciclo de vida da bactéria. A anatomia de células gigantes,
considerada de aspecto normal, assim como o desenvolvimento da bactéria, foram
semelhantes no camapu e no tomateiro, entretanto o ciclo de vida de P. penetrans foi
ligeiramente mais curto em tomate. O corte da parte aérea e suspensdo da irrigacdo
aceleraram o amadurecimento dos esporos de P. penetrans em todas as plantas, o tabaco

e o tomateiro se destacaram como os melhores hospedeiros para este fim.



ABSTRACT

RODRIGUES, Adriana Kister, M. S., Universidade Federal de Vigosa, August 2001.
Development of Pasteuria penetrans in Meloidogyne spp. parasitizing different
host plant species. Adviser: Leandro Grassi de Freitas. Commitee members:

Aristéa Alves Azevedo and Rosangela D’ Arc de Lima Oliveira.

Pasteuria penetrans is an obligate parasite of root-knot nematodes preventing
egg production by the female and reducing root penetration by the juvenile. Its spores
persist for many years in the soil, and due to efficacy and rusticity it is considered an
excellent biocontrol agent. The in vitro bacterial cultivation is not feasible yet, requiring
in vivo inoculum production in nematode-parasitized potted plants. In this work,
differences in the development of P. penetrans in Meloidogyne spp. parasitizing roots of
tomato (Lycopersicon esculentum), tobacco (Nicotiana tabacum), gherkin (Cucumis
anguria) and camapu (Physalis angulata), were evaluated by observing the body
contents of the paratized nematode females. Possible reasons for these differences, such
as changes in the giant cell morphology, were analysed by histopathology of infected
roots. The sporangial wall around the spore impairs its adhesion to the nematode cuticle,
therefore it is convenient to use some technique to disrupt it. Stress induction in its host
pant through removal of the aerial part and suspension of irrigation were tested to
promote rupturing of the sporangium and accelerate the spore development inside the
female.

Three histological staining techniques were compared for obtaining best contrast
in the microscopic observations: 1) the astra blue plus basic fuchsin, 2) safranin,
hematoxylin and orange G, with addition of tannic acid and iron chloride, and 3) the
triarch quadruple stain. The former two staining techniques did not permite distinctions
of bacterial colonies from the internal structures of the nematode, in the third techinique
the colors were clearly distinct among bacterial colonies, nematode body contents and
the plant cells, whether or not altered by the nematode. Therefore, the triarch quadruple

staining should be adopted for histopathological studies involving P. penetrans.



Gherkin was considered the worst among the tested hosts for inoculum
production because it presented abnormal giant cells and delayed the bacterial ife cycle.
The giant cells anatomy and the bacterium development were similar in tomato and
camapu root systems, but the P. penetrans life cicle was slightly shorter in tomato than
in gherkin. Removal of the aerial part and suppression of irrigation accelerated the
maturing of P. penetrans spores in all the plant species evaluated, with tobacco and

tomato providing better results than gherkin.



INTRODUCAO GERAL

Nematoides fitoparasitas causam perdas de producdo de 12% em média. O
nematdide das galhas, género Meloidogyne, é considerado o mais importante dos
nematoides fitoparasitas (Sasser & Freckman, 1987) pois sua extensa gama de
hospedeiros inclui mono e dicotiledoneas, e plantas herbaceas e lenhosas (Hussey,
1985). Apesar deste nematdide ser um fator limitante na produtividade agricola,
medidas de controle ainda sdo pouco eficientes e especificas. O uso de variedades
resistentes ¢ limitado devido a mistura de espécies no campo, e¢ a aplicagdo de
nematicidas ¢ pouco utilizada pois sdo pouco efetivos, caros ¢ muito toxicos. O controle
biologico possibilita o resgate do equilibrio populacional de nematdides no ecossistema
natural, a partir do uso de organismos antagonistas (Campos, 1992).

A bactéria Pasteuria penetrans que possui um grande potencial para o uso como
agente de controle bioldgico; ¢ parasita obrigatoria de fitonematodides, principalmente
do género Meloidogyne (Mankau, 1975; Stirling, 1984). Os seus efeitos ndo sdo tdo
rapidos como os apresentados pelos nematicidas, entretanto, o indculo desta bactéria
ndo precisa ser reaplicado a cada cultivo, tornando o seu uso mais econdmico. O seu
cultivo em meio de cultura ainda ndo ¢ possivel, sendo a sua producdo realizada com o
cultivo in vivo em nematoides ds galhas parasitando tomateiros, em vasos em casa de
vegetacdo (Stirling & Wachtel, 1980).

Para que a bactéria se desenvolva, ¢ necessario a adesdo de seus esporos
maduros a cuticula dos juvenis de segundo estadio de Meloidogyne spp. Pasteuria
penetrans pode reproduzir-se mais rapidamente em espécies vegetais que permitam
melhor multiplicagdo do nematdide das galhas. Diferengas na duracio do ciclo de vida

de P. penetrans em Meloidogyne javanica parasitando diferentes plantas hospedeiras ja



foram observadas por Gomes (1999), portanto a espécie vegetal ¢ importante para a
produgio de indculo da bactéria in vivo para posterior aplicagdo no campo.

O juvenil de segundo estddio do nematdide das galhas penetra as raizes do hospedeiro e
migra intercelularmente ag€ atingir o cilindro vascular (Wyss et al, 1992), onde se
desenvolve, induzindo a modificagdo das células do hospedeiro, formando um sitio de
alimentacdo com varias células gigantes multinucleadas (Huang, 1985; Pedrosa et al.,
1996). Estas células de alimentagdo sfio estruturas altamente especializadas, de alta
atividade metabolica, com a fungdo de fornecer nutrientes para o desenvolvimento e
reproducdo do nematdide (Hussey, 1985; Sijmons et al., 1994). O ciclo de vida de P.
penetrans € sincronizado com o do seu nematdide hospedeiro dentro do sistema
radicular (Dickson et al., 1994), assim, as células de alimentagdo atuam como células de
transferéncia, metabolizando os fotossintatos do hospedeiro e os transferem para o
nematoide parasitado (Pedrosa, et al., 1996). Estes fotossintatos talvez possuam os
nutrientes necessarios ao bom desenvolvimento da bactéria.

Na tentativa de entender por que algumas plantas hospedeiras de Meloidogyne spp.
permitem a multiplicacido da bactéria mais rapidamente e em maior quartidade, o
presente trabalho teve como objetivo a observacdo do desenvolvimento de P. penetrans
em M. javanica e em M. incognita em populacdes puras, ou em populacdo mista de
ambas, em diferentes espécies de plantas hospedeiras, do sitio de alimentagdo induzido
pelos nematodides e da relagdo destes fatores com a producdo e desenvolvimento de

esporos de P. penetrans.
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REVISAO DE LITERATURA

Nematoides fitoparasitas causam perdas de producdo de 12% em média, sendo
aproximadamente 9% em paises desenvolvidos e 15% nos paises em desenvolvimento.
As perdas excedem 21% em tomate, 15% em café e 14% em citrus (Sasser & Freckman,
1987). Sao estimadas perdas monetarias de 77 bilhdes de dolares por ano devido a
nematoides em 21 principais culturas, das quais, 15 sdo de subsisténcia. Caso todas as
culturas sejam consideradas, a estimativa excede 100 bilhdes de dolares anualmente
(Sasser & Freckman, 1987).

O género Meloidogyne ¢ considerado o mais importante dos nematoides
fitoparasitas (Sasser & Freckman, 1987) pois parasita mais de 2000 espécies de plantas.
Sua extensa gama de hospedeiros inclui mono e dicotiledoneas, e plantas herbaceas e
lenhosas  (Hussey, 1985). Apesar deste nematdide ser um fator limitante na
produtividade agricola, medidas de controle ainda sdo pouco eficientes e especificas.
Por exemplo, o uso de variedades resistentes ¢ limitado devido & mistura de espécies no
campo ¢ a dificuldade de se encontrar fontes de resisténcia para todas as culturas, ¢ a
aplicacdo de nematicidas ¢ pouco utilizada pois sdo pouco efetivos, caros e muito
toxicos. Como ¢ dificil eliminar totalmente os nematoides de uma area infestada, a
integracdo de técnicas de manejo ¢ a forma viavel para reduzir suas populacdes a niveis
abaixo daqueles que possam reduzir a produtividade e trazer grandes prejuizos ao
produtor, sem riscos de contaminacdo ao homem e ao meio ambiente. A pratica do
controle biologico insere-se perfeitamente dentro desta filosofia, tendo como base o uso
de organismos antagonistas para se resgatar o equilibrio populacional de nematdides no
ecossistema natural, em inteira consonancia com os demais organismos (Campos,

1992).



Microrganismos de ocorréncia natural no solo sfo responsaveis por intmeros
exemplos de controle biologico (Baker & Cook, 1974). Destes organismos, os mais
estudados sdo os fungos e as bactérias, e destas, Pasteuria penetrans & considerada
como a mais importante e promissora. Pasteuria penetrans Sayre & Starr ¢ um parasita
obrigatorio de fitonematéides, com grande potencial para o uso como agente de controle
biologico, principalmente do género Meloidogyne (Mankau, 1975; Stirling, 1984).
Estudos recentes tém mostrado resultados bastante animadores com o uso de P.
penetrans como agente de biocontrole de fitonematodides, destacando o seu modo de
acdo, que consiste em inibir a producdo de ovos pela fémea e reduzir a penetragdo dos
juvenis nas raizes. Este organismo ¢ muito resisterte & intempéries, como altas
temperaturas e seca, persistindo por anos no solo (Campos, 1992), ¢ indécuo ao homem e
a outros animais, além de ser compativel com outras praticas de manejo (Mankau, 1980;
Sayre & Starr, 1988), de facil disseminacdo e ampla dstribuicio, efetivo e pode ser
armazenado por longos periodos na forma de inoculo de pd de raiz. Tudo isto faz com
que o uso deste organismo seja muito desejado. Apesar dos seus efeitos ndo serem tdo
rapidos, o inéculo desta bactéria ndo tem que ser reaplicado a cada cultivo, tomando o
seu uso mais econdmico. Muitos campos onde a producdo agricola ja foi limitada por
nematoides das galhas encontram-se supressivos em funcio da presenca da bactéria
(Mankau, 1980; Stirling, 1981; Ciancio et al., 1991). Entretanto, o seu cultivo em meio
de cultura ainda nao ¢ possivel, sendo a sua producdo realizada em casa de vegetacdo
para aplicacdo em éareas de cultivos de grande valor econdmico (como olericolas,
omamentais ¢ medicinais), em cultivo protegido (estufas) ou de forma inoculativa em
areas com solo arenoso e irrigadas, onde o nematdide geralmente alcanca altos indices
populacionais.

Pasteuria spp. foi relatada pela primeira vez parasitando um nematdide por
Cobb em 1906, que a classificou como um esporozoario. Em 1940, Thome também a
classificou como protozoario, descrevendo-a como Duboscqgia penetrans; no entanto,
estudos ultraestruturais em microscopia eletronica, levaram Mankau (1975) a
reclassifica-la como um procarioto, mais precisamente, como um membro do género
Bacillus (Sturhan, 1985). A redescoberta de Pasteuria ramosa Metchnikoff 1888 por
Sayre et al. (1977) e suas similaridades morfologicas com Bacillus penetrans, sugeriram
que estas duas bactérias tivessem um relacionamento genérico em comum. Em 1985,
Sayre e Starr, designaram o organismo que parasitava Meloidogyne incognita como
Pasteuria penetrans. O termo P. penetrans ¢ empregado na bibliografia para designar a

bactéria com esporangio na forma de tigela invertida e esporos elipsoidais, parasitas do



nematdide das galhas, género Meloidogyne, e ndo apenas de M. incognita, a espécie de
onde foi retirado o isolado descrito primeiramente como Pasteuria penetrans (Stirling et
al., 1990; Hatz & Dickson, 1992; Chen et al., 1994; Weibelzahl-Fulton et al., 1996;
Chen et al, 1997). Portanto, P. penetrans deve ser empregado com o significado de
“membros do grupo P. penetrans” (Sayre & Starr, 1985; Sayre & Starr, 1988). Estudos
moleculares mostraram um relacionamento entre o género Pasteuria e membros dos
grupos Clostridium, Bacillus e Streptococcus, bactérias gram-positivas, € ndo muito
relacionadas com actinomycetes formadores de esporos (Atibalentja et al., 2000).

O ciclo de vida desta bactéria comega com o encontro e adesdo de seus esporos
ao juvenil de segundo estadio de Meloidogyne spp. (J2) quando este se movimenta no
solo & procura de raizes de plantas hospedeiras. Apds a penetragdo do J2 na raiz e
estabelecimento de seu sitio de alimentagdo, cada esporo de P. penetrans emite um tubo
germinativo que perfura a cuticula, hipoderme e células musculares, atingindo o
pseudoceloma onde forma microcolonias vegetativas (Fase I), na forma de couve-flor,
que proliferam pelo corpo do nematdide. Posteriormente, as microcolonias se
fragmentam (Fase II) e ocorre a esporulagio (Fase III), com a produgdo de
aproximadamente dois milhdes de esporos por fémea (Bird, 1986; Dickson et al., 1994),
os quais podem preencher completamente o corpo do nematoide (Figura 1). Os esporos
sdo liberados ap6s a morte e decomposicdo da fémea do nematdide e se dispersam
primariamente por percolagdo da agua e por movimentagdo do solo (Sturhan, 1985),
permanecendo viaveis no solo por muitos anos. Eles sdo resistentes a dessecac@o
(Stirling, 1984) e suportam bem temperaturas elevadas. O ciclo de vida da Pasteuria €
sincronizado com o do seu hospedeiro dentro do sistema radicular e sob condigdes
6timas de temperatura (cerca de 30°C) ele se completa em aproximadamente 30 dias
(Dickson et al., 1994). Nao ocorre desenvolvimento da bactéria abaixo de 17°C (Chen &
Dickson, 1997). A adesdo dos esporos, desenvolvimento e reproducdio de P. penetrans
infectando juvenis de M. javanica e M. arenaria aumentam com o aumento de
temperatura entre a faixa de 20 e 30 °C (Stirling, 1981; Stirling et al., 1990; Hatz &
Dicksan, 1992).

Os nematdides hospedeiros de Pasteuria spp. incluem aproximadamente 323
espécies de nematoides, em cerca de 116 géneros (Chen & Dickson, 1998). Estes
nematdides apresentam habitos alimentares diferentes e ciclos de vida que variam em
duragdo, apresentando fisiologia distinta em cada espécie. A pressio de selecdo

favorece a bactéria cuja fisiologia se assemelha 4 do seu nematdide hospedeiro. O
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Figura 1. Micrografia eletronica de varredura das fases do ciclo de vida de
Pasteuria penetrans.

relacionamento intimo que existe entre estas bactérias ¢ seus hospedeiros sugere que o
género Pasteuria contenha varias espécies (Sayre et al., 1991). Populacdes de campo de
P. penetrans sdo geneticamente heterogéneas, ¢ a sele¢do ocorre quando alguns esporos
que se aderem melhor a uma determinada populacdo do nematdide, resultam na
producdo de muitos esporos, que predominardo na proxima geracdo deste isolado
(Channer & Gowen, 1992). Subpopulacdes de esporos aderem-se em maior quantidade
& populagcdes de nematdides onde foram multiplicadas (Davies et al., 1994), porém,
isolados de P. penetrans podem aderir-se a diferentes populagdes, espécies e até mesmo
géneros de nematdides (Dickson et al, 1994). A especificidade quanto ao nematoide
hospedeiro varia entre populagdes ou isolados de P. penetrans e, provavelmente, é
resultado de diferencas em quantidade e tipos de proteinas na superficie dos esporos
(Davies et al, 1992). Segundo Davies & Danks (1993), carboidratos presentes na
superficie da cuticula do nematdide interagem com moléculas de N-acetylglucosamina

presentes na superficie dos esporos de P. penetrans, que por sua vez, estdo ligadas &



proteinas ou peptidoglicanos, que sdo extensdes da parede celular da bactéria. A adesdo
de esporos de P. penetrans a determinadas populagdes de nematdides das galhas e ndo a
outras tem grande importancia para o uso como agente de controle biologico (Freitas &
Carneiro, 2000). De acordo com Stirling (1985), o isolado de P. penetrans a ser usado
para o controle de determinada populagdo de nematdide das galhas, deve ser escolhido
de acordo com sua adesdo ao nematdide em questdo, dando preferéncia a isolados com
ampla gama de hospedeiros, uma vez que populagdes mistas de nematdides das galhas
ocorrem naturalmente no campo.

Tem sido dificil determinar a extensdo do papel de P. penetrans na supressao de
doencas causadas por nematdides, pois esta bactéria ainda ndo foi cultivada em meio de
cultura. A supressividade de um solo ocorre quando na presenca do patogeno, a doenga
nio se manifesta ou ndo € severa (Homsby, 1983). Stirling (1984) determinou que P.
penetrans era a responsavel pelo declinio de nematdides das galhas em campos de
cultivo de uva no sul da Australia. O autor adicionou nematdides em vasos com solo de
campo, em estado natural ou autoclavado, ¢ observou que o nematdide se multiplicou
muito mais em solo autoclavado do que em solo natural, ¢ que a autoclavagem inativou
P. penetrans. Chen (1994) determinou que autoclavando solo por 4 minutos’kg de solo,
elimina a maioria dos fungos de solo, mas ndo P. penetrans; mostrando a utilidade da
técnica na separacdo dos efeitos de fungos nematdfagos e P. penetrans no controle de
nematoides. Um isolado de P. penetrans, obtido em uma fazenda de producdo de
amendoim, foi introduzido em solo ndo supressivo ao nematdide das galhas na Fazenda
Experimental da Universidade da Florida no verfio de 1987, para estudos de
microparcelas, verificando-se que ao final de trés anos, o solo tornou-se supressivo a
este nematoide (Oostendorp et al., 1991). Meloidogyne javanica ¢ M. incognita raga 1,
também tiveram seu desenvolvimento inibido num campo de fumo, a 300m de distancia
da area em que o isolado foi introduzido, sugerindo assim ser a bactéria P. penetrans a
causa primaria da supressdo de ambos nematdides (Chen, 1994; WeibelzahtFulton et
al., 1996).

A distribuicdo ¢ o niimero de esporos de P. penetrans no solo, a atividade ¢ a
idade do nematéide alvo, o regime de irrigacdo que favorega maior reprodugdo do
nematdide e, portanto, da bactéria sdo considerados fatores importantes no sucesso do
controle biologico de Meloidogyne spp. (Davies et al., 1991). Esporos aderidos ao
nematdide podem evitar que ele penetre no sistema radicular do hospedeiro. Segundo
Mankau & Prasad (1977), juvenis de M. incognita, M. javanica e M. arenaria t€m seu

movimento comprometido quando mais de trés esporos encontramse aderidos a



cuticula. Reducfo significativa na penetracio de raizes de tomateiro por juvenis de M.
incognita infectados por P. penetrans foi observad por Brown & Smart (1985) quando
os J2 tinham, em média, 15 esporos aderidos a cuticula. Portanto, um dos fatores mais
importantes a serem considerados neste método de controle ¢ o numero de esporos
aderidos ao nematdide (Rao et al, 1997). Nao ha dados concretos do papel desta
variavel sobre a reducdo da penetragdo e a reprodugdo do nematdide. Davies et al.
(1988) reportaram que a invasdo das raizes de tomateiro por Meloidogyne foi reduzida
em aproximadamente 86% quando os juvenis foram inoculados no solo em alta
densidade populacional (1.000 ou 3.000 juvenis/planta) veiculando quinze ou mais
esporos. Stirling (1984) considerou necessaria a adesdo de mais de cinco esporos por
nematoide para assegurar 90% de fémeas infectadas. No trabalho realizado por Rao et
al. (1997), 64% das fémeas apresentavam-se infectadas quando oito a doze esporos
eram aderidos ao juvenil. Entretanto, sem a sua produgdo em meio de cultura, o uso
como nematicida biologico ¢ limitado, mas a associagdo deste organismo, em manejo
integrado de nematdides, faz com que sua agdo se potencialize com o tempo, até que o
solo se torne supressivo.

Algumas espécies vegetais, como Lycopersicon esculentum (Bird, 1959, 1986;
Starr, 1993), Lactuca sativa e Vicia faba (Starr, 1993), Nicotiana tabacum e Physalis
sp. (Gomes et al, 1999) permitem estabelecer melhor desenvolvimento ¢ maior
reproducdo de Meloidogyne. Este se desenvolve em diferentes velocidades dependendo
da temperatura (Bird, 1986). Se esta estiver proxima do 6timo (30 °C), acarreta um
mehor desenvolvimento e maior producdo de esporos de P. penetrans (Stirling, 1981)
nos nematdides parasitas destas plantas.

As investigagdes da histologia, citoquimica e ultra-estrutura do sitio de
alimentacdo ¢ do tecido radicular adjacente tm contribuido para aprofundar os
conhecimentos na dindmica da interacdo entre planta hospedeira e nematdide parasita.
Tais estudos encontram-se revisados para nematodides formadores de galhas e demais
endoparasitas  (Dropkin, 1969; Bird, 1974; Endo, 1975). No Brasil, estudos
histopatologicos de nematodides parasitas de plantas sdo escassos, reportando-se
principalmente ao género Meloidogyne (Mendes et al, 1977, 1978). Em estudos de
histopatologia, realizados por Fawole (1988), os resultados da infeccdo artificial de
Meloidogyne incognita em inhame e tomateiro indicam que o juvenil se move
intercelularmente, alcancando o cilindro vascular e estabelecendo sitios de alimentagao.
Células gigantes na planta sdo induzidas pelo nematdide, possuem citoplasma denso e

apresentam-se multinucleadas em inhame, enquanto que, em tomateiro, apenas um



nucleo é formado. Os ovos usualmente circundam o tecido necrosado, sendo as necroses
associadas com massas gelatinosas. Juvenis sdo observados em células adjacentes
circundando o tecido necrotico. Stender et al. (1986) observaram, em raizes de
tomateiro, células gigantes tipicas circundando a cabeca do nematdide Meloidogyne
javanica, caracterizadas por denso citoplasma, muitos nucleos dilatados e nucléolos
proeminentes, paredes celulares espessas e xilema deformado nas adjacéncias.
Mojtahedi et al. (1988), estudando mudangas histologicas em alfafa (Medicago sativa
cv. Thor) induzidas por diferentes racas de M. chitwoodi ¢ M. hapla, mostraram que
juvenis de segundo estadio (J2) de M. chitwoodi raga 1 ficam imobilizados no cilindro
vascular e a regido em torno do tecido, localizada ao redor do corpo do nematoide, ficou
escurecida apés ser corada com safranina, indicando mudancas na histoquimica do
hospedeiro. A alteragdo da cor dos tecidos de raizes ¢ comum quando estas sdo
invadidas por M. chitwoodi racas 1 e 2, mas ndo em raizes invadidas por M. hapla.
Alguns J2 de M. chitwoodi raga 1 iniciam a formacdo de pequenas c€lulas gigantes, com
produgdo de poucos ovos.

Cada planta hospedeira, resistente ou suscetivel, resulta numa série de eventos,
que sdo facilmente divididos em estadios pré e pdsinfeccionais. Tais eventos podem ou
nao levar ao estabelecimento da doenca. Resisténcia ¢ a inibi¢do ou auséncia do
desenvolvimento da doenga na planta na presenca do agente patogénico (Veech, 1981).
Estudos indicam alfafa (Medicago sativa L.) como ma hospedeira a Meloidogyne
(O’Bannon et al., 1982), sendo recomendada em rotagdo de cultura para reducao de
populagdes de nematoides, pois este penetra no sistema radicular da planta, ndo ¢ capaz
de induzir a formagdo de células gigantes e morre, ou sai da raiz, apés a penetragao
(Mojtahedi et al., 1988). Assim, uma forma de se avaliar o desenvolvimento insuficiente
de Meloidogyne na planta hospedeira e, talvez uma forma de se detectar um hospedeiro
inadequado para a producio de esporos de Pasteuria penetrans é a avaliacio da

capacidade do nematoide de induzir a formagao de células gigantes.
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Técnicas de Coloraciao para Diferenciacio de Pasteuria penetrans e

Meloidogyne spp. em Raizes de Tomateiro '

ADRIANA KISTER RODRIGUES>*, LEANDRO GRASSI DE
FREITAS? & ARISTEA ALVES AZEVEDO’

RESUMO

Rodrigues, A. K.; L. G. Freitas & A. A. Azevedo. 2000. Técnicas de coloragdo
diferencial entre Pasteuria penetrans e Meloidogyne spp. em raizes de tomateiro.

Nematologia Brasileira.

Para avaliar o desenvolvimento de Pasteuria penetrans em Meloidogyne spp.
parasitando plantas de espécies hospedeiras diferentes e as alteragdes causadas pelo
nematoide nas células destas plantas foram testadas técnicas de coloragdo conhecidas e
introduzidas adaptacdes que facilitassem as observagdes microscopicas: 1) azul de astra
e fucsina basica, 2) safranina, hematoxilina ¢ orange G, com adi¢do de acido tinico e
cloreto férrico, e 3) coloraco quadrupla-triarca. Com as duas primeiras técnicas foi
dificil distinguir col6nias bacterianas das estruturas internas do nematdide. Na terceira,
as colonias bacterianas, o conteido do corpo do nematdide e as células vegetais,
alteradas ou ndo pelo nematdide, apresentaram cores distintas. Desta forma, a coloragdo
quadrupla-triarca foi a mais indicada para estudos histologicos de interagdes Pasteuria-

Meloidogyne-planta hospedeira.
Palavras-chave: Meloidogyne, Pasteuria penetrans, coloragdo, tomateiro.

SUMMARY



Rodrigues, A. K.; L. G. Freitas & A. A. Azevedo. 2000. Tecniques of differencial

staining between Pasteuria penetrans and Meloidogyne spp. in tomato roots.

Nematologia Brasileira.

To evaluate the development of Pasteuria penetrans in Meloidogyne spp.
parasitizing distinct host plant species and the consequent histological changes in the
plant cells, three staining techniques with modifications were compared in order to
facilitate the microscopic observations: 1) astra blue and basic fuchsin stain, 2) safranin,
hematoxylin and orange G, with addition of tannic acid and iron chloride, and 3) triarch
quadruple stain. Bacterial colonies were indistinguishable from the internal structures of
the nematode when using the first and second staining techniques, but colors were
clearly distinct among bacterial colonies, nematode body contents and the plant cells,
whether or not altered by the nematode, when the third stain technique was used.
Therefore, the triarch quadruple staining should be adopted for histopathological studies

involving P. penetrans.

Key Words: Meloidogyne, Pasteuria penetrans, coloration, tomato.
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INTRODUCAO

Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr ¢ uma bactéria formadora de
esporos, considerada um dos mais promissores agentes para controle biologico de
nematodides do género Meloidogyne, popularmente conhecidos como os nematodides das
galhas (Dickson et al., 1994; Stirling, 1984). Esta bactéria ¢ parasita obrigatorio de
nematdides ¢ como a sua producdo por cultivo in vitro ainda ndo ¢ satisfatoria (Willians
et al., 1989), a sua multiplicagdo para ser usada como indculo no campo requer o cultivo

in vivo, em nematéides parasitando plantas em vasos (Stirling & Wachtel, 1980).



Gomes et al. (1999) observaram que o nimero de esporos de P. penetrans produzidos
por planta hospedeira ¢ o numero de dias que os esporos necessitam para ficarem
maduros dependem da espécie vegetal utilizada como planta hospedeira. Para
compreender melhor esses fatores observou-se em cortes histologicos o
desenvolvimento da bactéria, do nematdide ¢ a morfologia de células gigantes. Estas
investigacdes requerem métodos de coloragdo que facilitem as observagdes (Daykin &
Hussey, 1985), fornecendo mais detalhes e contraste de cores nos cortes histologicos.
Em estudos histologicos de plantas, varias técnicas de coloragdo sdo usadas
combinando-se, em geral, dois ou mais corantes: fucsina e azul de astra; safranina e fast
green; hematoxilina e safranina; hematoxilina, safranina e orange G, dentre outras. O
azul de astra apresenta afinidade por paredes celulares celulosicas e citoplasma; a
fucsina basica tem afinidade por paredes celulares lignificadas, suberificadas e
cutinizadas (Kraus & Arduin, 1997). O é&cido tanico e o cloreto férrico reagem com a
parede celulésica, aumentando o contraste de paredes finas; a safranina possui grande
afinidade por paredes celulares lignificadas sendo também usada para corar proteinas,
nucleos (Lillie, 1990) e paredes suberificadas; o fast green apresenta maior afinidade
por paredes celulares celulosicas e citoplasma (Lillie, 1990); a hematoxilina ¢ usada
para coloragdes em geral (Lillie, 1990), cora parede celuldsica, lamela média, plastideos
e mnucleos; e o orange G que apresenta maior afinidade por componentes
citoplasmaticos. A coloragdo quadrupla-triarca (Hagquist, 1974) tem sido usada para
corar raizes com nematdides (Daykin & Hussey, 1985) e envolve a utilizagdo de
safranina, cristal violeta, orange G e fast green. O cristal violeta ¢ usado para corar
bactérias em técnicas de gram (Lillie, 1990) e também apresenta afinidade por paredes
celulares lignificadas e cutinizadas (Kraus & Arduin, 1997), nticleos e plastideos.

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um método de coloragdo
apropriado para a distingdo dos esporos da bactéria Pasteuria penetrans e de seus
estaddios de desenvolvimento no interior do nematdide, ¢ para a observacdo das

alteragdes nas células da planta hospedeira.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas plantas de tomate (Lycopersicon esculentum), grupo Santa
Cruz, para multiplicagdo de Meloidogyne spp. infectados por Pasteuria penetrans, em
copos plasticos de 500ml com mistura solo e areia (1:2), previamente tratada com

brometo de metila, ¢ mantidas em camara de crescimento a 26°C. O isolado de P.



penetrans foi multiplicado parasitando M. javanica em tomateiros mantidos em casa de
vegatacdo do Departamento de Fitopatologia da UFV. As raizes foram cuidadosamente
lavadas em 4gua corrente para que ndo ocorressem ferimentos e desalojamento de
fémeas. Raizes com galhas foram seccionadas em pequenas amostras e fixadas em
FAAs) (Johansen, 1940) por 24 horas. Em seguida, iniciowse o processo de
desidratagdo etilica-butilica, utilizando-se a técnica de Johansen (1940). O corante
eritrosina foi adicionado na primeira transferéncia para alcool etilico absoluto (AE) para
que se pudesse visualizar o material apoés a inclusio em parafina. Na ultima
transferéncia para alcool butilico terciario puro (TBA), apds 40 minutos de permanéncia
neste alcool, foi adicionado igual volume de parafina fundida, e se aguardou a
temperatura ambiente por uma noite. No dia seguinte, este volume foi substituido por
parafina pura e deixado em estufa a 68°C por 1 hora, com repeticdo da troca, ¢ deixado
por mais 1 hora na estufa. Em seguida, o material foi emblocado com o uso de formas
apropriadas, em mistura de parafina (92%) + cera de abelha fundida (8%) e deixowse
esfriar sobre placa de gelo até solidificagdo do bloco. Os blocos solidificados foram
armazenados em geladeira até a utilizagdo.

Foram obtidos cortes transversais de raizes, com 12 a 15 pm de espessura, em
microtomo rotativo. Os cortes foram afixados & laminas com adesivo de Haupt. Apds
secagem a temperatura ambiente, procedeu-se a desparafinizacdo e coloragdo, conforme
as técnicas descritas a seguir. Modificagdes de procedimento foram feitas quando os
resultados de etapas das técnicas originais ndo foram satisfatorios.

A primeira técnica testada, utiliza azul de astra e fucsina basica (Roeser, 1972).
Iniciowrse com a desparafinacdo dos cortes, colocando-se as laminas em xileno durante
10 minutos por duas vezes, seguindo-se a passagem em xileno-etanol 3:1, 1:1, ¢ 1:3
(v/v) (Johansen, 1940), por 10 minutos em cada solucdo. As laminas contendo os cortes
foram hidratadas em série etandlica decrescente (Johansen, 1940), deixando-se por 10
minutos em cada solugdo. Imergiramse as laminas em fucsina basica, por 24 horas, ¢
azul de astra (Kropp, 1972), por 3 a 5 minutos. Apds coloragdo, as laminas foram
desidratadas em série etandlica, em modificacdo da série isopropanolica, depois as
passaram em etanokxileno 3:1, 1:1 e 1:3 (v/v). Estas duas tultimas etapas sdo de
passagens rapidas para o material ndo perder a cor.

A segunda técnica de coloracdo testada utiliza safranina, hematoxilina e orange
G (Foster, 1934), usando-se acido tanico e cloreto férrico para acentuar o contraste da
parede celular. Procedeu-se a desparafinacdo e hidratagdo, e apos o uso de cloreto

férrico a 3% e do acido tanico a 1%, e lavagem em agua, o material foi corado em



hematoxilina por 15 minutos, ¢ lavado em agua destilada por trés vezes para remogdo
do excesso de corante. Passou-se em etanol 50% e corou-se com safranina 1% em
etanol 50%, por 20 minutos. Apoés a desidratacdo em série etandlica crescente,
procedeu-se acoloracdo com orange G, por 2 minutos, antes do etanol 100%.

A terceira técnica testada foi a coloragdo quadrmpla-triarca, proposta por
Hagquist, 1974 (Daykin & Hussey, 1985). Os cortes foram desparafinados e passados
em xileno-etanol 100% 1:1 (v/v) por 5 a 10 minutos. Hidrataramse e coraram-se 0s
cortes com safranina O a 1% em etanol 50% por 15 a 25 minutos. Coraram-se em
seguida, com cristal violeta 1%, por 2 a 5 minutos. A seguir, os cortes foram corados
com orange G (135 ml) + fast green (15 ml), 3 a 8 minutos; orange G (145 ml) + fast
green (5 ml), orange G (148 ml) + fast green (2 ml), e em orange G por 2 a 5 minutos.

Os cortes prontos foram montados com balsamo do canadd, cobertos com
laminula e deixados para secar em estufa a 42°C. As fotomicrografias foram obtidas em
microscopio de luz Olympus AX 70, com sistema U-photo utilizando-se filme Kodak
Gold 100 ASA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na coloragdo com azul de astra e fucsina basica e com safranina, hematoxilina e
orange G, observou-se um escurecimento das colonias bacterianas quando comparado
com o corpo do nematdide hospedeiro e células vegetais, sendo que, em ambas as
técnicas a cor das estruturas bacterianas ndo diferiu da cor do conteido do corpo do
nematdide hospedeiro (Figuras 1, 2, 3 e 4). A fucsina tem afinidade por paredes
celulares lignificadas e suberificadas, ¢ no caso do material em estudo foram necessarias
24 horas para coloragdo das estruturas, em modificagdo dos 15 min. proposto Roeser
(1972), pois com menos de 24 h, as estruturas ndo ficam coradas de maneira adequada.
O corante evidenciou o citoplasma, os nicleos de células gigantes, todo o corpo do
nematdide, e também colonias bacterianas. O azul de astra apresenta afinidade por
paredes celuldsicas, sendo 3 min. suficientes para corar estas estruturas (Figs. 1 e 2). Na
coloracdo com safranina, hematoxilina e orange G, usando-se acido tanico e cloreto
férrico, a intensidade de cor da bactéria foi bem mais acentuada do que na coloragdo
com azul de astra e fucsina, porém ainda com a mesma cor do corpo do nematodide,
células de alimentacdo (c€lulas gigantes) e outras células vegetais. A hematoxilina por
apresentar afinidade por tecidos em geral, corou todos os constituintes celulares, células

gigantes, nematdide e colonias bacterianas, inibindo a coloragdo por safranina e orange



G, ficando todos os cortes com coloragdo roxa, e as paredes celulares ficaram
escurecidas em fungio da reagio com 4cido tinico e cloreto férrico (Figs. 3 e 4). E
possivel que os tempos de coloracdo ndo tenham sido adequados.

Na coloragdo quadrupla-triarca, notou-se a distingdo nitida de cores entre as
colonias bacterianas, coradas pelo cristal violeta, e o conteudo do corpo de seu
hospedeiro. As células de alimentacdo do nematdide ¢ as células da raiz ficaram bem
distintas entre si em raz3o da coloragdo pelo fast green (Fig. 5). Foi necessario aumentar
o tempo de permanércia na solugdo corante para maior distingdo das estruturas. Com a
utilizacdo desta técnica, pode-se realizar, mais facilmente, estudos do desenvolvimento
de P. penetrans que incluem a distingdo e classificagdo das diferentes fases do
desenvolvimento vegetativo e esporulacdo desta (Fig. 6), assim como estudos da
interacdo entre bactéria e nematodide, infectando diferentes plantas hospedeiras, através
da observacdo de mudancas na anatomia das células da planta. Portanto, para a
coloracdo de cortes histologicos de raizes com nematdides do gé€nero Meloidogyne
parasitados por P. penetrans, a técnica de coloragdo quadrupla-triarca apresentou os

melhores resultados.
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CAPITULO 2

Desenvolvimento de Pasteuria penetrans em Meloidogyne spp.

Parasitando Diferentes Espécies Vegetais1

ADRIANA KISTER RODRIGUES™, LEANDRO GRASSI DE
FREITAS? & ARISTEA ALVES AZEVEDO’

RESUMO

Rodrigues, A. K., L. G. Freitas & A. A. Azevedo. 2001. Desenvolvimento de Pasteuria
penetrans em Meloidogyne spp. parasitando diferentes espécies vegetais. Nematologia

Brasileira.

A bactéria Pasteuria penetrans ¢ um parasita obrigatorio do nematdide das
galhas e produz esporos que persistem por anos no solo. A sua producdo por cultivo in
vitro ainda € inviavel e a produgdo de indculo requer o seu cultivo in vivo em
nematoides parasitando plantas em vasos. Neste trabalho buscou-se, por meio do estudo
histologico de raizes, averiguar diferengas no desenvolvimento de Pasteuria penetrans
em Meloidogyne spp. parasitando raizes de tomateiro (Lycopersicon esculentum),
maxixe Cucumis anguria) e camapu (Physalis angulata), e possiveis razdes para estas
diferencas, como forma e tamanho de células gigantes e das fémeas do nematdide. O
maxixe foi o pior dentre os hospedeiros em teste para a produgdo de indculo e
apresentou células gigantes anormais. A estrutura das células gigantes assim como o
desenvolvimento da bactéria foram semelhantes no camapu € no tomate, entretanto o

ciclo de vida de P. penetrans foi ligeiramente mais curto no tomateiro.

Palavras-chave: Meloidogyne javanica, M. incognita , Pasteuria penetrans, coloragao,

microscopia, plantas hospedeiras.



SUMMARY

Rodrigues, A. K., L. G. Freitas & A. A. Azevedo. 2001. Development of Pasteuria
penetrans i Meloidogyne spp. parasitizing different host plants. Nematologia

Brasileira.

The bacterium Pasteuria penetrans is an obligate parasite of root-knot
nematodes and produces spores that persist in soil for many years. At present the in
vitro cultivation is not feasible, therefore the inoculum production requires in vivo
cultivation, inside nematodes parasitizing potted plants. In this work, differences in the
development of Pasteuria penetrans in Meloidogyne spp. parasitizing roots of tomato
(Lycopersicon esculentum), gherkin (Cucumis anguria) and camapu (Physalis
angulata), were evaluated by histopathology of infected roots. Possible reasons for
these differences, such as change in the giant cells or nematode females, were analyzed.
The gherkin was the worst host for inoculum production and presented abnormal giant
cells. The anatomy of giant cells and the bacterium development were similar in tomato
and camapu root systems, but the P. penetrans life cicle was slightly shorter in tomato

than in camapu.

Key words: Meloidogyne javanica, M. incognita, Pasteuria penetrans, coloration,

microscopy, host plants.
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INTRODUCAO

As perdas na produtividade agricola atribuidas a nematdides sdo estimadas em
cerca de 100 bilhdes de dolares anualmente (Sasser & Freckman, 1987). Medidas de
controle deste nematdide ainda sdo pouco eficientes, como o uso de variedades
resistentes, devido a mistura de espécies no campo, e a aplicacdo de nematicidas. Estes
sdo caros, pouco eficientes e muito toxicos. Varios nematicidas ja foram retirados do
mercado devido aos seus efeitos nocivos ao ecossistema, a persisténcia no solo e a

contaminagdo do lengol fredtico. Esforgos tém sido concentrados na integracdo de



agentes de controle biologico e outras estratégias de controle de nematdides (Jatala,
1985). Com o controle biologico, ha possibilidade de se resgatar o equilibrio
populacional de nematdides no ecossistema natural e reduzir danos econdmicos, em
consonancia com os organismos e usudrios do ecossistema agricola (Campos, 1992).

Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr € um parasita obrigatério do
nematdide das galhas, que previne a produgdo de ovos pela fémea e impede a
penetracdo dos juvenis nas raizes. Os esporos desta bactéria sdo muito resistentes as
intempéries e persistem por anos no solo (Campos, 1992). Entretanto, sua producdo por
cultivo in vitro ainda ¢é inviavel (Willians et al,, 1989) e a produgdo de indculo requer o
seu cultivo in vivo em nematdides parasitando plantas em vasos (Stirling & Wachtel,
1980).

Para ocorrer o parasitismo, ¢ necessario a adesdo dos esporos de P. penetrans a
cuticula dos juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp., € quando o esporo
estd maduro e envolto pelo esporangio (fase 1V), a ades@o ¢ prejudicada e pode reduzir a
eficiéncia do inéculo bacteriano na forma de suspensdo de esporos (O’Brien, 1980;
Stirling et al, 1986). Algumas técnicas podem ser utilizadas para o rompimento do
esporangio, como o ftratamento em ultra-som (Stirling et al., 1986; Davies et al., 1988),
ou incubacdo em agua destilada (O’Brien, 1980), tornando os esporos aptos a adesdo,
totalmente maduros (fase V). Entretanto, a obtengdo de esporos sem esporangios, o que
ocorre no final do ciclo da bactéria, talvez possa ocorrer em menor periodo de tempo
numa espécie vegetal que permita uma melhor multiplicacdo do nematdide das galhas.
Diferencas na duragdo do ciclo de vida de Pasteuria penetrans em Meloidogyne
javanica parasitando diferentes hospedeiros ja foram observadas (Gomes, 1999), sendo
a espécie vegetal importante para a producdo de indculo da bactéria in vivo para
posterior aplicagdo no campo. Observou-se que o maxixe foi um mau hospedeiro e que
0 tomateiro € o camapu se comportaram como bons hospedeiros de M. javanica
parasitado por P. penetrans (Gomes, 1999).

O juvenil (J2) penetra as raizes do hospedeiro susceptivel ¢ migra intercelularmente até
atingir o protoxilema no cilindro vascular (Wyss, et al, 1992), onde se desenvolve,
induzindo a modificagdo das células do hospedeiro, formando um sitio de alimentagdo
com varias células gigantes multinucleadas (Huang, 1985; Pedrosa et al., 1996). Estas
células de alimentacdo sdo estruturas altamente especializadas com a fungdo de fornecer
nutrientes para o desenvolvimento ¢ reproducdo do parasita (Hussey, 1985; Sijmons et
al,, 1994). S3o maiores que as c€lulas normais da planta, com muitos nucleos, paredes

finas e citoplasma denso com muitas organelas (Bird, 1974). Sdo de alta atividade



metabodlica, atuando como células de transferéncia, metabolizando os fotossintatos do
hospedeiro para serem consumidos pelo nematoide (Pedrosa, et al., 1996).

O presente trabalho teve como objetivo a observagdo do desenvolvimento de P.
penetrans em M. javanica e em M. incognita em populacdes puras, ou em populagdo
mista de ambas, em diferentes espécies de plantas hospedeiras, do sitio de alimentagdo
induzido pelos nematéides e da relagdo destes fatores com a produgdo e

desenvolvimento de esporos de P. penetrans.

MATERIAL E METODOS

1) Efeito da espécie de Meloidogyne e da planta hospedeira na maturacio de P.

penetrans

Foram utilizadas as espécies Meloidogyne javanica e M. incognita, multiplicadas
separadamente em tomateiros em casa de vegetacdo, e os hospedeiros tomateiro
(Lycopersicon esculentum grupo Santa Cruz), maxixe (Cucumis anguria) € camapu
(Physalis angulata L.), para se verificar mediante exames histologicos, em microscopia
de luz, possiveis diferencas no desenvolvimento de Pasteuria penetrans. Dentre estas
plantas, o tomateiro foi escolhido como hospedeiro-padrdo pois ja ¢ utilizado para a
multiplicagdo in vivo de P. penetrans (Stirling & Wachtel, 1980), o maxixe foi usado
como mau hospedeiro € o camapu como bom hospedeiro alternativo ao tomateiro
(Gomes, 1999). Sementes destas plantas, foram semeadas diretamente em copos
plasticos de 500ml com mistura solo e areia (1:2), previamente tratada com brometo de
metila. Foi utilizado um isolado de Pasteuria penetrans, que apesar de ter sido obtido de
fémeas de M. arenaria raga 1, multiplica-se bem em M. javanica ¢ M. incognita . Este
isolado foi multiplicado e mantido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia da UFV, parasitando M. javanica em tomateiro do grupo Santa Cruz.
Esporos de P. penetrans foram obtidos a partir de fémeas retiradas inteiras de dentro de
galhas de raizes e posteriormente esmagadas em dagua destilada. Os esporos em
suspensdo foram submetidos ao ultra-som (Stirling et al., 1986; Davies et al., 1988) em
um processador ultrasénico Cole Parmer de 70-watts para promover o rompimento do
esporangio e facilitar a adesdo ao nematodide. A suspensdo de esporos foi ajustada em
hemacitdmetro para 10° esporos/ml. A adesio dos esporos aos juvenis de segundo
estddio (J2) foi realizada em agitador orbital, at¢é que cerca de 80% dos juvenis

apresentassem de cinco a quinze esporos aderidos a sua cuticula (Giannakou et al.,



1999). As plantas quando apresentaram cerca de 10 cm de altura foram inoculadas com
uma suspensdo de nematdides e bactérias, na propor¢do de 800 J2/planta, depositada em
quatro orificios no solo, ao redor da planta. Os tratamentos se constituiram de
inoculagoes com diferentes suspensdes de nematoides, sendo que a primeira constou de
nematoides da espécie M. incognita (M), a segunda consistiu na mistura de duas
espécies, 50% de M. javanica e 50% de M. incognita (MJ + MI), e a terceira de
nematdides da espécie M. javanica (MJ). Utilizaramse trés tratamentos por espécie
vegetal e quatro repeticdes, totalizando 36 plantas, que foram mantidas em camara de
crescimento a 26°C para prolongar o ciclo da bactéria. Estas plantas foram irrigadas e
adubadas com macro e micronutrientes. A avaliacdo foi realizada 67 dias apds a

inoculag?o.

2) Ciclo de vida de P. penetrans em diferentes espécies hospedeiras de Meloidogyne

Foi usada neste ensaio uma populagdo mista de Meloidogyne incognita ¢ M.
javanica, de aproximadamente 50% de cada espécie, multiplicadas em tomateiros em
casa de vegetacdo. Tomateiro, maxixe e camapu foram escolhidos para se verificar
possiveis  diferencas no desenvolvimento de Pasteuria penetrans parasitando
Meloidogyne spp., mediante visualizagdo em microscopia de luz. Sementes desses
hospedeiros foram semeadas em copos plasticos de 500ml com mistura solo e areia
(1:2), previamente tratada com brometo de metila. Foram retiradas 20 fémeas
infectadas, das raizes de duas plantas de cada espécie vegetal, em cada uma das 12
avaliacoes. Estas 72 plantas foram irrigadas e adubadas periodicamente com macro e
micronutrientes.

Foi utilizado o mesmo isolado de Pasteuria penetrans do experimento anterior, ¢
submetido & mesmas técnicas de rompimento do esporingio e adesio ao corpo do
nematodide; e uma suspensdo de J2 de M. javanica e M. incognita , na mesma proporgao.
Cada planta foi inoculada quando apresentava cerca de 10 cm de altura, com uma
suspensdo de 800 J2 com esporos, espalhada em quatro orificios no solo, cerca de 1 cm,
ao redor da planta. Os hospedeiros foram mantidos em camara de crescimento sob
temperatura controlada de 26°C, para que o ciclo de vida de P. penetrans se prolongasse
e fosse possivel determinar mudancas de estddios predominantes no decorrer das
avaliagdes. A partir dos 25 dias apds a inoculagao (DAI), o sistema radicular com galhas

de cada espécie vegetal foi colhido, a cada 7 dias, para obter as fémeas infectadas.



Em cada data de avaliagdo, por¢cdes de raizes com galhas foram destacadas ao
acaso do sistema radicular. Destas galhas, retiraram-se, com estilete metalico, fémeas de
Meloidogyne spp. infectadas pela bactéria. Em cada amostra coletada, dez fémeas
infectadas tiveram seu conteido classificado, com relacdo aos estadios de vida
predominantes da bactéria em questdo. As fémeas foram montadas em lactofenol
contendo azul de algoddo, e esmagadas ao se pressionar a laminula sobre a lamina de
microscopia, para que a cuticula fosse rompida. Os estddios de desenvolvimento de P.
penetrans foram baseados nos dados de Williams (1960), Sayre & Starr (1985), Hatz &
Dickson (1992), Chen et al. (1997) e Serracin et al. (1997). A classificagdo em fases
baseou-se no estddio predominante, isto ¢, quando mais de 50% das estruturas
bacterianas no interior de cada nematdide estivesse em uma das seguintes fases: 1)
estadio vegetativo inicial — colonias com formas esféricas ¢ sem engrossamento das
extremidades do micélio; 2) estddio de diferenciagdo — engrossamento das extremidades
do micélio e fragmentagdo das colonias; 3) estadio de esporulagdo — extremidades
dilatadas se destacam das colonias e apresentam formato de losango; 4) estadio de
maturacao — esporos elipsdides livres e com parede esporangial claramente visivel, 5)
estddio de esporo maduro — esporo completamente formado e livre do esporangio
(Figura 1). Os estadios de vida foram determinados, mediante o exame do conteudo do
corpo da fémea, ao microscopio de luz (objetiva de 40x); fotomicrografados e
registrados em filme fotografico Kodak Gold 100 ASA, em microscopio Olympus AX

70 com sistema U-Photo.



Figura 1. Fases de desenvolvimento de Pasteuria penetrans. 1) estadio vegetativo
inicial  (desenvolvimento  micelial); 2) fragmentacdio da colonia; 3)
esporulagdo (formagdo do esporo); 4) maturagdo do esporo (envolto pelo
esporangio); 5) esporo maduro (livre do esporangio). esp = esporo; fps =
fibras parasporais; exp = exdsporo; epg = esporangio; mub = ntcleo

bacteriano; par = parede do esporo.

Por¢des com galhas foram retiradas das raizes, cuidadosamente lavadas em agua
corrente para que nao ocorressem ferimentos ¢ desalojamento de fémeas, ¢ fixadas em
FAAs) (Johansen, 1940) por 24 horas. Em seguida foi iniciado o processo de
desidratacdo em série etilico-butilica (Johansen, 1940). O corante eritrosina foi
adicionado na primeira transferéncia para alcool etilico absoluto (AE) para que se
pudesse visualizar o material ap6s a inclusdo em parafina. Na ultima transferéncia para
alcool butilico terciario puro (TBA), apdés 40 minutos de permanéncia neste alcool, foi
adicionado igual volume de parafina fundida, mantendo-se a temperatura ambiente por
uma noite. No dia seguinte, este volume foi substituido por parafina pura e deixado em
estufa a 68°C por 1 hora, com repeticdo da troca, e deixado por mais 1 hora na estufa.
Em seguida, o material foi emblocado com o uso de formas apropriadas, em mistura de

parafina (92%) + cera de abelha fundida (8%), deixando-se esfiiar sobre placa de gelo



até solidificagdo do bloco. Os blocos solidificados foram armazenados em geladeira até
a sua utilizagdo.

Cortes transversais de raizes, com 12 a 15 pm de espessura, foram preparados
em microtomo rotativo, ¢ a seguir depositados em ldminas de vidro untadas com
adesivo de Haupt (Johansen, 1940) e agua. As ldminas foram colocadas sobre placa
aquecida a fim de promover a distensdo da parafina. Apos dois dias de secagem a
temperatura ambiente, as ldminas foram colocadas em cubas (Becker, 1997) e
submetidas a desparafinizagdo e coloracdo conforme a técnica de coloragdo quadrupla-
triarca proposta por Hagquist, 1974 (Daykin & Hussey, 1985), na qual se usam
safranina, cristal violeta, orange G e fast green. Os cortes foram desparafinados ¢
passados duas vezes em xileno-etanol 100% 1:1 (v/v), durando 5 a 10 minutos cada
passagem. As laminas foram hidratadas em série etanolica até alcool 70% e coradas
com safranina O 1% em alcool 50% por 15 a 25 minutos. Apds lavagem em &gua
destilada, o material foi corado com cristal violeta 1%, por 2 a 5 minutos. A seguir, as
laminas foram lavadas em agua destilada, imersas em alcool absoluto por duas vezes, 30
segundos cada, e coradas com orange G (135 ml) + fast green (15 ml), 3 a 8 minutos;
orange G (145 ml) + fast green (5 ml), orange G (148 ml) + fast green (2 ml), e em
orange G por 2 a 5 minutos. O material permaneceu em etanol absoluto por 1 min. e foi
passado por duas vezes, 5 min. cada, em xileno. Ai permaneceu at¢ a montagem das
laminas em balsamo do canada, cobertos com laminula e deixadas em estufa a 42°C até
a secagem. As fotomicrografias foram obtidas em microscopio de luz Olympus AX 70,

com sistema U-photo utilizando-se filme Kodak Gold 100 ASA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1) Efeito da espécie de Meloidogyne e da planta hospedeira na maturacio de P.

penetrans

Considerando  primeiramente o efeito da espécie de Meloidogyne no
desenvolvimento da bactéria, observou-se que esporos de P. penetrans produzidos em
M. incognita (Mi) parasitando plantas de maxixe, estavam predominantemente maduros
e envoltos pelo esporangio (fase IV). Cerca de 10% dos esporos estavam sem o
esporangio (fase V) e aproximadamente 30% estavam nas fases Il ou IIIl. Em plantas
inoculadas com M. javanica + M. incognita (Mj + Mi) 70% dos esporos de P. penetrans

apresentavam-se na fase IV, 15% na fase V e cerca de 15% nas fases II e IIl. As plantas



inoculadas com M. javanica (Mj) também apresentaram esporos predominantemente na
fase IV (70%), os na fase V eram de aproximadamente 10%, porém, com mais esporos
nas fases II e Il do que em Mj + Mi, apresentando aproximadamente 20% dos esporos
em uma destas duas fases (Figura 2A).

No tomatero com Mi, 70% dos esporos estavam na fase IV, poucos na fase III (5%) e
aproximadamente 25% dos esporos estavam na fase V. Em inoculagdes com Mj + Mi,
80% dos esporos observados estavam na fase IV e o restante nas fases Il e V
(aproximadamente 10% em cada fase). O desenvolvimento mais rapido e homogéneo da
bactéria ocorreu nas plantas inoculadas com Mj, apresentando fase V predominante
(60%), cerca de 30% na fase IV e poucos esporos na fase III (10%) (Fig. 2B). De acordo
com Garate et al. (1991), Baum et al. (1994) e Blok et al. (1997), que utilizaram
métodos moleculares para analisar o parentesco entre as espécies mais comuns de
Meloidogyne, M. javanica e M. arenaria sdo mais proximas geneticamente entre si do
que M. incognita e M. arenaria. Como o isolado de P. penetrans utilizado neste estudo
foi originalmente obtido de M. arenaria, seu melhor desenvolvimento em M. javanica
talvez seja conseqiiéncia do maior parentesco entre estas duas espécies de nematoides.
Além disto, este isolado vem sendo multiplicado em casa de vegetacdo parasitando M.
javanica, o que pode ter levado a uma adaptacdo a este hospedeiro, como indicam
Davies e colaboradores (1994).

Em camapu, as plantas que foram inoculadas com Mj apresentaram esporos
predominantemente na fase IV (80%). Esporos nas fases III (5%) ¢ V (15%) também
foram observados. Em plantas inoculadas com Mj + Mi, a fase IV predominou
(aproximadamente 60%) e observaram-se muitos esporos na fase V. Esporos nas fases
II e III ndo foram observados em Mj + Mi. Plantas inoculadas com Mi obtiveram 55%
dos esporos na fase IV, muitos na fase V (aproximadamente 40%) e poucos esporos na
fase III (Fig. 2C). Desconhece-se o nivel de suscetibilidade de camapu a M. incognita e
M. javanica, mas como o bom desenvolvimento de P. penetrans depende do bom
desenvolvimento do nematdide na planta hospedeira, infere-se que talvez o camapu seja
melhor hospedeiro de M. incognita do que de M. javanica. No entanto, sdo necessarios
estudos para comprovar esta hipotese.

No maxixe ¢ no camapu o desenvolvimento mais rapido ¢ homogéneo de P. penetrans
ocorreu em plantas inoculadas com populagdo mista de Mj + Mi, onde se observou a

predomindncia de esporos na fase [V. No camapu, ndo foram observados
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Figura 2. Diferertes fases de desenvolvimento de Pasteuria penetrans em Meloidogyne
incognita € M. javanica, em populacdo pura e mista, parasitando: A) maxixe
(Cucumis anguria), B) tomateiro {ycopersicon esculentum), e C) camapu

(Physalis angulata) a 26°C ap6s 67 dias da inoculagio.



fase V ocorreu em maior quantidade, em aproximadamente 40% das observagdes. Ja, no maxixe,
esporos imaturos (fases II e III) foram observados (Figs. 3 e 4). No tomateiro, o
desenvolvimento mais rapido de P. penetrans foi obtido em plantas inoculadas com Mj,
onde se observou a predominancia da fase V (60% aproximadamente), poucos esporos
na fase III (10%) e o restante classificado como fase IV (cerca de 30%) (Figs. 5 € 6).
Os resultados mostraram que o desenvolvimento de P. penetrans foi semelhante nas
duas espécies de nematdides, que apresentaram predominantemente esporos maduros,
porém envoltos pelo esporangio (fase IV), o que prejudica a ades@io e reduz a eficiéncia
do indculo bacteriano (O’Brien, 1980; Stirling et al, 1986). Esta semelhanca no
desenvolvimendo ¢ um indicio de que o isolado usado, ndo apresentando elevada
especificidade, aderiu-se e desenvolveuse bem nas duas espécies de Meloidogyne. Tal
fato estdi em concordancia com Dickson e colaboradores (1994), que relatam que
isolados de P. penetrans podem aderir-se a diferentes populagdes, espécies e até mesmo
géneros de nematoides.
Os resultados observados no tomateiro, mostraram a caracteristica de bom hospedeiro
de Meloidogyne spp. e confirmaram as observacdes de Stirling & Wachtel (1980),
Davies et al. (1988, 1991), Dickson et al. (1994), Freitas et al. (1997), Serracin et al.
(1997), Giannakou et al. (1999) e Gomes et al. (1999) de que esta planta ¢ adequada
para multiplicacdo de P. penetrans. Os melhores resultados foram obtidos nas plantas
inoculadas com M. javanica, que apresentaram maior freqiiéncia de esporos maduros
(Fig. 6).
No camapu, os resultados obtidos confirmaram as caracteristicas de bom hospedeiro de
Meloidogyne spp. (Gomes, 1999), e demonstraram que esta planta também ¢ um bom
hospedeiro para multiplicagdo de P. penetrans em Meloidogyne spp. Entretanto,
observou-se maior homogeneidade de fases de desenvolvimento nos esporos em plantas
inoculadas com M. incognita, que tinham mais esporos maduros que plantas inoculadas
com M. javanica (Figs. 7 e 8). Talvez o camapu seja um melhor hospedeiro para
multiplicacio de P. penetrans parasitando M. incognita (Fig.7). Mais estudos sdo
necessarios para confirmar os resultados, e tornar possivel o uso desta planta para
multiplicacdo da bactéria em casa de vegetacdo, pois uma das vantagens para o seu
cultivo é a menor incidéncia de doengas que no tomateiro.
Ao analisar o efeito da planta hospedeira no desenvolvimento de P. penetrans,
observou-se que em maxixe este desenvolvimento ¢ mais lento e desuniforme pois
apresentou maior freqiiéncia de fases iniciais (Il e III) (Fig. 9A), com relacdo ao tomate

e camapu, nas duas espécies de nematodides, que apresentaram maior freqiiéncia de fase



V (Figs. 9B e 9C). Um fato que talvez explique este resultado, seja que esta planta ¢ ma

hospedeira de Meloidogyne spp. (Gomes, 1999).




Figura 8. Comparacdo do desenvolvimento de Pasteuria penetrans em Meloidogyne
spp. parasitando diferentes espécies de plantas. A) maxixe Cucumis anguria)
— esporos nas fases II, III e IV. B) tomateiro (Lycopersicon esculentum) e C)
camapu (Physalis angulata)- esporos na fase V. Barra = 15 pm.

2) Ciclo de vida de P. penetrans em diferentes espécies hospedeiras de Meloidogyne



No 25° dia apds a inoculagdo (DAI), quando realizada a primeira avaliagdo, os trés
hospedeiros apresentaram a bactéria P. penetrans na fase 1 de desenvolvimento, isto ¢&,
em estddio vegetativo inicial (Figura 10A). Na 3" avaliacdo, aos 39 DAI, o maxixe
apresentou colonias nas fases I e II (Figs. 10A e 10B), o tomateiro € o camapu
apresentaram desenvolvimento mais rapido da bactéria P. penetrans, presenca de
esporos na fase Il (Fig. 10C). A partir dos 60 DAI, nos trés hospedeiros haviam esporos
nas fases iniciais II e III, e fase IV predominante (Figs. 10C, 10D e 10E), permanecendo
assim até os 81 DAI, quando se observou a ocorréncia de esporos na fase V. Dos 88 aos
102 DAL a fase IV predominava, porém, aumentou a ocorréncia de esporos na fase V
(Fig. 10F), e as fases iniciais I e Il diminuiram. No maxixe ndo foi possivel coletar
fémeas de nematdides aos 102 DAI, pois as plantas estavam no final do ciclo e o
sistema radicular apodrecera.

Com estas observacdes pode-se dizer que o pior hospedeiro para a produgdo de P.
penetrans foi o maxixe, em que quase ndo havia esporos na fase V, além de serem
observados muitos esporos em fases iniciais mesmo no final do ciclo da cultura (Fig.
11A). O melhor hospedeiro para producdo da bactéria foi o tomateiro, pela quantidade
de esporos na fase V no final do ciclo (Figura 11B). O camapu apresentou um bom
resultado, com predominio da fase IV e esporos na fase V, mas em menor quantidade se
comparado com o tomateiro (Fig. 11C).

O desenvolvimento de P. penetrans neste trabalho foi mais lento do que se
encontra usualmente na bibliografia (Stirling, 1981; Dickson et al, 1992; Hatz &
Dickson, 1992) pois o experimento foi conduzido em temperatura mais baixa, isto ¢,
26°C ao invés de cerca de 30°C, que é a ideal para a bactéria, para que se pudesse
observar melhor as mudangas de fases. Neste trabalho o ciclo de vida de P. penetrans,
foi de 102 dias em maxine, tomateiro, ¢ camapu, constatando o que se observou nos

trabalhos de Hatz & Dickson (1992), Chen & Dickson (1997) e Serracin et al (1997).



Figura 10. Fotomicrografias de diferentes estddios de desenvolvimento de esporos de

Pasteuria penetrans em Meloidogyne. A) Fase I: Estadio vegetativo — colonia
com forma esférica. B) Fase II: Diferenciagdo — muito semelhante a fase I,
apresenta engrossamento das extremidades ¢ inicio da fragmentagdo de
colonias. C) Fase III: Esporulacdo — extremidades dilatadas das colonias se
destacam. D) Fases IIl e IV ¢50% dos esporos em cada fase). E) Fase IV:
Maturagdo — esporos elipsoides livres e com parede esporangial visivel. F)
Fase V: Esporos maduros — esporos completamente formados e livres dos
esporangios, fibras parasporais expostas. Barra= 15 um.
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apo6s a inoculagdo (DAI).



Nos cortes histologicos foi observado o formato das células gigantes induzidas pelo
nematdide nos diferentes hospedeiros. O protoplasma apresentou-se granuloso € pouco
denso, com grandes vacuolos e numero variado de nucleos hipertrofiados e de formatos
irregulares, dispersos dentro das células gigantes, dependendo do hospedeiro, conforme
trabalhos de Huang (1985), Fawole (1988), Starr (1993) e Pedrosa et al. (1996). As
paredes das células gigantes apresentaram-se coloridas pelo fast-green, que tem mais
afinidade por paredes celuldsicas. Em plantas de tomate, foi normal o aspecto das
células gigantes, como descreveu Fawole (1988) e Starr (1993), isto é, com formato
alongado e uniforme, geralmente em nimero de quatro a sete células por fémea de
nematodide, e varios nucleos hipertrofiados, dispersos no citoplasma (Figs. 12A e 12B).
No camapu, as c€lulas gigantes apresentaram aspecto normal, bem similar ao que se
observou no tomatero. Estas apresentaram-se uniformes, alongadas, com delimitagdes
de paredes bem definidas, e em nimero de quatro a sete células por nematoide (Figs.
13A e 13B). Nas plantas de maxixe, as células gigantes observadas estavam deformadas
e irregulares, as camadas internas da parede pareciam se dissociar, ¢ possuiam VArios
nucleos de formato irregular ¢ agrupados, ndo sendo possivel determinar o numero de
células por nematoides (Figs. 14A e 14B).

Através deste estudo histopatologico constatou-se uma relagdo direta entre o
desenvolvimento mais lento da bactéria em maxixe e deformidades no sitio de
alimentacdo do nematdide neste hospedeiro. E talvez esta seja a explicagdo para o
desenvolvimento mais lento de P. penetrans neste hospedeiro, confirmando ser um
hospedeiro ruim de nematodides (Gomes, 1999), pois produz poucas galhas e as fémeas
de nematodides encontradas sdo pouco desenvolvidas. O nematdide induziu a formagao
de células gigantes deformadas, e estas talvez sejam ineficientes na metabolizagdo dos
fotossintatos da planta hospedeira e transferéncia destes para o nematdide. Assim, pode
haver uma insuficiéncia de substancias nutritivas para o bom desenvolvimento da
bactéria.

No tomateiro ¢ no camapu, observou-se melhor desenvolvimento da bactéria,
preenchendo completamente o corpo do nematdide, e sitios normais de alimentacdo
(Figs. 15A e 15B). O tomateiro ¢ um bom hospedeiro para a multiplicacdo de
Meloidogyne spp., sendo usado para producdo de nematdides em vasos (Stirling &
Wachtel, 1980), e também bom hospedeiro para multiplicar P. penetrans (Davies et al.,
1988, 1991; Dickson et al., 1994; Freitas et al., 1997; Serracin et al.,, 1997; Giannakou et
al, 1999 e Gomes et al. 1999). Os bons resultados quanto a maturacdo dos esporos da

bactéria talvez sejam em razdo de o nematdide induzir células gigantes bem formadas, e



estas sdo de alta atividade metabdlica, metabolizam os fotossintatos das plantas
hospedeiras (Pedrosa et al.,, 1996), os transferem para o nematdide parasitado, ¢ talvez
estes fotossintatos possuam os nutrientes necessarios ao bom desenvolvimento da
bactéria. E o camapu, uma solanacea, também apresentou um bom desenvolvimento da
bactéria.

Estes resultados obtidos no desenvolvimento de P. penetrans, confirmam o que foi
observado no ensaio anterior, onde a ma hospedeira de Meloidogyne spp. ¢ também
ruim para o desenvolvimento da bactéria. Nas plantas de maxixe, a bactéria
desenvolvewrse heterogénea e mais lentamente, apresentando esporos imaturos até a
ultima avaliagdo. Aqui se observou que as espécies de plantas consideradas como bons
hospedeiros para o desenvolvimento de Meloidogyne spp., o tomateiro € o camapu,

apresentam bons resultados na produgdo e maturagao de P. penetrans.
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CAPITULO 3

Efeito do Corte da Parte Aérea da Planta Hospedeira de Meloidogyne

. . 1
Spp. sobre o Desenvolvimento de Pasteuria penetrans

ADRIANA KISTER RODRIGUES* & LEANDRO GRASSI DE
FREITAS>

RESUMO

Rodrigues, A. K. & L. G. Freitas. 2001. Efeitos do corte da parte aérea da planta
hospedeira de Meloidogyne spp. sobre o desenvolvimento de Pasteuria penetrans.

Nematologia Brasileira.

A bactéria Pasteuria penetrans ¢ um parasita obrigatorio do nematdide das
galhas que atua prevenindo a producdo de ovos pela fémea e reduzindo a penetragdo dos
juvenis nas raizes. Além disto, esta bactéria produz esporos muito resistentes &
intempéries e persistem por anos no solo. O esporangio que envolve o esporo prejudica
a sua adesdo a cuticula do nematodide, sendo antes conveniente utilizar algumas técnicas
para romper o esporangio. Neste trabalho, testou-se a promogdo de estresse ao
nematdide hospedeiro através do corte da parte aérea de quatro espécies vegetais
hospedeiras do nematdide e da suspensdo da irrigacdo destas plantas para promover a
ruptura dos esporangios ¢ acelerar o aparecimento de esporos completamente maduros

no interior da fémea. Também se comparou o desenvolvimento da bactéria em



Meloidogyne spp. parasitando o tomateiro (Lycopersicon esculentum), o tabaco
(Nicotiana tabacum), o maxixe (Cucumis anguria) e o camapu (Physalis angulata). O
corte da parte aérea e suspensdo da irrigacdo aceleram o amadurecimento dos esporos
de P. penetrans em todas as plantas, ¢ o tabaco ¢ o tomateiro se destacam como os

melhores hospedeiros para este fim.

Palavras chave: Pasteuria penetrans, Meloidogyne javanica e M. incognita, plantas

hospedeiras.

SUMMARY

Rodrigues, A. K. & L. G. Freitas. 2001. Effects of the cut of the aerial part of the host

plant of Meloidogyne spp. on the development of Pasteuria penetrans. Nematologia

Brasileira.

Pasteuria penetrans 1is an obligate parasitt of the root-knot nematode,
Meloidogyne sp., which acts preventing egg production by the female, and by reducing
root penetration by the juvenile. Furthermore, it produces spores that are very resistant
to the environment and persist in the soil for years. The sporangial wall around the spore
impairs its adhesion to the nematode cuticle, therefore it is desirable to find means to
disrupt it. The stress of the nematode-host plant by cutting the aerial part of four plant
species and suspending irrigation were tested to promote the sporangial rupture and
accelerate the completion of the spore development inside the female. Also, the
development of the bacterium was compared in Meloidogyne spp. parasitizing tomato
(Lycopersicon esculentum), tobacco (Vicotiana tabacum), maxixe (Cucumis anguria)
and camapu (Physalis angulata). The shoot removal and irrigation supprenssion
accelerated ripening of the spores of P. penetrans in all the plant species evaluated, with

tobacco and tomato being as better hosts.

Key Words: Pasteuria penetrans, Meloidogyne javanica and M. incognita , host plants.
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INTRODUCAO

Sao estimadas perdas devido a nematdides em todas as culturas de mais de 100
bilhdes de dolares anualmente (Sasser & Freckman, 1987). Apesar de serem um fator
limitante na produtividade agricola, medidas de controle ainda sdo pouco eficientes e
especificas. Através do controle bioldgico, ha possibilidade de se resgatar o equilibrio
populacional de nematdides no ecossistema natural, em inteira consonancia com oS
demais organismos e usuarios do ecossis tema agricola (Campos, 1992).

Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr € um parasita obrigatério do
nematdide das galhas, e atua prevenindo a produgdo de ovos pela fémea e impedindo a
penetragdo dos juvenis nas raizes. Esta bactéria produz esporos muito resistentes &
intempéries, persistindo por anos no solo (Campos, 1992). Entretanto, sua producdo por
cultivo in vitro ¢ inviavel (Willians et al., 1989) e a produgdo de indculo requer o seu
cultivo in vivo em nematdides parasitando plantas em vasos (Stirling & Wachtel, 1980).

A adesdo dos esporos de P. penetrans a cuticula dos juvenis de segundo estadio
de Meloidogyne spp. ¢ a primeira e imprescindivel etapa para o parasitismo. Quando o
esporo estd envolto pelo esporangio, a adesdo ¢ prejudicada, e pode eduzir a eficiéncia
do indculo bacteriano na forma de suspensdo de esporos (O’Brien, 1980; Stirling et al.,
1986). Algumas técnicas podem ser utilizadas para o rompimento do esporangio, como
o tratamento em ultra-som (Stirling et al., 1986; Davies et al., 1988), ou incubacio em
agua destilada (O’Brien, 1980). Entretanto, a obtencdo de esporos sem esporangios, o
que ocorre no final do ciclo da bactéria, talvez possa ocorrer em menor periodo de
tempo caso o nematdide passe por algum estresse. Assim, com o objetivo de obter a
maior porcentagem de esporos maduros por fémea de nematodide, foi provocado um
estresse em plantas hospedeiras por meio da realizagdo de um ensaio, onde cortou-se a
parte aérea ¢ submetewrse o sistema radicular a um estresse hidrico ¢ comparou-se com
plantas ndo tratadas.

Como diferengas no comprimento do ciclo de vida de Pasteuria penetrans em
Meloidogyne javanica parasitando diferentes hospedeiros ja foram observadas por

Gomes et al. (1999), indicando que a espécie vegetal ¢ importante para a producao de



inéculo da bactéria in vivo para posterior aplicagdo no campo, utilizou-se quatro

espécies vegetais para o teste do estresse.

MATERIAL E METODOS

Trabalhow-se com tomateiro (Lycopersicon esculentum grupo Santa Cruz),
tabaco (Nicotiana tabacum cv. Samsum), maxixe (Cucumis anguria) € camapu
(Physalis angulata L.) como hospedeiros, para se verificar possiveis diferencas no
desenvolvimento de Pasteuria penetrans parasitando Meloidogyne spp., mediante
visualizacdo em microscopia de luz. Dentre estas plantas, o tomateiro foi escolhido
como hospedeiro-padrdo porque ¢ amplamente utilizado para a multiplicagdo de P.
penetrans (Stirling & Wachtel, 1980; Davies et al., 1988, 1991; Dickson et al., 1994;
Freitas et al., 1997; Serracin et al., 1997, Giamakou et al., 1999); o maxixe foi usado
como mau hospedeiro e camapu e tabaco, como possiveis bons hospedeiros alternativos
ao tomateiro (Gomes, 1999). Sementes dos hospedeiros anteriormente citados, foram
semeadas diretamente em copos plasticos de 500ml contendo mistura de solo e areia
(1:2), previamente tratados com brometo de metila. Utilizaram-se duas plantas de cada
uma das quatro espécies vegetais por avaliagdo, em cinco avaliagdes. Estas 40 plantas
foram irrigadas e adubadas com macro e micronutrientes.

Neste trabalho, utilizow-se um isolado de Pasteuria penetrans que apesar de ter
sido obtido de fémeas de M. arenaria raga 1, multiplicase bem em M. javanica e M.
incognita. Este isolado foi multiplicado e mantido em casa de vegetagdo do
Departamento ¢ Fitopatologia da UFV, parasitando M. javanica em tomateiro do grupo
Santa Cruz. Esporos de P. penetrans foram obtidos a partir de fémeas coletadas de
dentro de galhas de raizes ¢ esmagadas. Os esporos foram sonicados em um aparelho
Cole Parmer para promover o rompimento do espordngio e facilitar a adesdio. A
suspensdo de esporos foi ajustada em hemacitometro para 10° esporos/ml. Utilizowse
nesse experimento uma suspensdo de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica e
M. incognita, na mesma propor¢do. A adesdo dos esporos aos J2 foi realizada através da
técnica da agitagdo em agitador orbital, por um periodo de tempo em que cerca de 80%
dos juvenis apresentassem de cinco a quinze esporos aderidos a sua cuticula (Giannakou
et al., 1999). Cada planta foi inoculada quando apresentava cerca de 10 cm de altura,
com a suspensdo nematdides-bactéria, calibrada para 800 J2 com esporos, depositados
em orificios no solo, cerca de 1 cm, ao redor da planta. As plantas foram mantidas em

camara de crescimento sob temperatura constante e controlada de 26°C, para que o ciclo



de vida de P. penetrans se prolongasse e fosse possivel determinar mudangas de
estddios predominantes no decorrer das avaliagdes. Aos 74 dias apés a inoculagdo
(DAI), 50% das plantas de cada espécie tiveram a parte aérea cortada, sendo também
suspensa a irrigacdo destas. Raizes com galhas de uma planta inteira (plantas nao
cortadas — PNC) e uma sem parte aérea (plantas cortadas — PC), de cada espécie vegetal,
foram colhidas e¢ as fémeas de Meloidogyne spp. separadas do tecido radicular usando-
se estilete.

Os estadios de desenvolvimento de P. penetrans foram baseados nos trabalhos de
Willians (1960), Sayre & Starr (1985), Hatz & Dickson (1992), e Serracin et al. (1997).
A classificacdo foi em fungdo do estadio predominante, isto ¢, quando mais de 50% das
estruturas bacterianas no interior de cada nematdide estivesse em uma das seguintes
fases: 1) estadio vegetativo inicial — colonias com formas esféricas e sem
engrossamento das extremidades do micélio; 2) estddio de diferenciagdo —
engrossamento das extremidades do micélio e fragmentagdo das colonias; 3) estadio de
esporulagdo — extremidades dilatadas se destacam das colOnias e apresentam-se com
formato de losango; 4) estddio de maturagdo — esporos elipsoides livres € com parede
esporangial claramente visivel; 5) estadio de esporo maduro — esporo completamente
formado e livre do esporangio.

Um total de 10 fémeas infectadas tiveram seu conteudo classificado, com relagdo
aos estddios de vida predominantes da bactéria em questdo, em cada amostra coletada.
As fémeas foram montadas em lactofenol e azul de algoddo em lamina de microscopia,
esmagadas ao se pressionar a laminula sobre a lamina, para que a cuticula fosse
rompida. Os estddios de desenvolvimento de P. penetrans foram determinados,
mediante o exame do conteido do corpo da fémea, com o uso de microscopio de luz
(objetiva de 40x). Fotomicrografias dos estadios de vida foram registradas em filme
fotografico Kodak Gold 100 ASA, em fotomicroscopio Olympus AX 70, com sistema
U-Photo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 73 dias apds a inoculagdo foi realizada a primeira observacdo, onde
constatou-se mistura de fases iniciais II e III, os esporos estavam predominantemente na

fase IV, e quase ndo foram observados esporos maduros (fase V).



Uma semana apés o corte (81 DAI) observou-se o aumento da fase V, nos
hospedeiros maxixe, tomateiro ¢ camapu, em plantas que sofreram a eliminacdo da parte
aérea em contraste com o tratamento mantido com parte aérea, que além & apresentar
mistura de fases iniciais (I e III), os esporos estavam predominantemente na fase IV e
quase ndo se encontravam esporos na fase V (Figuras A e¢ B; 2A ¢ B; ¢ 3A ¢B) .
Camapu e tabaco apresentaram mistura de fases iniciais, mesmo apds o corte da parte
aérea, mas a fase IV apresentou-se predominante (Figs. 3-B ¢ 4-B).

Com 95 DAI, o tomateiro, o camapu ¢ o tabaco apresentaram, nas plantas
cortadas, grande quantidade de esporos nas fases IV e V, em contraste com as plantas
nao cortadas, que abm da predomindncia da fase IV, apresentaram mistura de fases
iniciais (I e III), e poucos esporos na fase V (Figs. 2-A ¢ B; 3A ¢ B; ¢ 4Ae B). O
maxixe apresentou fase IV predominante, tanto no tratamento de plantas cortadas (PC)
como no tratamento de plantas ndo cortadas (PNC), porém aumentou a ocorréncia da
fase V em PC, e mistura de fases iniciais em PNC (Figs. 1-A e B; 5 ¢ 6).

Aos 102 DAI, tomateiro e tabaco apresentaram mais esporos maduros em PC,
com cerca de 50% de esporos na fase IV e cerca de 9% na fase V. Ja em PNC haviam
esporos nas fases IV e V, mas com propor¢ao de 60% e 40%, respectivamente (Figs. 2-
A e B; 4A e B). O camapu apresentou em ambos tratamentos (PC e PNC), fases IV ¢
V, com cerca de 70% dos esporos na fase IV (Figs. 3A e B; 7 e 8). Nas plantas de
tabaco, o ciclo do nematdide foi mais curto e observowrse muitas fémeas jovens,
provindas de escape, em inicio do 2.° ciclo do nematodide, por este motivo, os resultados
ndo foram tdo expressivos como nos outros hospedeiros. As fémeas obtidas de raizes de
plantas sem parte aérea tiveram mais esporos nas fases IV e V que as obtidas de raizes
com parte aérea, que apresentaram muita mistura de fases iniciais 11 e III (Figs. 4-A e
B). As plantas de maxixe, com ou sem parte aérea encontravam-se com sistema
radicular apodrecido, pois a cultura havia chegado ao final do ciclo. Isto impossibilitou
a coleta de fémeas, pois estas haviam sido desalojadas.

Apds o corte da parte aérea, nas quatro espécies vegetais estudadas, observou-se
que aos 95 e 102 DAL o numero de esporos nas fases iniciais (Il e III) diminuiram em
relacdo & avaliacOes anteriores, prevalecendo a fase IV, e aumentando os esporos
maduros (Figs. 9, 10, 11 e 12). Em nenhum hospedeiro foi observada a presenca de
fémeas contendo 100% dos esporos maduros. Em razdo do grande ntimero de fémeas
jovens em inicio do 2.° ciclo, desalojamento de fémeas que atingiram o final do ciclo de

vida, ¢ do apodrecimento de raizes, acredita-se que promover o corte da parte aérea € o



estresse hidrico logo quando comecarem a ocorrer fase IV de desenvolvimento, seja
mais eficiente como estratégia de obtencdo de esporos maduros.

Dentre as espécies vegetais no tratamento de plantas cortadas, o tomateiro ¢ o
tabaco apresentaram os melhores resultados apresentando o desenvolvimento de P.
penetrans mais rapido que nos outros hospedeiros, e também tiveram a maior propor¢ao
de fases IV e V (aproximadamente 50% cada) no final do ciclo do nematdide, ¢ ndo
observou-se fases iniciais (Figs. 10 e 12); o camapu apresentou um resultado
intermedidrio com esporos predominantemente na fase IV e poucos na fase V
(aproximadamente 30%) (Fig. 8); ja as plantas de maxixe foram as piores hospedeiras
apresentando desenvolvimento mais lento da bactéria, esporos em fases iniciais mesmo
no final do ciclo e com menor quantidade de esporos na fase V (aproximadamente
10%), e fase IV ocorrendo predominantemente (Fig. 6).

O desenvolvimento de P. penetrans neste trabalho foi mais lento do que se
encontra usualmente na literatura (Stirling, 1981; Dickson et al., 1992; Hatz & Dickson,
1992) pois o experimento foi conduzido em temperatura mais baixa, isto ¢, 26°C ao
invés de cerca de 30°C, para que se pudesse observar melhor as mudangas de fases.
Neste trabalho o ciclo de vida de P. penetrans, foi de 102 dias em maxixe, tomateiro,
tabaco e camapu, e esta de acordo com os trabalhos de Hatz & Dickson (1992), Chen &
Dickson (1997) e Serracin et al (1997).

Em geral, observou-se que com o corte da parte aérea ocorreu uma redugdo no
numero de esporos em fases iniciais € um aumento de esporos na fase V (Figs. 10 e 12).
Isto ¢ um indicativo de que o estresse na planta hospedeira pode acelerar o
amadurecimento de P. penetrans no interior do nematdide, mas a espécic vegetal
utilizada como hospedeira do nematdide é um fator mais importante para a reducdo do

comprimento do ciclo da bactéria.
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Figura 1 - Meédias das porcentagens de esporos ocorrendo nos diferentes estadios de

desenvolvimento de Pasteuria penetrans em Meloidogyne parasitando
plantas de maxixe Cucumis anguria) com parte aérea (A) e apds o corte da

parte aérea (B), aos 73, 81, 88, 95 e 102 dias apos inoculagdo (DAI).
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Figura 2 - Médias das porcentagens de esporos ocorrendo nos diferentes estiddios de
desenvolvimento de Pasteuria penetrans em Meloidogyne parasitando
plantas de tomateiro (Lycopersicon esculentum) com parte aérea (A) e apos
o corte da parte aérea (B), aos 73, 81, 88, 95 e 102 dias apds inoculacdo
(DAD).
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Figura 3 - Médias das porcentagens de esporos ocorrendo nos diferentes estadios de
desenvolvimento de Pasteuria penetrans em Meloidogyne parasitando
plantas de camapu (Physalis angulata) com parte aérea (A) e apds o corte da

parte aérea (B), aos 73, 81, 88, 95 e 102 dias apos inoculagdo (DAI).
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Figura 4 - Médias das porcentagens de esporos ocorrendo nos diferentes estddios de
desenvolvimento de Pasteuria penetrans em Meloidogyne parasitando
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) com parte aérea (A) e apds o corte da

parte aérea (B), aos 73, 81, 88, 95 e 102 dias apds inoculagdo (DAI).
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CONCLUSOES GERAIS

A bactéria Pasteuria penetrans tem-se mostrado muito promissora ¢ com grande
potencial no controle biologico, principalmente do nematdide das galhas, género
Meloidogyne. Observaram-se os sitios de alimentagcdo induzidos pelos nematoides e a
relagdo deste fator com a producao e desenvolvimento de esporos de P. penetrans.

Verificou-se que a coloragdo quadrupla-triarca foi a mais conveniente para os
estudos histopatologicos, entre as testadas, pois possibilitou distingdo nitida de cores
entre as colonias bacterianas, coradas pelo cristal violeta, ¢ o conteido do corpo do
nematdide das galhas.

A etapa primeira e imprescindivel para o parasitismo, a adesdo, ¢ prejudicada
quando os esporos ndo estio maduros e ainda envoltos no espordngio. No estudo da
interacdo entre Meloidogyne javanica /| M. incognita e da planta hospedeira na
maturagdo de P. penetrans, os resultados mostraram que o desenvolvimento de P.
penetrans foi semelhante nas duas espécies de nematdides, que apresentaram
predominantemente esporos maduros, porém envoltos pelo espordngio (fase IV), o que
prejudica a adesdo e reduz a eficiéncia do inoculo bacteriano (O’Brien, 1980; Stirling et
al., 1986). Esta semelhanca no desenvolvimendo bacteriano nestas duas espécies de
nematdides ¢ um indicio de que os esporos do isolado usado, ndo apresentando elevada
especificidade, aderiramse e desenvolveram-se bem nas duas espécies de Meloidogyne.
Tal fato concorda com Dickson e colaboradores (1994), que relataram que esporos de P.
penetrans podem aderir-se a espécimes de diferentes populagdes, espécies e até mesmo
géneros de nematodides. Ao analisar o efeito da planta hospedeira no desenvolvimento
de P. penetrans, observou-se que em maxixe este desenvolvimento ¢ mais lento e
desuniforme pois apresentou maior fieqiiéncia de esporos nas fases II e III nas duas

espécies estudadas de nematdides. Confirmando Stirling & Wachtel (1980), Davies et



al. (1988, 1991), Dickson et al. (1994), Freitas et al. (1997), Serracin et al. (1997), e
Giannakou et al. (1999), os resultados mostraram que o tomateiro ¢ de fato bom
hospedeiro para a multiplicacdo de Pasteuria em Meloidogyne. Plantas inoculadas com
M. javanica apresentaram maior freqiiéncia de esporos maduros. No camapu, observou-
se maior homogeneidade de fases de desenvolvimento dos esporcs, em plantas
inoculadas com M. incognita, que tinham mais esporos maduros que plantas inoculadas
com M. javanica.

No estudo do ciclo de vida de P. penetrans em populacdo mista de Meloidogyne

incognita € M. javanica, pode-se concluir que o melhor hospedeiro para a producio de
P. penetrans foi o tomateiro, pela quantidade de esporos em fase V no final do ciclo. O
camapu apresentou um bom resultado, com predominio da fase IV mas com menor
quantidade de esporos na fase V do que no tomateiro. O maxixe foi o hospedeiro que
apresentou os piores resultados, pois quase ndo se verifcaram esporos na fase V, além
de muitos esporos nas fases iniciais II e III, mesmo no final do ciclo da cultura.
Nos cortes transversais de raizes de tomateiro, as c€lulas gigantes tinham aspecto
normal, formato alongado e uniforme, geralmente em numero de quatro a sete por
fémea de nematdide. No camapu, bem similar ao que se observou no tomateiro, a
anatomia das cé€lulas gigantes apresentava aspecto normal, estas eram uniformes e
alongadas, quatro a sete por nematdide, com delimitagdes bem definidas de sua parede.
No maxixe, as células gigantes eram deformadas e irregulares, os nucleos estavam
agrupados, as suas paredes “internas” pareciam se dissociar, ndo sendo possivel
determinar o mumero de células por nematdide.  Verificou-se correlagdo entre o
desenvolvimento mais lento da bactéria no maxixe e a deformidade do sitio de
alimentacdo do nematdide neste hospedeiro. No tomateiro ¢ no camapu, correlacionou-
se o melhor desenvolvimento da bactéria com a normalidade dos sitios de alimentagao

Quando se compararam os efeitos entre plantas cortadas e nao-cortadas, no
estudo do estresse induzido no nematdide via hospedeiro, os resultados no tomateiro e
no tabaco foram melhores do que no camapu e no maxixe porque naqueles foi
encontrada maior propor¢do de esporos maduros, fases IV e V, do que nestes. Além
disso, esporos imaturos nao foram encontrados no tabaco e tomateiro.

Com predominancia de esporos maduros, na fase IV, o camapu mostrou-se
intermediario entre o tabaco/tomateiro ¢ o maxixe. Este foi o pior hospedeiro dentre
todos estudados, porque nele foi mais lento o desenvolvimento da bactéria € os esporos
desta se apresentaram imaturos mesmo no final do ciclo do nematdide. Quando cortada

a parte acrea, ocorreu, com todos os hospedeiros, reducdo no numero de esporos



imaturos e aumento de esporos maduros (fase V). Isto ¢ um indicativo de que o estresse
na planta hospedeira pode acelerar o amadurecimento de P. penetrans no interior do
nematdide, mas a espécie vegetal utilizada como hospedeira do nematdéide ¢ um fator
mais importante para a redugao do ciclo da bactéria.

Os dados do presente trabalho sugerem que o tomateiro € o camapu apresentam
bom potencial para a multiplicagdo de P. penetrans em Meloidogyne spp., objetivando
a produgdo do inoculo bacteriano a ser usado em controle biologico do nematdide das
galhas. Indicam, ainda, que mas hospedeiras do nematoide das galhas prolongam o ciclo
de vida de P. pemnetrans possivelmente em decorréncia de alteracdes nas células

gigantes.
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Figuras 1-6. Cortes transversais de raizes de tomateiro (Lycopersicon esculentum)
parasitadas por Meloidogyne. 12. Coloragdo com azul de astra e fucsina
basica. 1. Fémeas adultas (Ne), na regido do cortex, contendo colonias
bacterianas de Pasteuria penetrans (Pp) no seu interior, e células gigantes
(CG) bem desenvolvidas, no cilindro vascular. Barra = 100 um. 2.
Colbnias de P. penetrans (Pp), ndo diferiram em cor das estruturas do
corpo do nematodide (Ne). Barra = 10 pm. 3-4. Coloragdo com safranina,
hematoxilina e orange G usando-se 4cido tanico e cloreto férrico. 3. Fémea
adulta (Ne) associada a c€lulas gigantes (CG) bem desenvolvidas na
regido cortical. Barra = 100 pm. 4. Colonias de P. penetrans (CB) nao
diferiram em cor das estruturas internas do corpo do nematdide (Ne). Barra
= 20 pm. 5-6. Coloracdo com safranina, cristal violeta, orange G e fast
green (quadrupla-triarca). 5. Fémeas adultas (Ne) associada & células
gigantes (CG) bem desenvolvidas na regido do cortex, colonias de P.
penetrans (Pp) na regido anterior do corpo do nematoide. Barra = 100 pm.
6. Colonias de P. penetrans (Pp) de coloragdo arroxeada, diferindo da cor
das estruturas do corpo do nematodide (Ne). Barra = 20pum.






Figuras 3-8. Esporos de Pasteuria penetrans obtidos de fémeas de Meloidogyne
incognita e M. javanica aos 67 dias apés a inoculacdo. 3-4. Parasitando
plantas de maxixe Cucumis anguria). 3. Esporos na fase IV obtidos de
M. incognita. 4. Esporos na fase IV obtidos de M. javanica. 5-6.
Parasitando tomateiro (Lycopersicon esculentum). 5. Esporos na fase IV
em M. incognita. 6. Fase V em fémeas de M. javanica. 7-8. Parasitando
plantas de camapu (Physalis angulata). 7. Esporos nas fases [V e V em
M. incognita. 8. Esporos na fase [V em M. javanica. Barra= 15 pm.



Figuras 12-14. Cortes transversais de raizes com fémeas de Meloidogyne (Ne)

parasitadas por colonias de Pasteuria penetrans (Pp), na porgdo
anterior do corpo. 12-A, B. Tomateiro (Lycopersicon esculentum):
células gigantes (CG) normais cujo protoplasma ¢ pouco denso, com
varios nucleos (n) e vacuolos (v). 13-A, B. Camapu (Physalis
angulata): células gigantes (CG) normais bem desenvolvidas com
protoplasma denso e varios nucleos (n) agrupados. 14-A, B. Maxixe
(Cucumis anguria). células gigantes (CG) anormais com protoplasma
denso e paredes “internas” dissociadas, com inimeros nucleos (n) e
vacuolos (v). Barra = 50 um.
15. Cortes transversais de raizes com fémeas de Meloidogyne (Ne)
parasitadas por Pasteuria penetrans (Pp). 15-A. Células gigantes bem
desenvolvidas (CG), esporos de P. penetrans preenchendo todo o
corpo  do nematdide, disposto longitudinalmente no corte. 15-B.
Esporos de P. penetrans (Pp) preenchendo o corpo do nematoide,
cortado transversalmente. Barra = 50 pum.



Figuras 5-12. Fotomicrografias de esporos de Pasteuria penetrans obtidos de fémeas de
Meloidogyne spp. aos 95 dias apos a inoculacdo em diferentes espécies
vegetais. 5-6. Parasitando maxixe (Cucumis anguria). 5. Plantas ndo
cortadas (PNC) — esporos nas fases II, III e IV. 6. Plantas cortadas (PC) —
esporos na fase IV. 7-8. Parasitando camapu (Physalis angulata). 7. PNC —
fase IV. 8. PC — fases IV e V. 910. Parasitando tomateiro (ycopersicon
esculentum). 9. PNC — fases IV e V. 10. PC — fase V. 11-12. Parasitando
tabaco (Nicotiana tabacum). 11. PNC — fases IV ¢ V. 12. PC — fase V.
Barra = 15 um.






