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RESUMO

GOMES, Cesar Bauer, D.S., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2001.
Influéncia de alguns fatores na multiplicacio de Pasteuria penetrans “in
vivo”. Orientador: Leandro Grassi de Freitas. Conseclheiros: Silamar Ferraz,
Rosangela D’ Arc de Lima Oliveira e César Antonio Sperandio.

Aspectos da multiplicagdo ‘in  vivo’ de Pasteuria penetrans foram
estudados em condigdes de laboratorio e casa de vegetagdo, utilizando-se uma
populagdo de Meloidogyne javanica parasitando tomateiro. Foram investigados
os efeitos da matéria organica e da textura do solo sobre a reproducdo dabactéria,
sendo também realizado um estudo sobre alguns métodos utilizados no processo
de produgdo massal, com o objetivo de otimizar a producdo do antagonista. Por
meio do estudo da adicdo do residuo organico ao substrato, verificou-se que a
incorporagdo de esterco de curral melhorou o desenvolvimento das plantas,
resultando em maior peso de raiz seca; entretanto, o numero de endosporos
produzidos/fémea e o nimero de endosporos/g de raiz foram menores quando
comparados aos de plantas crescidas nos substratos sem adi¢do do residuo. O
niamero de endosporos produzidos/planta foi equivalente em substratos com ou
sem esterco. Embora ndo tenha sido detectada interagdo entre a concentracdo de
inoculo do nematdide e o tipo de substrato para numero de enddsporos

produzidos por planta, verificouse que a inoculagio de 2.000 J2/planta resultou



em maior numero de endosporos produzidos do que a inoculagdo com
1.000 J2/planta, independentemente do substrato utilizado. A produgdo de
endosporos de P. penetrans em J2 de M. javanica parasitando tomateiro foi
testada em solos com diferentes texturas e em areia. Observou-se maior niimero
de enddsporos da bactéria produzidos por planta nos solos com textura mais
arenosa. Através de testes de adesdo, 70 dias apos a inoculacdo das plantas, pode-
se verificar maior niimero de enddsporos da bactéria aderidos aos J2 de
M. javanica nas amostras provenientes da camada superficial daqueles solos de
textura mais leve do que os de textura mais pesada ou em areia pura. Por meio de
um bioteste, observou-se que a maioria dos enddsporos de P. penetrans foi
carregada para o fundo dos vasos com areia, mas ndo em solos argilosos ou
arenosos. Em um ensaio onde foi investigado o efeito de P. penetrans sobre a
penetracdo de M. javanica em raizes de tomateiro, inocularamrse 1.000 J2
aderidos com 0, 10, 30, 60 ou 90 enddsporos/J2/planta. Verificowse que a média
de 10 enddsporos/J2 reduziu a penetragdo do nematdide nas raizes em 50%,
quando comparados com J2 livres de bactérias, ¢ que o aumento do numero de
endosporos aderidos aos J2 reduziu drasticamente a taxa de penetragdo. Para
avaliar o efeito de variagdes da adesdo da bactéria no J2, entre os J2 do inoculo,
sobre a reproducdo da bactéria, plantas de tomate mantidas em casa de vegetagdo
foram inoculadas com 1.000 J2 de M. javanica contendo uma média de
10 enddsporos/J2 aderidos pelo método de borbulhamento, centrifugacdo ou
agitacdo. Observou-se grande variagdo do numero de enddsporos aderidos/J2 e
maiores nimeros de galhas e ovos/planta usando-se o método de borbulhamento.
Apesar de o método de agitacdao ter proporcionado maior uniformidade na adesao,
obteve-se menor numero de endosporos produzidos por planta, comparado aquele

obtido por centrifugacao e borbulhamento (P<0,01).



ABSTRACT

GOMES, Cesar Bauer, D.S., Universidade Federal de Vigosa, October 2001.
Influence of some factors on the Pasteuria penetrans mass production “in
vivo”. Adviser: Leandro Grassi de Freitas. Committee members: Silamar
Ferraz, Rosangela D’ Arc de Lima Oliveira and César Antonio Sperandio.

Some factors affecting Pasteuria penetrans multiplication ‘in vivo’ were
studied in laboratory and in greenhouse using a population of Meloidogyne
javanica parasitizing tomato plants. The effects of organic amendment and soi
texture on the bacterial reproduction as well as some techniques for the mass
production of P. penetrans were evaluated. Cattle manure improved plant
development, resulting in higher dry root weight, however, the number of
endospore per female of M. javanica and the endospore/g dry root were lower
than in the plants growing in the nonramended substrate. The endospore
production per plant was similar in the amended and nonramended substrates.
Although there was no interaction between inoculum level and organic matter
content on bacterial production, the inoculation of 2000 J2/plant resulted in
higher endospore production, independently of the substract, than inoculation of
1000 J2/plant. The P. penetrans endopore production in juveniles of M. javanica
parasitizing tomato plants was evaluated in soils with different textures and in the

river sand. Higher endospore numbers/plant were produced in sandy soils.



Bioassays done seventy days after plant inoculation resulted in higher
P. penetrans endospore attachment in samples from the upper layer of lighter
than heavier texture soils or in the river sand. When the attachment was studied
in soils from the bottom of the pots, many endospores were detected in the river
sand but not in the sandy or clay soils. The effect of P. penetrans on the
penetration of M. javanica J2 in tomato roots was studied inoculating 1000 J2
without endospores or with an average of 10, 30, 60 or 90 endospores attached
per J2. The average of 10 endospores/J2 decreased the nematode penetration by
50% compared to penetration of bacterium-free J2, and the increase of endospore
attached to J2 decreased exponentialy the penetration. The coefficient of
variation (CV) of attachment among J2 was studied for the methods of air
bubbling, centrifugation or shaking, and for the use of these nematodes as
inoculum for the bacteria reproduction. The highest CV ocurred using the air
bubbling method. Even though the shaking method gave better uniformity in the
attachment, the number of endospores produced was lower than that obtained in

the centrifugation and in the air bubbling methods (P<0,01).



INTRODUCAO GERAL

Os nematoides fitoparasitas reduzem a produtividade em diferentes
espécies cultivadas nas mais variadas regides do planeta, sendo as perdas
causadas por esses patogenos estimadas em 100 bilhdes de dolares por ano em
todas as culturas (SASSER e FRECKMAN, 1987). Espécies do género
Meloidogyne sao, dentre todos os fitonematdides, as maiores responsaveis por
perdas na agricultura (DE GUIRAN e NETSCHER, 1970). Isso se deve a sua
ampla distribuicdo  geografica, a polifagia e & diferengas biologicas de
parasitismo entre populacdes da mesma espécie (CARNEIRO, 1992), o que
dificulta a obtencdo de cultivares resistentes € o uso de rotacdo de -culturas,
medidas estas mais efetivas ¢ vidveis em nossas condicdes. Os nematicidas, em
geral, ndo apresentam controle efetivo, sendo bastante caros e altamente toxicos
ao homem, aos animais € ao meio ambiente. Além disso, os mais efetivos
nematicidas ja foram retirados do mercado, devido a sua deteccdo em niveis
naceitaveis nas aguas de lengo6is freaticos (HAGUE e GOWEN, 1987).

O manejo racional ¢ a unica forma viavel de reduzir as populagdes do
parasita a niveis inferiores aqueles capazes de causar prejuizos, sem riscos de
contaminagdo do meio ambiente. Através do controle biolégico ha uma
possibilidade de se resgatar o equilibrio populacional de nematdides no

ecossistema natural, em inteira consonincia com os demais organismos e



usudrios do ecossistema agricola (CAMPOS, 1992). Dentre os organismos
assinalados como agentes de controle bioldgico de nematodides fitoparasitas, a
bactéria Pasteuria penetrans Thorne (1940) Sayre & Starr (1985) ¢ considerada
um dos antagonistas mais importantes € promissores.

Pasteuria spp. sdo bactérias gram-positivas formadoras de micélio e
endosporos, tradicionalmente  classificadas como actinomicetos (SAYRE e
STARR, 1989). Entretanto, estudos filogenéticos recentes sobre esse género
refutam a posigdo taxonOmica anterior, aproximando estes organismos dos
membros das eubactérias gram-positivas:  Clostridium-Bacillus-Streptococcus
(ATIBALENTJA et al, 2000). Pasteuria penetrans caracteriza-se por ser
parasita obrigatorio de nematdides do género Meloidogyne (OOSTENDORP et
al., 1990). Vérios campos onde os nematdides das galhas limitavam a producgdo
agricola agora encontramrse supressivos a estes organismos, devido a presenga
desta bactéria (MANKAU, 1980; STIRLING, 1984; CIANCIO et al, 1992;
CHEN et al,, 1996; FREITAS et al, 2000a).

Pasteuria  penetrans atua no controle de Meloidogyne spp.,
impossibilitando a fémea de produzir ovos (SAYRE e WERGIN, 1977), ou
mesmo impedindo o juvenil de penetrar nas raizes (STIRLING, 1984; BROWN
et al, 1985). Além do mais, essa bactéria apresenta varios atributos favoraveis a
sua utilizagdo, como: especificidade ao hospedeiro; resisténcia dos endosporos ao
calor e a dessecagdo; inocuidade a homem, animais ¢ meio ambiente; viabilidade
dos enddsporos por longos periodos de armazenamento e uso compativel com
solarizagdo de solo; e aplicagdo de nematicidas e fungicidas (CAMPOS, 1992;
HATS e DICKSON, 1992; MELKI et al, 1998; FREITAS et al., 2000b).

Em razdo de sua natureza biotrofica, o modo mais eficiente de produzir
grandes quantidades dessa bactéria ¢ através da inoculacdo de J2 de Meloidogyne
spp. infestados com endosporos em uma planta hospedeira suscetivel, em casa de
vegetacdo, das quais obtém-se um po de raiz fino contendo P. penetrans
(STIRLING e WACHTEL, 1980), que pode ser utilizado como fonte de indculo
no biocontrole do nematdide das galhas. Varias tentativas de cultivo ‘in vitro’ de

Pasteuria spp. ja foram realizadas, porém pouco sucesso tem sido alcangado.



VERDEJO e JAFFEE (1988) cultivaram P. penetrans parasitando M. javanica
em raizes de tomateiro e batateira transformadas por Agrobacterium rizogenes,
mas apenas uma geracdo de enddsporos foi produzida. WILLIAMS et al. (1989)
tentaram cultivar a bactéria em meios de cultura utilizados para microrganismos
fastidiosos, entretanto nenhum crescimento foi observado. BISHOP e ELLAR
(1991) também tentaram multiplicar P. penetrans em meios de cultura
complexos. Embora os autores tenham observado a sobrevivéncia da bactéria por
um periodo de at¢ um més, as estruturas formadas ndo ultrapassaram a fase
inicial de desenvolvimento e morreram. REISE et al (1991) cultivaram um
isolado de P. mishizawae em meio de cultura constituido de 111 ingredientes por
oito meses e observaram todas as fases do ciclo de vida da bactéria, porém o seu
desenvolvimento ndo ultrapassou a sexta transferéncia. O uso da hidroponia para
producdo de P. penetrans ja foi mencionado como uma possivel alternativa
(SERRACIN et al, 1994), entretanto ainda nao se dispde de dados experimentais
empregando-se esta técnica. Dessa forma, a producdo de P. penetrans ‘in vivo’
tem sido o tinico meio de aumentar sua populagao.

Dentre as pesquisas ja realizadas para otimizacdo da produgdo de
P. penetrans ‘in vivo’, aspectos como densidade de inoculo do nematoide e da
bactéria, concentracdo de enddsporos, planta hospedeira para o nematoide,
periodo de colheita, regime de irrigagdo e temperatura (STIRLING et al., 1990;
SHARMA e STIRLING, 1991; DAVIES et al., 1991; HATZ ¢ DICKSON, 1992;
CIANCIO e BOURIJATE, 1995; CHEN e DICKSON, 1997; FREITAS et al.,
1997, GIANNAKOU et al, 1997) foram relacionados como principais causas
que afetam o nimero de enddsporos produzidos. No entanto, outros aspectos,
como numero de endodsporos aderidos ao nematdide (SEKHAR e GILL, 1990;
STIRLING et al., 1990; DAVIES et al.,, 1991), técnica de inoculagdo (CHO et
al., 1997), método de adesdao da bactéria ao nematdide (GOMES et al., 1999),
adicdo de residuo organico ao substrato (GOMES et al., 1998) e textura do solo
(MATEILLE et al., 1995), precisam ser considerados e melhor estudados.



Portanto, objetivou-se neste trabalho o estudo de fatores ou técnicas que
permitissem a otimizagdo da produgdo da bactéria ‘in vivo’, visando o uso de

P. penetrans como produto bioldgico na pratica.
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INFLUENCIA DO TEOR DE MATERIA ORGANICA NO SUBSTRATO
SOBRE A PRODUCAO DE ENDOSPOROS DE Pasteuria penetrans EM
RAIZES DE TOMATEIRO

Resumo - Influéncia do Teor de Matéria Organica no Substrato sobre a Produgao
de Endosporos de Pasteuria penetrans em Raizes de Tomateiro.
Nematologia Brasileira.

Foram comparados substratos com diferentes teores de matéria organica
para a reprodugdo da bactéria Pasteuria penetrans em casa de vegetacdo. Mudas
de tomateiro (Lycopersicon esculentum L.) do grupo Santa Cruz, cultivadas em
substrato composto de solo, areia e esterco de curral nas propor¢oes de 1:1:0,
2:2:1 e 1:1:1 (v:viv), foram inoculadas com 1.000 ou 2.000 J2 de Meloidogyne
javanica, com média de nove endosporos aderidos por J2. Setenta dias apds a
inoculagdo, os sistemas radiculares foram separados da parte aérea e lavados,
para avaliagdo. Verificou-se que a inoculagdo de 2.000 J2 por planta resultou em
maior nimero de endosporos produzidos, independentemente do substrato
utilizado. As plantas produzidas no substrato sem adi¢do de esterco apresentaram
menores pesos da matéria fresca e seca de raizes, maior indice de galhas, maior
numero de endosporos/fémea e maior nimero de endosporos/g de raiz quando
comparadas & plantas crescidas nos substratos enriquecidos com esterco de
curral, porém ndo houve diferenca no niimero total de enddsporos produzidos por
planta nos trés tratamentos. A matéria orginica exerceu efeito estimulante sobre

as plantas, mas ndo aumentou a produgio de enddsporos de P. penetrans.

Palavras-chave: Meloidogyne javanica, Pasteuria penetrans, produgdo massal,
matéria organica, esterco de curral.



Summary - Effect of Organic Matter Content in the Substract on Pasteuria
penetrans  Endospore  Production in Tomato Plant Roots.

Nematologia Brasileira.

The effect of the cattle manure amendment of soil and sand mixtures at
the rates of 1:1:1; 2:2:1 and 1:1:0 (v:v:v) of soil, sand and manure, respectively,
on the reproduction of Pasteuria penetrans was studied in the greenhouse. Each
tomato plant was inoculated with 1000 or 2000 Meloidogyne javanica J2
carrying an average of nine endospores each. Seventy days after the inoculation,
the root system was separated from the shoot and washed for evaluation.
Inoculations with 2000 J2/plant resulted in a higher endospore production,
independent of the substrate. The plants growing in  the substrates without
organic amendment had lower dry and fresh root weight, and higher gall index,
number of endospore per female and endospore number/g of root compared to
plants growing in the other substrates. The organic amendment was stimulatory
to the plants, which developed larger root systems without improving endospore

production.

Key words: Meloidogyne javanica, Pasteuria penetrans, massal production,
cattle manure, organic matter.



INTRODUCAO

Dentre os organismos antagonistas estudados no controle bioldgico de
nematoides, a bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr destaca-se,
por ser um agente de biocontrole eficiente e por ser bastante resistente
intempéries, persistindo no solo por varios anos (Campos, 1992). Devido a
natureza biotrdfica de P. penetrans, seu cultivo em meio de cultura ainda ndo ¢
possivel. Portanto, sua producao ¢ feita “in vivo” através do cultivo do nematoide
na planta hospedeira em casa de vegetacdo (Stirling & Wachtel, 1980), da qual se
obtém um pod fino contendo endodsporos da bactéria. Entretanto, esse processo €
lento e as quantidades obtidas s3o suficientes, apenas, para a sua introdu¢cdo em
pequenas dareas. Dessa forma, a otimizagdo de sua produgdo "in vivo" necessita
ser incrementada.

O papel benéfico da matéria organica no desenvolvimento das plantas ¢
bastante conhecido. A incorporacdo de um composto organico ao solo pode
promover a melhoria de sua estrutura e fornecer nutrientes,  estimulando o
desenvolvimento das plantas (Miller et al., 1968; Alam et al., 1980; Singh et al.,
1983; Tarjan, 1977; Gonzdlez & Canto-Saenz, 1993). Varios trabalhos tratam
também do efeito dos compostos organicos sobre nematdides fitoparasitas,
principalmente do género Meloidogyne. Os efeitos observados sobre tais
patdogenos variam com o tipo, a quantidade e o processo de decomposicdo do
material organico (Mian & Rodriguez-Kabana, 1982; Weltzien, 1989; Brzeski,
1991; Zambolim et al., 1996). No entanto, alguns desses materiais, uma vez
adicionados ao solo, podem levar ao desenvolvimento de um sistema radicular
mais denso, aumentando, assim, a superficie especifica da raiz a ser penetrada
pelo nematdide e, conseqiientemente, promovendo maior numero de sitios
infectados (Kumar & Nair, 1976; Zambolim et al., 1996; Ribeiro et al, 1997,
Cho et al., 1997). Como P. penetrans alimenta-se do fluido pseudocelomico da
fémea de Meloidogyne spp., tem-se a hipotese de que a planta hospedeira mais
bem nutrida proporcionara melhor desenvolvimento do nematdide, que, por

conseguinte, resultard em maior multiplicagdo da bactéria.



Com o intuito de estudar o efeito da matéra organica sobre a
multiplicagdo de P. penetrans, realizowse um ensaio em casa de vegetagdo para
avaliar a influéncia da adicdo de esterco de curral curtido  em substratos
compostos de solo e areia, em diferentes propor¢des, sobre a produgdo de
endosporos da bactéria em Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood (Netcher &

Sikora) parasitando tomateiro (Lycopersicon esculentum L.).

MATERIAL E METODOS

Foram testados os substratos com as propor¢oes de solo, areia, e esterco,
respectivamente, de 1:1:0; 1:1:1 e 2:2:1 (v:viv). O solo, a areia e o esterco foram
previamente tratados com brometo de metila na dosagem de 100 mL/m’. As
analises fisicas e quimicas dos diferentes substratos (Tabela 1) foram realizadas
no Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa (Anénimo, 1997),
sendo as adubagdes e correcoes realizadas de acordo com os resultados de analise
de solo e seguindo as recomendagOes para a cultura do tomate (Takahashi, 1993).
Esse ensaio compreendeu seis tratamentos com sete repeticdes, disposto em

esquema fatorial 3 x 2, sendo utilizado o delineamento inteiramente casualizado.

Tabela 1 - Resultado das andlises granulométrica e quimica dos substratos compostos
por solo, areia e matéria organica nas proporgdes: 1:1:0, 2:2:1 e 1:1:1

Substrato M.O. pHH,C P K Al Ca Mg H+ASB CTC arei silte argila

! 3

% 125 —mgdme- e -cmol/dm %
110 1,06 438 28 10 03 03 02 24 047 287 79 1 20
22:1 248 52 264,1 685 00 16 09 12 425 545 76 4 20

1:1:1 3,62 55 373,6 882 00 21 1,0 L5 539 6,89 71 5 24




Uma populagdo de M. javanica, mantida em tomateiro em casa de
vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa,
foi utilizada como inéculo do nematdide. Juvenis de segundo estadio (J2) desse
nematoide foram obtidos das raizes de tomateiro através da combinag¢do do
método de extragdo de ovos de Hussey & Barker (1973) e do funil de Baermann
modificado (Pitcher & Flegg, 1968). Utilizowse o isolado P25 de P. penetrans
proveniente da Florida, EUA, o qual foi mantido em M. javanica parasitando
plantas de tomate do grupo Santa Cruz em casa de vegetacdo. Fémeas do
nematoide infectadas por P. penetrans foram retiradas das raizes, colocadas em
um tubo de ensaio e maceradas, para obten¢ao de uma suspensao de endosporos.

Uma suspensdo de juvenis de M. javanica de até seis dias de idade na
concentragio de 1,65 x 10° endésporos de P. penetransmL foi agitada sob
borbulhamento de ar em 150 mL de agua em um béquer por 3,5 horas a
temperatura ambiente de aproximadamente 23°C. A adesio de P. penetrans a
cuticula dos J2 foi verificada em 20 nematoides selecionados ao acaso sob
microscopio Optico. A média do numero de enddsporos aderidos por J2 foi de
8,65.

Mudas de tomateiro com 20 dias de idade foram transplantadas para
vasos plasticos com capacidade de 2,0 L, contendo aproximadamente 1.700 g dos
diferentes substratos. Quando as plantas atingiram aproximadamente 10 cm de
altura, procedeu-se a sua inoculagdo com 1.000 ou 2.000 J2 de M. javanica com
endodsporos por planta.

Setenta dias ap6s a inoculacdo, os sistemas radiculares foram separados
da parte aérea das plantas, lavados, pesados (peso da matéria fresca - PMFR),
avaliados quanto ao indice de galhas (IG), conforme a escala visual de zero a dez
proposta por Barker et al. (1986), e armazenados em sacos plasticos a 6C, para
posteriror determinacdo do numero de endosporos/fémea de M. javanica (NEF).
O NEF foi verificado através da retirada, ao acaso, de dez fémeas do nematdide

de cada sistema radicular e posterior maceragdo em tubo plastico tipo ependorf,



contendo 1 mL de agua esterilizada, sendo feitas as contagens em camara de
Neubauer, nas quais se dividiu o valor total por 10, para determinagao do NEF.

Logo apds, as raizes foram secas ao sol por uma semana em casa de
vegetacdo em estufa a 39°C por 24h, pesadas (peso de raiz seca— PRS) e moidas,
individualmente, para obtencdo de um p6 de raiz fino (Stirling & Watchel, 1980).
O numero de endosporos presente no poé foi determinado de acordo com
metodologia descrita por Souza (1997). Os indices de galhas, PMFR e PRS e os
valores transformados env/x das varidveis NEF, numero de endoésporos/g de raiz
(NEGR) e nuimero de enddsporos/planta (NEPL) foram submetidos a andlise de

variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Substratos com esterco de curral (solo:areia:esterco) nas proporgoes de
1:1:1 e 2:2:1 resultaram em maiores pesos da matéria fresca e seca (PMFR/ PRS)
das raizes de tomateiro; entretanto, observourse menor nimero de endosporos/g
de po de raiz (NEGR) e indice de galhas (IG) nos substratos contendo matéria
organica, comparativamente ao substrato composto unicamente por solo e areia
(Tabelas 2 e 3). Observouse interacdo entre os fatores substrato e concentracdo
do nematdide apenas para a varidvel indice de galhas (Tabela 2). Verificou-se,
também, que a inoculagdo de plantas com 2.000 J2 proporcionou maiores IG
(Tabela 2), NEGR, numero de endosporos/sistema radicular (NEPL) e numero de
endosporos/fémeas do nematdide (NEF) em todos os substratos estudados. Por
outro lado, o aumento da concentragdo de nematodides inoculados nao influenciou
o PMFR e PRS (Tabelas 2 e 3). Stirling & Watchel (1980) relatam que o niimero
de fémeas de Meloidogyne spp. parasitadas/sistema radicular pode ser aumentado
inoculando-se mais de uma vez a planta hospedeira, ou entdo, segundo

Kasumimoto et al. (1993), elevando-se o nimero de nematdides com a bactéria a



ser introduzida nas raizes da espécie vegetal. Segundo Sharma e Stirling (1991),

Tabela 2 - Efeito do substrato e da concentragdo de J2 de M. javanica contendo
endosporos de P. penetrans sobre o indice de galhas de raizes de
tomateiro inoculadas com o nematoide

CONCENTRACAO DE M. javanica

SUBSTR,A.TOSA . 2.0001J2 1.000J2
(solo: areia:matéria organica) .
Indice de galhas
1:1:0 8,50 Aa 6,21 Ab
2:2:1 6,35 Ba 1,85 Bb
1:1:1 4,64 Ca 3,07 Bb
CV 21,14%

*A,B,a,b - médias seguidas das mesmas letras maiusculas, em cada colna, e das
mesmas letras mintsculas, em cada linha, ndo diferem pelo teste de

Tukey a 5%.

Tabela 3 - Efeito de substratos com diferentes propor¢des de solo, areia e matéria
organica (v:viv) e da concentracdo do nematdide sobre o peso da
matéria fresca da raiz (PMFR), peso de raiz seca (PRS), ntimero de
endosporos/fémea (NEF), nimero de endosporos/g de raiz (NEGR) e

numero de enddsporos/sistema radicular (NEPL)

em plantas de

tomateiro inoculadas com J2 de M. javanica contendo enddsporos de

P. penetrans

PMFR(g) PRS(g) *NEF *NEGR *NEPL
SUBSTRATOS
(solo:areia:M.O.**)
1:1:0 1654b  2,17b  190x10°a 257x10%a  548x10%a
2:2:1 31,75a  449a  953x10°b  138x10°b  553x10%a
1:1:1 2767a 363a  379x10°c¢  1,15x10%b  403x10%a
CONCENTRACAO
(M. javanica/planta)
2.000 J2 2617a 35la  153x10°a  233x10°a  714x10%a
1.000 12 232la  3,18a 482x10°b  955x10’b  283x10°b
CV(%) 20,57 2857 36,26 27,04 27,70




* Meédias, nas colunas, seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. * Dados originais transformados em vx.

** M.O.- matéria organica.

ha um limite maximo do numero de nematdides adicionados suportivel para o

sistema radicular, ndo ocorrendo aumento do numero de fémeas infectadas ou
aumento da concentracdo da bactéria/g de raiz quando sdo utilizados niveis de
moéculo muito elevados. A determinacdo do nivel maximo de indoculo nado foi o
objetivo deste trabalho, mas, como a adicdo da matéria organica resultou em
melhor desenvolvimento dos sistemas radiculares (Figura 1), acredita-se que
essas plantas suportariam maior carga de indculo e, dessa forma, seria possivel
aumentar a producdo de P. pemetrans por planta, porém esse assunto ¢ hipdtese

para estudos complementares futuros.

P25 + M javanica P25 + B, javanica P25 + M. javanica
1:1 (areia:solo) 1:1:1 (areia:solo: BLO.) 2:2:1 {areia:solo: NLO.)
2000 J2 { planta 2000 -.Ig fphﬂta 2000 J2 § planta
',':i""?" '\..- o 3

Figura 1 - Raizes de tomateiro crescidas em substratos compostos por solo, areia
e esterco de curral nas propor¢oes de 1:1:0 (a), 1:1:1 (b) e 2:2:1 (c),
70 dias apos a inoculagdo de 2.000 J2 de M. javanica com
P. penetrans.



Um melhor desenvolvimento de plantas devido a adicdo da matéria
organica ao substrato ¢ um fato bastante conhecido. No entanto, os efeitos da
matéria organica sobre populagdes de nematdides do solo parecem ser
influenciados pelo tipo, pela quantidade e pelo periodo de decomposicdo do
material incorporado (Miller et al., 1968; Tarjan, 1977; Alam et al., 1980; Singh
et al., 1983; Weltzien, 1989; Brzeski, 1991; Gonzales & Canto-Saenz, 1993;
Dias et al., 2000).

Os menores indices de galhas foram obtidos em plantas produzidas nos
substratos contendo esterco de curral. Nas plantas desenvolvidas em substrato
com matéria organica e inoculadas com 2.000 J2, o IG diminuiu de
aproximadamente 25% para cerca de 50% quando o volume de esterco utilizado
passou da metade do volume do solo e da areia para igual propor¢do na mistura,
comparativamente aqueles tomateiros desenvolvidos em substrato sem adicdo de
matéria organica (Tabela 2). A adicdo do esterco também levou a reducao do IG
quando 1.000 J2 foram adicionados/planta, mas este indice ndo diferiu para os
dois teores de matéria organica testados. Ribeiro er al. (1997), estudando o efeito
do esterco de curral incorporado ao solo sobre a reproducao de M. javanica em
tomateiro, verificaram maior numero de galhas e massas de ovos com a
incorporagdo do esterco e atribuiram esses resultados a um possivel aumento do
volume de raizes disponiveis aos nematdides. Embora os resultados obtidos no
presente trabalho tenham diferido daqueles obtidos por Ribeiro et al. (1997), o
maior IG obtido no substrato 1:1:0 pode ser atribuido ao menor desenvolvimento
do sistema radicular, acarretando, dessa forma, aumento da relagdo galhas/raiz
determinada pela escala visual de Barker et al. (1986), como pode ser observado
na Figura 1.

O NEGR foi cerca de duas vezes maior no substrato 1:1:0,
comparativamente aos demais tratamentos que receberam matéria organica
(Tabela 3). Pode-se verificar que nos tratamentos em que os IG foram maiores,
ocorreu também maior numero de enddsporos/g de pd de raiz (Tabela 2). Dessa
forma, a adicdo de esterco de curral ao substrato com solo e areia reduziu o

NEGR. Efeito semelhante foi observado para o NEF nas plantas cultivadas em



substrato  acrescido de residuo organico. Possivelmente, mecanismos de
resisténcia de planta estimulados pela adigdo do esterco (Singh er al., 1983)
estejam envolvidos nesse processo, impedindo o desenvolvimento normal do
nematoide, mas o maior desenvolvimento da raiz pode ter reduzido a propor¢ao
de galhas por raizes sauddveis, levando a um menor indice de galhas, que ¢ uma
avaliagdo visual subjetiva, isto €, um mesmo numero de galhas pode representar
IG diferentes em sistemas radiculares com mais ou menos raizes. O mesmo
nimero de endosporos produzidos por planta em substratos sem esterco ou nos
dois niveis de esterco sugere que o residuo organico nio reduziu a penetracdo do
nematdide nas raizes. A auséncia do esterco de curral resultou em menor volume
de raizes a serem moidas e em maior concentragdo de endosporos/g de raiz, o que
¢ desejavel na producdo de um produto comercial a base de p6 de raiz com
P. penetrans.

Verificouse que o NEF foi maior nas plantas desenvolvidas em substrato
constituido apenas por solo e areia € que o aumento da propor¢cdo do residuo
organico na mistura reduziu o numero de endosporos produzidos por fémeas de
M. javanica (Tabela 3). Estes resultados corroboram as observacdes visuais do
tamanho das fémeas de M. javanica feitas no momento de sua retirada das raizes,
para avaliagdo do NEF. Observouse entdo que as fémeas obtidas das plantas
desenvolvidas nos substratos contendo esterco de curral eram menores. De
acordo com alguns pesquisadores, a adicdo de residuos organicos e, ou,
fertilizantes ao solo pode ter efeito nematicida direto sobre os nematodides, levar a
producao de substincias toxicas durante o processo de decomposicdo ou, ainda,
aumentar a resisténcia da planta hospedeira a invasdo e ao desenvolvimento
destes patdogenos no interior das raizes (Miller e al. 1968; Singh et al, 1983;
Stirling, 1991; Riispere, 1990; Chen & Dickson, 1997). Portanto, apesar de o
nematdide ter penetrado nas raizes dos tomateiros cultivados em substratos
contendo esterco de curral, algum mecanismo de resisténcia ou de tolerdncia da
planta pode ter sido ativado, afetando o seu desenvolvimento normal,
interferindo, assim, na produgdo de endoésporos de P. penetrans no interior das

fémeas de M. javanica. A resisténcia adquirida pela planta em resposta a adigao



de um residuo ou composto organico ¢ relatada na literatura para diferentes
patogeno s (Zambolim et al., 1996).

Apesar de a adigdo do residuo organico ter influenciado negativamente o
niamero de enddsporos produzidos por grama de raiz, nao foi verificada diferenca
significativa  (P<0,05) para nimero de endosporos totais por sistema
radicular (NEPL) entre os tratamentos, obtendo-se, portanto, uma média de
5 x 10° endosporos/sistema radicular. Isso se deve, provavelmente, ao uso de
esterco curtido e esterilizado na mistura  solo: areia. Dessa forma, o avancado
estado de decomposi¢do da fonte organica utilizada e a eliminagdo da microbiota
natural do esterco, promovida pela sua prévia esterilizagdo, podem ser
responsaveis pelo pequeno efeito nematicida observado sobre os nematdides
inoculados, afetando seu desenvolvimento tardiamente, conforme observagdes ja
discutidas sobre o efeito gradual da adicdo do esterco de curral no NEF para os
diferentes substratos (Tabela 3). De acordo com Alam et al. (1980) e Singh et al.
(1983), um corretivo organico pode aumentar a resisténcia da planta ao
desenvolvimento do nematdide nas raizes. Portanto, devido a inexisténcia de
diferengas para NEPL entre os tratamentos, parece estar ocorrendo, apenas, o
retardo no crescimento do nematdide em funcdo do aumento da resisténcia da
planta induzido pelo esterco. A reducdo do tamanho das fémeas e do NEGR pode
ter sido compensada por ligeiro aumento da penetragdo de J2 com P. penetrans
nas raizes das mudas desenvolvidas em substratos com esterco, pois as plantas,
possivelmente, ja4 apresentavam raizes mais fortes e com mais sitios de
penetragdo. No entanto, esse efeito ndo pode ser observado devido ao
mascaramento causado pelo supercrescimento radicular em substratos onde se
adicionou o residuo organico.

Por meio desses resultados, observowuse que maiores niveis de matéra
organica no solo resultam em raizes de tomateiro com maior volume e peso,
porém nao proporcionam o aumento do nimero de endoésporos produzidos por
planta, ¢ que o numero de J2 com endosporos inoculado por planta ¢ também um

fator importante na produgao massal da bactéria.
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PRODUCAO DE Pasteuria penetrans ‘IN VIVO’ EM SOLOS DE
DIFERENTES TEXTURAS

Resumo - Produgdo de Pasteuria penetrans ‘in vivo' em Solos de Diferentes
Texturas. Nematologia Brasileira.

A produgdo e adesdo de enddsporos de Pasteuria penetrans em J2 de
Meloidogyne javanica foram avaliadas em solos com diferentes texturas e
caracteristicas quimicas e em areia de rio sob condicdes de casa de vegetacdo.
Mudas de tomateiro do grupo Santa Cruz foram transplantadas para vasos
contendo os diferentes solos ou areia infestados nos 5 cm superficiais com
P. penetrans na concentragdo de 1 x 10° enddsporos/g de solo e inoculadas com
2.000 J2/planta. Decorridos 70 dias, as raizes das plantas foram colhidas,
lavadas, secas ao sol, pesadas e moidas, para avaliagdio de peso de raiz seca,
nimero de endosporos/g de pd de raiz e nimero de endosporos/planta. Amostras
de 50 cm’ de solo foram retiradas da camada superficial (0-5 cm ) e do fundo
(17-20 cm) de cada vaso, secas ao sol e infestadas com 600 J2 de M. javanica,
para averiguar a percolagdo dos endosporos, observando-se o numero de
endosporos aderidos por J2 e a percentagem de J2 aderidos por P. penetrans ao
final do periodo observado. Verificowse maior numero de endosporos de
P. penetrans produzidos por planta nos solos com textura mais arenosa. Foi
obtida correlagdo negativa entre a producdo da bactéria por planta e o teor de
argila do solo. Observou-se, ainda, maior numero de endosporos/g de raiz nas
plantas cultivadas em areia; entretanto, devido ao baixo peso de raiz seca, a
producdo total da bactéria foi menor, comparativamente aos demais tratamentos
(P<0,01). Verificou-se maior nimero de endosporos da bactéria aderidos aos J2
de M. javanica na camada superficial dos solos de textura mais leve € menor nos
solos de textura mais pesada. A maioria dos endosporos de P. penetrans em areia
de rio foi levada para o fundo dos vasos com a percolagdo da agua, mas ndo em

solos argilosos ou arenosos.



Palavras-chave: Meloidogyne javanica, Pasteuria penetrans, producdo massal,
textura do solo, propriedades quimicas do solo.

Summary - Production of Pasteuria penetrans ‘in vivo’ in soils with different
textures and in the sand. Nematologia Brasileira .

The mass production and the attachment of Pasteuria penetrans to
Meloidogyne javanica J2 were evaluated in soils of different textures and in river
sand, in the greenhouse. Tomato seedlings of the Santa Cruz group were
transplanted to pots containing those substracts. The upper Scm layer of the
substract was infested with P. penetrans (1 x 10° endospores/g soil), and each
plant was inoculated with 2000 J2. Seventy days later, the plants were harvested,
the roots were washed, dried, weighed and ground. The number of endospores/g
of root and the number of endospores per plant were estimated. Soil samples
(50 cmr’) were collected from upper layer (0-5 cm depth) and from the bottom
(17-20cm) of each pot, dried and infested with 600 J2 of M. javanica to evaluate
the endospore percolation by observing the number of endospores per juvenile,
and the percentage of juveniles with attached P. penetrans. More
endospores/plant were produced in sandy soils compared to clay soils or river
sand. Negative correlation was observed between P. penetrans production per
plant and the soil clay content. Higher number of endospores/g root were
observed in the plants growing in sand, but, due the lower dry root weight, the
total bacterial mass production was less as compared with other treatments
(P<0,01). Soils with lighter texture allowed higher attachment of P. penetrans to
juveniles of M. javanica than heavier soils. Most of the endospores were leached

to the bottom of the pot by the percolating water in the sand.

Key words: Meloidogyne javanica, Pasteuria penetrans, massal production, soil
texture; soil physical and chemical characteristics.



INTRODUCAO

As bactérias Pasteuria spp. Metchnikoff (1988) tém sido investigadas
por muitos pesquisadores nas mais diversas regides do planeta. Além de serem
consideradas  antagonistas  eficientes no controle de fitonematoides, essas
bactérias apresentam atributos favoraveis, como: especificidade ao hospedeiro;
resisténcia dos endosporos ao calor e a dessecacdo; inocuidade ao homem, aos
animais € ao meio ambiente; viabilidade dos enddsporos por longos periodos de
armazenamento, € compatibilidade com outras medidas fitossanitarias, como
solarizagdo ou aplicacdo conjunta com nematicidas e fungicidas (Campos, 1992;
Hats & Dickson, 1992; Giannakou et al., 1997; Melki et al., 1998; Freitas et al.,
2000). No entanto, por serem parasitas obrigatorios, sua produgdo massal ¢
realizada “in vivo” no nematéide, parasitando sua planta hospedeira em casa de
vegetacao (Stirling & Watchel, 1980), da qual se obtétm um pd fino de raiz
contendo a bactéria.

Virios relatos na literatura t€m demonstrado a grande potencialidade de
P. penetrans (Thorme) Sayre & Starr como agente de controle biologico do
nematoide das galhas (Brown ef al., 1985; Chen et al., 1996; Chen & Dickson,
1998). Entretanto, parece que varios fatores interferem em sua eficiéncia. Dentre
estes, o efeito de propriedades do solo atua decisivamente sobre o parasitismo de
P. penetrans (adesdo, infecgdo e colonizagdo) em seu nematdide hospedeiro.
Estudos sobre a influéncia de propriedades fisicas do solo, como umidade
(Stirling & Watchel, 1980; Brown & Smart, 1984; Oostendorp et al., 1990;
Mateille et al., 1996) e temperatura (Stirling, 1981; Hatz & Dickson, 1992;
Freitas et al., 1997); de propriedades quimicas, como o pH, a disponibilidade de
nutrientes ¢ a capacidade de troca cationica (CTC) (Mateille et al., 1995; Mateille
et al.,, 1996; Trudgill et al., 2000); e de efeitos biologicos devidos a interagdes no
ambiente rizosférico (Duponnois et al., 1997; Duponnois & Ba, 1998; Duponnois
et al, 1999) sio alvos de muitas especulacdes sobre o comportamento da

bactéria.



Tém-se em geral que solos de textura mais arenosa favorecem as
dispersdes de P. penetrans e de populacdes de Meloidogyne spp. De acordo com
Spaull (1984), Dickson et al. (1994) e Mateille et al. (1995), solos mais arenosos
favorecem a adesdao dos endosporos a juvenis de Meloidogyne spp. e também a
sua retencdo nas camadas mais superficiais do solo. Dickson et al. (1994)
observaram juvenis de segundo estddio (J2) de Meloidogyne spp., com
endoésporos de P. penetrans aderidos, em profundidades de at¢ 122 cm em solos
arenosos da Florida, EUA. Conforme esses autores, solos com menor porosidade,
alto conteido de argila e matéria orginica ou outro fator desconhecido podem
restringir o movimento descendente dos endosporos com a percolacdo da agua.
Todavia, em alguns casos, P. penetrans parece adaptar-se bem a solos argilosos
(Verdejo-Lucas, 1992; Trudgill et al., 2000). Embora Mateille et al. (1995)
tenham observado maiores infecgdes de Meloidogyne spp. pela bactéria em solos
arenosos, a presenga de argila nestes solos favoreceu a retengdo dos endosporos
nos horizontes superficiais. Pesquisas sobre a influéncia de fatores abidticos do
solo sobre P. penetrans tém sido conduzidas, principalmente, para avaliar a
disponibilidade e adesdo dos endosporos da bactéria ao nematdide, ou para
observacdo e associacdo do seu efeito biocontrolador; contudo, raras sdo as
investigagdes sobre a interferéncia desses fatores na sua producdo massal para
utilizagdo como indculo em controle bioldgico.

Diante do exposto, propds-se neste trabalho avaliar a reprodugdo de
P. penetrans em M. javanica (Treub) Chitwood (Netcher & Sikora) parasitando
plantas de tomateiro (Lycopersicum esculentum 1.) em solos com texturas

distintas para a producao massal da bactéria.



MATERIAL E METODOS

Produciao massal de P. penetrans em solos de diferentes texturas

Estudowse a influéncia da textura de quatro solos diferentes e da areia de
rio sobre a producao de P. penetrans em M. javanica parasitando tomateiro. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Clima Temperado,
em Pelotas, RS, sob temperatura ambiente de 27 * 5°C, entre os meses de janeiro
e abril de 2000. Cada tratamento correspondeu a um tipo de solo contendo planta,
bactéria e nematdide e apresentou sete repeticdes com delineamento inteiramente
a0 acaso.

Os substratos estudados foram coletados nos municipios de Camaqua,
Cristal e Pelotas (‘Pelotas’, horizonte B e areia de rio), Rio Grande do Sul, sendo,
logo apés a coleta, secos ao sol, destorroados, peneirados e esterilizados em
autoclave por umal hora, a 120°C. Posteriormente, foram submetidos & analises
granulométricas e qumicas (Andénimo, 1997; Tedesco et al, 1995; Lemos &

Santos, 1982), cujos resultados sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados de analises granulométricas e quimicas dos solos testados

Solos pH HO M.O. K P Al Ca Mg CTC Areia Silte Argila classe
% --mg/dm°-- ———-cmoly/dm--— (%) textural
Cristal 5.3 45 132 37,8 0,0 30 1,1 3,43 81,0 17,2 89 areia-franca
Pelotas 44 1,7 220 160,0 09 18 05 2,76 652 34 114 franco-arenoso
Camaqua 48 2,7 86 58 0,7 11,1 41 16,11 25,8 34,5 39,7 franco-argiloso
Horizonte B 5,0 0,2 44 0,8 31 1,3 36 8,11 329 78 493 franco-argilo-
arenoso
Areia 6,7 0,1 17 88 00 04 0,1 0,54 99,0 1,0 0,0 arenoso

Utilizouse como indculo de P. penetrans o isolado P25, obtido de

M. arenaria raca 1 na Florida, EUA, e multiplicado em M. javanica em raizes de



tomateiro, em Vicosa-MG, de acordo com metodologia descrita por Stirling &
Watchel (1980), das quais se obteve um pd fino de raizes contendo os
endosporos. A concentragdo da bactéria por grama de pod de raiz foi determinada
segundo Souza (1997). Uma populagdo de M. javanica, oriunda de Vigosa-MG e
mantida em tomateiro em casa de vegetacdo da Embrapa Clima Temperado,
Pelotas-RS, foi utilizada como inoculo do nematdide. Juvenis de segundo estadio
(J2) de M. javanica foram obtidos de raizes de tomateiro através da combinagio
dos métodos de Hussey & Barker (1973) e do funil de Baermann modificado
(Pitcher & Flegg, 1968).

Cada unidade experimental foi constituida de solo e areia, adubada de
acordo com os resultados da analise quimica, seguindo as recomendacdes para a
cultura do tomateiro (Anonimo, 1995), e logo apoés foi acondicionada em vaso
plastico de 4 kg de capacidade. A seguir, adicionou-se p6é de raiz com
P. penetrans (Stirling & Watchel, 1980) a um 1 kg de solo de cada vaso
previamente separado do restante, em quantidades que resultaram em
1 x 10° enddsporos/g solo. A fracio contendo a bactéria foi homogeneizada e
depositada no interior de cada vaso, sobre o solo sem a bactéria, preenchendo
cerca de 5 cm superficiais. Em seguida, efetuou-se o plantio de uma muda de
tomateiro do grupo Santa Cruz por vaso, sendo estas adubadas semanalmente
com solu¢do nutritiva, em quantidades definidas de acordo com a composi¢do de
cada solo (Andnimo, 1995). Decorridos 15 dias do transplante, 2.000 J2 de
M. javanica foram adicionados ao solo de cada vaso e distribuidos,
circularmente, a 4 cm de distancia da planta de tomate.

Setenta dias apds a inoculagdo, as plantas foram colhidas e o sistema
radicular separado da parte aérea, lavado e seco ao sol por uma semana.
Posteriormente, as raizes foram mantidas em estufa a 38°C por uma hora, pesadas
(peso de raiz seca = PRS) e moidas, para obtencdo de um pod de raiz fino. A
quantificagdo dos endosporos contidos no po6 de raiz foi realizada segundo o
método descrito por Souza (1997), com pequenas modificagdes. Amostras de
0,5 g de po de raiz, acondicionadas em placas de Petri, foram umedecidas com

2 mL de uma solugdo de pectinase (Clarex, Miles do Brasil- 15.000 ajdv/g) e



celulase (Sigma Chemical Ltda- 5.000 un.) a 2% e incubadas a 37°C por trés
horas. Decorrido o periodo de incubagdo, cada amostra foi transferida para um
cadinho, onde se adicionaram 5 mL de dagua destilada, para maceracdo da
amostra durante quatro minutos. Feita a maceragdo, o volume da suspensao do po
de raiz contendo P. penetrans foi elevado para 50 mL pela adigdo de agua
destilada. As amostras foram entdo acondicionadas em tubos plasticos e
armazenadas em refrigerador a 8°C, para posterior contagem de enddsporos em
camara de Newbauer e determinagdo do numero de enddsporos por grama de raiz
(NEGR) e do ntimero de enddsporos por planta (NEPL). O PRS e os valores
transformados em \/; de NEGR e NEPL foram analisados estatisticamente,
comparando-se as médias dos tratamentos pelo teste de Tukey a 1% de
probabilidade. O NEPL obtido nos quatro diferentes solos e respectivos teores de
argila, areia e silte foram submetidos a andlise de correlagio de Pearson (SAS
System 8.0, SAS Institute, Cary, NC-USA). No entanto, os dados referentes ao
NEPL obtidos no substrato areia ndo foram submetidos a analise de correlacdo,

por nado ser considerado como solo.

Adesao de enddésporos de P. penetrans a J2 de M. javanica em solos de
difere ntes texturas

Apos a coleta das raizes, retirouse uma amostra de 100 em’ de cada solo
ou de areia, dos primeiros 5 cm (solo misturado com a bactéria) e do fundo de
cada vaso (17-20 cm abaixo da superficie), para avaliagdo da adesao de
enddsporos aos J2. As amostras foram secas ao sol por uma semana e,
posteriormente, secas em estufa por 24 horas, visando eliminar os nematoides
remanescentes. Aliquotas de 50 cm’ dessas amostras de solo foram colocadas em
placas de Petri e infestadas, cada, com 600 J2 de M. javanica em 22 mL de 4gua.
Em seguida, as amostras foram levadas para a incubacdo, onde permaneceram no
escuro, por trés dias, a 25°C. Decorrido esse intervalo, procedewse a extragdo
dos nematodides do solo por meio de lavagem e peneiramento da amostra (C obb,

1918). O material retido na peneira de 0,037 mm de abertura (400 mesh) foi



transferido para um béquer, para contagem do numero de endoésporos aderidos
por J2 (NEJ2) e determinacdo da percentagem de adesdo (%J2AD) em
20 nematdides escolhidos ao acaso, utilizando-se microscopio invertido. Os
valores de NEJ2 das profundidades de 0-5 cm e 17-20 cm foram transformados
em \/x—-l-O,S, submetidos a andlise de varidncia e analisados estatisticamente pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade. Os dados de %J2AD, transformados para
arco seno X, foram analisados pelo teste de Tukey a 1% (0-5 cm) e 5%
(17-20 cm) de probabilidade. Os valores de NEJ2 obtidos nos quatro diferentes
solos e respectivos teores de argila, areia e silte foram submetidos a andlise de
correlagio de Pearson (SAS System 8.0, SAS Institute, Cary, NC-USA).
Entretanto, os dados referentes ao NEJ2 obtidos no substrato areia ndo foram

submetidos aanalise de correlagdo, por ndo ser considerado como solo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producio massal de P. penetrans em solos de diferentes texturas

O maior nimero de endoésporos de P. penetrans/g de raiz (NEGR) foi
obtido de plantas de tomate cultivadas no solo Pelotas (franco-arenoso) e na areia
de rio (P<0,01), conforme Tabela 2. Apesar de ter sido verificada concentracdo
alta da bactéria por grama de p6 de raiz dos tomateiros desenvolvidos na areia, a
producdo de raizes pelas plantas foi muito pequena, o que, provavelmente, se
deve & caracteristicas fisicas do substrato, pouco favordveis ao crescimento da
espécie vegetal (Tabela 1).

Os niveis mais altos da bactéria por planta (NEPL) foram detectados nos
solos de textura mais arenosa, Pelotas (franco-arenoso) e Cristal (areia franca), os

quais diferiram significativamente dos demais tratamentos (Tabelas 1 e 2). De



Tabela 2 - Efeito de diferentes solos sobre producdo de matéria seca de raiz
(PRS), ntmero de endosporos/g de raiz (NEGR) e numero de
endosporos/planta  (NEPL) de P. penetrans em tomateiros
inoculados com M. javanica em casa de vegetagdo

SOLOS PRS **NEGR **NEPL

Classe textural Local
Areia franca Cristal 4,35 a* 782x10° b 321x10°a
Franco-arenoso Pelotas 198 b 1,01 x 10’ ab 1,97 x 10°a
Franco-argiloso Camaqua 1,39 bc 6,83 x 10° b 9,22 x 10° b
Franco-argjlo - arenoso HB 0,54 bc  5,78x10° b  2,62x10° ¢

- Aria 0,13 ¢ 1,68x10°a  2,10x10° ¢
CV (%) 41,20 17,55 19,59

* Meédias, nas colunas, seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade.

** Dados transformados em Vx.

acordo com Sawadogo et al. (2000), o tipo de solo ¢ um fator determinante no
desenvolvimento das populagcdes de Meloidogyne spp., afetando, principalmente,
sua distribuicdo entre o solo e as raizes da planta hospedeira. Além do mais, a
ocorréncia de juvenis de Meloidogyne spp. com endosporos de P. penetrans em
um solo parece estar intimamente associada a sua textura, sendo mais
freqlientemente observada em solos arenosos (Spaull, 1984; Oostendorp et al,
1990; Dickson et al, 1994; Mateille et al., 1995). Dessa forma, solos de textura
mais leve facilitariam a movimentagdo e migragdo dos nematdides & raizes,
aumentando, conseqiientemente, suas chances de encontrar endosporos da
bactéria e de penetrar nas raizes (Prot, 1979; Mateille et al., 1995). No entanto, a
presenca de argila em solos arenosos parece exercer papel importante, impedindo
a percolacdo de endosporos das camadas superficiais para aquelas mais
profundas (Mateille et al., 1995), como deve ter ocorrido com o substrato areia

de rio, cujo teor de argila era nulo (Tabela 1).



Nos solos de textura mais argilosa (Camaquad e Horizonte B), o NEGR e
o NEPL de P. penetrans foram menores que nos demais substratos (Tabela 2).
Encontrou-se correlagdo negativa (R2= -0,9593, P= 0,04) entre o NEPL obtido
nos diferentes solos com os respectivos teores de argila (Tabela 1). A baixa
producdo da bactéria em tais solos pode ter ocorrido, em parte, devido a maior
dificuldade de migracdo e de penetragdo dos J2 nas raizes apos a inoculagdo, a
menor reinfestacdo da planta pelo nematdide, ou mesmo a baixa adesdo dos
endosporos de P. penetrans aos J2 de M. javanica (Figura 1). De acordo com
Duchaufour (1991), a medida que a quantidade de particulas de argila no solo
aumenta, o tamanho dos poros diminui, reduzindo, assim, a sua permeabilidade e
a percolagdo da agua, as quais podem influenciar o transporte de juvenis de
Meloidogyne spp. e dos enddsporos de P. penetrans (Mateille et al., 1995; 1996).
Além do mais, a maior quantidade de argila em um solo pode aumentar a
capacidade de adsor¢do eletroquimica dos endosporos da bactéria sobre os
coldides do solo, sendo estes adsorvidos & particulas de argila possivelmente por
pontes de cations com Cd e Mg2+, tornando-os indisponiveis ao encontro e a
adesdo aos J2 de Meloidogyne spp. (Afolabi et al., 1995; Mateille et al., 1995;
Sawadogo et al., 2000).

Por outro lado, os menores valores de NEGR e NEPL nesses solos
podem também ter resultado do menor desenvolvimento e peso do sistema
radicular, devido, principalmente, a baixa disponibilidade de fosforo & plantas
ocasionada pela sua reten¢do em grande parte aos coldides do solo (Malavolta,
1978), mesmo tendo recebido aplicagdes periodicas de solugdo contendo o

nutriente.

Adesao de enddésporos de P. penetrans a J2 de M. javanica em solos de
diferentes texturas

Nas Figuras 1 e 2 sdo apresentadas, respectivamente, as médias do

numero de enddsporos da bactéria aderidos por nematdide e as médias das
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*Médias, nas colunas brancas, seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo
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Figura 1 - Média dos nimeros de endosporos de P. penetrans aderidos a J2 de

M. javanica (dados transformados Vx + 0,5) introduzidos na camada
superficial (0-5 cm) e final (17-20 cm) dos vasos contendo os

diferentes solos, 70 dias ap6s a incorporagdo da bactéria.
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Figura 2 - Percentagem de juvenis de M. javanica com enddésporos de
P. penetrans (arco seno x) na camada superficial (0-5 cm) e final
(17-20 cm) dos vaso contendo os diferentes solos, 70 dias depois da
incorporacdo da bactéria.



percentagens de J2 de M. javanica infectados por P. penetrans nos diferentes
solos, 70 dias ap6s a incorporacio do pd de raiz aos diversos tratamentos.
Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas quanto a
percentagem de J2 com endodsporos aderidos (%J2AD) na camada superior dos
solos de Cristal, Pelotas, Camaqua e HB (97,2 - 83,2%), o percentual de J2
aderidos com P. penetrans foi aproximadamente 50% menor na areia (Figura 2).
Entretanto, observowse que o numero de enddsporos/J2 (NEJ2) diferiu entre os
diversos tratamentos (Figura 1).

Por meio da andlise da Figura 1, pode-se verificar que os maiores indices
de adesao (NEJ2) foram obtidos nos solos de textura mais leve (Cristal e
Pelotas), correspondendo aos tratamentos em que houve maior producdo da
bactéria (Tabela 2). Também foi possivel observar correlagdo positiva (R2= 0,99,
P= 0,01) entre o teor de areia dos diferentes solos (Tabela 1) e o NEIJ2
encontrado na camada superior dos solos onde a bactéria foi incorporada. Esses
resultados concordam com os obtidos por Mateille et al. (1996), os quais
verificaram que juvenis de Meloidogyne spp. infectados por P. penetrans eram
mais numerosos em solos de textura arenosa e com aproximadamente 10% de
argila. De acordo com esses autores, em solos arenosos o movimento do
nematdide e o encontro com a bactéria podem ser facilitados devido a sua maior
porosidade; no entanto, a presenca de alto conteudo de argila poderia afetar
diretamente a percolacdo dos esporos, tendo-se uma situagdo intermedidria,
conforme observado nos solos arenosos de Cristal e Pelotas (Tabela 1 e
Figura 1). Dessa forma, um certo percentual de argila em um solo arenoso
poderia garantir que menor nimero de enddsporos fosse perdido e lixiviado para
camadas mais inferiores.

Os baixos valores de NEJ2 e %J2AD detectados na camada superficial
do tratamento areia devemrse, possivelmente, a lixiviagho da maioria dos
endosporos incorporados a esse substrato com a agua de irrigagdo durante o
periodo de execu¢do do ensaio de producdo massal. Essas observagdes sdo
confirmadas pelos valores de adesdo encontrados nas camadas inferiores dos

substratos testados (Figuras 1 e 2), pois tanto a %J2AD (P<0,01) como o NEJ2



(P<0,05) foram mais elevados na areia. Estudos feitos por Oostendorp et al.
(1991) corroboram esses resultados, uma vez que, segundo esses autores, a
estrutura particular dos solos arenosos sem particulas de argila favoreceria a
evasdo passiva dos esporos da bactéria para fora do horizonte rizosférico,
diminuindo, assim, a sua adesdo aos nematdides (Singh & Dhawan, 1992).

Apesar de ter ocorrido alta percentagem de adesdo nos juvenis presentes
nos solos de textura mais pesada, Camaqua e HB (Figura 2), o NEJ2 foi de trés a
quatro vezes inferior aquele observado nos solos arenosos Pelotas e Cristal,
verificando-se, portanto, correlacdo negativa (R2= -0,91, P= 0,08) do teor de
argila com o NEJ2 encontrado na camada superficial desses solos. Portanto, os
baixos valores da adesdo obtidos nos solos mais argilosos podem ser atribuidos a
ocorréncia de dois fendmenos: reducdo da mobilidade dos J2 de M. javanica
devido a sua estrutura compacta, limitando, conseqlientemente, o encontro destes
com os endosporos da bactéria (Prot & Van Gundy, 1981); e possivel
aprisionamento dos enddsporos de P. penetrans aos coldides da argila, tornando-
se estes indisponiveis ao contato com o nematdide (Dabiré et al., 1996; Mateille
etal., 1996).

Considerando-se que apenas 20 a 30% dos enddsporos de P. penetrans
sdo capazes de germinar no corpo do nematdide (Sayre & Wergin, 1977; Stirling,
1984) e que em solos argilosos pode haver necessidade de introduzir maior
concentragdo da bactéria, a fim de promover uma adesio a cuticula dos J2
semelhante  aquela obtida em areia (Souza & Campos, 1998), seria
imprescindivel a observacdo de tais fatores na implementacdo de um programa
de controle bioldégico no campo. Portanto, tomando-se por base a produgdo
massal de P. penetrans em substratos com textura predominantemente pesada,
seria necessaria a introdugdo de concentracdes mais elevadas da bactéria/g solo
para aumentar as chances de germinagdo dos enddsporos sobre a cuticula do J2
no interior das raizes, o que proporcionaria o desenvolvimento de fémeas
colonizadas pelo hiperparasita. Como P. penetrans s6 se multiplica em seu
nematoide hospedeiro e os nematdides das galhas reproduzem-se com maior

intensidade em solos arenosos, ha maior chance de que o nivel populacional da



bactéria resulte em supressividade do solo em condigoes de texturas mais
arenosas.

Por meio dos resultados, pode-se verificar que tanto o uso de solos muito
argilosos quanto o emprego de areia de rio para producdo massal de P. penetrans
ndo permitiram a obtencdo de grande nimero de enddsporos. Entretanto, o
cultivo da planta hospedeira em solos com textura mais arenosa, contendo
aproximadamente 10% de argila, levou a uma producdo mais elevada da bactéria.
Esses resultados concordam com os testes de adesdo, em que também foi
possivel correlacionar os maiores valores de adesdo & caracteristicas fisicas dos

solos estudados.
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EFEITO DO NUMERO DE ENDOSPOROS DE Pasteuria penetransE
DO METODO DE PROMOC AO DA ADESAO SOBRE A
PENETRACAO DE Meloidogyne javanica E PRODUCAO DA
BACTERIA EM TOMATEIRO

Resumo - Efeito do Numero de Endosporos de Pasteuria penetrans e do Método
de Promocdo da Adesdo Sobre a Penetracdo de Meloidogyne javanica
e Produ¢do da Bactéria em Tomateiro. Nematologia Brasileira .

Estudowse o efeito de Pasteuria penetrans sobre a penetracdo de
Meloidogyne javanica em raizes de tomateiro (Lycopersicon esculentum L.),
inoculando-se 1.000 J2 aderidos com 0, 10, 30, 60 ou 90 endodsporos/J2, através
do borbulhamento das suspensdes de nematdides e bactérias, sendo as plantas
inoculadas mantidas em cAmara de crescimento por 10 dias a 27°C e fotoperiodo
de 12 horas. Logo apos, as raizes foram colhidas e coloridas com fucsina acida,
para contagem do mimero de nematdides por sistema radicular, selecionando-se a
classe (numero de enddsporos/J2) que permitiu maior penetracdo do nematdide.
Verificouse que a média de 10 enddsporos/J2 proporcionou a penetragdo de 50%
dos nematoides em relagdo a testemunha, e o aumento do nimero de endodsporos
aderidos aos J2 acima dessa média reduziu drasticamente a penetracdo nas raizes
pelos nematdides. Posteriormente, os métodos de adesdo por borbulhamento,
agitacdo, centrifugagdo e repouso foram comparados entre si quanto ao
coeficiente de variagdo (CV) do ntmero de endoésporos/J2 em tubos plasticos
com 15 mL de suspensio de 500 J2 e enddsporos na concentracdo de
1 x 10° enddsporos/mL. Com o objetivo de estudar o efeito das variagdes na
adesdo sobre a multiplicagdo da bactéria, plantas de tomate mantidas em casa de
vegetagdo foram inoculadas com 1.000 J2, com média de 10 enddsporos/J2,
aderidos pelo método de borbulhamento, centrifugagdo ou agitagdo. Setenta dias
apés a inoculagdo, as raizes foram colhidas, avaliadas quanto ao nimero de
galhas e ovos e, logo apds, secas ao sol para moagem, determinacdo do peso seco

e do nimero de enddsporos produzidos. Observou-se grande CV do nimero de



endosporos/J2, maior nimero de galhas e producdo de ovos/planta usando-se o
método de borbulhamento. Apesar de o método de agitacdo ter proporcionado
maior uniformidade na adesdo, obteve-se menor nimero de enddsporos
produzidos, comparado aquele obtido por centrifuga¢do e borbulhamento

(P<0,01).

Palavras-chave: Meloidogyne javanica, Pasteuria penetrans, penetragio,
métodos de adesdo, produgao massal.



Summary - Effect of Pasteuria penetrans endospore number and method of
attachment promotion on Meloidogyne javanica root penetration
and mass production of the bacteria in tomato plants. Nematologia
Brasileira .

The effect of Pasteuria penetrans on penetration of Meloidogyne
javanica in tomato roots was studied in the growth chamber. The tomato plants
were inoculated with 1000 J2 carrying 0, 10, 30, 60 or 90 endospores attached to
their cutice by bubbling juvenile and endospore water suspensions. The
inoculated plants were incubated for 10 days at 12-hours photoperiod and 27°C.
The root system was collected and stained with acid fucsin to evaluate the
number of juveniles that penetrated the roots. Attachment of 10 endospores/J2
reduced penetration by 50% compared to endospores-free J2, and was further
reduced as number of attachment increased. Subsequently, the attachment
promoting methods of air bubbling, shaking, centrifugation and stationary were
compared by calculating the coefficient of variation (CV) of attachment among
juveniles in plastic tubes containing 15 mL suspension of 500 M. javanica J2 and
endospores (1x10mL). To evaluate the effect of attachment on the P. penetrans
reproduction, plants in the greenhouse were inoculated with 1000 J2 carrying an
average of 10 endospores each. The attachment was promoted through air
bubbling, centrifugation or shaking. Seventy days after the inoculation, roots
were collected and, the egg and gall numbers were evaluated, before drying the
roots to determine the dry weight and amount of endospores produced. A high
variation in endospore number /J2 and number of gall and egg per plant was
observed using the air bubbling method. Even though the shaking method
yielded more uniform attachment, the number of endospores produced was lower

than that obtained in the centrifugation and in the air bubbling methods (P<0,01).

Key words: Meloidogyne javanica, Pasteuria penetrans, penetration, attachment
methods, mass production.



INTRODUCAO

Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr tem sido referida em varios
trabalhos como parasita de diversos fitonematoides (Mankau, 1975; Sturhan et
al., 1988; Chen & Dickson, 1998). Apesar de 323 espécies de nematoides
incluidos em 116 géneros serem relatados como hospedeiros de Pasteuria spp.
(Chen & Dickson, 1998), seu potencial como agente biocontrolador tem sido
estudado principalmente para as espécies do género Meloidogyne Goeldi
(Stirling, 1984; Tzortzakakis et al., 1997; Cho et al., 2000). Este antagonista
pode atuar no controle de Meloidogyne spp. impedindo a fémea de produzir ovos
(Sayre & Wergin, 1977), ou mesmo impedindo o juvenil de penetrar nas raizes
(Stirling, 1984; Brown et al., 1985). Além do mais, P. penetrans apresenta
varios atributos favordveis a sua utilizagdo, como: especificidade ao hospedeiro;
resisténcia dos enddsporos ao calor e a dessecacdo; inocuidade ao homem e meio
ambiente; viabilidade dos enddsporos por longos periodos de armazenamento; e
uso compativel com as praticas agricolas de solarizagdo e aplicagdo de
nematicidas ou fungicidas (Campos, 1992; Hats & Dickson, 1992; Freitas et al.,
2000; Melki et al., 1998).

Por ser um parasita obrigatério, o modo mais eficiente de produzir
grandes quantidades dessa bactéria ¢ através da inoculacdo de juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne spp. infestados com enddsporos em uma planta
hospedeira suscetivel, em casa de vegetagdo. Aproximadamente 45-60 dias apos
a inoculacdo, as raizes sdo colhidas, secas ¢ moidas, para obtengdo de um pd de
raiz fino (Stirling & Wachtel, 1980), que pode ser utilizado como fonte de
in6culo no biocontrole do nematdide das galhas. O uso da hidroponia para
producdo de P. penetrans ¢ mencionado como uma possivel alternativa para
producdo da bactéria (Serracin et al., 1994), entretanto ainda ndo se dispde de
dados experimentais empregando-se esta técnica. Varias tentativas para cultivo
“in vitro” de Pasteuria spp. ja foram realizadas, porém pouco sucesso tem sido

obtido (Verdejo & Jaffee, 1988; Williams et al., 1989; Gowen & Ahamed, 1990;



Bishop & Ellar, 1991; Reise et al, 1991). Dessa forma, a produgdo de
P. penetrans “in vivo” tem sido o tinico meio de sua multiplicagao.

Desde 1980, quando Stirling e Watchel (1980) propuseram a primeira
técnica para producdo massal de P. penetrans, varios trabalhos t€m sido feitos na
busca de métodos que possibilitem a otimizacdo desse processo. Dentre estas
investigagoes, fatores como densidade de indculo, concentracdo da bactéria,
planta hospedeira para o nematdide, periodo de colheita, regime de irrigagdo e
temperatura foram relacionados como principais causas que afetam o numero de
endosporos produzidos (Stirling et al., 1990; Sharma & Stirling, 1991; Davies et
al., 1991; Hatz & Dickson, 1992; Ciancio & Bourijate, 1995; Chen & Dickson,
1997; Freitas et al., 1997; Giannakou et al., 1997). Entretanto, outros aspectos,
como numero de endosporos aderidos ao nematoide (Sekhar & Gill, 1990;
Stiling et al., 1990; Davies et al., 1991), técnica de inoculagdo (Cho et al.,
1997), método de adesdo da bactéria ao nematoide (Gomes et al., 1999) e textura
do solo (Mateille et al., 1995), devem ser considerados.

A supressao natural de Meloidogyne spp. por P. penetrans estd associada
a solos com grandes propor¢des de J2 contendo enddsporos aderidos ao seu
corpo (Mankau, 1980; Stirling & White, 1982). A reducdo da penetracdo desses
nematodides na planta estd relacionada, entre outros fatores, a concentracdo da
bactéria no solo (Stirling, 1981; Brown & Smart, 1984; Mateille et al, 1996;
Davies et al., 1988) e ao numero de endosporos aderidos a cuticula dos J2
(Davies et al, 1988, 1991). A grande maioria dos trabalhos abordando a
dindmica entre o nivel de inéculo de P penetrans e a infec¢do do nematodide
hospedeiro ¢ direcionada ao biocontrole do agente fitoparasita, sendo pouco
estudados, portanto, os aspectos relacionados a producdo massal da bactéria
(Stirling, 1984; Stirling er al., 1990; Sharma, 1992; Davies et al., 1988; Sekhar &
Gill, 1990).

Devido a especificidade parasitaria de P. penetrans, técnicas especiais
para adesdo dos endosporos aos nematdides sdo necessarias no estudo da gama
de hospedeiros, em testes de eficiéncia e em sua reproducdo (Hewlett & Serracin,

1996). De acordo com Hewlett & Dickson (1993), estas investigagdes tém sido



baseadas no movimento do nematéide no solo (Brown et al., 1985), na agua
(Channer & Gowen, 1988), no agar (Verdejo & Jaffe, 1988), ou na agitacao de
suspensdes em agua com o nematdide e a bactéria (Bird, 1986; Davies et al.,
1988; Oostendorp et al, 1990). Gomes et al. (1999), comparando diferentes
métodos de adesdo através da movimentagdo forcada por borbulhamento,
centrifugacdo e agitacdo de suspensdes aquosas contendo P. penetrans e J2 de
Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood (Netcher & Sikora), ou pelo movimento
natural dos J2 (repouso), verificaram grande coeficiente de variagdo no nimero
de endosporos aderidos/J2 usando-se o método de borbulhamento. Conforme
Freitas & Camneiro (2000), o uso de um método que possibilite menor variagao
na adesdo pode resultar em maior percentagem de J2 aderidos pela bactéria e
experimentos com resultados mais consistentes.

A utilizagdo de P. penetrans no biocontrole de nematdides requer o
estabelecimento de um sistema de produgdo pratico e eficiente. Dessa maneira,
objetivouse avaliar alguns aspectos relacionados a produgdo da bactéria em
M. javanica em tomateiro, investigando-se a relacdo entre o nivel de adesdo de
endosporos aos J2 e sua penetragdo na planta hospedeira, assim como o efeito do

uso de diferentes métodos de adesao sobre a reproducao da bactéria.

MATERIAL E METODOS

Ensaio 1. Penetracdo de juvenis de M. javanica com diferentes numeros de
endosporos de P. penetransem sua cuticula, em raizes de tomateiro

Neste bioteste avaliowse a penetragdo de juvenis de M. javanica, com
média de 0, 10, 30, 60 ou 90 enddésporos de P. penetrans aderidos a sua cuticula,
em raizes de tomateiro. O ensaio constou de cinco tratamentos, correspondentes a
cinco classes distintas de enddsporos/J2 e seis repeticoes, sendo estas dispostas

completamente ao acaso em camara de crescimento.



Utilizouse como indculo do nematdide uma populacdo de M. javanica
mantida em tomateiro, em casa de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Vigosa-MG. Juvenis de segundo estadio foram
coletados das raizes de tomateiro infectadas por M. javanica por meio da
combinacdo dos métodos de Hussey & Barker (1973) e funil de Baermman
modificado (Pitcher & Flegg, 1968). Utilizowse o isolado P25 de P. penetrans
proveniente da Florida, EUA, o qual foi mantidlo em casa de vegetacdo em
plantas de tomate do grupo Santa Cruz parasitadas por M. javanica. Fémeas do
nematoide infectadas por P. penetrans foram retiradas das raizes, colocadas em
um tubo de ensaio e maceradas, para obtengao de uma suspensao de endosporos.

Plantas de tomate do grupo Santa Cruz com 45 dias de idade mantidas
em vasos plasticos de 500 mL, em cimara de crescimento a 25°C e fotoperiodo
de 12 horas, foram inoculadas, cada, com 1.000 J2 de M. javanica, com a
bactéria sob as diferentes classes de numero de endosporos de P. penetrans/J2
(Tabela 1). A adesdo dos endosporos a cuticula dos J2 foi promovida pelo
borbulhamento da suspensdo dos nematdides e enddsporos da bactéria
(1 x 10° enddsporos/mL), separadamente, para os diferentes tratamentos. O
borbulhamento das diversas suspensdoes foi mantido at¢é que fossem atingidos os
niveis de adesdo correspondentes & quatro classes (médias de 10, 30, 60 e
90 endosporos/J2), sendo o nimero médio de enddsporos/J2 determinado pelas
contagens em 20 nematodides escolhidos ao acaso, com o uso de microscopio
optico.

Decorridos 10 dias da inoculagdo, as raizes foram lavadas, separadas da
parte aérea e coloridas com fucsina acida (Byrd et al., 1983), para contagem do
numero de juvenis penetrados por sistema radicular. Os dados foram submetidos
a andlise de varidncia e regressdo polinomial, sendo o ajuste da equagdo
verificado pelo modelo raiz quadrada e R’ por meio do Sistema de Analise
Estatistica e Genética - SAEG (Euclides, 1983). A partir dos resultados
encontrados neste ensaio, selecionou-se a classe de enddsporos/J2 que permitiu a
maior penetracdo dos nematdides para utilizagdo nos ensaios subseqiientes de

producdo massal.



Ensaio 2. Comparacio de diferentes métodos de adesdo de endosporos de
P. penetrans a juvenis de M. javanica

Bioteste 1: Varidncia do numero de enddésporos de P. penetrans em J2 de
M. javanica comparando-se diferentes métodos de adesao.

Para a avaliagdo das variagdes dos niimeros de endo6sporos aderidos entre
os J2 observados, utilizaram-se diferentes métodos de adesdo, tendo-se por
objetivo selecionar o método que proporcionasse menos J2 sem P. penetrans e
maior uniformidade de adesdo entre os J2.

Os métodos de adesio de enddésporos de P. penetrans a J2 de
M. javanica em suspensdo aquosa foram: borbulhamento, centrifugacdo, agitacdo
e repouso. Utilizaramrse trés repeticdes para cada tratamento, sendo cada
repeticdo constituida de um tubo de ensaio plastico de 50 mL de capacidade,
contendo 500 J2 de 0 a 48 horas de idade, com 15 mL da suspensdo do
nematdide a uma concentragio de 1 x 10° enddsporos de P. penetransmL. A
média do numero de endoésporos aderidos por J2 foi semelhante entre as
diferentes condicdes de adesdo testadas. Em cada repeticio de cada método de
adesdo, o nimero de enddsporos aderidos/J2 foi contado em 20 J2 escolhidos ao
acaso, por tubo, com o auxilio de um microscopio invertidlo no aumento de
400X. Os inoculos do nematdide e da bactéria utilizados neste ensaio foram
obtidos conforme descrito para o ensaio 1.

Sob borbulhamento (Stirling & Watchel, 1980), cada tubo contendo a
suspensdo do nematdide com a bactéria recebeu uma mangueira plastica, que
injetou um fluxo de ar gerado por uma bomba elétrica de aquario (6V) por trés
minutos. No método de centrifugagdo modificado (Hewlett & Dickson, 1993), os
tubos contendo o nematdide e P. penetrans em suspensdo aquosa foram
tampados e centrifugados a 178 g (1.000 rpm) por trés minutos. Na condi¢do de
agitacdo (Davies et al., 1988), os tubos contendo a suspensio do nematdide com
a bactéria foram tampados e agitados em agitador orbital por 28 minutos a
130 rpm. Para a suspensdo em repouso (Mankau & Prasad, 1977), a bactéria foi

adicionada aos tubos contendo M. javanica, sendo estes tampados e deixados em



repouso por quatro horas. Todos os testes foram conduzidos em temperatura

ambiente de laboratdrio (23+2°C).

Bioteste 2: Efeito de diferentes métodos de adesdo sobre a reprodugdo de
P. penetrans em tomateiro

Para determinagdo de um método que resultasse em maior nimero de
endosporos por sistema radicular de plantas de tomate, realizouse um ensaio em
casa de vegetacao.

Mudas de tomateiro do grupo Santa Cruz mantidas em vasos plasticos
de 2 litros de capacidade com 1.800 g de uma mistura de solo e areia (2:1 v:v)
foram inoculadas com 1.000 J2 de M. javanica de 0 a 4 dias de idade, com
nimero médio de 10 endésporos de P. penetransJ2. Cada tratamento constou de
sete repeticoes em delineamento completamente casualizado. As adesdes foram
realizadas conforme descrito no bioteste 1, ¢ o tempo e a velocidade requeridos
variaram conforme o método utilizado para o numero médio de
enddsporos/J2 desejado: borbulhamento = 20°24”’; centrifugagdo = 5’30 a
178,8 g (1.000 rpm); e agitagdo = 233" a 130 rpm.

Setenta dias ap6s a inoculagdo, as plantas foram colhidas, separando-se
o sistema radicular da parte aérea. A seguir, as raizes foram lavadas e avaliadas
quanto a nimero de galhas, percentagem de parasitismo em 20 fé€meas retiradas
ao acaso de tomateiros/tratamento e numero de ovos/sistema radicular. A
extragdo de ovos foi realizada, manualmente, conforme método descrito por
Hussey & Barker (1973), sendo o ntimero de ovos/raiz (NOR) quantificado em
camara de Peters. Posteriormente, as raizes foram secas ao sol, pesadas (peso de
raiz seca = PRS) e moidas individualmente, para obtencdo de um p6 fino de raiz
(Stirling & Watchel, 1980), do qual foi determinado o numero de endodsporos
produzido por grama de raiz (NEGR) e por planta (NEPL), conforme
metodologia descrita por Souza (1997). O PRS e o IG, bem como os valores

NOR, NEGR e NEPL transformados em Vx, foram submetidos a analise de



variancia, sendo as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey a 1% de

probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio 1. Penetracao de juvenis de M. javanica, com diferentes numeros de
endosporos de P. penetrans aderidos, em raizes de tomateiro

A penetragdo do nematdides nas raizes de tomateiro foi inversamente
proporcional ao numero médio de enddsporos que os juvenis de M. javanica
apresentavam em sua cuticula (P<0,01) ao serem inoculados na planta (Figura 1).
Observouse que uma média de 10 endosporos/J2 foi capaz de causar reducdo de
50% no numero de J2 que conseguiu penetrar nas raizes, quando comparados a
testemunha. Adesdes acima de 30 enddsporos/J2 promoveram aumento menos
acentuado na reducdo da penetragdio do nematodide (Tabela 1). Resultados
semelhantes foram encontrados por Davies et al. (1988). Ao inocularem juvenis
de M. incognita infestados com 15 e 25 end6sporos/J2, em tomateiro, os autores
observaram redugdes de 72 e 80% na penetragdo de raizes, respectivamente.
Conforme Sekhar & Gill (1990), o decréscimo na penetragdo do nematdide
devido a infestacgdo por P. penetrans pode ser atribuido tanto a reducdo do
movimento do juvenil como a dificuldade de reconhecimento entre as
biomoléculas liberadas pelas raizes e aquelas presentes nos sitios receptores
sobre o seu corpo.

Nos tratamentos em que as plantas foram inoculadas com juvenis
infestados com uma média de 60 ou 90 enddsporos/J2 (Figura 1 e Tabela 1),
verificonrse que os nematdides foram capazes de movimentar-se no solo e
penetrar nas raizes em percentagens de 5,90 a 10,94% do que penetrariam se nao

tivessem endosporos sobre suas cuticulas. Apesar de Stirling (1984) ter
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Figura 1 - Numero de juvenis de M. javanica penetrados por sistema radicular de
tomateiro em funcao dos niveis de 0, 10, 30, 60 ou 90 enddsporos de
P. penetrans /]2, dez dias ap6s a inoculag@o.

Tabela 1 - Percentagem de penetragdo de J2 de M. javanica em raizes de
tomateiro aderidos com 0, 10, 30, 60 ou 90 endosporos de
P. penetrans por nematodide

Numero de enddsporos /J2 CV adesao (%) Penetragdo (%)
classe média variacao
I 0 - - 100,00
I 10 (5-14) 30,00 50,00
I 30 (21-39) 21,33 15,50
v 60 (34-69) 18,88 10,94
A% 90 (61-118) 16,88 5,90

observado que a presenca de 40 ou mais enddsporos de P. penetrans em J2 de
M. javanica impediu a penetracdo do nematdide, Sekhar & Gill (1990) também
constataram que adesdes de 70 e 90 enddsporos/J2 ainda permitiram a penetragdo
de 64 ¢ 36% de J2 de M. incoginta nas raizes, respectivamente. Portanto, mesmo
na presenca de elevado niimero de enddsporos aderidos a cuticula dos juvenis, ¢

possivel ocorrer a sua penetracdo nas raizes da planta hospedeira. Tzortzakakis et



al. (1997), estudando a variagdo na distribui¢do de freqiiéncia do nimero de
endosporos aderidos em diferentes populagdoes de Meloidogyne spp., verificaram
que isolados com alta capacidade de adesio nem sempre garantem maior reducao
na producdo de ovos. De acordo com esses autores, esse fato foi atribuido a alta
variancia na adesdo dos endosporos e a infectividade dos nematdides. Entretanto,
uma pequena redugdo no numero de ovos produzidos na presenca da bactéria
pode ser devida a um posterior descolamento dos enddsporos  durante o
movimento dos juvenis no solo (Ratnasoma et al., 1991). Da mesma forma,
Tzortzakakis & Gowen (1994) e Tzortzakakis et al. (1996) verificaram que
individuos dentro de uma tUnica espécic ou em uma mistura de espécies do
nematoide podem escapar aadesdo dos enddsporos e ainfec¢do pela bactéria.

Comparando as médias do ntmero de endosporos/J2 (Tabela 1),
observa-se que o coeficiente de variagdo ¢ mais alto para numeros menores de
endosporos aderidos por J2, e este ¢ reduzido a medida que se aumenta o indice
de adesdo. Tzortzakakis et al (1997) observaram aumento da varidncia no
nimero de enddésporos por J2 com o aumento da concentracdo da bactéria.
Segundo esses autores, o aumento na varidncia pode ser atribuido a distribuigdo
desigual dos endosporos nos espagos a volta do nematodide ou a diferengas entre a
suscetibilidade de nematdides individuais. No entanto, pesquisas adicionais
precisam ser conduzidas para elucidar e explicar esse fendmeno.

De acordo com os dados obtidos neste ensaio (Figura 1), uma média de
10 enddsporos/J2 resultou no maior numero de nematdides com P. penetrans
estabelecidos na raiz, evidenciando, assim, que a taxa de adesdo da bactéria pode
ser um fator preponderante dentro de um programa de produgdo massal.
Conforme Stirling (1984), um elevado numero de enddésporos de P. penetrans
aderidos a juvenis de M. javanica pode levar a baixa sobrevivéncia e penetragao
do nematdide no hospedeiro. Por outro lado, estima-se que pelo menos trés a
cinco enddsporos devam estar aderidos a cuticula de cada J2 para que ocorra a
germinagdo de pelo menos um deles, promovendo, assim, a infeccdo e o
parasitismo da fémea (Sayre & Wergin, 1977; Stirling, 1984). Dessa forma, ¢

importante que sejam utilizados nas inoculagdes das plantas hospedeiras juvenis



com numero médio de enddsporos que proporcionem maior quantidade da
bactéria produzida por planta ou por grama de pd de raiz, obtendo-se alto
percentual de parasitismo e evitando elevado escape do nematdide a infeccdo

pela bactéria.

Ensaio 2. Comparacio de diferentes métodos de adesdo de enddsporos de
P. penetrans a juvenis de M. javanica

Biotestel - Varidncia do numero de endoésporos de P. penetrans em J2 de
M. javanica comparando-se diferentes métodos de adesao

Por meio da andlise dos resultados deste experimento, observouse
grande variacdo do nimero de enddsporos aderidos a juvenis de M. javanica
utilizando-se  diferentes métodos de adesdo para médias de 13,95 a
22,25 enddsporos/J2 (Tabela 2). A maior variabilidade dos valores de adesdo foi
detectada quando se utilizou o método de borbulhamento (Tabela 2). De acordo
com Freitas & Carneiro (2000), o uso de um método que possibilite menor
variagdo na adesdo de endosporos de P. penetrans pode resultar em maior
percentagem de J2 infestados com a bactéria e em experimentos com respostas

mais consistentes.

Tabela 2 - Variagdo de parametros relacionados a adesdo de P. penetrans a J2 de
M.  javanica  utilizando-se os métodos de  borbulhamento,
centrifugagdo, agit acao e repouso

Meétodo i end/J2* Desvio-padrio* (o)  CV Adesao* (%)
Borbulhamento 14,66 8,06 55,22
Centrifugagdo 21,80 6,49 29,73
Agitacio 19,58 2,92 19,41
Repouso 12,81 3,50 27,61

* Média de trés repeticdes.



Os menores coeficientes de variagdo da adesdo obtidos utilizando-se os
métodos de agitacdo, repouso ou centrifugacdo indicam menor variabilidade do
niumero de endoésporos aderidos/J2 (Tabela 2). A adesdo por centrifugagdo ou
sem movimento da suspensdo resultou em acuracia intermedidria, comparada ao
teste de adesdo por agitagdo (Tabela 2); Freitas & Carneiro (2000) sumarizam
que estes métodos resultam em grande desuniformidade do nimero de
endosporos aderidos por J2. Entretanto, os menores CV de adesdo obtidos nos
dois métodos aqui testados se devem, possivelmente, a diferencas nas condigdes
experimentais, pois, no caso da centrifugacdo, Hewlett & Dickson (1993)
empregaram uma rotacdo de 9.500g e utilizaram tubos do tipo Ependorf de
0,25 mL, menores do que os utilizados neste bioteste. De acordo com Freitas &
Carneiro (2000), empregando-se o método de Hewlett & Dickson (1993), os
endosporos de P. penetrans ficariam aderidos apenas aos nematodides das
camadas superficiais, ocorrendo ainda o emaranhamento destes juvenis pelo
contato com a bactéria, o que, provavelmente, reduziria o seu movimento no solo
e a sua penetracao nas raizes. No entanto, o uso de uma rotagdo de centrifugagao
aproximadamente nove vezes menor do que a empregada por Hewlett & Dickson
(1993) deve ter contribuido para redugdo dos problemas anteriormente
relacionados. Pode-se inferir, portanto, que ndo apenas o método utilizado para a
adesdo ¢ importante, como também as condicdes em que os métodos sao
conduzidos.

De acordo com os resultados da Tabela 2, verifica-se que a menor
variabilidade da adesdo detectada no método do agitador pode ser atribuida ao
movimento mais uniforme da suspensdo, promovendo, assim, maior contato
entre os J2 e os endosporos da bactéria. Embora os elevados coeficientes de
variagdo da adesdo, obtidos através dos métodos de centrifugagdo, ‘repouso’ e
borbulhamento, sejam explicados, em parte, pelo contato desuniforme entre
P. penetrans e os J2 (Freitas & Carneiro, 2000), outras causas, como
temperatura, salinidade e pH da suspensdo, idade dos J2 e dos enddsporos, ou
outras forcas fisicas devem estar atuando no encontro, na atragdo e na coesdo dos

endosporos da bactéria aos nematoides.



Bioteste 2: Efeito de diferentes métodos de adesao sobre a reprodugio de P.
penetrans em tomateiro

Juvenis de M. javanica com endosporos de P. penetrans aderidos através
do método de borbulhamento ou centrifugacdo e inoculados em mudas de tomate
proporcionaram maior nimero de enddsporos produzidos por grama de raiz
(NEGR) e por planta (NEPL), quando comparados com aqueles J2 nos quais a
bactéria foi aderida sob condigdes determinadas pelo agitador orbital (Tabela 3).
A utilizagdo destes dois métodos de adesdo resultou em maiores coeficientes de
variagdo do nimero de endosporos entre os J2 dos respectivos tratamentos,

confirmando os dados obtidos nos testes “in vitro” do bioteste 1 (Tabela 2).

Tabela 3 - Efeito da utilizacdo de trés métodos de adesdo de P. penetrans a J2 de
M. javanica sobre coeficiente de variagdo da adesdo (CV), parasitismo
do nematoide pela bactéria, nimero de galhas (NG), peso de raiz seca
(PRS), produ¢do de ovos/sistema radicular (NOR), produgdo do
nimero de enddsporos por grama de raiz (NEGR) e por planta

(NEPL)
Métodos de Adesao
Borbulhamento Centrifugacao Agitacdo
CV adesdo (%) 56,71 37,00 28,80
Parasitismo (%) 70,00 60,00 85,00
NG 1154,71 a* 366,14 b 489,42 b
PSR (g) 3,06 ns 3,58 ns 3,27 ns
NOR** 9,96 x 10* a 2,15x10'b 1,97 x 10*b
NEGR ** 9,60 x 10" a 7,96 x 10 a 1,84x 10'b
NEPL** 2,96x 10° a 2,72x10° a 593x10'b

* Médias na mesma linha seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 1% de probabilidade.
** Dados transformados em Vx.



Embora os métodos de adesio por borbulhamento e centrifugagio
tenham proporcionado quantidades semelhantes de enddsporos produzidos,
2,72 x 10° e 2,96 x 10° enddsporos/planta, respectivamente, observouse maior
niamero de galhas e ovos quando as plantas foram inoculadas com J2 aderidos
pelo método de borbulhamento (Tabela 3). Isso se deve, provavelmente, ao
elevado coeficiente de variagdo da adesdo por borbulhamento, o qual resultou no
escape de muitos juvenis a infeccdo por P. penetrans, pois 45% destes
apresentavam média inferior a oito enddsporos/J2 (Figura 2), permitindo, assim,
uma producdo de ovos quatro a cinco vezes maior, comparada aquela obtida nos
demais tratamentos (P<0,01). O escape do nematdide a infeccdo pode ser
atribuido a baixa germinacdo dos enddsporos aderidos a cuticula dos J2. De
acordo com Sayre & Wergin (1977) e Stirling (1984), apenas 20-30% dos
endosporos germinam, sendo necessaria, portanto, a presenga de pelo menos trés
a cinco destes para que ocorram a infeccdo e o parasitismo do nematoide.
Segundo Sturhan et al. (1994), a baixa germinacao de endoésporos aderidos a
cuticula de juvenis de Heterodera goettingiana Liebscher foi atribuida a presenga
de muitos endosporos vazios. Da mesma forma, existem evidéncias de que o tubo
germinativo emitido pela bactéria pode, algumas vezes, ndo atravessar a cuticula
do nematoide (Sturham et al., 1994).

Analisando a Figura 2, observa-se uma freqiiéncia 15% mais baixa do
nimero de J2 com até oito endosporos quando se utilizou a adesdo por
centrifugacdo, em comparacdo ao borbulhamento. Embora possa ter ocorrido
menor escape dos J2 a infec¢do (Sayre & Wergin, 1977; Stirling, 1984)
utilizando-se o primeiro método, a auséncia de diferenga estatistica para
producdo de enddsporos (P>0,01) entre estes tratamentos deve-se, possivelmente,
ao escape dos juvenis a colonizagdo pela bactéria utilizando-se o método de
adesdo por borbulhamento e a reducdo da penetracdo de nematdides nas raizes
quando a adesao foi conduzida pela centrifugagdo, pois um nimero maior de
nematdides apresentou mais de nove enddsporos aderidos/J2, proporcionando

NEGR e NEPL (Tabela 3) semelhantes em ambos os métodos.



[J até 8 enddsporos/J2 [ acima de 8 endosporos/J2
100

80 4
60
40

20 A

Ntmero de J2 aderidos (%)

Borbulhamento Centrifugacdo Agitagdo

Figura 2 - Percentagem do numero de J2 de M. javanica com enddésporos de
P. penetrans conforme distribuicdo das freqiiéncias de enddsporos/J2
para os métodos de adesdo por borbulhamento, centrifugacao e
agitacao.

De acordo com os dados da Tabela 3, o maior percentual de parasitismo
de M. javanica por P. penetrans foi obtido de fémeas retiradas das raizes de
tomateiros, nas quais os juvenis inoculados foram previamente submetidos a
adesdo pela agitacdo da suspensdo em agitador orbital. Com base nos resultados
dos biotestes 1 e 2 (Tabelas 2 e 3), pode-se inferir que o alto percentual de
fémeas parasitadas provenientes de J2 aderidos pelo método do agitador pode
estar diretamente relacionado ao baixo coeficiente de variagdo da adesdo,
proporcionado, possivelmente, pela maior uniformidade do nimero de
endosporos da bactéria aderidos aos J2 contidos na suspensdo (Freitas &
Carneiro, 2000). Da mesma forma, analisando os resultados da Figura 2, verifica-
se que elevado percentual de J2 com mais de oito enddsporos (90%) pode ter
permitido que maior numero de juvenis tenha sido colonizado por P. penetrans,
evitando assim o escape de nematdides a infeccdo pelo antagonista. Entretanto, o
nimero mais elevado de enddsporos/J2, obtido pelo método de agitacdo, pode ter
privado muitos J2 de infectarem as plantas, por terem sua mobilidade
comprometida, o que resultou em menores NEGR e NEPL, comparados a
producdo da bactéria utilizando-se os métodos de adesdo por borbulhamento e

centrifugacio.



A redugdo da penetracdo de Meloidogyne spp. tem sido confirmada em
varios biotestes onde foi estudado o nivel de controle do nematdide das galhas,
sendo a infeccdo da espécie hospedeira gradualmente diminuida com o aumento
do percentual de J2 infestados pela bactéria e com o aumento do numero de
endoésporos de P. penetrans aderidos por J2 (Stirling, 1984; Davies et al., 1988;
Stirling et al., 1990; Sekhar & Gill, 1990; Davies et al., 1991; Gowen et al.,
1998; Sharma & Gomes, 1999). Portanto, para a producdo massal mais eficiente,
¢ desejavel que se compense essa reducdo ao aumentar o numero de J2
inoculados por planta de tomate.

De acordo com os resultados observados neste estudo, verificorse que
tanto o numero de enddsporos da bactéria aderidos ao corpo do nematdide quanto
o método utilizado para promover sua adesdo a cuticula dos J2 foram fatores
fundamentais tanto na producdo massal de P. penetrans como na producdo de
inoculo bacteriano mais uniforme veiculado em nematdides. No entanto, do
ponto de vista da produgdo massal, apesar de o borbulhamento e a centrifugacdo
possibilitarem maior numero de endésporos produzidos, o método de
borbulhamento ¢ mais pratico e barato, considerando-se o0s equipamentos

utilizados.
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CONCLUSOES GERAIS

A adigdo de esterco de curral em substratos contendo solo e areia
resultou em maior volume e peso de raizes de tomateiro e reduziu o nimero de
endésporos de P. penetrans produzidos por grama de raiz e por fémea de
M. javanica. Esterco de curral ndo afetou o numero de enddsporos produzidos
por planta. A obtencdo de pd de raiz com endosporos de P. penetrans em
substrato composto somente por solo e areia resultou em maior concentragdo do
antagonista por grama do produto, caracteristica desejada dentro das estratégias
de controle biologico.

A producdo de P. penetrans em solos de textura arenosa e previamente
infestados com a bactéria permitiu maior  multiplicagdo do antagonista. Os
maiores indices de adesdo da bactéria a J2 de M. javanica analisados no perfil
superficial dos solos testados também foram obtidos nos solos de textura mais
arenosa. Entretanto, baseando-se nos resultados de adesdo obtidos na camada
inferior dos solos estudados, verificou-se maior nimero de endosporos por J2 na
areia, indicando, portanto, que grande parte dos enddsporos incorporados a esse
substrato foi lixiviada pela agua de imrigagdo, o que toma inviavel, nessas
condicdes, o uso de areia para o cultivo de P. penetrans.

Nos testes de penetragdo, a média de 10 enddsporos/J2 proporcionou

maior percentagem do nimero de nematodides penetrados por sistema radicular. O



aumento do numero de enddsporos aderidos aos J2 reduziu drasticamente a sua
penetragdo nas raizes. O método de agitacdo proporcionou maior uniformidade
na adesdo, porém menor numero de enddsporos produzidos nas raizes (P<0,01).
Nos testes de adesdo, o método de borbulhamento proporcionou maior variagdo
do niimero de endosporos aderidos por J2, maior numero de galhas e maior
producao de ovos/planta. Os métodos de borbulhamento e centrifugagdo foram
eficientes e ndo diferiram entre si na produgdo de enddsporos de P. penetrans por

planta.



