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RESUMO

ALVES, Fébio Ramos, D.S., Universidade Federa de Vicosa, agosto de 2004. Estratégias para
a otimizacéo da producdo massal ‘in vivo' de Pasteuria penetrans. Orientador: Leandro
Grassi de Freitas. Conselheiros. Silamar Ferraz e Rosangela D’ Arc de Lima Oliveira.

Experimentos foram conduzidos em laboratdrio e casa de vegetacdo objetivando o
aprimoramento do método cléssico de multiplicacgo de Pasteuria penetrans ‘in vivo', proposto
em 1980 por Stirling e Wachtel. No primeiro experimento comparou-se a producdo de
enddsporos da  P. penetrans em raizes de tomateiro de crescimento indeterminado cv. Santa

Clara e determinado cv. TRural 1. Maiores pesos de matéria fresca e seca e nimero de

enddsporos foram observados em tomateiro cv. Santa Clara. O segundo experimento foi

realizado para determinar a concentracéo ideal de enddsporos de P. penetrans na suspensdo e o

tempo de agitacdo necess&rio para adesdo adequada de enddsporos aos nematdides para

multiplicagdo da bactéria. Para que se obtenham seis endGsporos, em média, por juvenil de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica, verificou-se serem necessdrias suspensdes
contendo 3,3 x 10° enddsporos/mL, agitadas por 10 a 20 minutos, ou 3,3 x 10" endésporos/mL
por 50 minutos. Em outro ensaio, comparou-se a multiplicagdo de P. penetrans em populagdo
pura de M. incognita ou em populagdo composta de M. incognitae M. javanica oriunda de um
campo de cultivo de tomate. A producéo de enddsporos de P. penetrans em tomateiro inoculado
com M. incognita foi aproximadamente trés vezes superior aquela em plantas inoculadas com
populagéo mista. Realizou-se também um teste de adeséo de P. penetrans as duas popul agdes do

nematdide. Foi observado maior nimero de enddsporos aderidos aos J2 de M. incognita. A

producdo de enddsporos da P. penetrans em plantas de tomateiro cv. Santa Claracom 15, 30, 45

ou 60 dias de idade e inoculadas com 5.000, 15.000 ou 25.000 J2 foi avaliada. As plantas com

30 e 45 dias de idade inoculadas com 25.000 J2 permitiram a multiplicacdo de P. penetrans

cerca de 19 vezes maior aguela obtida em plantas inoculadas com 5.000 J2. Com o objetivo de

determinar se maiores niveis de matéria orgéanica adicionada ao substrato provocavam alteracdes

Vii



fisiolégicas nos nematdides ou nas plantas de tomate, estudou-se a influéncia de diferentes
proporcbes de solo, arela e esterco de curral (1:1:.0, 2:2:1, 1:1:1 ou 1:1:2 (V:V.V),
respectivamente) e trés niveis de indculo de espécies de Meloidogyne (3.000, 6.000 e 9.000 J2)
sobre a concentracdo de fendis em raizes de tomateiro, no teor de lipidios de espécies de
Meloidogyne, e em possiveis ateragdes em células gigantes induzidas por esses nematdides. Nao
se observou efeito dos tratamentos no teor de lipidios dos nematoides. A concentracdo de fendis
nas raizes aumentou a medida que se acrescentou mais esterco de curral ao substrato ou quando
as plantas foram inoculadas com mais nematoides (9.000 J2). As células gigantes em raizes de
plantas cultivadas nos substratos 1:1:0 e 2:2:1 (solo:areia.esterco) foram mais numerosas,
maiores e com maior niumero de nucleos. Por outro lado, as células gigantes de plantas
cultivadas no substrato 1:1:1 e 1:1:2, dém de menos humerosas, apresentaram alteracfes no
tamanho e formato, demonstrando o efeito deletério das maiores doses de esterco sobre esses
sitios de alimentagdo. O Ultimo ensaio foi conduzido para avaliar o efeito de crescentes
guantidades de esterco de curral nos substratos e niveis de indculo de espécies de Meloidogyne
na reproducdo de P. penetrans. Maior percentual de fémeas infectadas por P. penetrans foi
observado quando se utilizou o substrato 1:1:0 em relagdo aos substratos 1:1:1 e 1:1:2 ou quando
as plantas foram inoculadas com 3.000 J2. O experimento foi repetido uma vez e na primeira
conducdo do experimento, plantas cultivadas no substrato 1:1:0 ou inoculadas com 9.000 J2
apresentaram maior nimero de enddsporos; entretanto, na segunda condugdo do experimento as
plantas inoculadas com 9.000 J2 e cultivadas no substrato 2:2:1 foram as que permitiram maior

reproducdo de P. penetrans.
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ABSTRACT

ALVES, Fabio Ramos, D.S., Universidade Federal de Vicosa, August de 2004. Strategies for
improvement of ‘in vivo' production of Pasteuria penetrans. Adviser: Leandro Grassi de
Freitas. Committee Members. Silamar Ferraz and Rosangela D’ Arc de Lima Oliveira.

Greenhouse and laboratory experiments were conducted to improve the classical method
of multiplying P. penetrans ‘in vivo', proposed by Stirling & Wachtel in 1980. In the first
experiment, the mass production of P. penetransin tomatoes of indeterminated and determinated
growth, cv. Santa Clara and Trural |, respectively, was compared. Higher fresh and dry root
weight and endospore number were observed in ‘Santa Clara’ tomato. The second experiment
was conducted to determine the best endospore concentration of P. penetrans in the agueous
suspension and the time of shaking necessary to obtain adequate attachment of endospores on
the nematodes, as the first step for P. penetrans multiplication. To obtain an average of six
endospores per second stage juvenile (J2) of M. javanica, it is necessary to shake suspension of

3,3 x 10° endospores/mL per 10 to 20 minutes or to shake 3,3 x 10" endospores/mL for 50

minutes. In another experiment, the reproduction of P. penetrans in pure population of

M. incognita and in a mixed population of M. incognita and M. javanica, originated from the

field, was studied. The endospore production of P. penetrans in tomato plants inoculated with

M. incognita was approximately three times higher than in plants inoculated with the field

population. An attachment test of P. penetrans on the two populations was performed and

higher number of endospores attached to J2 of M. incognita was observed. The multiplication of

P. penetrans in 15, 30, 45 or 60 day-old ‘Santa Clara tomato plants inoculated with 5,000,

15,000 or 25,000 J2, was also evaluated. The 30 and 45 days old plants inoculated with 25,000

J2 provided P. penetrans multiplication up to nineteen times more than plants inoculated with

5,000 J2 in thefirst experimental run. To determine if high cow manure levels added to substrate

promote physiological changes on the nematodes or on the tomato plants, the influence of cow

manure amendment to mixtures of soil and sand giving rates of 1:1:0; 2:2:1; 1:1:1 and 1:1:2



(V:V:V) of soil, sand and manure, respectively, and three inoculum levels of Meloidogyne
species, i.e., 3,000; 6,000 and 9,000 J2 on the phenolic content in the tomato roots, changes in
nematode lipid content and possible alterations in the giant cells induced by the nematodes, were
studied. No conclusion could be drawn about the effect of manure on the nematode lipid content.
The phenolic content in the roots increased as more cow manure was added to the substrate or
when the plants were inoculated with more nematodes (9,000 J2). The giant cells in the roots of
plants cultivated in the substrates 1:1:0 and 2:2:1 were more numerous, bigger and with more
nuclei. On the other hand, the giant cells of plants cultivated on 1:1:1 and 1:1:2 substrates were
less numerous, showed changes on their format and were smaller, demonstrating the deleterious
effect of organic amendments to these feeding sites. A subsequent experiment was carried out to
evauate the effect of the interaction of increasing rates of cow manure in the substrates and of
nematode levels on the reproduction of Pasteuria penetrans. Higher perceptua of infected
females by P. penetrans was observed when the plants grew in the substrate 1:1:0 than in the
substrates 1:1:1 and 1:1:2, or when plants were inoculated with 3,000 J2. The experiment was
repeated once and in the first run, plants cultivated on substrate 1:1:0 or inoculated with 9,000 J2
had higher endospore number. However, in the second run, plants inoculated with 9,000 J2 and

cultivated on substrate 2:2:1 yielded more endospores per root system.



INTRODUCAO GERAL

Os nematoides das gahas, Meloidogyne spp., estdo presentes em todas as regides
agricolas e parasitam grande nimero de plantas, cultivadas ou ndo, e causam grandes perdas na
agricultura, chegando ainviabilizar &reas para o plantio. Por essarazdo, esses fitonemati des sdo
considerados os mais importantes em todo o mundo (Sasser, 1980).

O controle desses patdgenos por meio de nematicidas foi amplamente difundido até que
foi comprovado o impacto negativo desses produtos a0 ambiente e a salde humana, o que
estimulou a busca de outras medidas de controle dos nemat6ides, como o controle biolégico
(Stirling, 1991).

Desde que se iniciou a busca por organismos para o biocontrole de fitonematéides, os
fungos e as bactérias tém se destacado como 0s mais promissores antagoni stas desses patdgenos
(Ferraz & Santos, 1995; Campos et a., 1998). Entre esses, a bactéria Pasteuria penetrans
(Thorne) Sayre & Starr apresenta 0 maior potencial de uso como bionematicida devido a sua
rusticidade, agressividade e grande potencia de reproducdo e disseminagdo (Cho et a., 1997,
Giannakou et al., 1997). Para a multiplicacdo desse antagonista, inoculam-se plantas de tomate
com juvenis de segundo est&dio (J2) de M. javanica (Treub) Chitwood infestados por
enddsporos de P. penetrans (Stirling & Wachtel, 1980). As raizes dessas plantas sdo secas e
moidas para a obtencdo de um po6 de raiz que é utilizado como inéculo da bactéria para
aplicagbes no campo (Stirling & Wachtel, 1980).

No processo de reproducdo ‘in vivo' é fundamental que os J2 apresentem nimero
adequado de enddsporos aderidos as suas cuticul as antes da inoculagdo das plantas. E necessario
gue os J2 tenham pelos menos trés enddsporos presos as suas cuticulas, pois somente 20-30%
dos endosporos aderidos germinam e colonizam o nematdide hospedeiro (Sayre & Wergin,
1977). Por outro lado, menor penetracdo das raizes ocorre quando eles ficam infestados por

muitos endésporos (Brown & Smart, 1985; Davies et al., 1991; Alves et al., 2002).



Algumas tentativas para a multiplicagdo da P. penetrans ‘in vitro' foram feitas, porém
sem sucesso (Williams et al., 1989; Bishop & Ellar, 1991). Logo, é imprescindivel que se
busquem técnicas que permitam a maximizagdo da producdo de P. penetrans ‘in vivo', o que
tornara ainda mais promissor seu uso como nematicida natural (Campos et al., 1998).

Muitos trabalhos tém sido feitos nesse sentido com o uso de diferentes plantas
hospedeiras (Sharma & Stiling, 1991; Cho et al., 1997; Giannakou et al., 1999; Rodrigues et al.,
2003), com a incorporagdo de nitrato de amonio ao substrato (Chen & Dickson, 1997) e com
diferentes métodos de inoculacdo das plantas e niveis de indculo do nematéide (Cho et al., 1997;
Gomes, 2001; Sharma & Stiling, 1991). M étodos de adesdo da bactéria ao nematéide e adicéo de
materiais organicos ao substrato também tém sido comparados (Gomes, 2001).

Alguns autores afirmam que o nivel deindculo de Meloidogyne spp. e a espécie botanica
estdo entre os fatores mais relevantes na producéo de P. penetrans (Stirling & Wachtel, 1980;
Sharma & Stirling, 1991; Cho et al., 1997; Rodrigues et al., 2003). Porém, a incorporacéo de
materiais organicos ap substrato também é importante (Gomes, 2001), pois pode provocar
alteracoes fisiol gicas no nematdide ou ha planta hospedeira, o que dificulta o desenvolvimento
desses patdgenos e compromete a reproducdo de P. penetrans, hgja visto que essa bactéria
depende do nematdide para completar seu ciclo de vida (Mankau & Imbriani, 1975; Cho et al.,
1997). Alguns fatores desencadeados com a incorporacéo da matéria organica ao substrato séo o
aumento de fendis nas raizes, o que pode implicar na resisténcia de plantas a Meloidogyne spp.
(Giebel, 1974; Alam et a., 1980), ateracdes no tamanho, formato e/ou conteldo das células
gigantes podem prejudicar aalimentacdo dos nematéides (Bird & Kaloshian, 2003; Van Haren et
al., 1994, citados por Perry & Gaur,1996), e reduzir o teor de lipidios das fémeas desse
nematoide.

Os lipidios constituem a principa fonte de reservas de Meloidogyne spp. (Barret, 1981),

e decréscimo no contelldo dessas reservas implica em menor movimentacéo e fecundidade dos



nematéides (Lee & Atkinson 1976; Demeure et a., 1978; Atkinson, 1980; Womersley, 1987,
Gibson et d., 1995), e pode prejudicar o desenvolvimento de P. penetrans.

Nesse trabalho objetivou-se: @) estudar a influéncia da concentracdo de enddsporos na
suspensdo aquosa e do tempo de agitacdo da suspensdo na adesdo de P. penetrans em
M. javanica; b) avaliar a producdo massal de P. penetrans utilizando-se diferentes niveis de
in6culo e populacdes de espécies de Meloidogyne, cultivares de tomateiro, idades da planta
hospedeira e incorporacé@o de esterco de curral ao substrato; ¢) observar possiveis modificagdes
no conteddo de lipidios dos nematdides, fendis nas raizes do tomateiro e alteracdes em células

gigantes das plantas em consequiéncia da adicdo de esterco de curral ao substrato.
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3.CAPITULO 1
Producéo de endéspor os de Pasteuria penetrans em tomateir os de crescimento

indeter minado, cv. Santa Clar a, ver sus determinado, cv. TRural |.
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Resumo - Alves, F.R.; L.G. Freitas; P.R.P. Martindlli; A.H. Costa & S. Ferraz. Producéo de
enddsporos de Pasteuria penetrans entre tomateiros de crescimento indeterminado, cv. Santa

Clara, versus determinado, cv. TRura |. Nematologia Brasileira.

Por falta de um meio de cultura que permita a reproducdo de Pasteuria penetrans ‘in
vitro’, essa bactéria é multiplicada em Meloidogyne spp. parasitando tomateiros. O tomateiro
cv. Santa Clara é amplamente utilizado para a multiplicagdo de in6culo de Meloidogyne spp.,
porém, plantas desse cultivar, devido a seu habito de crescimento indeterminado, sdo mais
dificilmente mantidas em casa de vegetacdo que plantas de porte menor. O tomateiro cv. TRural
| apresenta habito de crescimento determinado, boa resisténcia as pragas e doencas da parte
aérea e permite boa multiplicacdo de Meloidogyne spp. Neste estudo, comparou-se a producéo
massal de P. penetrans em raizes de tomateiro cv. Santa Clara e cv. TRurd |. Plantas
com 15 dias de idade foram inoculadas com 5.000 ou 10.000 juvenis de segundo estédio (J2)

com cinco enddsporos, em média, aderidos as suas cuticulas. Apds 50 dias, separou-se a parte



aérea das raizes avaliaram-se 0s pesos de matéria fresca e seca, € 0 nimero de galhas e de
enddsporos por planta. Maior peso de matéria fresca e seca e nimero de enddsporos foi
observado no tomateiro cv. Santa Clara. Maior nimero de galhas foi observado quando ambos
os cultivares foram inoculadas com 10000 J2. Embora o tomateiro cv. Santa Clara tenha
permitido maior reproducéo da P. penetrans, o cv. TRural, devido ao seu porte reduzido e
maior resisténcia as pragas e doencas da parte aérea, pode ser uma opcdo vidvel para a

multiplicag8o da P. penetrans.

Palavras-chave: Meloidogyne spp. Pasteuria penetrans, producdo massal, cultivares de

tomate.

Summary - Alves, F.R.; L.G. Freitas;, P.RP. Martindli; A.H. Costa & S Ferraz.
Pasteuria penetrans endospore rearing in the tomato cv. Santa Clara versus in the dwarf tomato

cv. TRura |I. Nematologia Brasileira.

Tomato cv. Santa Clara is largely used to multiply inoculum of Meloidogyne spp.,
however, these plants, due to their indeterminated growth, are difficult to maintain in
greenhouse when compared to smaller plants, with less foliage. Tomato cv. TRura | has
determined growth habit, good resistance to foliar pests and diseases and provides a good
multiplication of Meloidogyne spp. In this study, the mass production of Pasteuria penetrans
was compared in tomato plants cv. Santa Clara and cv. TRura . Fifteen day-old plants of both
cultivars were inoculated with 5,000 or 10,000 second-stage juveniles (J2) of Meloidogyne
species encumbered with approximately five endospores. After 50 days, fresh and dry root
weights, gall and endospore number per plant were determinated. Higher fresh and dry root

weight and endospore number were observed in the tomato cv. Santa Clara. More galls was



observed in both cultivars when they were inoculated with 10,000 J2. Although the tomato cv.
Santa Clara resulted in the production of higher P. penetrans endospore number, the cv. TRural,
for it's better resistance to pests and diseases of the aeria part, may be a good option for P.

penetrans multiplication.

K ey-words. Meloidogyne, Pasteuria penetrans, mass production, tomato cultivars.

Introducao

Os problemas ambientais e de salide humana causados pelo uso de nematicidas tém
levado pesquisadores em todo 0 mundo a buscar medidas alternativas para o controle de
fitonematdides, como o controle biolodgico (Stirling, 1991). A bactéria Pasteuria penetrans
(Thorne) Sayre & Starr, devido a vérias caracteristicas desgjaveis que apresenta como agente de
biocontrole (Jatala, 1986; Cho et a., 1997, Giannakou et a., 1997; Campos et al., 1998), tem
sido pesguisada freqlientemente (Chen & Dickson, 1998). A multiplicagdo e a manutencéo de
in6culo dessa bactéria sdo feitas inoculando-se plantas de hospedeiro suscetivel, normalmente
tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.), com juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne spp. com enddsporos de P. penetrans aderidos as suas cuticulas (Stirling &
Wachtel, 1980).

Devido a inviabilidade, até o momento, da multiplicacdo de P. penetrans em meio de
cultura, esforcos tém sido feitos com o intuito de maximizar a producéo dessa bactéria 'in vivo',
utilizando-se plantas hospedeiras que permitam maior multiplicacdo da bactéria e que sgjam
mais facilmente cultivadas (Rodrigues et al., 2003). Com esse objetivo, Gomes et a (1999)
compararam a reproducdo de P. penetrans em tomate, fumo (Nicotiana tabacum L.), camapu
(Physalis angulata L.), maxixe (Cucumis anguiria L.) e Trichogonia sp., e observaram maior

multiplicac8o da bactéria em tomateiro. Rodrigues et al. (2003), ao estudarem o ciclo de vida de
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P. penetrans em trés espécies botanicas, observaram que o maxixe foi pior hospedeiro para
producéo de P. penetrans que tomateiro e camapu. Sharma & Stirling (1991) testaram a
producdo de P. penetrans em tomateiro, feijao-mungo (Vigna radiata (L.) R. Wilczek), gréo-de-
bico (Cicer arietinum L.), trigo (Triticum sativum Lamarck), fumo (Nicotiana tabacum L.),
afafa (Medicago sativa L.), soja (Glycine max (L.) Merr.) , ervilha (Pisum sativum L.)
cultivados em vasos e bandejas e notaram que o tomateiro permitiu maior multiplicacdo da
bactéria

Tomateiros de crescimento indeterminado como os cultivares Santa Clara e Rutgers sao
amplamente utilizados para a multiplicagdo e manutencdo de Meloidogyne spp. e
Pasteuria penetrans em casa de vegetagdo (Esnard et al., 1997; Cho et al., 1997; Chen et al.
1997; Chen & Dickson, 1997; Chen et al., 2000; Rodrigues et al., 2003). Porém, Pimentel et al.
(2003) e Sharma & Stirling (1991) ressaltam que o hébito de crescimento indeterminado dessas
plantas dificulta sua manutencdo, faz com que a planta ocupe um espaco consideravel e sua
grande areafoliar sgjaalvo maior para pragas e doencas.

Pimentd et al. (2003) desenvolveram um cultivar de tomateiro de crescimento
determinado denominado TRura | e, segundo os autores, a multiplicagdo de M. incognita e
M. javanica nesse cultivar equiparou-se aguela em tomateiro cv. Rutgers. Esse cultivar parece
ser mais resistente as pragas e doencas da parte aérea que freqlientemente ocorrem no tomateiro
(Dagoberto Saunders de Oliveira, informagdo pessoa). Uma das vantagens em se utilizar
plantas de crescimento determinado em experimentos em nematologia € o cultivo de mais
plantas por unidade de &rea e irrigacbes menos freqiientes (Pimentel et al., 2003). Considerando
gue o tomateiro cv. TRural | permite boa multiplicacdo de Meloidogyne spp., € possivel que ele
também propicie uma boa reproducdo de P. penetrans (Hatz & Dickson, 1992). Desta forma,
objetivou-se neste trabalho, comparar os cultivares de tomateiro Santa Clarae TRural | quanto a

multiplicacéo de P. penetrans.
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Material e métodos

Sementes de tomateiro cv. Santa Clara e TRura | foram semeadas em bandejas
contendo substrato organo-mineral (Plantmaxa ). Apés 15 dias, as mudas foram transplantadas
paravasos de 4 L de capacidade contendo solo e areia na proporcéo 1:1 (V:V) e inoculadas com
5.000 ou 10.000 J2 de uma populacdo de espécies Meloidogyne (aproximadamente 60% M.
incognita e 40% M. javanica), proveniente de um campo de cultivo de tomate da horta da
Universidade Federal de VicosasMG. A determinacdo das espécies de Meloidogyne e da
porcentagem de cada na populagdo foram feitas por eletroforese de isoenzimas. Ovos das
espécies de Meloidogyne foram obtidos empregando-se a técnica de Hussey & Barker
(1973) modificada por Boneti & Ferraz (1981). Depois de obtidos, os ovos foram colocados em
camaras de eclosdo que foram mantidas a 27 °C até que eclodisse nimero suficiente de J2 paraa
inoculacdo das plantas. Para a obtencdo do in6culo de P. penetrans, multiplicou-se uma
populacdo de diversos isolados da bactéria em populacdo mista de M. javanica e M. incognita
em plantas de tomate cultivadas em casa de vegetacdo por 90 dias. Apds esse periodo, fémeas
foram retiradas das raizes sob microscopio estereoscopio, transferidas para tubos tipo Eppendorf
e esmagadas para a liberacdo dos enddsporos de P. penetrans, que foram posteriormente
quantificados em cémara de Newbauer. Para promover a adesdo desses enddsporos aos J2
previamente eclodidos, uma suspensdo aguosa de 30 mL contendo 10.000 32 e 1 x 10°
enddsporos foi colocada por tubo de 50 mL de capacidade, vedado e agitado em agitador orbital
a 180 rpm por 30 minutos para a obtencdo de média de cinco enddsporos aderidos por J2. Logo
apos, as plantas foram inocul adas através da deposicdo de suspensdo aguosa contendo os J2 em
quatro orificios ao redor das plantas. Cinglienta dias apds ainoculacdo, a parte aéreafoi cortada
e as raizes lavadas em agua corrente e pesadas para determinacdo do peso da matéria fresca

(PMF) e do nimero de galhas por planta (NG). Posteriormente, as raizes foram secas por 72
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horas em estufa de circulagdo forgada (FABBE-Primar) a 70 °C; determinou-se 0 peso da
matéria seca por planta (PMS) e as raizes secas foram trituradas em moinho (Genera Eletric A-
C mot) para obtencdo de um pé de raiz (Stirling e Wachtel, 1980). Quantificou-se o0 nimero de
endésporos (NE) em camara de Newbauer tomando-se o p6 de raiz de cada planta e colocando-o
em Erlenmeyer de 200 mL de capacidade. Em seguida, adicionaram-se 100 mL de &gua para
obtencdo de uma suspensdo de enddsporos. Aliquotas da suspensdo foram transferidas para
camara de Newbauer e a quantificacdo de enddsporos foi feita seis vezes em microscéopio de luz
em um aumento de 400x. O experimento teve oito repeticdes e foi conduzido por duas vezes em
casa de vegetac8o, com dois dias de intervalo entre a primeira e a segunda conducgéo. O
experimento teve esquema fatorial 2 x 2 (dois cultivares de tomateiro x dois niveis de in6cul 0).

Para atender as pressuposicdes da andlise de variancia, as variaveis NE, PMF e PMS foram
transformados em /X + 0,5 . Os dados da primeira e segunda conducéo do experimento foram

comparados estati sticamente ao nivel de 5% de probabilidade, e como ndo houve diferenca entre

eles, fez-se uma andlise conjunta de dados utilizando-se o programa SAS* versdo 6.12.

Resultados e discussdo

Maiores PMF e PMS (p£0,01), assim como NE (p£0,05), foram observados no
tomateiro cv. Santa Clara em relagdo ao cv. TRura | (Figuras 1 e 4). O NG foi maior para
plantas que receberam 10.000 J2 (p£0,01) ou do cv. Santa Clara em relacdo ao cv. TRurad |
(Figuras 2 e 3). O maior PMF e PMS das raizes de tomateiro cv. Santa Clara permitiu maior
multiplicacdo dos nematéides e, conseqlentemente, maior reproducdo da P. penetrans. O
parasitismo de  Meloidogyne spp. em diferentes espécies hospedeiras ou mesmo em diferentes

cultivares de uma mesma espécie botanica pode ser varidvel (Hadisoeganda & Sasser, 1982),



sendo que condigBes mais favoréveis para desenvolvimento de fémeas de Meloidogyne spp.
resultaem maior producéo de P. penetrans (Hatz & Dickson, 1992).

O tomateiro cv. Santa Clara permitiu aproximadamente o dobro da producdo de
enddsporos em relacdo ao cv. TRural | (Figura 4). Entretanto, as plantas do cv Trural tém porte
reduzido, maior resisténcia as pragas e doencas da parte aérea e ocupam menos espaco
(Pimentel et a., 2003), podendo ser opgdo vidvel para a multiplicacdo de P. penetrans. Uma
alternativa visando a maximizagéo da producéo de P. penetrans nesse cultivar seria o cultivo de
duas plantas num mesmo vaso.

A obtencdo de enddsporos de P. penetrans 'in vivo' é feita utilizando-se o método de
Stirling & Wachtel (1980), no qual plantas de tomateiro sdo inoculadas com 5.000 J2 de
Meloidogyne spp. com enddsporos da P. penetrans aderidos as suas cuticulas. Entretanto, uma
outra forma de se obter mais enddsporos no tomateiro TRural | seria ainoculacéo dessas plantas

com uma quantidade maior de J2 (Stirling & Wachtel , 1980).
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Figura 1. Peso da matéria seca (PMS) e da matéria fresca (PMF) de raizes de tomateiro

cv. SantaClaraou cv. TRural |. Asletras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste F.
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Figura 2. NUumero de galhas por sistema radicular de tomateiro cv. Santa Clara ou
cv. TRurd | inoculados com 5.000 ou 10.000 juvenis de segundo estadio (J2) de espécies de

Meloidogyne. As letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste F.
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Figura 3. Numero de galhas por sistema radicular de tomateiro cv. Santa Clara ou
cv. TRural | inoculados com juvenis de segundo estédio de espécies de Meloidogyne. As letras

diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste F.
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Figura 4. NUmero de end6sporos de P. penetrans por sistema radicular de tomateiro
cv. Santa Clara ou cv. TRural | inoculadas com juvenis de segundo estédio de espécies de

Meloidogyne. As letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste F.
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4, CAPITULO 2
Influéncia da concentracéo de enddspor os e do tempo de agitacdo da suspensado na
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Para a reproducdo de Pasteuria penetrans € importante que pelo menos trés endésporos
estejam aderidos a cuticula de cada juvenil, pois a taxa de germinacéo € de cerca de 30%. Por
outro lado, alto nimero de enddsporos aderidos pode reduzir ou impedir a penetracédo do juvenil
na raiz da planta hospedeira. Objetivou-se nesse trabalho determinar a concentracdo de
enddsporos ha suspensdo e 0 tempo necessario de agitagdo para se obter adesdo de nlmero
adequado de enddsporos por J2 para a multiplicagdo da bactéria. Avaliou-se a agitacdo de
suspensdo de 10.000 J2 com 3,3 x 10% 3,3 x 10% 3,3 x 10* ou 3,3 x 10° enddsporos /mL por
10, 20, 30, 40 e 50 minutos a 180 rpm. Verificou-se que para se obter média de seis enddsporos
aderidos por J2, suspensdes contendo 3,3 x 10° ou 3,3 x 10" enddsporos de P. penetrans/mL

devem ser agitadas por 10-20 ou 50 minutos, respectivamente. Pelas curvas de adesdo geradas
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nesse ensaio, conclui-se que aumentar a concentracdo de enddsporos da suspensdo € mais
eficiente para se aumentar 0 nimero de enddsporos aderidos por J2 do que aumentar o tempo de

agitacdo com a concentracdo de enddsporos da suspensao constante.

Palavr as chave: Pasteuria penetrans, Meloidogyne, adeso.

Summary - Alves, F.R.; L.G. Fretas, P.R.P. Martinlli; A.V. Campos,R.D. de L.
Oliveira & S. Ferraz. Influence of endospore concentration and time of agitation of the
suspension on the attachment of Pasteuria penetrans to Meloidogyne javanica.

Nematologia Brasileira.

To promote the reproduction of Pasteuria penetrans, it is important to inoculate plants
with nematodes bearing at least three endospores in their cuticles, since the rate of endospores
germination is about 30%, however, high numbers of endospores attached per juvenile may
reduce or impede it”s penetration into the roots of the host plants. The objective of this work was
to determine the best concentration of endospores in suspension and the time of exposure
required to obtain an adhesion suited for the reproduction of this bacterium. The periods of
agitation of 10, 20, 30, 40 and 50 minutes with suspension containing 10.000 J2 and 3,3 x 10%,
3,3 x 10°, 3,3 x 10* or 3,3 x 10° endospores/mL were evaluated. To obtain the average of six
endospores per J2, 10 to 20 minutes in suspension with 3,3 x 10> endospores/mL or 50 minutes
in 3,3 x 10" endospores/mL were necessary. According to the regression curves generated in this
study, the increment of endospore concentration of the suspension is far more effective for
raising the number of endospores attached per J2 than to increase the period of shaking of the

endospore suspension at the same concentration.
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Introducao

A bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr € um parasito obrigatério de
fitonematdides e apresenta grandes possibilidades de ser usada como nematicida natural
(Stirling, 1984, Freitas et al., 2000). Na auséncia de meios de cultura que permitam sua
multiplicac8o ‘in vitro’, o método de producdo massal desenvolvido por Stirling & Wachtel
(1980) é 0 mais utilizado para a producdo de indculo dessa bactéria. Nesse método, juvenis de
segundo estadio (J2) do nematbide das galhas com enddsporos aderidos as suas cuticulas sdo
inoculados em plantas de tomate envasadas. Para tal, é fundamental que se utilizem J2 com um
nimero ideal de enddsporos de P. penetrans em suas cuticulas, pois se poucos enddsporos
estiverem aderidos, ha o risco deles ndo germinarem e, portanto ndo colonizarem o nematdide,
pois segundo Sayre & Wergin (1977) e Stirling (1984), apenas de 20 a 30% dos enddsporos
aderidos a0 nemat6ide germinam e o colonizam. Por outro lado, a mobilidade dos J2 de
Meloidogyne spp., assim como a penetracdo deles nas raizes, sdo prejudicadas quando estes
carregam muitos endésporos (Davies et a., 1991; Alves et al, 2002). Esse fato foi demonstrado
por Brown & Smart (1985), que observaram que a adeséo de 15 enddsporos de P. penetrans por
J2 reduz ainvasdo de raizes das plantas hospedeiras em mais de 70%.

Segundo Samaliev (1997), quando se promove a adesédo de P. penetrans em
Meloidogyne spp., 0 nimero de enddsporos aderidos por J2 é resultado da relacdo entre a
concentragdo de enddsporos de P. penetrans da suspensdo e o tempo de exposicdo dos
nematéides a bactéria. Desta forma, objetivou-se nesse trabalho determinar a concentragao
de P. penetrans e o tempo de agitacdo necessarios para que se obtenha um nimero adequado de
enddsporos, ou sgja, de 6 a 10 enddsporos aderidos por J2, para multiplicacdo da P. penetrans

‘invivo'.
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Material e métodos

Agitaram-se suspensdes aquosas contendo 10.000 J2 de M. javanica (Treub) Chitwood e
guatro concentracfes de P. penetrans, a saber, 3,3 X 10% 3,3 x 10% 3,3 x 10* ou 3,3 x 10°
enddsporos /mL durante 10, 20, 30, 40 ou 50 minutos. Tubos plasticos de centrifuga de 50 mL
de capacidade com tampa, contendo 30 mL de suspensdo de nematGides e bactéria foram
colocados em agitador orbital e agitados a 180 rpm. O experimento teve quatro repetices sendo
gue cada tubo constituiu uma repeticdo. Apos decorrido o periodo de agitacdo de cada
tratamento, os tubos foram transferidos para geladeira a 7 °C para interromper o processo de
adesdo, como comprovado em testes preliminares (Leandro G. Feitas, comunicacdo pessoal). O
contelido de cada tubo foi vertido em placa de Petri e o nimero de endésporos aderidos por J2
foi determinado nos 30 primeiros J2 observados em microscopio de objetivas invertidas.
Regressdes lineares foram realizadas com o auxilio do programa SAEG para cada concentracéo

de P. penetrans.

Resultados e discussao

Para as duas menores concentragdes, ou sgja, 3,3 X 10° e 3,3 x 10°, nos diferentes
tempos de agitacdo, foram observados de 0 a 3 endosporos/J2 (Figura 1). A média de seis
enddsporos por J2 s6 foi atingida na concentragdo de 3,3 x 10* enddsporos/mL apds 50 minutos
de agitacdo, entretanto, essamédiafoi alcan¢ada em apenas 10 minutos em concentracdo de 3,3
x 10° enddsporos/mL. Aos 20 minutos, nesta concentracdo, a média foi de 10 enddsporos/J2, o
gue se considera o limite maximo para a inoculagdo. Apds 50 minutos de agitacdo, a média foi
de 22 endésporos/J2 (Figura 1). Analisando-se os resultados, observa-se que 0 aumento da

concentracdo de enddsporos e tempo de exposicdo tem um efeito significativo no aumento do
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ndmero de enddsporos/J2, dados esses que esses que estdo em concordancia com os obtidos por
Samaliev (1997).

Caso 0 objetivo sgja obter maior nimero de enddsporos por J2, o aumento da
concentracdo de P. penetrans € mais importante do que o tempo de exposi¢do, umavez que para
as duas menores concentragdes, mesmo aumentando o tempo de agitacdo, praticamente ndo
houve aumento do nlimero de enddsporos por J2. Por outro lado, & medida que se aumentou a
concentragdo da bactéria, mais acentuado foi o incremento de enddsporos aderidos aos
nematGides ao longo do tempo de agitacdo.

Para que se obtenha de 6 a 10 enddsporos aderidos por J2, que € a quantidade ideal de
enddsporos para conducdo de experimentos ou multiplicagdo ‘in vivo' de P. penetrans, é
necessaria a concentragéo de 3,3 x 10" endésporos/mL e 50 minutos de agitacéo, ou 3,3 x 10°
enddésporos/mL e 10 a 15 minutos de agitacdo, sendo Ultima opcdo mais vantajosa para a
producdo da P. penetrans ‘in vivo', quando o nimero de enddsporos para a agitacdo nao é

limitante.
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Figura 1. Influéncia de cinco tempos de agitacdo (10, 20, 30, 40 ou 50 minutos) e quatro

concentracdes de endosporos (3,3 X 10% 3,3 x 10% 3,3 x 10* ou 3,3 X 10°) na adesio de

Pasteuria penetrans em J2 de Meloidogyne javanica.
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Resumo - Alves, F.R.; L.G. Freitas; P.R.P. Martinelli; N.D. da C. Aguiar; R.F. Rubim & S.
Ferraz. Utilizaco de populacdo pura ou mista de espécies de Meloidogyne para a producdo de

Pasteuria penetrans. Nematologia Brasileira.

Em nematologia, quando se conduzem experimentos com O objetivo de estudar
interacBes entre Meloidogyne spp. e Pasteuria penetrans, normalmente utilizam-se juvenis de
segundo estédio (J2) dos nematdides para a inoculacdo das plantas nas quais se pretende
multiplicar a bactéria. Esses J2 sdo obtidos, com frequéncia, de populagdes puras de
Meloidogyne spp. mantidas em casa de vegetag@o. Porém, é dificil a obtencéo de quantidades
muito elevadas de J2 a partir dessas plantas devido a limitacdo de espaco em casa de vegetacao.
Uma forma alternativa para se conseguir alto nimero de J2 é a utilizac&o de inéculo proveniente
do campo. Porém, nesse caso, a variabilidade da adesdo dos endésporos de P. penetrans aos
nematoides € maior. O objetivo deste trabalho foi comparar a multiplicacdo de P. penetrans em

populagcdo pura de M. incognita ou em populacdo composta de M. incognita e M. javanica
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oriunda de um campo de cultivo de tomate. O ensaio foi conduzido em esguema fatorial 2 x 2
(duas populagdes de nematdides e dois niveis de indculo dos nematbides, quais sgjam, 5.000 ou
10.000 por planta). Maior nimero de galhas (PJ0,01) foi observado quando as plantas foram
inoculadas com 10.000 J2. A producdo de enddsporos de P. penetrans em tomateiro inoculado
com M. incognita foi aproximadamente trés vezes superior (P00,01) aquela em plantas
inoculadas com populagdo mista. Realizou-se também um teste de adesdo de P. penetrans a
nematdides das duas populagdes. Foi observado maior nimero (P10,05) de enddsporos aderidos
aos J2 de M. incognita do que aos J2 da populacdo mista, embora a populacéo de P. penetrans
utilizada parasite ambas as espécies de nematdides. A utilizagdo de inéculo de Mel oidogyne spp.
do campo é uma aternativa viavel paraamultiplicacdo da P. penentrans quando necessitam-se
elevados nimeros de J2, mas populagBes puras e especificas desse nematdide sdo mais

recomendadas.

Palavr as-chave: Pasteuria penetrans, Meloidogyne, producéo massal.

Summary - Alves, F.R.; L.G. Freitas, P.R.P. Martinelli; N.D. da C. Aguiar; R.F. Rubim &
S. Ferraz. Pure or mixed populations of Meloidogyne species for the production of P. penetrans

in tomato. Nematologia Brasileira.

In Nematology, when studies involving relationship between Meloidogyne spp. and
Pasteuria penetrans are conducted, second stage juveniles (J2) are usually used to inoculate the
host plants in which the bacteria will grow. These J2 are obtained, mostly, from Meloidogyne
spp. reared in the greenhouse, but sometimes it is difficult to obtain high numbers of J2 from
these plants because of space limitations. One alternative to supplant this problem is to utilize
inoculum from the field, where it is common to find high numbers of Meloidogyne spp.

parasiting susceptible plants, although in this case, thereis a high variability in the attachment of
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the endospores on the nematodes. The reproduction of P. penetrans in pure population of
M. incognita, and in a mixed population of M. incognita and M. javanica originating from the
field was studied. The experiment was performed on a 2 x 2 factorial design, i.e.; two hematode
populations and two nematode inoculum levels (5,000 and 10,000 per plant). Higher numbers of
gals (P00,01) were observed when plants were inoculated with 10,000 J2. The endospore
production of P. penetrans in tomato plants inoculated with M. incognita was approximately
three times higher (PUJ0,01) than in plants inoculated with the field population. An attachment
test of P. penetrans on the two populations was performed, and higher number (P00,05) of
endospores attached to J2 of M. incognita was observed, even being this P. penetrans
population capable of parasitise the two studied Meloidogyne species. The use of
Mel oidogyne spp. from the field to multiply P. penetrans is a feasible option when high number
of J2 is necessary, but pure and host-specific populations of this nematode are more

recommended.

Key-word: Pasteuria penetrans, Meloidogyne, mass production.

Introducéo

A bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr, formadora de enddsporos,
apresenta grande potencia no controle biolégico de fitonematoides (Stirling, 1984) devido a sua
rusticidade e agressividade e por encontrar-se distribuida em todo o0 mundo (Chen & Dickson,
1998). Muitos estudos tém sido conduzidos para um melhor entendimento sobre a biologia e
ecologia da P. penetrans, a fim de torndla um agente mais eficaz no controle bioldgico de
nematéides (Chen et al., 1997; Chen & Dickson, 1998; Mateille et a., 2002).

Osjuvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp., a0 se locomoverem no solo em

busca da raiz hospedeira, entram em contato com endésporos da bactéria que aderem-se
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firmemente as suas cuticulas e as carregam para o interior da raiz da planta hospedeira onde a
bactéria completa seu ciclo de vida (Mankau & Imbriani, 1975). Para propdsitos experimentais,
a adesdo é forgada através de borbulhamento, agitacdo ou centrifugacdo da suspensdo contendo
endésporos da P. penetrans e J2 de Meloidogyne spp. (Gomes, 2001).

E muito comum em experimentos de nematologia 0 uso de ovos de Meloidogyne spp.
para infestacdo do solo ou inoculagdo de plantas (Alves & Campos, 2003). Porém quando se
pretende estudar interacBes entre P. penetrans e Meloidogyne spp., juvenis de segundo estédio
(J2) com enddsporos aderidos as suas cuticul as freqlientemente so usados (Gomes et al., 1999;
Rodrigues et al., 2003). Esses J2 normalmente sao obtidos de indculo puro de Mel oidogyne spp.
parasitando plantas hospedeiras cultivadas em casa de vegetacdo (Alves & Campos, 2003).
Entretanto, como 0 espaco em casa de vegetacdo normamente € limitado, a obtencdo de
elevadas quantidades de J2 para propdsitos experimentais ou para multiplicacdo de grandes
guantidades de inéculo de P. penetrans pode ser um fator limitante. Uma alternativa para
contornar esse problema seria a utilizagdo de indculo de Meloidogyne spp. proveniente de areas
infestadas no campo, onde se encontram plantas com elevadas quantidades de ovos em suas
raizes (Bafokuzara, 1983). Porém, quando se utilizam populactes mistas de Meloidogyne spp.,
hamaior heterogenei dade na adesdo dos enddsporos de P. penetrans aos J2 (Davies et al., 2001).
Apesar dessa maior variabilidade, em termaos praticos, inéculo de Meloidogyne spp. proveniente
do campo pode ser de bastante utilidade para multiplicacdo de grandes quantidades de
P. penetrans. Porém, nenhum estudo foi feito nesse sentido. Desta forma, objetivou-se nesse
trabalho a comparacdo da producdo massal de P. penetrans em espécies de Meloidogyne

origin&rias do campo com aguela de populacéo pura de casa de vegetacao.
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Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido em casa de vegetagdo do Departamento de
Fitopatol ogia da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Comparou-se duas popul agdes distintas
de espécies de Meloidogyne, ou seja, uma populacdo pura de M. incognita (Kofoid & White)
Chitwood, mantida em plantas de tomateiro cv. Santa Clara cultivadas em casa de vegetacdo, e
uma populacdo mista (aproximadamente 60% de M. incognita e 40% de M. javanica (Treub)
Chitwood), proveniente de uma érea de cultivo de tomate na horta da Universidade Federal de
VigosaMG, quanto a producdo massal de P. penetrans. A identificacdo dos nematoides e a
determinacdo de proporcdo das espécies foram feitas por eletroforese de isoenzimas. Plantulas
de tomateiro cv. Santa Clara, apés 15 dias da germinacdo em bandejas contendo substrato
organo-mineral (Plantmaxa ), foram transplantadas para vasos de 4 L de capacidade. No ato do
transplantio, essas plantas foram inoculadas com 5.000 ou 10.000 J2 de uma das populacfes do
nematéide com os enddsporos aderidos as suas cuticulas. Para a obtencdo de inéculo de
P. penetrans, plantas de tomateiro cv. Santa Clara foram cultivadas em solo infestado com
P. penetrans e inoculadas com J2 de M. javanica. Os nemat6ides, ao se descolarem no solo em
busca da raiz, entraram em contato com a bactéria e a adeséo dos enddsporos aos nematdides
ocorreu de forma natural. Ap6s 70 dias dainoculacéo, as plantas foram removidas dos vasos e 0s
sistemas radiculares separados da parte afrea. Fémeas foram retiradas das raizes sob
microscopio estereoscopio, transferidas para tubos tipo Eppendorf e maceradas para a obtencéo
de uma suspensdo de enddsporos, cuja quantificagcdo foi feita em camara de Newbauer.

Para obtencéo dos J2, ovos foram obtidos a partir do sistema radicular de plantas de
tomate empregando-se a técnica de Hussey & Barker (1973) modificada por Boneti & Ferraz
(1981), colocados em cémara de eclosdo e mantidos a 27° C. Apos a eclosdo dos J2, promoveu-
se a adesdo de enddsporos de P. penetrans as cuticulas dos mesmos. A adesdo foi feita

colocando-se 30 mL de suspensdes aquosas contendo 10.000 J2 e 10° enddsporos em tubos de
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50 mL de capacidade, os quais foram agitados por 30 minutos a 180 rpm em agitador orbital.
Finalmente, inocularam-se as plantas com os J2 com até 72 horas de idade.

Cinquenta dias apds a inoculagdo, as plantas foram retiradas dos vasos e as raizes
separadas da parte aérea. As raizes foram lavadas em agua corrente, e o peso de matéria fresca
por planta (PMF) e o nimero de galhas por sistemaradicular de cada planta (NG) determinados.
Posteriormente, essas raizes foram colocadas em estufa de ventilagéo for¢ada (FABBE-Primar) a
70° C por 72 horas e, depois de secas, foram pesadas para determinacao do peso da matéria seca
por planta (PMS) e trituradas em moinho (General Eletric A-C mot) para a obtencdo do p6 de
raiz segundo Stirling & Wachtel, (1980). Esse p6 foi transferido para frascos tipo Erlenmeyer de
200 mL de capacidade, aos quais adicionaram-se 100 mL de agua. A suspensdo foi
homogeneizada e, dessa suspensdo, aiquotas foram coletadas e transferidas para cdmara de
Newbauer para determinacdo do nimero de enddsporos por planta (NEP).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado com oito repeticdes em
esguema fatorial 2 x 2 (dois niveis de indculo e duas populacdes de espécies de Meloidogyne).

Para atender as pressuposicfes da andlise de variancia, as variaveis NEP, PMF e PMS foram
transformados em +/X + 0,5 . Os dados foram analisados pelo programa SAS® versio 6.12 e as

médias comparadas pelo teste F.

Readlizou-se também um teste de adesdo de enddsporos de P. penetrans nas duas
populacBes de Meoidogyne spp. mencionadas anteriormente. O in6culo de P. penetrans e das
espécies de Meloidogyne foram obtidos conforme descricdo anterior. Suspensdes de 30 mL
contendo 1.000 J2 de M. incognita ou de espécies de Meloidogyne e 1 x 10° endésporos foram
colocadas por tubo de 50 mL e agitadas em agitador orbital por 30 minutos a 180 rpm.
Utilizaram-se sete repeticdes por tratamento sendo que cada tubo constituiu umarepeticdo. Apds

a agitagdo, foi determinado o nimero de enddsporos nos trinta primeiros J2 observados sob
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microscopio de objetivas invertidas. Os dados foram analisados pelo programa SAS® versio

6.12.

Resultados e discussao

N&o houve diferenca significativa quanto a0 PMF e PMS das raizes inoculadas com
in6culo de nematdides do campo ou de casa de vegetacdo. Maior nimero de galhas por sistema
radicular (PJ0,01) foi observado quando as plantas foram inoculadas com 10.000 J2 (Tabela 1).
Varios autores relatam que quando plantas sdo inoculadas com maior nimero de
Mel oidogyne spp., 0 nimero de galhas formado nas raizes é maior (Ritzinger et a., 1997; Chen
et a., 1997; Desaeger & Rao, 2000; Gomes, 2001).

A producdo de enddsporos, quando se utilizou in6culo de nematdide de casa de
vegetacdo, foi aproximadamente trés vezes superior (POO0,01) aquela obtida de plantas
inoculadas com inéculo proveniente do campo (Tabela 2), 0 que pode ser explicada pelo maior
nimero de endésporos (P0,05) aderidos a cuticula dos J2 de M. incognita do que quando se
utilizou a populagdo mista do nematéide (Tabela 2). A primeira etapa no controle de
Meloidogyne spp. por P. penetrans é a adesdo dos enddsporos a cuticula dos J2 (Mankau &
Imbriani, 1975). Apesar de 0os mecanismos relacionados a esse processo ainda ndo estarem
completamente elucidados (Davies et a., 1992), o envolvimento de carboidratos parece
influenciar a especificidade da interacdo entre esses dois organismos (Davies & Danks, 1993).
Davis et a. (1988) também relataram que ha diferencas estruturais em carboidratos na regido
anfidial entre populacbes de M. incognita raca 1, raca 3 e M. javanica. Porém, essa
variabilidade na adesdo ndo parece ser atribuida somente aos carboidratos presentes nos
nematdides, mas também a heterogeneidade de proteinas cuticulares entre essas popul agbes de
nematéides (Davies et al., 1994; Davies et al., 1996). Davies (2001) e Giannakou et al., (2002)

demonstraram que a adesdo de um mesmo isolado de P. penetrans em diferentes populagdes de
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Meloidogyne spp. oriundas de campos de diferentes localidades € varidvel. Em outro estudo,
Davies et a. (1994) observaram maior propor¢cdo de enddsporos aderidos a populagdes de
nematdides nas quais P. penetrans foi originalmente cultivada. Segundo Freitas & Carneiro
(2000), variabilidade na adeséo deve ser considerada quanto ao uso de P. penetrans no
controle biolégico, pois, quanto mais homogénea a adeséo de P. penetrans no nematdide alvo,
maior a porcentagem de J2 infectados e mais promissor sera o controle biolégico.

A produgéo de P. penetrans foi maior na populagéo de M. incognita proveniente de casa
de vegetacdo do que na populacdo oriunda do campo, provavelmente porque as espécies de
Meloidogyne provenientes do campo apresentam maior variabilidade genética, o que segundo
Davies et a., (2001) implica em adesdo menor e mais desuniforme aos J2. Entretanto,
considerando a dificuldade de se conseguir elevadas quantidades de J2 a partir de inéculo
mantido em casa de vegetacdo, 0 uso de indculo do campo pode ser uma aternativa viavel, pois,
as grandes quantidades de J2 que se pode conseguir no campo, compensaria a menor producéo
de enddsporos em relacdo a producdo da bactéria em indculo puro de nematdides. Quanto
Stirling & Wachtel (1980) propuseram pela primeira vez um método para produzir P. penetrans
‘invivo', eles argumentaram que ao invés de se produzir P. penetrans em nematéide parasitando
plantas em casa de vegetacdo, poderia inocular-se plantas que tenham valor comercial com
Meloidogyne spp. e P. penetrans no campo, e apés a colheita, obter-se-iam as raizes contendo
enddsporos da bactéria.

Caso se decida utilizar in6culo de Meloidogyne spp. do campo para producdo de
P. penetrans, é importante que se coletem somente plantas aparentemente saudaveis e se use 0
método de Hussey & Barker (1973) modificado por Boneti & Ferraz (1981) para a extracéo dos
0VO0s pois, essatécnicainclui a utilizacdo do NaOH para extracdo dos ovos e, como esse produto
tem efeito bactericida e fungicida, problemas fitossanitarios podem ser evitados nas plantas
durante a multiplicacdo da P. penetrans e durante a utilizagdo do pé de raiz como inéculo para

grandes éreas.
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Conclui-se com esse trabalho que o in6culo de Meloidogyne spp. do campo pode ser
usado para a producdo massal de P. penetrans, mas que populacdo puras e altamente especificas

do nematdide rendem mais endésporos da bactéria.

Tabela 1. NUmero de galhas por sistemaradicular tomateiro cv. Santa Clara

inoculado com 5.000 ou 10.000 J2 de espécies de Meloidogyne.

Numero de galhas por sistemaradicular de tomateiro

5.000 J2 4175b

10.000 J2 546,6 a

* As médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Tabela 2. NUmero de endbsporos de P. penetrans produzidos por sistema radicular de
tomateiro ou aderidos por juvenil de segundo estédio (J2) de espécies de Meloidogyne

provenientes do campo ou de casa de vegetacao.

Fonte de inoculo de N° de enddsporos de N° de enddsporos de P. penetrans

nematéide P. penetrans aderidos por J2 por sistemaradicular de tomateiro
Campo 09b 88x10° b
casa de vegetacio 58a 29x10"a

* As médias nas colunas seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade.
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6. CAPITULO 4
Influence of inoculum densities of Meloidogyne species and host plant age

on the mass production of Pasteuria penetrans.

FABIO RAMOS ALVES", LEANDRO GRASSI DE FREITAS!, PAULO ROBERTO

PALA MARTINELLI* & SILAMAR FERRAZ"

! Department of Phytopathology, Federal University of VigosalUFV, Avenida P. H.
Rolfs g/n - Campus, Vicosa, MG, Brazil, cep 36570-000, Zemail :

fabioramosal ves@yahoo.com.br

Summary - Alves, F.R,; L.G. Freitas; P.R.P. Martinelli & S. Ferraz. Influence of
inoculum densities of Meloidogyne species and host plant age on the mass production of

Pasteuria penetrans.

The mass production of P. penetrans in 15, 30, 45 or 60 day-old tomato plants
cv. Santa Clara inoculated with 5,000, 15,000 or 25,000 J2 with an average of five
endospores per nematode was evaluated. The experiment was conducted in the
greenhouse with eight replicates in a completely randomized design, evaluated 50 days
after the inoculation, and was repeated once. The fresh root weight, gall number, dry
root weight and number of endospore produced per root system were determined. Higher
fresh and dry root weights were observed as the age of the plants at the inocul ation went
from 15 to 60 days old or when they were inoculated with higher concentrations of
nematodes. Plants at 15 days old and inoculated with 15,000 or 25,000 J2 presented
lower fresh and dry root weight. As the Meloidogyne spp. inocolum level went from

5,000 to 25,000 J2, there was an increase in the gall numbers for 30, 45 and 60 day-old
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plants, however, a low gall number was observed in the 15 day-old plants inoculated
with 25,000 J2. The 30 and 45 day old plants inoculated with 25,000 J2 provided
P. penetrans multiplication up to nineteen-fold higher than plants inocul ated with 5,000

J2 in first experimental run.

Key-words — Pasteuria penetrans, Meloidogyne, mass production, plant age, inoculum

density.

Resumo - Alves, F.R.; L.G. Freitas; P.R.P. Martindlli & S. Ferraz. Influéncia de
densidade de in6culo de espécies de Meloidogyne e idade da planta hospedeira na

producdo massal de Pasteuria penetrans.

Comparou-se a producdo massal de P. penetrans em plantas de tomate cv. Santa
Clara com 15, 30, 45 ou 60 dias de idade e inoculadas com 5.000, 15.000 ou 25.000 J2
com cinco endosporos, em média, aderidos por nematdide. O experimento foi conduzido
em esquema fatorial (4x3) num delineamento inteiramente casualizado em casa de
vegetacdo com oito repeticdes e avaliado 50 dias apds a inoculagdo. O experimento foi
conduzido duas vezes. Determinou-se 0 peso da matéria fresca, nimero de galhas por
sistemaradicular, peso da matéria seca e nimero total de endésporos por planta. Maiores
pesos de matéria fresca e seca das raizes foram observados & medida que a idade das
plantas aumentou de 15 para 60 dias de idade na inoculagéo ou quando as mesmas foram
inoculadas com maior concentracdo de nematdides. Raizes de plantas com 15 dias de
idade e inoculadas com 15.000 ou 25.000 J2 apresentaram menor peso de matéria fresca
e seca. A medida que o nivel de indculo do nemat6ide aumentou de 5.000 para 25.000
J2, houve um aumento no niimero de galhas em plantas com 30, 45 ou 60 dias de idade,

porém, consideravel reducdo no nimero de galhas foi observado para plantas com 15

38



dias inoculadas com 25.000 J2. As plantas com 30 e 45 dias de idade inoculadas com
25.000 J2 permitiram multiplicacdo de P. penetrans até 19 vezes superior aquela obtida

em plantas inoculadas com 5.000 J2 na primeira conduc&o do experimento.

Palavras-chave — Pasteuria penetrans, Meloidogyne, producdo massal, idade de

plantas, niveis de indculo.

I ntroduction

Pasteuria spp. is an endospore-forming bacterium that is obligate parasite of
nematodes and is considered one of the most promising agent for the biological control
of these pathogens (Stirling, 1984; Chen et a., 1997; Chen & Dickson, 1998; Freitas et
a., 2000). Many researchers have tried to cultivate this bacterium 'in vitro' but, no
satisfactory growth and sporulation were attained in culture media so far (Williams et
a., 1989; Bishop & Ellar, 1991). Stirling & Wachtel (1980) were the first to propose a
method to multiply P. penetrans (Thorne) Sayre & Starr 'in vivo' by inoculating tomato
plants with 5,000 J2 of Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood encumbered with
endospores, and after the nematode completed it's life cycle, the roots were washed,
dried and ground to generate a powder used as the bacterium inoculum. However, in
their publication, these authors suggested that some modifications of their technique
could be made to optimize reproduction of this bacterium, such as the use of a more
susceptible host plant or the inoculation of the plants with a higher number of nematodes
infested with P. penetrans. According to Taylor & Sasser (1983), the abundant
reproduction of Meloidogyne spp. depends on the number of nematode that penetrates
the root system. Usually, plants are inoculated with 3,000 to 10,000 eggs or juveniles of

nematodes (Canals et al., 1992; Esmenjaud et al., 1995; Fernandez et al., 1995;
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McSorley et a., 1995), but if young plants are inoculated with a high number of
nematodes, they can be injured to the point that the nematode multiplication isimpaired
by the death of part of the roots or even the entire plant (Fernandez et a., 1995; Sharma
& Fonseca, 2000; Ploege & Philips, 2001,). On the other hand, plants with more
developed root system may stand larger quantities of nematode inoculum (Gomes,
2001), in part because they have more available feeding sites (Hashmi et al., 1994).
According to Ploege & Philips (2001), if two weeks old melon plants are inocul ated
with M. incognita severe yield losses are prevented. Rodrigues et a. (2003) evaluated
the development of P. penetrans in Meloidogyne spp. parasitizing different plant species
and observed that tomato and camapu (Physalis angulata L.), were the best hosts.
Stirling & Wachtel (1980) and Gomes (2001) reported that nematode inoculum density
is crucia to maximize the multiplication of P. penetrans. Hence, the objective of this
work was to determine the best balance of tomato plant age and Meloidogyne species
inoculum level that leads to the production of the maximum number of endospores of

P. penetrans per root system of tomato plants.

Material and methods

The influence of three inoculum densities of Meloidogyne species combined
with four ages of tomato plants on the mass production of P. penetrans was studied in a
4 x 3factorial experiment in the greenhouse. Tomato plants at 15, 30, 45, or 60 days old,
cultivated in amixture of soil and sand 1:1 (v:v) in 4 L pots were inoculated with 5,000,
15,000 or 25,000 J2 encumbered with an average of five endospores per nematode.

A population of Meloidogyne species composed of approximately 60% of
M. incognita (Kofoid & White) Chitwood and 40% of M. javanica, used in the

experiment, was obtained from a field cultivated with tomato in the campus of the
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University of Vigosa, Minas Gerais, Brazil. The identification of the species and the
determination of the percentage of both in the population were done by isozyme
electrophoresis. Eggs were extracted from roots using the method described by Hussey
& Barker (1973) modified by Boneti & Ferraz (1981), transferred to modified Baermann
funnels and incubated at 26° C. The hatched J2 were collected and maintained in water
in a beaker flask with air bubbling until the amount required for the inoculation was
attained.

Pasteuria penetrans was multiplied in M. incognita infecting tomato cv. Santa
Clara reared in the greenhouse for about 70 days. After this period, the plants were
harvested, the females were dissected, transferred to eppendorf tubes and macerated to

obtain a suspension of endospores. To promote the attachment of the endospores to the

J2, 30 mL of an agueous suspension containing 10,000 J2 and 1 x 10° endospores were
added to centrifuge tubes and agitated for 30 min in orbital shaker. Subsequently, the
tubes were transferred to refrigerator at 8° C to interrupt the attachment process.
Suspension of endospore encumbered J2, up to 96 h of hatched, was calibrated and
pipetted in four small holes around the base of each plant, maintained in glasshouse. The
pots were randomized every 10 days, and irrigated daily. The experiment was repeated
once and each treatment was replicated eight times. The first experimental run was
conducted from 16 of February to 8 of April 2004 and the second from 10 of March to
30 of April 2004. Fifty days after inoculation, the plants were harvested and fresh root
weight (FRW) and gall number (GN) were determinated. Subsequently, roots were oven
dried a 70° C for 72 h. The dry root weight (DRW) was determinated, and the roots
were triturated in a grinder (Genera Eletrica A-C mot) to obtain a root powder which
was transferred to a 250 mL Erlenmeyer flask in which 100 mL of water was added.
The suspension was shaken and the endospores number per plant (EN) was determinated

in Newbauer chamber.
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The variables FRW, DRW and EP per plant in the first experimental run and
FRW and DRW on the second one were transformed to +/ X+ 0,5. The data were

analyzed using the GLM procedure of the SAS program (SAS Institute, version 6.12,

Cary, NC).

Results and Discussion

Higher fresh root weight (FRW) and dry root weight (DRW) were observed as
the tomato plants were inoculated older (Figure 1) or when nematode inoculum
concentration increased from 5,000 to 25,000 J2 in both experimenta runs (Figure 2),
but there was no interaction between DRW and inoculum concentration in the second
run. Plants inoculated at 15 days of age with 15,000 or 25,000 J2 had low DRW and
FRW (Figure 3b), because they had their root system damaged by the high number of
nematodes invading their roots (Figure 8). The plants inoculated at 30, 45 and 60 days
old had more time to develop an abundant root system so they did not suffer the
nematode parasitism as much as the youngest ones did (figure 3a and 9). According to
Ploege & Philips (2001) and Sharma & Fonseca (2000), young plants can be very
injured if they are inoculated with high number of nematodes. Naves & Campos (1993)
reported that the root fresh weight was reduced when 15 day-old tomato plants were
inoculated with only 3,000 J2 of Meloidogyne sp. Schochow et al. (2004) inoculated 5
week-old tomato plants with 0, 100, 1,000 or 10,000 eggs of M. hapla, M. incognita and
M. javanica and noted an inverse relationship between inoculum density and final
population of M. incognita and M. javanica. When the plants were inoculated with
10,000 nematodes, the authors observed more root damage, 1oss of available feeding site

and lower multiplication rate.
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According to the Figures 4 and 5, in both experimental run, that there was an
increase in the gall number as the inoculum concentration increased from 5,000 to
25,000 J2 for plants inoculated when they were 30, 45 and 60 days old. However, 15
day-old plants that received 25,000 J2 had their gall number reduced because their roots
were severely damaged by the nematodes (Figure 8). Ploege & Philips (2001),
Fernandez et a. (1995), and Sharma & Fonseca (2000) also reported reductions of root
system size in young plants due to nematodes parasitism. Plants inoculated at 30 or 45
days of age with 25,000 J2 had the highest number of gals (Figures 4 and 5).
Unexpectedly, plants inoculated at 60 days old showed less galls than the ones
inoculated at 30 or 45 days old in both experimental runs (Figure 5). Possibly, the oldest
plants didn't have a high nematode multiplication because their roots were less attractive
to the J2s, which invade only new roots (Sasser & Carter, 1985). In fact, after hatching,
the second stage juveniles locate new plant roots through stimuli emanating from the
roots of the host plants (Taylor & Sasser, 1983), and invade the region of cell elongation,
behind the root cap, being aso attracted to apical meristems (Linford, 1939, cited by
Sasser & Carter, 1985), due to the large amount of root exudates released, to the high
respiration rate (J2 are attracted to high CO, concentration) and because the cell walls at
those points are thinner and less lignificated, allowing easier entry of the nematodes into
the roots (Lee & Atkinson, 1976).

In respect to the endospore production, the goa of this study, the results
demonstrated that 30 and 45 day-old plants inoculated with 25,000 J2 allowed a higher
multiplication of P. penetrans in both experimenta runs (Figure 6 and 7) which is
somehow logic since these plant ages and inoculum concentration resulted in more galls
and heavier roots, as mentioned before. Probably these plants, compared to the ones
inoculated at 60 days old, were more attractive to nematodes because they till were

actively growing and aready had an abundance of penetration sites (Hussey, 1985).

43



When Stirling & Wachtel (1980) developed their classicd method of rearing
P. penetrans in vivo, they inoculated plants with 5,000 J2, but they suggested that if
plants were inoculated with higher nematode number the endospore production would be
augmented. The hypothesis that crescent densities of Meloidogyne spp. imply in higher
endospores production was confirmed by Gomes, (2001). However, if young plants are
inoculated with high nematode number, their root systems can be injured (Fernandez et
a. 1995; Ploege & Philips, 2001) reducing nematode multiplication, and, consequently,
P. penetrans reproduction (Mankau & Imbriani, 1975).

The fact that the endospore humber was higher in the first experimental run than
in second was possibly due to a temperature average dightly lower in second run
(21,7°C in first experimental run vs. 20,8°C in second experimental run) (Figures 6 and
7). According to Hatz & Dickson (1992), temperature is one of most important factor
affecting P. penetrans reproduction. The authors related that more endospores of
P. penetrans was produced as the temperature increased from 20 to 30 °C.

According to the results, nineteen times more endospores can be produced by
inoculating 30 to 45 days old tomato plants with 25,000 J2 of Meloidogyne species than
inoculating 15 day-old plants with only 5,000. Stirling & Wachtel (1980) did not report
the age of the plants inoculated with 5,000 J2 of M. javanica, but as shown in this study,
inoculating older plants with larger amount of encumbered juveniles undoubtedly

improves the effectiveness of their method.
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Figure 1. Dry root weight (DRW) per root system of tomato plants inocul ated at
15, 30, 45 or 60 days old with second-stage juveniles of Meloidogyne species
encumbered with Pasteuria penetrans endospores. Bars represent confidence interval of

means at 5% of probability.
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Figura 2. Average of fresh root weight (FRW) of plants inoculated with 5,000,
15,000 or 25,000 second-stage juveniles (J2) of Meloidogyne species encumbered with
Pasteuria penetrans endospores. Bars represent confidence interval  of means at 5% of

probability.
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Figure 3. Fresh root weight (FRW) per root system of tomato plants inoculated
at 15, 30, 45 or 60 days old with 5,000, 15,000 or 25,000 second-stage juveniles (J2) of
Meloidogyne species encumbered with Pasteuria penetrans endospores in the second

experimental run. Bars represent confidence interval (Cl) of means at 5% of probability.
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Figure 4. Gall number per root system of tomato plants inoculated at 15, 30, 45
or 60 days old with 5,000, 15,000 or 25,000 second-stage juveniles (J2) of Meloidogyne
species encumbered with Pasteuria penetrans. Bars represent confidence interval of

means at 5% of probability.
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Figure 5. Gall number per root system of tomato plants inoculated at 15, 30, 45
or 60 days old with 5,000, 15,000 or 25,000 second-stage juveniles (J2) of Meloidogyne
species encumbered with P. penetrans. Bars represent confidence interval of means at

5% of probability.
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Figure 6. Endospore number of Pasteuria penetrans per root system of tomato
plantsinoculated at 15, 30, 45 or 60 days old with 5,000, 15,000 or 25,000 second-stage
juveniles (J2) of Meloidogyne species encumbered with P. penetrans in first

experimental run. Bars represent confidence interval of means at 5% of probability.
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Figure 7. Endospore number of Pasteuria penetrans per root system of tomato
plantsinoculated at 15, 30, 45 or 60 days old with 5,000, 15,000 or 25,000 second-stage
juveniles (J2) of Meloidogyne species encumbered with P. penetrans in second

experimental run. Bars represent confidence interval of means at 5% of probability.
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Figure 8. Root systems of tomato plants inoculated at 15, 30, 45 or 60

days old with 25,000 second stage juveniles of Meloidogyne species.
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7. Capitulo 5
Influéncia de esterco de curral e niveis de inéculo de espécies de Meloidogyne na
concentracao de fenois em raizes de tomateiro, no teor de lipidios dos nematoides e nas

células gigantesinduzidas por esses patdgenos.
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Resumo: Alves, F.R.; L.G. Freitas, P.R.P. Martinelli; R.M.S.A. Meira; A.J. Demuner; E.E.deL.
e Borges & S. Ferraz. Influéncia de esterco de curra e niveis de in6culo de espécies de
Meloidogyne na concentracdo de fendis em raizes de tomateiro, no teor de lipidios dos

nematGides e nas células gigantes induzidas por esses patégenos.

Foi estudada a influéncia de quatro niveis de esterco de curral no substrato, formando
proporcdes de 1:1:0, 2:2:1, 1:1:1 e 1:1:2 (v:v:v) de solo, areia e esterco, respectivamente, e de
trés niveis de indculo de espécies de Meloidogyne, ou sgja, 3.000, 6.000 ou 9.000 J2/planta,
sobre a concentracdo de fendis em raizes de tomateiro, sobre teor de lipidios em fémeas de
espécies de Meloidogyne e em células gigantes induzidas por esses nematdides. O experimento

foi conduzido em casa de vegetacdo em um esquema fatorial 4 x 3 (4 substratos e 3 niveis de
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in6culo do nematdide). Cinqlienta dias apds a inoculacdo, as plantas foram colhidas para as
avaliagdes. A concentracdo de fendis nas raizes aumentou a medida que se acrescentou esterco
de curral ao substrato ou quando as plantas foram inoculadas com 9.000 nematdides. N&o se
detectou o efeito dos tratamentos no teor de lipidios dos nemat6ides. As células gigantes em
raizes de plantas cultivadas nos substratos 1:1:0 e 2:2:1 foram mais numerosas. Por outro lado,
as células gigantes de plantas cultivadas no substrato 1:1:1 e 1:1:2, além de menos numerosas,
apresentaram menor tamanho e nimero de nlcleos, demonstrando o efeito prejudicial de

residuos organicos sobre esses sitios de alimentagao.

Palavr as-chave: matéria organica, células gigantes, fendis, lipidios, Meloidogyne.

Summary - Alves, F.R.; L.G. Freitas, P.R.P. Martindlli; R.M.S.A. Meira; A.J. Demuner; E.E.de
L. eBorges & S. Ferraz. Influence of cattle manure and inoculum levels of Meloidogyne species
on phenolic contents in the tomato roots, on nematode lipid storage and giant cells induced by

these nematodes.

The influence of four levels of cattle manure in mixtures of soil and sand giving rates of
1:1:0, 2:2:1, 1:1:1 and 1:1:2 (v:v:v) of soil, sand and manure, respectively, and three levels of
Meloidogyne species inoculum, i.e, 3,000, 6,000 and 9,000 J2/plant on the phenols
concentration in the tomato roots, nematode lipid contents in females of Meloidogyne spp. and in
the giant cells induced by the nematodes was studied. The experiment was carried out in the
greenhouse in a 3 x 4 factorial design (4 substrates and 3 levels of nematode inoculum) and, 50
days after inoculation, the plants were harvest and evaluated. The phenolic content in the roots
increased as higher quantities of manure were used in the substrate or when the plants were
inoculated with 9,000 nematodes. No conclusion could be drawn about the effect of the cattle

manure on the nematode lipid content. The giant cells in roots of plants cultivated on the
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substrates 1:1:0 and 2:2:1 were more numerous. On the other hand, the giant cells of plants
cultivated on the substrates 1:1:1 and 1:1:2 were less numerous, smaller and had less nuclei
number, demonstrating the deleterious effect of organic amendments to these feeding sites.

Key-words: Organic amendments, giant cells, phenols, lipids, Meloidogyne.

Introducédo

Os nematdides formadores de galhas, Meloidogyne spp., séo considerados os mais
importantes em todo o mundo devido a sua ampla distribuicdo geogréfica e gama de hospedeiros
(Sasser, 1980). Entre os fatores que afetam a populacdo de fitonematdides, 0 emprego de
materiais organicos merece destaque (Muller & Gooch, 1982; Chen et al., 2000; Nico et a.,
2004). A eficiéncia da matéria organica na reducédo populacional dos nematdides € atribuida a
diferentes modos de acéo, como 0 aumento da populacdo de varios organi Smos antagoni stas aos
fitonematdides ja presentes no solo, como bactérias (Riegel et al., 1996; Chavarria-Carvajal,
2001; Bulluck et al., 2002; Perez et a., 2003), nematoides de vida livre (Akhtar & Mahmood,
1996; ChavarriaCarvgjal & Rodriguez-Kabana, 1998; Aktar, 2000; Chavarria et al., 2001,
Bulluck et al., 2002; Wang et a., 2003; Kimpinski et al., 2003), fungos (Chavarria-Carvajal et
al., 2001), assim como a melhoria das condigdes fisico-quimicas do solo (Zavaleta-Mejia et al.,
1993; Riegd et al., 1996; McSorley et d., 1997; Chavarria-Carvagjal & Rodriguez-Kabana, 1998;
Akhtar, 2000), liberacdo no solo de substancias toxicas aos fitonemat6ides (Riegel et al., 1996;
Viaene & Abawi, 1998; Lazarovits et a., 2001; Nico et a., 2004), ou por incorporar
antagonistas juntamente a matéria organica (Khan & Saxena, 1997; Duponnois et al., 2001).
Singh et a. (1983) relataram que plantas crescendo em substrato ao qual se adicionou substrato
organico adquiriram maior resisténcia a M. incognita (Kofoid & White) Chitwood. Ja

Sitaramaiah & Singh (1977) afirmam que a atragdo dos nematdides pelas raizes pode ser
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comprometida devido a ateragdo da composicdo quimica dos exsudados apds a adicdo de
materiai s organicos ao substrato.

Entre os compostos produzidos pelas plantas, os fendis sdo conhecidos por terem
correlacdo positiva entre sua concentracdo e o grau de resisténcia das plantas (Giebel,1970;
Zuckerman 1971; Singh et al., 1983; Vaette et al., 1998). Os monofendis sdo 0s mais
comumente associados a resisténcia das plantas a fitopatdgenos (Giebel, 1970; Wilski & Giebel,
1972). Giebel (1974) afirma que os compostos fendlicos podem agir como cofatores da
peroxidase, que por sua vez induz plantas a resisténcia. Esse autor relatou que, no caso de
nematGides endoparasitas sedentérios, os compostos fendlicos estimulam a sintese do AIA-
oxidase, favorecendo a decomposicdo da auxina, o que dificulta ou impede a formacdo das
células gigantes.

O desenvolvimento do nematéide é dependente do metabolismo da planta, e a
guantidade de nutrientes disponivel no sitio de alimentacdo determina crescimento e fecundidade
desses patdgenos. Quanto maior o sitio de alimentacdo, maior a area de contato com o tecido do
hospedeiro e maior a disponibilidade de nutrientes para os nematéides (Van Haren et al., 1994,
citados por Perry & Gaur, 1996). Porém, plantas que apresentam algum grau de resisténcia aos
nematGides das galhas apresentam células gigantes com algumas anormalidades se comparadas
com céulas gigantes de plantas suscetiveis (Bleve-Zacheo et a., 1982; Pedrosa et al., 1996;
Rodrigues et al., 2003).

Os lipidios constituem a principal fonte de reserva de nematoides (Barret, 1981), sendo
que ostriacilglicerdis, compdem amaior classe desses lipidios, apresentando, tipicamente, niveis
superiores a 70% do lipidio total dos nematéides. Porém, o teor de lipidios totais pode variar de
11 a67% do peso seco dos nematdides (Barret et al., 1971). Varios autores afirmam que varios
fatores bidticos e abidticos podem influenciar o teor de lipidios em fitonemat6ides (Cooper &
Van Gundy, 1970; Jones, 1975; Ogunfowora, 1979; Robinson et al., 1987; Gibson et al., 1995;

Hatab & Gaugler, 1997; Riga et a., 2001; Hass et al., 2002;). Supde-se que fatores que
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aumentem o teor de fendis e impedem o desenvolvimento normal das células gigantes acarretem
em fémeas de Mel oidogyne spp. menores e com menos reservas de nutrientes, entretanto, ndo ha
estudos sobre o efeito de materiais organicos sobre os niveis de lipidios de Meloidogyne spp.
Desta forma, objetivou-se neste trabalho, estudar a influéncia de esterco de curra
adicionado ao substrato no teor de lipidios de Meloidogyne spp., nos niveis de fendis em raizes

de tomateiro, e em possiveis ateracbes nas células gigantes causadas por esses patégenos.

Material e M étodos

Mudas de tomateiro cv. Santa Clara foram produzidas em bandejas contendo substrato
organo mineral Plantmaxa e, apds 15 dias da semeadura, foram transferidas para vasos com 4L
de capacidade contendo solo, areia e esterco nas proporgdes 1:1:0, 2:2:1, 1:1:1 e 1:1:2 (V:V:V),
respectivamente, e inoculadas com 3.000, 6.000 ou 9.000 J2 de espécies de Meloidogyne (60%
M. incognita e 40% M. javanica). A determinacdo das espécies de Meloidogyne e da
porcentagem de cada na populagdo foram feitas por eletroforese de isoenzimas. O experimento
foi conduzido em casa de vegetagcdo em delineamento interinamente casualizado com quatro
repeticdes em esguema fatorial 4 x 3 (4 niveis de substratos e 3 niveis de inéculo do nematéide).

Os ovos do nematéide foram obtidos empregando-se a técnica de Hussey & Barker
(1973) modificada por Boneti & Ferraz (1980), e acondicionados em cémaras de eclosdo
mantida a 26 °C. Os J2 obtidos em uma suspensdo aguosa foram colocados em um béquer e
mantidos sob borbulhamento de ar. Cinglenta dias ap6s a inoculacdo, as plantas foram
removidas, o sistema radicular separado da parte aérea e avaliado quanto ao teor de lipidios
totais nas fémeas do nematGide, na concentragdo de fendis totais nas raizes e quanto a possiveis

alteracdes nas células gigantes provocadas pelo esterco de curral, conforme métodos descritos a

Seguir.
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Determinacao do teor de lipidios em fémeas de espécies de Meloidogyne.

ApoGs 50 dias da inoculagdo, as raizes foram coletadas, lavadas e 30 fémeas retiradas
dessas raizes sob microscépio esterioscopio e transferidas para tubos tipo Eppendorf para a
determinacdo dos lipidios totais. Os tubos foram secos em estufa a 60° C e pesados
individualmente, determinando-se assim o peso dos tubos + matéria seca dos nemat6ides com
lipidios (PT + MSNCL). Essa pesagem assim como as demais foram realizadas em balanca de
precisdo. Adicionou-se 1 mL de éter de petrdleo aos tubos que foram submetidos a
centrifugaces a 10.000 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, sendo
adicionado o mesmo volume de éter de petrdleo e feita nova centrifugacdo. Esse processo foi
repetido quatro vezes. Depois de extraidos os lipidios totais das fémeas, os tubos foram levados
novamente a estufa a 60 © C por 72 horas e pesados novamente para determinagdo do peso dos
tubos + matéria seca dos nematdides sem lipidios (PT + MSNSL). A porcentagem de lipidios
por tratamento foi calculada a partir da diferenca entre PT + MSNCL e PT + MSNSL, segundo
metodologia de Neves et a., (2002). Os dados foram submetidos a andlise de variéncia

utilizando-se o programa SAS® versdo 6.12.

Caracterizacao estrutural dasraizes detomateiro

Apbs a extracdo das fémeas do nematdide para determinacdo do teor de lipidios,
retiraram-se dez galhas por sistema radicular. Amostras de aproximadamente 0,5 cm dessas
galhas foram fixadas em FAAs, € estocadas em etanol 70% (Johansen, 1940). Para obtencéo de
cortes histol 6gicos procedeu-se ainclusdo em parafina utilizando-se a série etilico-butilicaparaa
desidratagcdo (Johansen, 1940). Os cortes transversais seriados, de 14 nm de espessura, foram
corados com azul de astra e fucsina bésica (Gerlach, 1969), por 5 e 20 minutos respectivamente,
e as laminas montadas com resina sintética (bdsamo do Canadd). As observacles e as
ilustragdes foram obtidas em um fotomicroscépio (Olympus BX50) equipado com sistema

Optronic enginering DEI. A partir das imagens obtidas, quantificou-se o ntimero de nticleos nas
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primeiras trinta células gigantes de cada tratamento. Determinou-se também a &rea das células
gigantes em noventa células de cada tratamento, que foram previamente desenhadas, as imagens

digitalizadas e a &rea determinada a partir do software Quant 1.0.1 (Vae et a., 2001).

Determinacdo do teor de fendis em raizes de tomateiro

A andlise fotoguimica foi feita através de espectrofotométrico no Departamento de
Quimicada UFV.

Para a obtencdo do material para extracdo do tanino (fendis totais), as plantas de
tomateiro, depois de retiradas as fémeas para extracdo de lipidios e galhas para caracterizacgo
estrutural das raizes, tiveram suas raizes secas em estufa com ventilacéo forcada a 70° C por 72
h. As raizes secas foram trituradas e coletaram-se 100 g do p6 de raiz que foram submetidos a
trés extragdes consecutivas com metanol (3 mL) a quente (65-75° C), com duracdo de dez
minutos. Os extratos resultantes foram pipetados e filtrados em algodéo, no baldo volumétrico, e
0 volume completado para 10 mL, com metanol (Mueller-Hervey, 2001).

Para a preparacdo da curva padréo, foram adicionados em bal&o volumétrico de 10 mL,
solugdo padrdo de &cido tanico (0,012; 0,024; 0,036; 0,048 € 0,06), 7,5 mL de &gua destilada, 0,5
mL do reagente Folin-Denis e 1,0 mL de solucdo saturada de Na,COs, diluindo-se para 10 mL
com égua. Misturou-se bem e foi determinada a absorvancia, depois de 30 minutos, em 760 nm,
obtendo-se a curva padrdo com absorvancia em funcéo de mg de écido tanico/100 mL.

As leituras das amostras foram feitas em espectrofotdmetro de duplo feixe Hitachi U-
2000, sendo realizadas trés leituras por amostra. Na preparacdo da amostra para leitura de
absorvancia, foi pipetado 0,5 mL do extrato em baldo volumétrico de 10 mL, ao qual foram
adicionados 7,5 mL de agua destilada, 0,5 mL do reagente Folin —Denis e 1 mL de solucéo
saturada de carbonato de sédio, sendo completado o volume de 10 mL com &gua destilada. Apos
adicdo dos regentes, esperou-se 30 minutos para leitura de abosorvancia em 760 nm. Depois de

determinada, de acordo com a curva padréo, as concentracdes das amostras em mg de &cido
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ténico/100 mL foram convertidas em porcentagem de tanino por 100 mg de amostra de plantas
desidratadas (Mueller-Hervey, 2001), unidade esta utilizada no célculo da andlise de variancia.
Foram utilizadas trés repeticfes por tratamento e os dados analisados utilizando-se o programa

SAS versio 6.12.
Resultados e discussao

A medida que a proporcao de matéria organica no substrato aumentou, observou-
se aumento nas concentrages de fendis, até um aumento de cerca de 130% (Figura 1).
Esses dados estdo em de acordo com aqueles encontrados por Alam et al. (1980), que
estudaram a composi¢do quimica em raizes de plantas de tomate, pimenta malagueta e berinjela
cultivadas em substrato ao qual se adicionaram tortas ou residuos de mahua (Madhuca indica
Gmeé), mamona (Ricinus communis L.), nim (Azadirachta indica Juss), mostarda
(Brassica campestris L.) e amendoim (Arachis hypogaea L.), O aumento de fendis totais em
tomate, em relagdo a testemunha, aumentou em até 151,85%. No presente trabalho, o nivel de
fendis nas raizes também aumentou quando as plantas foram inoculadas com 9.000 J2
(Figura 2). Espstein (1972) observou que a quantidade de fendis em raizes de Bidens tripartida
L. e Vitisvinifera L. infectadas por Longidorus africanus diferiu quantitativa e qualitativamente
e que o nivel defendisfoi mais que duas vezes superior em plantas infectadas pel os nematoides.

A partir dos resultados obtidos nesse trabal ho, nenhuma inferéncia pode ser feita quanto
a influéncia do nivel de esterco de curral sobre lipidios de fémeas de espécies Meloidogyne.
Utilizou-se nesse estudo um método indireto para determinacdo dos lipidios, que era o Unico
método disponivel para a execucdo deste trabalho, porém, observou-se muita variagdo dos
dados. Possivelmente, a utilizagdo de outros métodos, como sistema de andlise de imagem
(Fitters et al., 1997), sefam mais precisos e indicados para a determinacdo de lipidios em

nematoides.
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Alguns autores relatam que plantas que apresentam algum nivel de resisténcia a
Meloidogyne spp. apresentam células gigantes com algumas anormalidades em relagdo a células
gigantes normais, como vactiolos menores, menor desenvolvimento, menor nimero de nucleos,
escurecimento do citoplasma e depdsito de calose em célul as adjacentes aguel as invadidas pelos
nematGides (Bleve-Zacheo et al., 1982; Pedrosa et al., 1996; Rodrigues et a., 2003), o que esta
em concordancia com observacOes feitas nesse estudo. As células gigantes de plantas cultivadas
nos substratos 1:1:0 e 2:2:1 foram mais abundantes e sem nenhum comprometimento em seus
formatos (Figura 5). Esses sitios de alimentagdo nas plantas cultivadas em substrato com mais
esterco foram menores (Figura 4), menos numerosos, deformados e com paredes mais espessas
(Figura 5). Outros autores também relataram que houve ma formagdo de células gigantes em
plantas resistentes ou méas hospedeiras de Mel oidogyne spp. (Bleve-Zacheo et al., 1982; Pedrosa
et al., 1996; Rodrigues et al., 2003). Além disso, o nimero de nucleos foi menor nas células
gigantes de plantas cultivadas nos substratos que receberam mais esterco, caindo de 10 para 6,

em média, a medida que o substrato continha maior proporcado de esterco (Figura 3).

63



0,15 b

ab
0,12 a

-

€
1§§ 0,09 -
S
g E a
8 v 0,06
c O
o C
og

S 0,03

0 ‘
1:1:.0 2:2:1 1:1:1 1:1:2
Substratos

Figura 1. Concentracdo de fendis em raizes de tomateiro cv. Santa Clara inoculado com
juvenis de segundo estadio de espécies de Meloidogyne e cultivado em solo, areia e esterco de
gado nas proporgdes de 1:1:0, 2:2:1, 1:1:1 e 1:1:2 (V:V:V). Letras diferentes indicam diferenca

estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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Figura 2. Concentrac&o de fendis em raizes de tomateiro cv. Santa Clara inoculado com
3.000, 6.000 ou 9.000 juvenis de segundo estédio de espécies de Meloidogyne. As barras nas

colunas representam o intervalo de confianga ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 3. Numero de nucleos por célula gigante em raizes de tomateiro cultivado nos
substratos solo, arela e esterco nas proporgdes 1:1:0; 2:2:1; 1:1:1 e 1:1:2 (V:ViV),
respectivamente, e inoculado com juvenis segundo estadio de espécies de Meloidogyne. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 4. Tamanho das células gigantes de raizes de tomateiro cultivado nos
substratos solo, areia e esterco nas proporgbes 1:1:0; 2:2:1; 1:1:1 e 1:1:2 (V:V.V),
respectivamente, e inoculado com juvenis de segundo estadio de espécies de
Meloidogyne. Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 5. Cortes transversais de galhas de raizes de tomateiro cv. Santa Clara parasitadas por

Meloidogyne spp. Céulas gigantes bem desenvolvidas em raizes de plantas cultivadas em substrato 1:1:0 (&)
e 2:2:1 (d-f). Céulas gigantes menores, em menor nimero e deformadas, presentes em raizes de plantas

cultivadas em substrato 1:1:1 (g-i) e 1:1:2 (j-1). CG = Células gigantes, NE = nematbides. Barras = 100 nm.
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8. CAPITULO 6
Producdo ‘in vivo' de Pasteuria penetrans em espécies de Meloidogyne com diferentes niveis

do nematdide e de esterco de curral no substrato

FABIO RAMOS ALVES™, LEANDRO GRASSI DE FREITAS?, PAULO ROBERTO
PALA MARTINELLI?; NAYLOR DANIEL DA COSTA AGUIAR?* RAQUEL FIALHO
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Resumo - Alves, F.R.; L.G. Freitas; P.R.P. Martinelli; N.D. da C. Aguiar; R.F. Rubim & S.
Ferraz. Producdo ‘in vivo' de Pasteuria penetrans em espécies de Meloidogyne com diferentes

niveis do nematéide e de esterco de curral no substrato. Nematologia Brasileira.

Estudou-se o efeito de quatro diferentes proporgdes de solo, areia e esterco de curral,
(1:1:0, 222:1, 1:1:1 e 1:1:2 (v:v.v), respectivamente), e trés niveis de indculo de espécies de
Mel oidogyne (3.000, 6.000 e 9.000 J2 por planta) na producdo massal de Pasteuria penetrans. O
experimento foi conduzido em casa de vegetagdo em delineamento inteiramente ao acaso com
oito repeticdes. O ensaio foi repetido umavez e avaliado 50 dias apds a inoculagdo das plantas.
Plantas cultivadas no substrato 1:1:0 ou 2:2:1 apresentaram maior peso de matéria fresca e seca
das raizes do que aguelas cultivadas no substrato 1:1:2. Maior nimero de galhas por planta
ocorreu a medida que o nivel de in6culo aumentou de 3.000 para 9.000 J2. Na primeira
conducdo do experimento, plantas cultivadas no substrato 1:1:0 tiveram maior nimero de galhas

em relacdo aos substratos 2:2:1 e 1:1:2, entretanto, na segunda condugédo experimento, plantas
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cultivadas no substrato 2:2:1 apresentaram mais gal has quando comparadas aquelas dos demais
substratos. O tamanho das fémeas do nematoide foi maior quando as plantas foram inoculadas
com 3.000 J2. Maior percentual de fémeas infectadas por P. penetrans foi observado quando se
utilizou o substrato 1:1:0 em relacdo aos substratos 1:1:1 e 1:1:2, e quando as plantas foram
inoculadas com 3.000 J2. Na primeira conducdo do experimento, nas plantas cultivadas no
substrato 1:1:0 ou inoculadas com 9.000 J2, obteve-se maior nimero de enddsporos, entretanto,
na segunda conducdo do experimento, as plantas inoculadas com 9.000 J2 e cultivadas no
substrato 2:2:1 foram as que produziram mais enddsporos. Maiores proporgdes de esterco de
curral no substrato foram prejudiciais ao desenvolvimento do nematéide, e conseglientemente a

reproducdo de P. penetrans.

Palavras-chave: Pasteuria penetrans, producéo massal, niveis de inéculo, esterco.

Summary - Alves, F.R.; L.G. Freitas; P.R.P. Martindlli; N.D. da C. Aguiar; R.F. Rubim & S.
Ferraz. ‘Invivo' production of Pasteuria penetrans in Meloidogyne species with different levels

of nematode inoculum and cow manure in the substrate. Nematologia Brasileira.

The effect of four different proportions of clay soil, sand and cow manure (1:1:0; 2:2:1;
1:1:1and 1:1:2 (V:V:V), respectively) and three inoculum levels of Meloidogyne species (3,000;
6,000 and 9,000 J2 per plant) on the reproduction of Pasteuria penetrans was evauated. The
experiment was carried out in greenhouse in a completely randomized design with eight
replicates. The experiment was repeated once and plants were harvested and evaluated 50 days
after inoculation. Plants cultivated in substrate 1:1:0 had higher dry root weight and fresh root
weight when compared to the ones of the 1:1:2 substrate. Higher numbers of galls per plant
were observed in the roots as the inoculum level increased from 3,000 to 9,000 J2. In the first
experimental run, plants cultivated in the substrate 1:1:0 had more galls than in the substrates

2:2:1 and 1:1:2, however, in the second experimental run, plants cultivated in substrate 2:2:1 had
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the highest number of galls. The females of the nematode were bigger in plants inoculated with
3,000 J2. Higher perceptual of females infected by P. penetrans was observed when the plants
were cultivated in the substrate 1:1:0 than in the substrates 1:1:1 or 1:1:2, and when plants were
inoculated with 3,000 J2. In the first experimental run, plants cultivated in the substrate 1:1:0 or
inoculated with 9,000 J2 had higher endospore numbers. However, in the second run, plants
inoculated with 9,000 J2 and cultivated in the substrate 2:2:1 yielded more endospores. Large
proportions of cow manure in the substrate were prejudicial to nematode development and,

consequently, to the reproduction of P. penetrans.

K ey-words. Pasteuria penetrans, mass production, organic amendment, inoculum levels.

Introducao

A bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr € um parasito obrigatério de
grande potencia para o controle biol6gico de fitonematdides em condi¢bes de campo (Ciancio et
al., 1992; Freitas et a., 2000) devido a vérias caracteristicas desgjaveis que apresenta como
agente de biocontrole (Dutky & Sayre, 1978; Dube & Smart Jr., 1987; Bird et al., 1990; Mousa,
1991; Tzortzakakis & Gowen, 1994). A producdo de P. penetrans ‘in vitro' é um desafio a ser
superado pela pesquisa (Williams et al., 1989; Bishop & Ellar, 1991; Reise et al., 1991), pois a
producdo de grandes quantidades de enddsporos dessa bactéria otimizard ainda mais seu uso
como bionematicida (Campos et a., 1998). Na auséncia de meios artificiais para a producéo de
P. penetrans, 0 método utilizado para sua multiplicacéo € o de Stirling & Wachtel (1980), no
gual tomateiros sao inoculados com 5.000 J2 de Meloidogyne sp. com enddsporos aderidos em
suas cuticulas. Alguns trabalhos tém sido feitos objetivando a maximizacdo da producéo de
enddsporos de P. penetrans ‘in vivo', como a utilizacdo de nitrato de aménio adicionado ao
substrato (Chen & Dickson, 1997), diferentes niveis de indculo de Meloidogyne spp. e solo com

diferentes texturas (Gomes, 2001; Sharma & Stirling, 1991) e diferentes espécies hospedeiras
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(Cho et al., 1997; Rodrigues et al., 2003) e diferentes métodos de inoculagéo das plantas (Cho et
al., 1997).

Uma outra alternativa visando a otimizagdo da producdo massal de P. penetrans ‘in
vivo' é a adicdo de materiais organicos ao substrato (Gomes, 2001), devido a grande influéncia
gue esses materiais exercem sobre a microbiota do solo e sobre as plantas (Alam et al., 1980;
Riegel et a., 1996; Chavarria-Carvajal et a., 2001; Bulluck et al.; 2002; Kimpinski et al., 2003),
porém, raros s80 os trabalhos sobre o efeito de residuos organicos sobre a producéo massal de
P. penetrans.

Além do substrato, um outro fator de grande importancia a ser considerado na producdo
massal de P. penetrans é a quantidade de nematdides a ser inoculada nas plantas (Stirling &
Wachtel, 1980; Sharma & Stirling, 1991). Isso foi comprovado por Gomes (2001) ao inocular
plantas com 1.000 ou 2.000 J2 e observar que 0 maior nivel de inéculo do nematdide
proporcionou maior nimero de enddsporos por planta. Desta forma, objetivou-se neste trabalho
estudar a interacdo entre niveis de indculo de espécies de Me oidogyne e diferentes proporcdes

de esterco de curral no substrato para a producéo massal de P. penetrans.

Material e métodos

Foram preparadas misturas de solo, areia e esterco de curral nas respectivas proporcdes
1:1:0; 222:1; 1:1:1 e 1:1:2 (V:V:V). O solo, areia e esterco foram homogenei zados manual mente
e tratados com brometo de metila na dosagem 200 cm*m® de substrato. Foram realizadas
analises quimicas do substrato no Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) (Tabea 1), sendo as adubacdes realizadas de acordo com as exigéncias da cultura do

tomateiro.
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Tabela 1. Resultado da andlise quimica dos substratos compostos de solo, areia e esterco de

curral nas seguintes proporgdes: 1:1:0, 2:2:1, 1:1:1 e 1:1:2 (V:V:V), respectivamente.

pH P K Na Cca® Mg* Al% H+Al MO
Substrato
H.0 mg/dm® Cmoly/dm? dag/kg
1.1.0 4,75 36 22 - 0,61 0,21 05 58 2,36
2:21 557 | 210 a1 - 1,10 0,92 0 2,6 2,76
111 578 | 525 163 - 1,43 1,25 0 45 3,10
112 6,02 | 1466 115 - 1,62 1,80 0 0,0 3,43

Uma populagdo mista de espécies de Meloidogyne com aproximadamente 60% de
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) e 40% de M. javanica (Treub) Chitwood, foi obtidade
plantas de tomate cv. Santa Clara cultivadas em casa de vegetagdo no campus da UFV e teve sua
identificacdo e determinacdo da porcentagem de cada espécie na populacdo determinadas por
eletroforese de isoenzima. Ovos dos nematéides foram obtidos dos sistemas radiculares pela
técnica de Hussey & Barker (1973) modificada por Boneti & Ferraz (1981), colocados em
camaras de eclosdo e mantidos a 26 °C para obtencao dos juvenis de segundo estadio (J2). Os J2
eclodidos foram coletados diariamente em peneiras com abertura de malha de 25 nm (500
mesh), transferidos para um frasco tipo Erlenmeyer e mantidos em agua com borbulhamento de
ar até o momento de serem utilizados nos experimentos. A quantificacdo dos J2 foi feita em
camaras de Peters sob microscopio esterioscopio.

Para a obtencdo de in6culo de P. penetrans, plantas de tomateiro cv. Santa Clara
foram cultivadas em solo infestado com P. penetrans e J2 de M. javanica foram depositados ao
redor das plantas de forma que pudessem entrar em contato com a bactéria no trgjeto para a
penetracdo das raizes, ocorrendo a adesdo naturalmente. Apés 70 dias da inoculagdo, as plantas
foram removidas dos vasos e os sistemas radiculares separados da parte aérea. Fémeas foram

retiradas das raizes sob microscopio estereoscopio, transferidas para tubos tipo Eppendorf e
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maceradas para a obtencdo de uma suspensdo de enddsporos, cuja quantificagcdo foi feita em
camara de Newbauer.

Apbs a obtencdo do indeculo de espécies de Meloidogyne e de P. penetrans, 30 mL
de suspensio aguosa contendo 10.000 J2 e 1 x 10° enddsporos da bactéria foi colocada em tubo
plastico de 50 mL de capacidade e agitada em agitador orbital a 180 rpm por 30 minutos. A
suspensdo contendo os nematdides com cinco enddsporos, em média, aderidos por J2 foi
transferida para um Becker, que foi mantido a 8° C parainterromper o processo de adesdo, até o
momento da instalagdo do experimento. Posteriormente, plantas de tomateiro cv. Santa clara
com 20 dias de idade foram inoculadas com 3.000, 6.000 ou 9.000 de J2 com até 72 horas de
idade.

Cinguienta dias ap6s a inoculacdo, os sistemas radiculares foram separados das partes
aéreas das plantas, lavados, pesados para a obtencdo do peso da matéria fresca por planta (PMF)
e avaliados quanto ao nimero de galhas por planta (NG). Posteriormente, retiraram-se 30 fémeas
por sistema radicular para medicéo das mesmas com auxilio de um tubo de imagem acoplado a
um microscopio de luz. Cada fémea foi desenhada, a imagem digitalizada e a érea determinada
com o uso do software Quant 1.0.1 (Valeet al., 2001). Determinou-se também a porcentagem de
fémeas infectadas por P. penetrans esmagando-se fémeas individualmente entre lamina e
laminula numa gota d'agua e observando-a em microscopio de luz para a deteccdo de
P. penetrans. Em seguida, foi determinado o nimero de enddsporos por fémea (NEF) avaliando-
se dez fémeas do nematdide, sabidamente infectadas por P. penetrans, de cada sistemaradicular,
sendo feitas as contagens em camara de Newbauer, e o valor dividido por 10 para determinacéo
do NEF. O passo seguinte foi a secagem das raizes em estufa de ventilacéo forcada (FABBE-
Primar) a 70° C por 72 horas com posterior pesagem para determinacdo da matéria seca daraiz
por planta (PMS), e moagem de cada sistema radicular individual em micro moinho (General
Eletric A-C mot), para obtencdo de um p6 fino deraiz (Stirling & Watchel, 1980). Finamente, o

ndmero de enddsporos por planta (NEP) foi determinado em camara de Newbauer.
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O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 4 (trés
niveis de indcul o de espécies de Meloidogyne e quatro substratas), com 8 repeticdes. O periodo
experimental foi de fevereiro a abril de 2003, sendo a segunda conducdo do experimento
montada 14 dias apds a primeira.

Para a primeira conducdo do experimento, os dados das variaveis PMF, PMS, NG e
endésporos foram transformados em  /X+0,5. Essa mesma transformacdo de dados foi

utilizada para PMF e PM S da segunda conducgo do experimento. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e as médias dos dados qualitativos comparadas pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade através do programa SAS® versdo 6.12..

Resultados e discussao

Maiores pesos de matéria fresca (PMF) e seca (PMS) de raiz por planta (P£0,05) foram
observados quando se utilizou substrato que ndo recebeu matéria organica (1:1:0) ou no
substrato 2:2:1, ao contrério, os menores PMF e PM S foram observados no substrato 1:1:2 em
ambas as conducdes do experimento (Figura 1). O PMF e PMS estéo diretamente relacionados
a0 numero de galhas, como pode ser observado ao se comparar as Figuras 1 e 3. As galhas séo
tumores resultantes do aumento do nimero de células nas raizes e, conseqlentemente, sua
massa. A medida que o nivel de indculo subiu de 3.000 para 9.000 J2, observou-se aumento do
nimero de galhas por planta (NG) em ambas as conducdes do experimento (Figura 2). Na
primeira condugcdo do experimento, o nimero de galhas foi maior (PE 0,05 em plantas
cultivadas em substrato sem matéria organica, comparado com os substratos 2:2:1 e 1:1:2
(Figura 3). Ja na segunda conducdo do experimento, 0 maior nimero de galhas (P£ 0,05) foi
observado em plantas cultivadas no substrato 2:2:1 em relagdo aos demais (Figura 3).

Observando as Figuras 1 e 3, verifica-se que o PMF, PMS e NG s&o consideravelmente maiores
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na segunda conducdo do experimento. Gomes (2001) ressaltou que a matéria organica utilizada
em seu estudo permitiu o desenvolvimento de raizes mais vigorosas e abundantes implicando em
maior PMF e PMS, o que estd em concordancia com os resultados obtidos na segunda condugéo
do experimento, porém em discordancia com os dados da primeira conducdo (Figura 1). E
conveniente lembrar que a segunda conducdo do experimento foi instalada duas semanas apds a
primeira, com isso, 0 material organico adicionado ao substrato, no momento da instalagdo da
segunda condugdo, provavelmente estava em estégio mais avancado de decomposicao, liberando
mais nutrientes no substrato, o que levou as plantas a se desenvolverem mais e apresentarem
sistemas radiculares mais abundantes, o que implicou em mais formagdo de sitios de penetracéo
para os nematbides e, conseqlientemente, maior nimero de gahas._Entretanto, quando niveis
mais altos de esterco foram utilizados (1:1:1 e 1:1:2) menos galhas foram formadas, o que pode
ser consequéncia da atuacdo de compostos toxicos aos nematdides, produzidos pela matéria
orgénica. Essas observagdes estdo em concordancia com aquelas feitas por Riegd et al., (1996);
Viaene & Abawi, (1998); Lazarovits et al., (2001) e Nico et a., (2004).

Quando as plantas foram inoculadas com 9.000 J2, houve maior formacéo de galhas no
sistema radicular em relagdo aos dois menores niveis de indculo (Figura 2). A medida que o
nivel de indculo de nemat6ide aumenta, mais galhas radiculares sdo formadas (Gomes, 2001,
Goncalves, 1998). O tamanho das fémeas e 0 percentual de fémeas infectadas por P. penetrans
foram maiores quando se utilizou o menor nivel de indculo do nemat6ide, ou seja, 3.000 J2
(Figura 4 e 5), possivelmente, por haver menor competicdo por sitios de alimentacéo e, desta
forma, os nematdides, por terem mais alimento disponivel, crescem mais, permitindo que a
P. penetrans tenha maior possibilidade de se desenvolver e completar seu ciclo. Essas
afirmagdes corroboram com aquelas feitas por Cho et a. (1997). Maior percentua de fémeas
infectadas por P. penetrans (P£ 0,05) foi observado quando se utilizou substrato sem matéria
organicado que nos substratos 1:1:1 e 1:1:2 na primeira conducdo do experimento (Figura6). As

raizes das plantas cultivadas em substrato com maiores proporcdes de matéria orgéanica
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apresentaram maior teor de fendis (PE 0,05) como se pode observar na Figura 1 do capitulo 5, o
gue possivelmente dificultou a penetracéo e estabel ecimento dos J2 com P. penetrans nas raizes.
Alam et a., (1980) observaram aumento nos niveis de fendis em raizes de tomateiro de 12,9 a
151,8% quando essas plantas passaram a ser cultivadas em substratos que receberam residuos
organicos, e essas maiores concentragdes de fendis estavam relacionadas com menor penetracao
do sistema radicular pelos nematdides. Segundo Giebel (1974), entre as substancias produzidas
pelas plantas que estdo envolvidas na resisténcia a fitopatdgenos, os compostos fendlicos sdo os
gue merecem maior destague. Alguns autores afirmam que ha uma correlacdo positiva entre
resisténcia de plantas a fitopatdgenos e contelido de fendis nos tecidos radiculares  (Pitcher et
a., 1960; Giebel, 1970; Zuckerman, 1971; Singh et a., 1983; Valette et al., 1998). De fato,
compostos fendlicos estimulam a sintese do AlA-oxidase, o que favorece a degradacdo da
auxina, comprometendo a formacado das células gigantes (Giebel, 1974). Os relatos desse autor
sdo confirmados nesse estudo pel as observacdes feitas nas cél ul as gigantes das plantas cultivadas
em substratos que receberam as maiores quantidades de matéria orgéanica, ou sgja, 1:1:1 ou
1:1:2. Esses sitios de alimentacdo, conforme ilustrado nas Figuras 3, 4 e 5 do capitulo 5,
apresentaram-se menores, menos numerosos, com deformagdes, com paredes mais espessas e
com menor nimero de nlicleos se comparados com aqueles de plantas crescidas nos substratos
1:1:0 e 2:2:1. Alguns autores também relataram gque houve méa formacao de células gigantes em
plantas resistentes ou mas hospedeiras de Mel oidogyne spp. (Bleve-Zacheo et a., 1982; Pedrosa
et al., 1996; Rodrigues et al., 2003).

Na primeira conducdo do experimento, maior nimero de enddsporos (PE 0,05) foi
observado nas plantas cultivadas sem adicdo de esterco (1:1:0) (Figura 7), € 0 nimero de
endésporos foi maior quando plantas foram inoculadas com 9.000 J2 (Figura 8). Na segunda
conducdo do experimento, as plantas inoculadas com 9.000 J2 e cultivadas no substrato com
pouco esterco (2:2:1) foram as que apresentaram maior nimero de endésporos (Figuras 9). A

maior producdo de enddsporos quando se utilizou maior nivel de inéculo de espécies de
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Meloidogyne estd de acordo com os dados encontrados por Gomes (2001) que observou que
plantas inoculadas com 2.000 J2 permitiram multiplicacdo de P. penetrans de até 2,5 vezes
superior aquelas que receberam 1.000 J2. Na primeira condugdo do experimento, o substrato
composto apenas por solo e areia resultou em mais galhas, maior PMF, PMS e percentua de
fémeas infectadas por P. penetrans (Figura 6) do que nos substratos 1:1:1 e 1:1:2, portanto, € de
se esperar que nesse substrato obtenha-se maior nimero total de enddsporos por planta, como de
fato ocorrido.

N&o houve efeito significativo do material organico sobre o tamanho das fémeas do
nematéide. O nimero maximo de enddsporos produzido por planta na segunda conducdo do
experimento foi mais de trés vezes superior aquele obtido nas plantas da primeira conducéo
(Figuras 7 e 9). Essa diferenca pode ser explicada pela diferenca de temperatura entre os dois
periodos experimentais (23,5 e 22,5° C na primeira e segunda conducdo do experimento,
respectivamente). Assim, apesar de amatéria organicater proporcionado maior PMF, PMSeNG
na segunda conducdo do experimento, a temperatura foi mais importante para a producédo total
de enddsporos na primeira condugdo do experimento. Segundo Hatz & Dickson (1992), um dos
fatores que mais afeta 0 desenvolvimento da P. penetrans é a temperatura. Os autores
observaram que a medida que a temperatura aumentou de 20 para 30 °C, o nUmero de
enddsporos produzidos por sistema radicular aumentou de 12,5 milhdes para 115 milhdes.

Conclui-se com este trabalho que tanto o substrato sem incorporacdo de esterco de
curral ou com acréscimo de pequenas quantidades desse residuo organico permitiram maior
reproducdo da P. penetrans, por outro lado, a utilizagdo das duas maiores proporcdes de esterco
no substrato foi prejudicial ao desenvolvimento dos nematéides e, consequentemente, da
P. penetrans, ndo sendo, portanto, recomendado o acréscimo dessas maiores quantidades de

esterco de curral ao substrato para a multiplicagdo da P. penetrans.
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Figura 1. Peso da matéria fresca (PMF) e seca (PMS) de raizes de tomateiro cv. Santa
Claracultivado em solo, areia e esterco de gado nas respectivas proporgdes, 1:1:0, 2:2:1, 1:1:1 e
1:1:2 (V:V:V). Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey
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Figura 2. Numero de galhas por sistema radicular de tomateiro cv. Santa Clarainoculado
com 3.000, 6.000 ou 9.000 juvenis de segundo estadio (J2) de espécies de Meloidogyne nas duas
condugdes do experimento. As barras nas colunas representam o intervalo de confianga ao nivel

de 5% de probabilidade.
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Figura 3. Numero de galhas por sistema radicular de tomateiro inoculado com espécies
de Meloidogyne e cultivado em solo, areia e esterco de gado nas respectivas proporgoes, 1:1:0,
2:2:1, 1:1:1 e 1:1:2 (V:V:V) nas duas condugdes do experimento. Letras diferentes indicam

diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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Figura 4. Tamanho de fémeas de espécies de Meloidogyne parasitando tomateiros cv.
Santa Clara inoculados com 3.000, 6.000 ou 9.000 juvenis de segundo estédio (J2) do
nematéide. As barras nas colunas representam o intervalo de confianca ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Figura 5. Percentual de fémeas de espécies de Meloidogyne infectadas por P. penetrans
guando plantas de tomateiros cv. Santa Clara foram inoculados com 3.000, 6.000 ou 9.000
juvenis de segundo estéadio (J2) do nematdide. As barras nas colunas representam o intervalo de

confianga ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 6. Percentual de fémeas de espécies de Meloidogyne infectadas por P. penetrans
e parasitando plantas de tomateiro cv. Santa Clara cultivado em solo, areia e esterco de gado nas

respectivas proporcdes, 1:1:0, 2:2:1, 1:1:1 e 1:1:2 (V:V:V).
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Figura 7. NUmero de enddsporos de P. penetrans por sistema radicular de tomateiro cv.
Santa Clara cultivado em solo, areia e esterco de gado nas respectivas proporgdes, 1:1:0, 2:2:1,
1:1:1e1:2:2 (V:V:V) naprimeira conducéo do experimento. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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Figura 8. Numero de enddsporos de P. penetrans por sistemaradicular de tomateiro cv.
Santa Clara inoculado com 3.000, 6.000 ou 9.000 juvenis de segundo estédio (J2) de espécies de
Meloidogyne. As barras nas colunas representam o intervalo de confianga ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Figura 9. Nimero de endésporos de P. penetrans por sistema radicular de tomateiro cv.
Santa Clarainoculado com 3.000, 6.000 ou 9.000 juvenis de segundo estadio (J2) de espécies de
Meloidogyne na segunda conducdo do experimento. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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CONCLUSOESGERAIS

Em tomateiros cv. Santa Clara houve producdo de trés vezes mais enddsporos que em cv.
TRura 1, que tem porte reduzido, maior resisténcia as pragas e doencas da parte aérea e ocupam
menos espaco, portanto pode ser opcdo viavel paraa multiplicacdo de P. penetrans.

Para que se obtenham de 6 a 10 enddsporos aderidos por J2, que é a quantidade ideal de
endésporos para multiplicagéo ‘in vivo' de P. penetrans, é necesséria concentragéo de 3,3 x 104
enddsporos/mL e 50 minutos de agitacdo, ou 3,3 x 10° enddsporog/mL e 10 a 15 minutos de
agitacdo.

A producdo de P. penetrans foi maior na populacéo de Meloidogyne incognita, mantidaem
casa de vegetacdo do que na populacdo mista de M. incognita e M. javanica oriunda do campo,
pois, os enddsporos aderiram-se melhor em J2 da populagdo pura de M. incognita.

A inoculacdo de plantas com 30 a 45 dias de idade com 25.000 J2 de espécies de
Mel oidogyne permitiu uma producdo de enddsporos de até dezenove vezes superior aguela obtida
no método classico proposto por Stirling & Wachtel (1980), inoculando-se plantas com 5.000 J2.

N&o se detectou efeito do nivel de esterco de curral sobre lipidios de espécies de
Mel oidogyne.

A medida que a proporcéo de matéria organica no substrato foi aumentada ou quando as
plantas foram inoculadas com maior quantidade de J2 (9.000 J2), observou-se aumento has
concentragdes de fendis nas raizes.

As células gigantes de plantas cultivadas no substrato 1:1:0 e 2:2:1 (solo:areia:esterco,
V:V:V) foram mais abundantes, maiores e com maior nimero de nucleos do que as observadas em
plantas conduzidas em substrato com mais esterco (1:1:1 e 1:1:2).

A utilizagdo de substrato sem esterco de curral ou com poucas quantidades desses residuos

€ benéfica para o incremento da producdo massal de P. penetrans. Entretanto, a adi¢éo das duas
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maiores proporcdes de esterco ao substrato prejudicou o desenvolvimento dos nematéides e,

conseqlientemente, de P. penetrans.
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