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RESUMO

MAXIMINIANO, C. Fatores envolvidos na ades@io e infectividade de
Pasteuria Penetrans em Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 2000. 136 p.
(Dissertagdo — Mestrado em Fitopatologia)®

A adesdo de enddsporos de Pasteuria penetrans em Meloidogyne
Javanica foi estudada em diversos niveis de pH, de 2,5 a 6,5; tempo de
borbulhamento de ay; concentragio de endésporos; na presenga das enzimas
pectinase e celulase; e de filtrados rizobacterianos; na presenca de substratos
como argila, areia, esterco bovino e crotalaria moida. Estudou-se também a
flutuacdo populacional de Meloidogyne exigua associada a Pasteuria penetrans
em cafeeiros no campo, ¢ a especificidade de Pasteuria penetrans em diferentes
ragas de Meloidogyne incognita. A ades3o de endosporos de Pasteuria penetrans
foi sempre maior com o aumento do pH. Vinte e quatro horas de borbulhamento e
10 endésporos por tubo proporcionaram maiores adesdes de endésporos em J2 de
Meloidogyne javanica. A pectinase reduziu a adessio, com maior efeito quando os
enddsporos € os J2 foram tratados simultaneamente com essa enzima, porém a
celulase foi indiferente. Todos os filtrados bacterianos reduziram a adesdo de
endésporos em J2 de Meloidogyne javanica, porém com intensidades diferentes
entre eles. Maior infectividade de Pasteuria penetrans ocorreu em Meloidogyne
Javanica, entretanto, foi diferente entre as ragas de Meloidogyne incognita, tendo
sido maior na raga 4. Os substratos argila, areia, esterco bovino e crotalaria moida
reduziram a adesdo de enddsporos de Pasteuria penetrans em J2 de Meloidogyne
Javanica, com maior redugdo pela argila comparada com areia e esterco bovino.
Em outro ensaio, a crotalaria moida reduziu a adesfio com maior intensidade do
que o esterco curtido. A porcentagem de infestagio dos J2 de Meloidogyne exigua
por Pasteuria penetrans variou de de 21 a 65%. O nimero médio de endésporos/
J2 variou de 2,1 a 9,2 enddsporos/ J2, aumentando na primavera. A densidade de
J2 de Meloidogyne exigua no solo foi maior em margo e abril e variou de 15 a
104/100 cm’ de solo.

" Comité Orientador: Vicente Paulo Campos - UFLA (Orientador) e Ricardo
Magela de Souza — UFLA.



ABSTRACT

MAXIMINIANO, C. Factors involved on adhesion and infectivity of
Pasteuria penetrans on Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 2000. 136p.
(Dissertation — Master Program in Phytopathology)"

Pasteuria penetrans endospores adhesion to second stage juveniles (J2) of
Meloidogyne javanica was studied at different pH levels, from 2.5 to 6.5; air
flushing periods; endospore concentrations; in pectinase and cellulase solutions;
in rhizobacterial culture filtrates, in suspension with substrates such as clay, sand,
cow manure, and ground crotalaria. Studies were also done on Meloidogyne
exigua populational fluctuation associated with Pasteuria penetrans in coffee
field, and on Pasteuria penetrans specificity on differents races of Meloidogyne
incognita. Pasteuria penetrans endospores adhesion was always greater with the
increase of pH. Twenty four hours of air flushing and 10° endospores per glass
tube promoted the greatest endospore adhesion to J2 of Meloidogyne javanica.
Pectinase solution reduced adhesion of endospores with greater effect when
endospores and J2 were simultaneously treated with the enzime, but cellulase had
no effect. All rhizobacterium isolate filtrates tested reduced adhesion of
endospores at different levels on J2 of Meloidogyne javanica, among them.
Greater infectivity of Pasteuria penetrans occurred in Meloidogyne javanica
compared to Meloidogyne incognita, however the infectivity was different among
races of Meloidogyne incognita, but it was greater in race 4. Clay, sand, cow
manure and ground crotalaria reduced endospore adhesion to J2 of Meloidogyne
Javanica, with greater adhesion reduction by clay compared to sand and cow
manure. In another assay, ground crotalaria greatly reduced adhesion as
compared to cow manure. Meloidogyne exigua J2 percentage of infestation by
Pasteuria penetrans varied from 21 to 65%. The number of endospores per
Meloidogyne exigua J2 varied from 2.1 to 9.2, with increasing infestation in
spring. Meloidogyne exigua J2 density in soil was high in March and April, varing
from 15 to 104/100 em”® of soil.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor) and
Ricardo Magela de Souza —~ UFLA.
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CAPITULO 1

Fatores envolvidos na adesio ¢ infectividade de Pasteuria penetrans

em Meloidogyne spp.



1 INTRODUCAO GERAL

Pasteuria sp. é uma bactéria parasita obrigatéria, a luz do conhecimento
atual, que tem como hospedeiros os nematéides parasitos de planta, dentre
outros. Ao final de seu ciclo de vida como parasita, a bactéria produz os
enddsporos que sdo a sua forma de persisténcia no ambiente e a maneira pela
qual pode ser encontrada pelo hospedeiro. O seu potencial como agente de
controle bioldgico tem motivado muitas pesquisas no controle de fitonematéides
em virias regides do mundo. O seu modo de agfio nos fitonematéides consiste
basicamente em: 1- diminuir a capacidade de migragdio das formas juvenis e
adultas dos nematéides hospedeiros no solo, pela carga de endésporos aderidos a
cuticula; 2 — diminuir a capacidade de penetragdio dos endoparasitas nas raizes;
3 - diminuir a produ¢do de ovos pelas fémeas infectadas. Considerada como
hiperparasita, a Pasteuria sp. possui com os fitonematéides uma relagio de
especificidade, na qual poucas espécies ou géneros sdo infectados pela mesma
populagdo da bactéria. O entendimento dessa relagdo parasita-hospedeiro é de
fundamental importincia para aumentar a eficiéncia da bactéria como agente de
controle biolégico. O entendimento do processo de adesio de endésporos a
nematéides poderd auxiliar na manipulagdo desse organismo, contudo, a
natureza desse mecanismo, apesar de ter sido estudado com énfase nos altimos
anos, ainda ndo estd completamente esclarecida. Os estudos tém mostrado que a
especificidade da bactéria para com o nematdide hospedeiro vai além das
espécies, atingindo, em graus variados, populagdes diferentes de fitonematéides.
Por outro lado, os fatores que afetam a adesiio do enddsporo sdo diversos e ao
mesmo tempo ndo tém sido objeto de muitos estudos. No solo, em condi¢des
naturais, onde convivem a Pasteuria spp. e os fitonematbides, 0 ambiente

influencia diretamente sob a agdo de fatores como a temperatura do solo, o pH, a



textura, umidade, além da microflora presente na rizosfera. Conhecer o efeito de
cada um desses fatores na adesdo e no parasitismo de nematoides por Pasteuria
spp. levard ao aumento da eficiencia do manejo e melhoria da eficacia do
inéculo de Pasteuria spp. como um agente bioativo.

Neste trabalho, objetivou-se estudar: a) os efeitos do pH, da pré-
incubacdo dos enddsporos e de juvenis em enzimas e filtrados rizobacterianos, e
também da adsor¢do em matéria orginica e solo, sobre a adesio do endosporo a
cuticula de juvenil do segundo estidio de Meloidogyne sp.; b) estudar a
influéncia da variabilidade do hospedeiro, através das ragas 1, 2, 3, e 4 de
Meloidogyne incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood, 1949 e Meloidogyne
Javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949, na infectividade de Pasteuria sp., em
casa de vegetagdo. c) estudar também a flutuagiio populacional de Pasteuria sp.

associada a Meloidogyne exigua Goeldi, 1887, em cafezal naturalmente
infestado.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histérico

Pasteuria penetrans (Thorne, 1940) Sayre e Starr, 1985, é uma bactéria
gram-positiva, meséfila em relagdo a temperatura (Hatz e Dickson, 1992;
Serracin et al., 1997), que ao infectar o seu hospedeiro cresce vegetativamente
através de micélio septado com ramos dicotdmicos (Mankau e Imbriani, 1975), e
que no final do ciclo vegetativo produz endésporos, responsiveis pela sua
resisténcia, manutencio e disseminagdo no solo. Foram caracterizadas quatro
espécies quanto as caracteristicas de desenvolvimento e morfologia dos
endosporos (Sayre e Starr, 1989). Pasteuria ramosa Metchnikoff, 1888, é a
espécie tipo e tem como hospedeira a pulga aquatica Daphnia magna Strauss,
(Sayre e Starr, 1985). Pasteuria penetrans tem como hospedeira Meloidogyne
incognita (Sayre e Starr, 1989), e Pasteuria thornei Starr e Sayre, 1988, infecta
Pratylenchus brachyurus (Sayre e Starr, 1989). Pasteuria nishizawae Sayre et
al, 1991, infecta os nematbides dos cistos Heterodera spp. e Globodera
rostochiensis (Sayre et al., 1991). A Pasteuria penetrans tem mostrado grande
potencial como agente de controle biolégico contra o nematdide das galhas
(Canning, 1973; Sayre, 1980; Stirling, 1984; Oostendorp, Dickson e Mitchell,
1990; Chen e Dickson, 1998; Souza e Campos, 1997; 1999). Porém, com os seus
enddsporos imoveis, a eficicia da bactéria € parcialmente relacionada a sua
concentragio e distribuigdo no solo (Davies, Kerry e Flynn, 1988; Miranda e
Marban-Mendoza, 1999), e a chance de contato com juvenis do segundo estadio
movendo-se em diregdo ao hospedeiro (Ratnasoma, Gowen e Hague, 1991).

O geénero Pasteuria sp. foi estabelecido por Metchnikoff (1888), citado

por Chen e Dickson (1998), como um parasito da pulga aquatica Daphnia



magna Straus. Entretanto, o primeiro relato de um parasito semelhante
infectando um nematéide foi feito por Cobb (1906), citado por Sayre e Starr
(1989), que pensou tratar-se de um esporozodrio. Pasteuria sp. permaneceu por
sete décadas, integrada a classe sporozoa. Nesse periodo ocorreram, no Brasil,
as primeiras observagdes do parasitismo de Pasteuria sp. em fitonematéides,
quando foi descrita parasitando Xiphinema campinense (Lordello, 1951), e em
1966 em Meloidogyne sp. (Lordello, 1966). A polémica acerca da taxonomia
dessa bactéria foi retomada por Micoletzky (1925), citado por Sayre e Starr
(1989), dando o nome genérico de Duboscgia Perez, 1908, ao organismo
semelhante, parasitando nematoides de vida livre, o que foi aceito por Thorne
(1940), o qual descreveu a espécie como Duboscgia penetrans, percebendo a
semelhanga com o parasito encontrado em Pratylenchus pratensis (de Man)
Filipjev, sinonimizado como Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filipjev &
Stekhoven. Mas foi Mankau (1975) que ao examina-la sob o microscopio
eletronico, colocou-a entre as bactérias, denominando-a de Bacillus penetrans.
No entanto, ao estudar o seu ciclo de vida, Sayre e Starr (1985) chamaram a
atengdo para a semelhanga entre Bacillus penetrans com o actinomiceto
Pasteuria ramosa, descrito por Metchnikoff em 1888 (Chen e Dickson, 1998), e
entdo chamaram-na de Pasteuria penetrans. Em estudo realizado na Flérida por
Anderson et al. (1999), o rDNA 16S de Pasteuria penetrans, proveniente dos
isolados P-100 e P-20, foi seqiienciado através da amplificagio em PCR e
mostrou 93% de similaridade de bases com aquele de Pasteuria ramosa,
anteriormente seqiienciado por Ebert et al. (1996), citado por Chen e Dickson
(1998). Isso reforga a idéia de que os dois organismos pertencem ao mesmo
género, segundo a classificagdo de Strackebrandt e Liesack (1993), citados por
Anderson et al. (1999). Uma seqiiéncia de 1341 pares de bases de uma espécie
de Pasteuria Metchnikoff, 1888, que parasita Heterodera glycines, foi

determinada e comparada 4 segiiéncia homologa de Pasteuria ramosa e mostrou



o mesmo indice de '93% de similaridade; Os- resultados mostraram "que a
Pasteuria que infecta Heterodera’ glycines, e Pasteuria ramiosa, formam uma
linha distinta de descendentes dentro de Alicyclobacillus, gl‘ﬁpb' de Bacillaceae,
concordando com o ponto de vista de que Pasteuria é um membro 'do ramo de
Clostridium-Bacillus-Streptococcus, ramo das eubactenas gram-posmvas
(Atibalentja, Noel e Domler, 2000)

2.2 Adesiio ao hospedeiro * -

A ades@o do endésporo de Pasteuria sp. a cuticula do nematéide é um
processo fisico-bioquimico, e constitui o primeiro evento do seu parasitismo.
Enddsporos de Pasteuria spp. tém sido observados em muitos géneros e
espécies de nematéides; entretanto, os enddsporos de uma populagiio individual
se aderem a um nimero limitado de géneros e/ou espécies. Segundo Davies,
Kerry e Flynn (1988), a habilidade dos endésporos para aderir ao juvenil do
nematéide das galhas tem tido uma correlagdo positiva com a populagiio do
nematdide, na qual os enddsporos foram produzidos. Por outro lado, Giannakou
et al. (1999) verificaram que a planta ndo afeta a compatibilidade dos
enddsporos com o nematdide. Apenas a capacidade de se aderir ao nematéide
ndo da a este o status de hospedeiro. Caracteriza-se o hospedeiro quando ocorre
a infeccdo que deve seguir a aderéncia do enddsporo ao nematdide e a
penetragdo na cuticula, do tubo germinativo. Apenas 20% dos enddsporos
aderidos ao nematdide no interior da raiz mostraram a-lguma mudanca estrutural,
indicando a germinagdo e a infecgdo de Pasteuria penetrans (Sayre ¢ Wergin,
1977; Rao et al, 1997). Além disso, Ratnasoma, Gowen e¢ Hague (1991)
verificaram .que endosporos de Pasteuria penetrans aderidos a Juvems do
segundo estadlo de Melo:dogyne spp. foram destacados das suas cuticulas,

quando colocados em solo umldo ou dgua. A especificidade da bactéria para



com o hospedeiro foi primeiro observada por Mankau e Prasad (1977), ao
notarem que o exosporium ou parede do esporangio deveria ter alguma fun¢do
na adesio do enddsporo a cuticula do nematoide. Segundo Mankau e Imbriani
(1975) e Sayre e Wergin (1977), o enddsporo de Pasteuria spp. ¢, na verdade,
um esporangio contendo no centro o enddsporo esférico, que por sua vez €
circundado pela matriz periférica, composta de microfibrilas estendidas e
envolta pela membrana denominada exosporium. Essa densa capa que envolve o
endésporo confere resisténcia ao calor e a dessecagio, além de estar envolvida

no processo de ades@o ao nematdide (Figura 1).

FIGURA 1- Endésporos de Pasteuria penetrans liberados de fémea de

Meloidogyne sp.

o

No entanto, end6sporos fragmentados sdo capazes de aderirem a cuticula

de juvenis do segundo estadio de Meloidogyne sp., conforme foi constatado por



Persidis et al. (1991). Da mesma forma, endésporos destituidos do exosporium
sdo capazes de adesdo, conforme verificaram Stirling, Bird e Cakurs (1986) e
Davies, Kerry e Flynn (1988), através da técnica de sonifica¢@o. Stirling, Bird e
Cakurs (1986) verificaram que endésporos submetidos a sonificagéo tiveram a
adesividade aumentada, sugerindo que a remog@o do exosporium expde as fibras
da matriz periférica, promovendo maior contato com a cuticula do nematdide.
Com esta técnica, Orui (1997) também verificou que a adesividade aumentou
com o tempo de sonificagdo, alcangando o ponto 6timo aos 30 minutos,
confirmando que a remogdo da parede do esporangio parece ser um fator
importante na adesio de enddésporos a juvenis de segundo estadio de
Meloidogyne spp. A sonificagio dos enddsporos aumentou a adesividade de trés
popula¢des de Pasteuria penetrans estudadas, sem mudar o espectro de espécies

hospedeiras de Meloidogyne spp. (Orui, 1997).

2.3 Especificidade de Pasteuria spp. em fitonematobides

Os enddsporos de Pasteuria spp. sdo capazes de aderir em muitas
espécies de nematbides; porém, uma populagio individual da bactéria possui
uma estreita faixa de hospedeiros, e algumas sio altamente especificas (Dutky e
Sayre, 1978). Assim sendo, as adesdes dos endésporos de determinada
populagdo de Pasteuria sp. a cuticula dos nematdides sdo especificas para o
hospedeiro do qual se tornou parasita (Davies e Redden, 1997). Stirling (1985)
havia estudado a especificidade de quatro populagSes de Pasteuria penetrans a
juvenis do segundo estadio provenientes de quinze populagdes do nematoide das
galhas, incluindo Meloidogyne javanica, M. incognita e M. hapla, ¢ verificou
que a populagio de Pasteuria penetrans da California, USA, aderiu a cuticula
dos juvenis de doze populagdes de Meloidogyne spp. e em dez delas foram

encontradas fémeas infectadas com enddsporos, enquanto as trés populagdes de



Pasteuria penetrans provenientes' da Austrilia foram mais especializadas,
infectando apenas trés ou quatro das populagdes de Meloidogyne spp. Baseado
em testes de adesio de endésporos e no parasitismo em fémeas, o isolado P1-
UFLA, origindrio do municipio de Lavras, MG, apresentou porcentagem de
infestagdo e porcentagem de parasitismo diferenciadas s populagdes ‘de
Meloidogyne javanica ou espécies de Meloidogyne (Souza, 1997). Em testes de
adesdo a juvenis do segundo estadio (J2) in vitro, dois isolados de Pasteuria
penetrans, originarios da Florida, USA, diferiram na especificidade a seis
popula¢des de Meloidogyne spp. do Brasil, indicando capacidades diferentes de
adesdo a populagdes diferentes de Meloidogyne (Camneiro et al., 1999). Pot outro
lado, plantas diferentes, com as mesmas populacSes dé Pasteuria sp. e
Meloidogyne javanica, nio afetaram a compatibilidade do endésporo com' o
nematéide, mas a qualidade da infec¢do ou nimero de endésporos produzidos
por fémea de Meloidogyne javanica foi maior em quiabeiros do que em
tomateiros (Giannakou et al., 1999). o

A adesiio ao hospedeiro significa apenas uma preferéncia por ele, ou um
incidente fisico-bioquimico, uma vez que a infecgdo pode ndo ocorrer. Sob esse
aspecto, a especificidade deveria ser baseada no parasitismo ocorrido no
hospedeiro (Chen e Dickson, 1998). '

2.4 A natureza da adesio

Segundo' Chen e Dickson (1998), a verdadeira natureza da preferéncia
entre isolados de Pasteuria penetrans por determinado "hospedeiro ainda
permanece sem ser elucidada. A maneira pela qual os esporos se aderem a
cuticula do nematéide é ainda pouco entendida. Em primeiro lugar, as forgas

v‘életr\ostéticas entre a cuticula do nematéide e a superficie do 'endésporo

deveriam repelir a adesdo, pelo fato de que em ambas as superficies possuem



cargas negativas, segundo Afolabi, Davies e O’Shea (1995). A parede do corpo
dos nematbides é composta de cuticula, hipoderme e musculatura somatica
(Eisenback, 1985). A cuticula ¢ a camada mais externa, com espessura de 0,3-
0,4 pm nos juvenis de segundo estadio e 4-6 pum nas fémeas adultas, e é nio-
celular, elstica e tri-laminada, sendo a camada mais externa denominada de
camada cortical. Externamente 4 camada cortical, localiza-se a epicuticula, que
visualizada por microscopia eletronica, aparece como uma capa felpuda,
chamada por alguns pesquisadores de glicocilix e, por outros, de capa
superficial (Spiegel € McClure, 1995). Essa capa superficial contém proteinas,
lipideos e carboidratos como componentes individuais e complexos de
glicolipideos ou lipoproteinas (Spiegel e McClure, 1995). Estudos recentes tém
sugerido que proteinas que compdem as superficies do juvenil de segundo
estidio e do endésporo de Pasteuria penetrans podem estar envolvidas no
processo de adesdio (Davies, Redden e Pearson, 1994). Esses estudos tém
investigado o papel quantitativo ¢ da natureza das proteinas na superficie dos
endésporos de diferentes populagSes de Pasteuria penetrans. Davies, Robinson
e Laird (1992) caracterizaram trés populag3es de Pasteuria penetrans com
especificidade diferente a Meloidogyne spp., comparando a natureza e a
quantidade das proteinas extraidas da superficie dos endésporos, usando
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de dodecilsulfato de sédio
(SDS), Western Blotting e teste ELISA. Os autores observaram que as
populagdes mostraram-se distintas na quantidade e natureza de suas proteinas
constituintes. Segundo Davies e Danks (1992), a natureza da cuticula do juvenil
de segundo estddio e sua interagdo com os endésporos de Pasteuria spp. € de
fundamental importéncia no entendimento da especificidade entre o nematéide e
a bactéria. Concordando com isso estd o fato de que endésporos de Pasteuria
penetrans aderem a juvenis do segundo estidio, mas nio a adultos da mesma

espécie de Meloidogyne, mostrando que mudangas quimicas ocorreram na
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cuticula por ocasido das ecdises, envolvendo o reconhecimento i adesio.
Fragbes soliveis e insoliveis em [-mercaptoetanol (BME), extraidas das
cuticulas de juvenis de segundo estidio e de fémeas aduitas de Meloidogyne
incognita, mostraram possuir na constitui¢io da cuticula desses dois estadios, 12
e 9 tipos de coldgenos, respectivamente, com pesos moleculares diferentes
segundo caracterizagio em eletroforese, ¢ diferindo também na composicdo de
aminodcidos. As proteinas soliveis em BME, extraidas da cuticula de juvenis,
foram caracterizadas como glicoproteinas em 7 dos 12 tipos encontrados,
enquanto nenhuma glicoproteina foi detectada na fragio obtida de fémeas
adultas (Reddigari et al., 1986). A cuticula de Meloidogyne incognita contém
proteinas do tipo coldgeno, com distribuicdo ao longo de toda camada externa e
com alta concentragio de glicina, alanina, cisteina e prolina, e que se interligam
umas s outras e a outros componentes cuticulares através de pontes dissulfeto
(Reddigari et al., 1986; Hussey e Jansma, 1988). De acordo com Stryer (1992),
as proteinas sdo capazes de interagir especificamente com uma faixa tio ampla
de moléculas porque sdo altamente eficientes em formar superficies e fendas
complementares. O rico repertério de cadeias laterais nessas superficies e nessas
fendas permite as proteinas formarem pontes de hidrogénio, ligagdes
eletrostaticas e de van der Waals com outras moléculas. Ji as pontes dissulfeto
permitem interligagGes entre cadeias ou entre partes de uma cadeia através da
oxida¢do de radicais de cisteina.

A natureza protéica da cuticula de juvenis do segundo estadio de
Meloidogyne incognita, Meloidogyne arenaria e Meloidogyne javanica foi
estudada também por Davies ¢ Danks (1992), que observaram um grande
numero de proteinas conservadas ou com o0 mesmo peso molecular no perfil de
eletroforese entre as espécies, porém o perfil eletroforético de M. arenaria foi
substancialmente diferente das outras espécies. Segundo os autores, a

predomindncia protéica da cuticula dos nematdides deve facilitar a interagio
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com a N-acetil-glucosamina da superficie dos endésporos. A presenca de
residuos de carboidratos como N-acetil-glucosamina, manose ou glicose, na
superficie dos endosporos de Pasteuria penetrans, foi demonstrada por Davies e
Danks (1993) e Persidis et al. (1991). Esses residuos de carboidratos podem ser
candidatos a interligagio com a superficie dos nematéides (Spiegel, Mor e
Sharon, 1996). De acordo com Davies, Robinson e Laird (1992), poderiam
existir mecanismos diferentes de reconhecimento e adeso, provenientes de
substincias diferentes presentes na cuticula do nematdide e na superficie do
endésporo. Em um experimento conduzido em 1992, Davies et al. testaram um
anticorpo policlonal, produzido contra uma populagio de Pasteuria sp., que
mostrou diferengas quantitativas na atividade entre o anticorpo e a superficie do
enddésporo de outras trés populagdes de Pasteuria sp., através da inibigio
diferenciada da adesdo do endésporo a cuticula do nematéide. Segundo os
autores, diferencas quantitativas e qualitativas nas proteinas presentes na
superficie do nematéide e do enddsporo poderiam ser responsdveis pela
diferenca na especificidade ao hospedeiro. Por outro lado, a implicagio de
carboidratos e de sitios de reconhecimento a carboidratos no processo de adesdo
foi demonstrada por Spiegel, Mor e Sharon (1996), através do pré-tratamento de
juvenis de segundo estidio de Meloidogyne javanica com as lectinas
concanavalina A (CON A) e aglutinina do germem do trigo (WGA). Anticorpos
monoclonais tém sido produzidos contra populagdes de Pasteuria sp através da
técnica de imunofluorescéncia, que consiste na produgdo do anticorpo
diretamente na superficie do endésporo, pelas células hibridomas previamente
produzidas. Com a imersdo na substincia fluorescente, o isotiocianato, que se
liga ao anticorpo produzido pelas hibridomas, a técnica permite reconhecimento
em varias populagdes de Pasteuria sp., quando o anticorpo preduzido ¢
especifico e se liga ao endésporo (Davies, Redden e Pearson, 1994; Davies e

Redden, 1997). Os resultados sugerem que a distribuicio de algum epitopo
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particular difere nfio somente entre os endésporos diferentes, mas também entre
populagdes diferentes de Pasteuria sp., e que a variabilidade bioldgica presente
na superficie do endésporo é maior do que se supunha até entdo, sendo na
verdade subestimada com os testes de adesiio realizados com os endésporos aos
nematdides (Davies e Redden, 1997). Segundo os autores, com a descoberta do
epitopo 117, o qual é reconhecido pelo anticorpo PP1/117, e com os testes de
degradagdo quimica desse epitopo 117 com NaOH ou proteinase K, sugere-se o
envolvimento de uma glicoproteina na ligagdo e que talvez esse epitopo tenha
aspectos de conformagdo em sua natureza. Ao produzirem um anticorpo
monoclonal contra juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incégnita, Esnard
et al. (1997) verificaram redu¢iio na adesdo de enddsporos de Pasteuria
penetrans, o que implica na presenca de uma proteina especifica na camada
superficial do nematdide como fator de adesiio ao enddsporo. Ao bloquearem as
cargas negativas na superficie do juvenil com ferritina cationizada, em
conjugagdo com o anticorpo monoclonal, observaram uma redugio adicional na
adesividade do enddsporo quando comparada com o tratamento contendo s6 o
anticorpo. Isto sugeriu que a alteragdo de carga do epitopo cuticular, pela

mudanga de pH por exemplo, influencia a adesio.

2.5 O efeito da temperatura na adesio

Virios fatores tém demonstrado a capacidade de afetar a adesdo do
endésporo ao nematédide. Entre eles, estdo relacionados, por exemplo, a
temperatura, o pH e a textura do solo. No entanto, poucos estudos tém sido
conduzidos para se verificar o efeito desses fatores na adesdo do enddsporo a
cuticula do nematdide. Stirling (1981) verificou que o nimero de enddésporos
aderidos a Meloidogyne javanica aumentava a medida que a temperatura crescia

de 15°C para 30°C e o tempo de exposi¢io aumentava de 24 para 72 horas.
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Concordando com isso, Hatz e Dickson (1992) e Freitas, Mitchell e Dickson
(1997) verificaram que a temperatura Gtima para a adesdo de endésporos de
Pasteuria sp. a juvenis de segundo estadio de Meloidogyne arenaria, estava em
torno de 30°C. Freitas, Mitchell e Dickson (1997) verificaram que a adesdo foi
minima na temperatura de 60°C ou superior. Segundo os autores, as
temperaturas altas podem causar a solubilizagdo ou a desnaturagio dos sitios de
reconhecimento da proteina, na superficie da cuticula do nematdide, e os sitios
de N-acetil-glicosamina na superficie dos endésporos, os quais podem estar

envolvidos no processo de adesdo.
2.6 O pH e o tempo de exposicio

O’Brien (1980) pela primeira vez, verificou que a adesdo do endoésporo
néo era afetada pelo pH no intervalo de 4,5 a 8,5. Foi entdo que Davies, Kerry e
Flynn (1988) estudaram o efeito do pH em agua destilada e de torneira em
suspensdes de endésporos com os pH ajustados para 4, 7 e 9, submetidos 2
sonificagio em concentragio uniforme de 10%endésporos/mL, em juvenis de
Meloidogyne incégnita, e verificaram que a maior adesio ocorreu no pH igual a
7. Ratnasoma e Gowen (1996) estudaram o efeito do pH em suspensdes de
enddsporos ajustadas para 0,8 x 10° enddsporos/mL e os pH ajustados para 3, 4,
5,6,7,8,9 ¢ 10 com a adigdo de juvenis de segundo estiddio de Meloidogyne
incognita e verificaram que melhor adesdo ocorria em pH acima de 4, com o
ponto 6timo em 5. Orui (1997) estudou o efeito do pH ajustados para 4, 6 ¢ 8 em
suspensdes de endésporos de Pasteuria penetrans de 2 x 10°/mL, concomitante
ao tempo de sonificagdo dos endésporos de 0, 5, 10, 20, 30, e 50 minutos, e
verificou que o pH 6timo para a adesdo de endésporos submetidos a sonificagio
foi de 8,0. Afolabi, Davies e O’Shea (1995) constataram a existéncia de uma

maior rede de carga negativa na superficie do endésporo com pH neutro, ¢
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consequentemente maior potencial eletrostitico nesse pH e redugdo das cargas
negativas quando o pH se afastava do neutro.

Slana e Sayre (1982) estudaram a influéncia de alguns fatores fisicos na
adesdo de enddsporos de Pasteuria penetrans a juvenis de Meloidogyne
incognita e concluiram que o borbulhamento através de injegdo de ar
proporcionou a maior taxa de adesio. O borbulhamento da suspensio de
endésporos € juvenis evita o efeito de outra variavel no processo de adesio de
endosporos em nematdides, que ¢ a movimentagdo desse hospedeiro na dirego
do enddsporo, fazendo com que a adesdo seja apenas o resultado da interagdio do
endésporo e do hospedeiro, como comentado anteriormente. Miranda e Marban-
Mendoza (1999) estudaram o efeito do tempo de exposicio de enddsporos de
Pasteuria penetrans e Meloidogyne incégnita ou Meloidogyne arabicida, em
concentragdo uniforme de endésporos igual a 10%mL de suspensdo, e
verificaram que a adesdo aumentou com o tempo de exposicio entre a bactéria e
os juvenis. Davies, Kerry e Flynn (1988) estudaram o tempo de exposigio de 2,
4, 6, 12 ou 24 horas entre juvenis de Meloidogyne spp., e verificaram que a
adesdo aumentou & medida que o tempo de exposigio aumentou para 24 hs na
concentragdo de 10%/mL ou para 12 hs na concentragiio de 10%mL. Em outro
teste verificaram que sob o periodo de exposicdo de 24 hs a 72 hs, ndo houve
efeito sobre o niimero de endésporos aderidos. Adiko ¢ Gowen (1999) testaram
o tempo de exposi¢io para 2, 6, 9, e 17 dias em duas concentragSes de
endésporos, 3 x 10" e 10% g de solo, e verificaram que a carga de enddsporos
nos juvenis de Meloidogyne incognita aumentou com o tempo de exposi¢io e na
propor¢do da concentragio dos enddsporos. Segundo os autores, a exposigio a
10° endésporos/ g de solo resultou em maior porcentagem (94%) de juvenis

carregados com pelo menos 10 enddsporos.

2.7 A textura do solo
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Spaull (1984) verificou que a proporgio de juvenis de Meloidogyne
infestados com endésporos de Pasteuria sp. € maior em solos arenosos do que
em solos argilosos. A capacidade de movimentagio de juvenis em solos
arenosos ¢ maior do que em solos argilosos, porque o tamanho dos poros €
maior nesses tipos de solo. Concordando com isso, Mateille, Duponnois e Diop
(1995) verificaram que o tipo de solo afetou a distribuicio da populacio de
Meloidogyne spp. entre o solo e as raizes. Por outro lado, o transporte do
endosporo de Pasteuria penetrans também ¢ influenciado pela textura do solo,
por causa do seu pequeno tamanho e de sua imobilidade (Sayre e Wergin, 1977;
Mateille et al. , 1996). Segundo Oostendorp, Dickson e Mitchell (1990), os solos
caracterizados pela textura grosseira, sem particulas de argila, podem favorecer a
percolagdo dos enddsporos. Mateille et al. (1996) verificaram, em um
experimento, que a percolagdo dos endésporos através do solo arenoso foi de
67,7%, enquanto no solo argiloso foi de apenas 10,6%. Segundo os autores, a
percolagdo de enddsporos de Pasteuria penetrans mo perfil do solo é mais
influenciada pela textura do solo do que a percolagio dos juvenis de
Meloidogyne javanica, e além da percolagdo, outro fenémeno pode influenciar a
perda dos endésporos no solo, que é a adsorgdo eletroquimica nos coldides.
Devido a superficie de carga negativa, os endosporos podem permanecer nas
particulas de argila através de pontes catidnicas com Ca®* ou Mg?*. Por isso, a
avaliagdo da ades@o dos endésporos aos nematéides no solo dependera da carga
idnica na solugdo do solo e da saturagio de cations, bem como do pH. Segundo
Mateille, Duponnois e Diop (1995), existem dois efeitos a serem considerados:
estrutural e eletrostatico. Quando a fragdo argila ¢ majoritéria no solo, esta limita
a migragdo dos juvenis de Meloidogyne spp., reduzindo a probabilidade de
encontro dos juvenis com os endésporos livres no solo. Por outro lado,

aprisiona-os pela adsorgdo, tornando-os indisponiveis a adesdo. Segundo Van
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Gundy (1985), a migragio de juvenis no solo diminui @ medida que as fragdes de
argila e silte aumentam na textura, ndo ocorrendo migragdes em solos com mais
do que 30% de argila, além de silte. Ao contririo, os solos de textura grosseira
ou arenosa facilitam a migragédo dos juvenis de Meloidogyne spp., aumentando a
chance de encontro dos dois organismos. Ferris e McKenry (1974) verificaram
que a distribuicio espacial de Meloidogyne spp. no solo estava amplamente
associada com a distribuicdo de raizes no vinhedo. De acordo com os autores,
embora a fonte de alimento fosse muito importante, outros fatores influenciaram

a migragdo de nematéides, como a oxigenacio e a porosidade do solo.
2.8 Substancias que afetam a adesdo

Ratnasoma, Gowen e Hague (1991) observaram inicialmente que
endésporos de Pasteuria penetrans poderiam se desprender da cuticula de
Juvenis. Verificaram que os endésporos se destacavam da cuticula dos juvenis
quando colocados em agua destilada ou solo enlameado e que esse
desprendimento néio ocorria da cuticula de juvenis mortos, sugerindo que isso
tenha ocorrido devido a0 movimento dos juvenis. Neste caso, os juvenis mortos
no solo poderiam sofrer a adesdo de endésporos através da percolagio, pela dgua
no perfil do solo. Stirling, Bird e Cakurs (1986) ja haviam verificado que mesmo
os nematdides mortos poderiam sofrer a adesdo de enddsporos de Pasteuria
spp., embora o mimero de endésporos aderidos fosse menor. Souza (1997)
verificou que a morte de juvenis de Meloidogyne javanica e Meloidogyne
incognita, através de tratamento térmico a 60 °C/ 5 minutos, reduzia
drasticamente a adesdo de enddsporos a cuticula. Ao eclodir ¢ movimentar-se no
solo, na diregdo das raizes da planta hospedeira, o juvenil esta sujeito a sofrer a
agio do ambiente, através de substincias produzidas pela planta ou pela

microflora habitante da rizosfera. O endésporo, por sua vez, recebe a mesma
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influéncia. Duponnois, Netscher e Mateille (1997) verificaram que a microflora
associada induziu a uma maior adesio dos endésporos a cuticula de juvenis de
Meloidogyne graminicola. Em outro experimento, Duponnois e Ba (1998)
testaram nove isolados bacterianos obtidos de solo e 14 isolados obtidos de
galhas de Meloidogyne sp. na adesio de endésporos de Pasteuria penetrans e
verificaram que a maioria dos isolados do solo (8) ndo alterou a adesividade dos
enddsporo, enquanto a maioria dos isolados obtidos de galhas (13), aumentou a
adesividade. Segundo os autores, a microflora no solo pode modificar o
ambiente idnico pelo seu metabolismo e pelos exsudatos radiculares
(polissacarideos), que formam complexos com o coligeno na cuticula do juvenil
e peptideoglicanos na superficie do endésporo, aumentando a adesio a cuticula.
Ratnasoma, Gowen e Hague (1991) testaram o efeito da pectinase no
desprendimento de enddsporos aderidos em juvenis de Meloidogyne javanica,
durante 24 horas, e verificaram que cerca de 20% dos endésporos se
desprenderam da cuticula. Segundo os autores, isso sugere que algum substrato,
possivelmente alguma forma de carboidrato, que pode ser degradada pela
pectinase, esta envolvida no processo de adesdo. As enzimas que degradam as
substancias pécticas sio conhecidas como pectinases ou enzimas pectolicticas
(Agrios, 1997). Algumas delas, como a pectina metil esterase, remove pequenas
ramificagbes das cadeias da pectina. Qutras, como as poligalacturonases,
quebram a cadeia péctica, na ligagdo glicosidica a-1, 4, pela adi¢io de uma
molécula de dgua, produzindo dcido galacturénico ou dcido oligogalacturdnico.
As liases pécticas ou transeliminases quebram a cadeia nas ligagdes glicosidicas
a-1, 4, na auséncia de agua, e simultaneamente eliminam um préton do C-5,
formando uma ligagdo insaturada entre 0 C-4 e C-5. Aspergillus niger possui
genes que codificam para todas essas enzimas: poligalacturonase, liase pectina e
pectina metilesterase (Annis e Goodwin, 1997). Segundo Goto (1992), a parede

celular das bactérias gram positivas ¢ uma armagéo rigida, cujo componente
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basico € um heteropolimero chamado peptideoglicano, que é encontrado em
quase todas as bactérias, exceto Mycoplasma e Halobactéria (Dawes e
Sutherland, 1980), e que consiste de cadeias alternadas de N-acetil-glucosamina
¢ acido N-acetil-murimico e um peptideo curto ligando as cadeias. Uma grande
variedade de organismos gram positivos tem sido examinada, e tem se verificado
que a sequéncia de aminoicidos nas subunidades peptidicas varia de um
organismo para outro (Moat, 1979). Segundo os autores, a natureza das
subunidades peptidicas e as pontes de ligag3es entre as cadeias determina o grau
de susceptibilidade a enzimas liticas do peptideoglicano. Além disso, as gram-
positivas contém polissacarideos, acido teicoico e as vezes proteinas, sendo a
composi¢io dos peptideoglicanos diferente entre os membros de actinomicetes
(Goto, 1992). Agentes desnaturantes como o dodecilsulfato de Sédio (SDS), ou
B-mercaptoetanol (BME), ¢ as enzimas glicoliticas (o glucosidase, N
acetilglucosaminidase, hialuronidase, mutanolisina, quitinase, B-galactosidase,
muramidase e 4dcido periddico), proteoliticas (proteinase K, quimiotripsina,
pepsina, tripsina e colagenase) e lipoliticas (lipase), foram testados na adesdo de
endésporos de Pasteuria penetrans a juvenis de Meloidogyne sp. e verificou-se
aumento na adesdo dos endosporos quando submetidos aos agentes
desnaturantes, @ temperatura ambiente (Davies e Danks, 1993). Na pré-
incubac¢do dos juvenis e endésporos com enzimas, verificou-se a redugdo do
indice de adesdo nos tratamentos com quitinase, muramidase, proteinase K,
pepsina ¢ lipase. Segundo os autores, a redugdo na adesdo verificada apds os
tratamentos com enzimas glicoliticas e proteoliticas sugere que carboidratos e
proteinas, na superficie da cuticula e do enddsporo, estio envolvidos no
processo de adesdo. Spiegel, Mor ¢ Sharon (1996) também obtiveram redugdes
na adesdo com pré incubagGes em Triton X-100, no agucar fucose ou em o
metil-manosideo. Os efeitos de suspensdes dos fungicidas hymexazol
(Tachigaren), fosetyl-Al (Aliette), carbendazin (Bavistin) e trichoderma
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(Promot) foram testados e verificou-se que nio houve efeito na adesio dos
enddsporos e na infectividade da Pasteuria sp (Melki et al., 1998). No solo,
apesar de sofrer a agéo de diversas substincias produzidas pela microflora ou
exsudadas pelas raizes das plantas, além da resisténcia a fatores abidticos, os
endosporos de Pasteuria penetrans persistem por muitos anos. Segundo
Giannakou et al. (1997), suspensdes de endésporos podem ser estocadas a frio
ou em raizes desidratadas por longos periodos sem perder a capacidade de
adesdo ao nematdide. Os autores verificaram que endésporos armazenados por
11 anos tiveram a mesma adesividade que endésporos recém produzidos, porém

a infectividade foi menor nos endésporos velhos.

2.9 Flutuacdo populacional de Meloidogyne sp. associada a Pasteuria spp.

Estudos sobre a flutuagdo populacional dessa bactéria, associada a
Meloidogyne spp., em dreas naturalmente infestadas, tém sido realizados em
algumas culturas e regides do mundo (Verdejo-Lucas, 1992; Ciancio, 1995;
Souza, Souza e Campos, 1996; Atibalentja et al., 1998; Souza e Campos,
1999). No entanto, as observag3es até aqui realizadas sdo insuficientes para o
entendimento do mecanismo que governa a relagio Pasteuria-nematbide na
natureza (Atibalentja et al., 1998). Ciancio, Mankau e Mundo-OCampo (1992)
estudaram a flutuagdo populacional de Helicotylenchus lobus associada a
Pasteuria penetrans em solo naturalmente infestado num intervalo de 10 meses,
na Califérnia, e encontraram correlagdo positiva (r = 0,642; P < 0,05) entre a
porcentagem de infestagio e o nimero médio de endésporos por nematoide,
porém nio foi encontrada correlagdo entre a densidade populacional mensal e a
porcentagem de infestag@o, que variou de 20% a 60%. Na Itilia, Ciancio (1995)
investigou o parasitismo de Xiphinema diversicaudatum (Micoletzky) Thorne

por Pasteuria sp. e encontrou que a densidade populacional e a taxa de
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parasitismo permaneceram constantes por todo o periodo. Verdejo-Lucas (1992)
estudou a flutuagio populacional de Meloidogyne incognita, Meloidogyne
arenaria ¢ Meloidogyne hapla, associadas a Pasteuria penetrans em dois
pomares de Kiwi, durante 1989 € 1990, e verificou uma tendéncia na redugio do
namero de juvenis de Meloidogyne spp. no solo, no final do segundo ano em
ambos pomares. Ndo foi encontrada correlagdo entre os niimeros de juvenis no
solo € a porcentagem de infestagdo em qualquer pomar. O nimero médio de
enddsporos/juvenil foi sempre baixo e a maioria dos juvenis infestados no tinha
mais do que quatro enddsporos. Segundo o autor, mais estudos s@o necessarios
para verificar se ha incremento populacional da Pasteuria spp. com o tempo,
alcangando equilibrio com o nematoide. Souza e Campos (1999) estudaram a
flutuacdo populacional de Meloidogyne sp. associada a Pasteuria sp. em drea
naturalmente infestada e verificaram que as densidades de juvenis de
Meloidogyne sp. variaram de 0 a 68 (média = 18,5), com picos populacionais em
janeiro, fevereiro, abril e setembro, com a porcentagem de infestagdo variando
de 0 a 50% (média = 11,85) e o nimero médio de endésporos/juvenil variando
de 1,5 a 8 (média = 4,17), concluindo que a bactéria e o hospedeiro pareceram
ndo se encontrar em equilibrio no solo. Atibalentja et al. (1998) estudaram a
dindmica populacional de Heterodera glycines associada a Pasteuria sp. em rea
naturalmente infestada e verificaram que a densidade populacional de juvenis no
solo variou em média de 23,5 a 161,3/250 cm’ de solo, com picos em julho e
setembro no primeiro ano e em maio e julho no segundo ano. O niimero médio
de endésporos/juvenil variou de 0 a 133 (média = 3,9) e a porcentagem de
infestagdo variou de 0 a 100% (média = 64,4%). O numero médio de
enddsporos/juvenil foi significativamente afetado pelo ano, data de amostragem,
raga e a interagdo entre esses fatores. Foi observada correlagdo positiva (r* =
0,75; P < 0,0001) entre a porcentagem de infestagio e o niimero médio de

endésporos/juvenil. De acordo com o medelo matematico adotado pelos autores
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para descrever a dindmica populacional, verificou-se uma redugdo na densidade
de juvenis com o aumento do nimero médio de endésporos por juvenil, e que,
nas condi¢Ges do experimento, a Pasteuria sp. foi capaz de manter a populagio
de Heterodera glycines em equilibrio.

Aproximadamente 15 espécies de Meloidogyne Goeldi tém sido
relatadas como parasitas ou associadas ao cafeeiro (Campos, Sivapalam e
Gnanapragasam, 1990; Araya e Caswell-Chen, 1995; Campos, 1997). Dentre
elas, Meloidogyne exigua Goeldi, 1887 que é a mais disseminada nos cafezais do
Brasil (Campos, Lima e Almeida, 1985), constitui um dos principais patégenos
do cafeeiro na maioria das reas produtoras de café da América Central e do Sul
(Campos, Sivapalam e Gnanapragasam, 1990). Um estudo da flutuagio
populacional de Meloidogyne exigua foi realizado em cafeeiros, no sul de Minas
Gerais, com o objetivo de se conhecer as mudangas na populagdo em fungio das
estagdes climaticas (Huang, Souza e Campos, 1984).

No Brasil, a bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre e Starr , foi
registrada, pela primeira vez, atacando Meloidogyne javanica (Lordello, 1966)
em material coletado de tomateiros infestados no Sul de Minas Gerais. O
primeiro registro de Pasteuria penetrans parasitando Meloidogyne exigua foi
feito na Colombia, por Baeza-Aragén (1978), observando raizes infestadas de
Coffea arabica, e no Brasil, por Sharma e Lordello (1992), observando
plantacGes infestadas no Estado de Sio Paulo. Entretanto, ainda nio se estudou a

sua flutuagdo em dreas infestadas por esse nematéide.
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CAPITULO 2

Efeito do pH na adesio de endésporos de Pasteuria Penetrans em

juvenis de Meloidogyne Javanica.
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1 RESUMO

MAXIMINIANO, C. Efeito do pH na adesio de endosporos de Pasteuria
Penetrans em juvenis de Meloidogyne Javanica. In: Fatores envolvidos
na adesdo e infectividade de Pasteuria penetrans em Meloidogyne spp.
Lavras: UFLA, 2000. p.33-46. (Disserta¢do — Mestrado em Fitopatologia)®

Juvenis do segundo estidio (J2) de Meloidogyne javanica foram
submetidos a adesio de endosporos de Pasteuria penetrans, isolado PP1,
originario da regido de Lavras, MG, sob borbulhamento em tubos de vidro
contendo solugdo tampao de fosfato de sodio 0,05 M em niveis de pH 2,5; 3.5;
4,5; 5,5 e 6,5, em concentragdes de endésporos 10° e 10° nos periodos de
borbulhamento 12 e 24 horas. A densidade de enddsporos nos J2 aumentou
sempre no intervalo de pH 2,5 a 6.5 (P < 0,01), tendendo a se estabilizar entre os
niveis 5,5 e 6,5"Maior adesdo de endésporos em J2 ocorreu no periodo de 24
horas de borbulhamento e na concentracio de 10° endésporos/mL.
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* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador) e Ricardo
Magela de Souza — UFLA.
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2 ABSTRACT

MAXIMINIANO, C. Effect of pH on endospore attachment of Pasteuria
penetrans on Meloidogyne javanica juveniles. In: Factors involved on
adhesion and infectivity of Pasteuria penetrans on Meloidogyne spp.
Lavras: UFLA, 2000. p.33-46. (Dissertation — Master Program in
Phytopathology)’

Attachment of endospores of Pasteuria penetrans isolate PP1, from
Lavras, MG, on second stage juveniles (J,) of Meloidogyne javanica were tested
by air flushing into glass tube filled with sodium phosphate buffer 0.05 M, in
pHs of 2.5; 3.5; 4.5; 5.5 and 6.5. Two endospore concentrations of 10* and 10°
were studied besides two periods of air flushing, 12 and 24 hours. The spore
density increased, always, on-pH interval of 2.5 to 6.5, with a trend of
stabilization in pH 5.5 to 6.5. Twenty-four hours was the best air flushing period
for attachment and 10°/mL was the best endospore concentration.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor) and
Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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3 INTRODUGAO

A adesdo do endésporo da bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre
& Starr & cuticula do nematéide constitui o primeiro evento que leva ao
parasitismo desse hospedeiro, quando em associagSes compativeis entre
Pasteuria penetrans e o nematdide, caracterizando a especificidade do isolado
bactériano a populagdo do hospedeiro. Essa especificidade esta ligada & natureza
da cuticula do juvenil de segundo estidio de espécies de Meloidogyne Goeldi,
1887 em interagéo com o enddsporo da Pasteuria penetrans (Davies e Danks,
1993).

O entendimento do processo de adesio de endésporos a nematdides
poderd auxiliar na manipulagio desse organismo como agente do controle
bioldgico de fitonematdides. Contudo, a natureza desse mecanismo de adesdo
ainda ndo estd completamente esclarecida. O’Brien (1980) pela primeira vez
verificou que a adeséio do endésporo nio era afetada pelo pH no intervalo de 4,5
a 8,5. Entretanto, Davies, Kerry e Flynn (1988), Ratnasoma e Gowen (1996) e
Orui (1997) encontraram como pH 6timo para a adesio de endésporos em J2 os
niveis de 7, acima de 4, e 8, respectivamente.

Afolabi, Davies e O’Shea (1995) constataram a existéncia de uma maior
rede de carga negativa na superficie do endésporo com pH neutro,
consequentemente maior potencial eletrostitico nesse pH e redugéo das cargas
negativas quando o pH se afastava do neutro. Slana e Sayre (1982) estudaram a
influéncia de alguns fatores fisicos na adesio de endésporos de Pasteuria
penetrans a juvenis de segundo estidio de Meloidogyne incognita (Kofoid &
White, 1919) Chitwood, 1949, e concluiram que o borbulhamento através de
inje¢do de ar proporcionou a maior taxa de adesdo. O efeito da concentragio de
enddsporos € o tempo de exposigio de juvenis e endésporos de Pasteuria

penetrans foram estudados para Meloidogyne incognita, em um incubador
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“shaker” rotatério, e maior adesdo ocorreu na concentragio de 10°
endosporos/mL apés 24 horas, ou em 10° endésporos/mL apds 12 horas
(Davies, Kerry e Flynn, 1988). O borbulhamento da suspensdo de endésporos e
juvenis evita o efeito de outra variavel no processo de adesdo de endésporos em
nematéides que ¢ a movimentagio desse hospedeiro na diregdo do endésporo,
fazendo com que a ades@o seja apenas o resultado da interagdo do endésporo e
do hospedeiro, como comentado anteriormente. Desta forma, objetivou-se, nesse
trabalho, definir melhor os valores de pH para o processo de adesdo de
endésporos em juvenis de segundo estddio de Meloidogyne javanica (Treub,
1885) Chitwood, 1949, bem como as melhores concentragdes de enddsporos e

tempo de exposigdo durante o borbulhamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos endosporos

Os endésporos foram obtidos de tomateiros infestados por M. javanica,
cultivados em vasos de cerdmica de 12 litros, mantidos em casa de vegetacio.
Empregou-se o isolado PP1-UFLA, caracterizado como aderente e infectivo em
M. javanica e M. incognita, conforme constataram Souza e Campos (1997). As
raizes de tomateiro foram separadas cuidadosamente do solo, lavadas em 4gua
corrente e cortadas em pedagos de 1 cm. Delas, quarenta gramas foram
embebidos por vinte e quatro horas em 100 mL da solugio enzimatica,
composta de pectinase-SIGMA P-9179 e cellulase-SIGMA C-1184, na
concentragdo de 4 mL e 4 g, respectivamente, por 100 mL de solugdo. A seguir,
as raizes foram trituradas em liquidificador por quarenta segundos e vertidas em
peneira de abertura das malhas de 0,84 mm sobre peneira de 0,25 mm,
coletando-se o material retido na peneira de 0,25 mm em um bequer de 200 mL.
de onde fémeas de M. javanica foram retiradas e colocadas em um tubo de
ensaio contendo solugdo-tampio de fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,0. As fémeas
foram, entdo, esmagadas em triturador de tecidos. Esse material foi peneirado
para retirada de restos de fémeas e/ou ovos, obtendo-se uma suspensio limpida
de endésporos, que foi quantificada através do hemacitémetro, preparando-se,

assim, duas concentragdes: 10° e 10° endésporos/mL.
4.2 Obtenciio dos juvenis do segundo estadio (j;) de Meloidogyne javanica

Raizes de tomateiro cultivado em casa de vegetacio e infestadas com M.
Jjavanica foram lavadas cuidadosamente e cortadas em pedagos de 1 cm. A

seguir foram batidas em liquidificador por 45 segundos, em solugio de
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hipoclorito de sédio a 0,5 %, e vertidas em peneiras de abertura de 0,075 mm
sobre 0,037 mm. O material retido na peneira de 0,037 mm foi coletado em copo
¢ os ovos foram colocados em cdmara de eclosio para a obtengdo de juvenis do

segundo estadio (J2), a temperatura ambiente.

4.3 Preparo das solugdes-tampdes de fosfato de sédio

Foram preparadas solugGes estoques A e B de Na, H PO, e Na H, PO, a
0,2 M, respectivamente. A seguir, combinando-se as solugGes A ¢ B nas
propor¢Ses adequadas e fazendo-se os ajustes através de um pHmetro, foram
preparadas cinco solugdes com concentragdo de 0,05 M e pH ajustado para 2,5,
3,5, 4,5,5,5¢ 6,5, que constituiram os tratamentos.

4.4 Montagem e avaliacio do ensaio

Os J2 provenientes da cimara de eclosdo e recolhidos no terceiro dia,
foram quantificados em microscopio de objetivas invertidas e separados em
cinco porgoes. A seguir, foram vertidos, separadamente, sobre peneira de
abertura de 0,037 mm e recolhidos através de pisseta contendo solugdes-tampéo
de fosfato de sodio correspondentes aos diferentes niveis de pH testados. Os
Jjuvenis foram quantificados e separados 50 deles com o auxilio de uma pipeta
automdtica de 1 mL, para constituir cada parcela.

Empregou-se o delincamento inteiramente casualizado no esquema
fatorial 5 x 2 x 2, para 5 niveis de pH, 2 concentra¢des de endésporos e 2 tempos
de borbulhamento, respectivamente, em 5 repeticdes, totalizando 100 parcelas.
O ensaio foi montado em tubos de vidro de 145 mm de altura por 14 mm de
diametro, colocando-se, em cada tubo, 10 mL de solugdo-tampao correspondente

ao tratamento, acrescidos de 1 mL contendo 50 juvenis de Meloidogyne javanica

39



e 1 mL de suspensio de enddsporos de Pasteuria penetrans, isolado PPI,
ajustando-se no final para 10*/mL e 10¥mL. Em cada tubo foi colocada uma
mangueira de plastico ligada a bombas de ar de aquirio ajustadas para
borbulhamento constante e de intensidade regular entre os tubos ou parcelas
pelos periodos de 12 e 24 hs. Ao final desse tempo, o contetido de cada tubo foi
derramado em peneira de 0,037 mm e lavado em 4gua corrente para a retirada
dos endésporos ndo aderidos. Para a quantificagio dos endésporos aderidos, os
Juvenis em nimero de 10 a 20 ao acaso, foram observados em microscopio
invertido, obtendo-se, assim, o nimero médio de enddsporos aderidos por
Juvenil. Os dados foram submetidos a anélise de varidncia para esquema fatorial
apos transformacdo para log. (X + 10), e o fator pH foi desdobrado para estudo

das regressoes linear e quadratica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O nimero médio de enddsporos aderidos aos juvenis do segundo estadio
(J2) de Meloidogyne javanica aumentou sempre no intervalo de pH 2,5 a 6,5,
tendendo a se estabilizar entre os niveis de pH 5,5 e 6,5 (Figura 1), o que indica
que o-maior potencial eletrostatico entre o endosporo e a superficie do juvenil
ocorreu nesse intervalo (pH 5,5 a 6,5). As forgas de ligagdo entre as superficies
do endésporo e da cuticula do nematdide crescem com o aumento do pH,

podendo atingir o ponto maximo num nivel de pH acima do limite testado.
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|
l
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FIGURA 1- Numero de endosporos de Pasteuria penetrans aderidos por J, de
Meloidogyne javanica segundo o pH da suspensdo (média de 12 e
24 horas de borbulhamento e das concentragdes de 10° e 10*/mL).
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Ratnasoma e Gowen (1996) encontraram que o pH étimo para a adesdo de
enddsporos em J2 de Meloigogyne incognita foi acima de 4,0. Ja Orui (1997)
encontrou o pH 8,0 como 6timo nesse processo, ¢ Davies, Kerry e Flynn (1988)
encontraram maior adesdo dos endésporos aos J2 em pH 7,0.

Maior adesdo (P < 0,05) de endésporos de Pasteuria penetrans ocorreu
quando se utilizou borbulhamento de ar por 24 horas, comparado com aquele de
12 horas, o que demonstra maior chance de encontro entre os J2 e os enddsporos
de Pasteuria penetrans (Tabela 1). Davies, Kerry e Flynn (1988) também
encontraram maior adesdo no tempo de 24 horas, para a concentragio de 10°
endosporos/ml, e também verificaram que a densidade de endésporos nos

Juvenis aumentou proporcionalmente com o tempo de borbulhamento.

TABELA 1- Adesdo de endésporos de Pasteuria penetrans em Jjuvenis de
segundo estidio (J,) de Meloidogyne javamica; A) Efeito do
tempo de borbulhamento em horas (hs), B) Efeito da concentragio
de endésporos.

Fator Tratamento Nimero de
endosporos/ J,

12 hs 0,93 b

A- Tempo de borbulhamento (hs)
24 hs 1,71 a
10° L12 b

B- Concentraciio de enddsporos

¥ P 10° 1,51 a

Dados sdo médias de 5 repeticbes e médias seguidas por letras
distintas diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade.
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A exposicio de juvenis a endésporos de Pasteuria penetrans, sob
agitagdo, evita a aglomeragdo de juvenis por causa da adesdo de um mesmo
enddsporo a mais de um juvenil (Stirling, Bird e Cakurs, 1986)

F Maior adesdo (P < 0,05) de enddsporos de Pasteuria penetrans também

| ocorreu quando a concentragio de endésporos foi de 10%mL comparado com

/ aquela de 10*/mL, demonstrando também maior chance de encontro dos
™\ endésporos aos J2, devido 3 maior concentragio de enddsporos (Tabela 1).
Stirling, Sharma e Perry (1990) também obtiveram um aumento linear na

’ densidade de enddsporos nos juvenis com o aumento da concentragdo, para os

k quais a maior adesdo ocorreu na concentragio de 10° endésporos/mL.
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6 CONCLUSOES

1- O pH in vitro afetou a adesdo de enddsporos de Pasteuria penetrans a
cuticula de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica, sendo a

melhor faixa de pH entre 5,5 ¢ 6,5.

2- A concentragio de endosporos in vitro e o periodo de borbulhamento de ar em
tubos de ensaio contendo suspensdes de endésporos e J2 de Meloidogyne
Javanica, também afetaram a adesdo de endésporos aos juvenis do segundo

estadio (J2).
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Efeitos de enzimas na adesio de endésporos de Pasteuria penetrans
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1 RESUMO

MAXIMINIANO, C. Efeitos de enzimas na adesio de enddsporos de
Pasteuria penetrans. In: Fatores envolvidos na adesdo e infectividade de
Pasteuria penetrans em Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 2000. p.47-64.
(Dissertagéo — Mestrado em Fitopatologia)®

/
Aty 50
Endésporos de Pasteuria penetrans foram incubados Jjuntamente com

Juvenis do segundo estddio (J2) de Meloidogyne javanica em solugdes de

pectinase ou celulase, nas concentragdes de 0,1 ou 1%. Variou-se o tempo de

incubagdo dos endésporos por 12 ou 18 horas nas mesmas solugdes e

concentragGes ou entdo foram pré incubados por 6 horas e lavados, sendo em

seguida, aquecidos ou ndo a 55 °C, resfriados ¢ submetidos a borbulhamento
com ar em tubos de ensaio contendo 4gua destilada, juntamente com J2 de

Meloidogyne javanica. Em 3 ensaios, verificou-se que a pectinase reduziu a

adesividade dos enddsporos, enquanto a celulase néo teve efeito sobre a adesdo.

O tempo de incubagdo ou as concentragdes da pectinase foram indiferentes para

a adesdo de enddsporos em J2, porém a enzima teve efeito nos enddsporos e nos

J2, sendo mais intenso quando ocorreu em ambos simultaneamente.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador) e Ricardo
Magela de Souza ~ UFLA.
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2 ABSTRACT

MAXIMINIANO, C. Enzyme effect on endospore attachment of Pasteuria
penetrans. In: Factors involved on adhesion and infectivity of Pasteuria
penetrans on Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 2000. p.47-64.
(Dissertation — Master Program in Phytopathology)”

Endospores of Pasteuria penetrans were incubated in pectinase or
cellulase enzyme solutions at concentrations of 0.1 or 1%, for periods of 12 or
18 hours. Some were previously incubated in the same enzyme for 6 hours,
washed and then heated or not at 55 °C. Endospores were then placed in glass
tubes with distilled water and second stage juveniles (J2), followed by air
flushing. In three assays, pectinase, but not cellulase, reduced adhesion of
endospore to J2. Incubation periods and pectinase concentrations tested had no
effect on adhesion proccess. However, pectinase affected endospores and J2,
even greater when endospores and J2 were treated symultaneously.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor) and
Ricardo Magela de Souza - UFLA.
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3 INTRODUCAO

As bactérias do género Pasteuria sio gram positivas e formam
endésporos no interior do corpo do hospedeiro. A continuidade do ciclo depende
da adesdo desses endésporos noutro hospedeiro como o primeiro evento para o
estabelecimento do parasitismo. Essa adesio é especifica a determinados grupos
de hospedeiros. Entretanto, significa apenas uma preferéncia de hospedeiros, ja
que a especificidade deveria ser baseada no parasitismo, uma vez que a
germinacdo do endésporo pode ndo ocorrer (Chen e Dickson, 1998). A \ natureza

da adesio de endésporos a cnticula de juvenis do segundo estadio (J;) de

Melozdogyne sp. ainda néio mﬁ elucidada, No entanto,_t_eln_ﬂclg_ggm_oﬁado o
enWmdmtg&pm&new (Davies_e_Danks,
1993 Spiegel, Mor e Sharon, 1996). Sabe-se que a epicuticula_dos_nematéides
contem como componentes dlversas proteinas, lipideos e carboidratos (Spiegel e
Mc Clure 1995) “Por outro lado, demonstrou-se a presenca de carboidratos
como o N-acetll-glucosamma e N-acetil-murdmico na superficie dos enddsporos
de Pasteuria penetrans (Davies e Danks, 1993; Persidis et al., 1991). Esses
carboudratos sdo constltumtes do peptideo-glicano, componente majoritario da
parede celular de bactérias gram-posmvas e sdo unidos por_meio de

ammoacldos raros formando dlmeros que sao pollmerlmdos através de ligagGes
glltio_g@gai beta 14 (Moat, 1979; Romeu'o, 1995). Os pré tratamentos de

Jjuvenis de Melo:dogyne sp e enddsporos de Pasteuria penelrans com a lectina

aglutinina do germen do trlgo Teduziu a adesdo dos endésporos aos nematoides,
e A e

ulmpllcando no _qnvolv:memo de carbondratos no processo de adesio (Spiegel,
Mor e Sharon, 1996; Davies e Danks, 1993) Tambem, 0 pré tratamento de
juvenis de Meloidogyne sp. e endésporos de Pasteurza penetrans com proteases

reduziu a adesividade do endésporo aquele hospedeiro, sugerindg o
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envolvimento de protemas HW (Davies e Danks, 1993). A pré

mcubaqao desses endosporos em enzimas como a muramidase, cujo sgbstrato e

o acido N-acetll-muramlco também reduzw ‘a adesividade dos enddsporos em

et e "

juvenis de Meloidogyne sp (Davm e Danks, 1993) Além disso, 0

desprendlmento de. endosporos da cuticula_de juvenis de seggndo estadlo de

Meloidogyne javanica foi obtndo com o uso _da_pectinase, sugerindo o

envolvimento de algum substrato que promove essa ligacdo entre o endésporo e

o hospedeiro, o qual é degradado pela ennma (Ratnasoma, Gowen e Hague,
1991). Em face disso, objetlvou-se nesse trabammlar o efeito das enzimas
pectinase e celulase na adesdo de enddsporos de Pasteuria penetrans a juvenis

de Meloidogyne javanica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Experimento 1: efeitos da pectinase e celulase na adesio de endé6sporos

de Pasteuria penetrans

4.1.1 Obtencdo dos endésporos

Os enddsporos de Pasteuria penetrans foram obtidos de fémeas de
Meloidogyne javanica infectadas, que foram retiradas de raizes de tomateiros do
grupo Santa Cruz, cultivados em casa de vegetagdo. Empregou-se o isolado PP1,
originario do campus da Universidade Federal de Lavras. As raizes foram
separadas do solo, lavadas em dgua corrente, e cortadas em pedagos de 1 cm. A
seguir, foram trituradas em liquidificador por quarenta segundos e vertidas em
peneira de abertura das malhas de 0,84 mm sobre peneira de 0,18 mm,
coletando-se o material retido na peneira de 0,18 mm em um bequer de 500 mL,
do qual fémeas de Meloidogyne javanica foram retiradas com o auxilio de um
estilete de ponta recurvada e colocadas em um tubo de ensaio contendo solugdo
tampéo de fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,0. Todas as fémeas foram esmagadas
em ftriturador de tecidos. Esse material foi vertido em peneira de 0,037 mm para
retirada de restos de fémeas e/ou ovos, obtendo-se uma suspensao limpida de
endosporos, que foi quantificada através do hemacitdémetro, ajustada para uma
concentragdo de 1,35 x 10° enddsporos/mL, e depois armazenada em camara fria

a 8'C, para posterior utilizagdo.

4.1.2 Obtengio dos juvenis do segundo estidio (J;) de Meloidogyne javanica
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Raizes de tomateiros cultivados em casa de vegetaciio ¢ infestadas com
Meloidogyne javanica foram lavadas cuidadosamente e cortadas em pedacos de
1-2 cm. A seguir foram trituradas em liquidificador por 45 segundos em solugio
de hipoclorito de s6dio a 0,5 % e vertidas em peneiras de abertura das malhas de
0,075 mm sobre peneira 0,037 mm. O material retido na peneira de 0,037 mm
foi coletado em um bequer de 500 ml e os ovos foram colocados em cidmara de
eclosdo para a obtengdo de juvenis do segundo estadio (J,), a temperatura

ambiente.

4.1.3 Montagem do ensaio

Iniciaimente foram preparadas duas concentra¢des 1% e 0,1% de cada
uma das seguintes solugdes enzimadticas: pectinase-SIGMA P-9179 de
Aspergillus niger (poligalacturonase, glicanohidrolase; 1,0 U/mg) e cellulase-
SIGMA C-1184 (0,45 U/mg). Os tratamentos consistiram de 2 concentragdes x 2
solugdes enzimaticas, mais a testemunha (dgua destilada), em cinco repeticdes,
num total de 25 parcelas. Foram colocados 9 mL de cada solugdio ou
concentragdo por tratamento, além da testemunha contendo agua destilada, em
tubos de vidro de 2,2 cm de didmetro por 15 cm de comprimento. A seguir, foi
colocado 1 mL da suspensio de enddsporos, contendo no final 1,3 x 10°
enddsporos/mL, aproximadamente. Cerca de 500 juvenis de Meloidogyne
Javanica, concentrados em 1 mL de agua destilada, foram adicionados em cada
tubo, totalizando 11 mL por tubo ou parcela. Com um tubo fino de plastico,
imerso em cada suspensdo no tubo de ensaio e acoplado a uma bomba de
aqudrio, deixou-se borbulhar ar por 12 horas, & temperatura ambiente. Apds esse
periodo, cada tubo de ensaio foi vertido em peneira de 0,037 mm para a lavagem
dos juvenis, recolhendo-os em vidros de 50 mL. A visualiza¢do e contagem dos

enddsporos aderidos aos juvenis foi feita em microscopio de objetivas
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invertidas. Cada parcela consistiv da média obtida com a contagem dos
enddsporos aderidos em 20 juvenis escolhidos ao acaso. O ensaio foi montado
em delineamento inteiramente casualizado e os dados foram submetidos ao teste
de normalidade e ao teste de Hartley (Banzatto e Kronka, 1995), no qual se
verificou a homocedasticidade. Em seguida foram submetidos a analise de

variancia e teste de Tukey, para a comparagio das médias.

4.2 Experimento 2: efeito do pré tratamento dos endésporos e da
concentraciio de pectinase

4.2.1 Obtencdo dos endésporos e juvenis

Os endé6sporos e os juvenis foram obtidos conforme descrito em 41.1e

4.1.2. e armazenados em cimara fria.

4.2.2 Montagem do ensaio

Foram preparadas duas concentragdes da solugdo enzimatica pectinase-
SIGMA P-9179 nas concentragdes de 1% e 0,1% (1 mL/100 ml e 0,1 mL/100
mL de solugdo). Os tratamentos consistiram de 2 concentra¢des da pectinase x 2
tempos de tratamento, além da testemunha contendo agua destilada, em cinco
repeti¢Ses, num total de 25 parcelas. O tratamento de niimero 1 foi constituido
de agua destilada, como testemunha. Nos tratamentos de nimero 2 e 3, os
endosporos foram pré tratados nas solugdes enzimaticas por 6 horas, nas
concentrag3es de 0,1% e 1%, respectivamente, e depois permaneceram nessas
solugdes, com a adi¢do dos J2, por mais 12 horas. Nos tratamentos de niimero 4
e 5 os endésporos foram adicionados as solugdes enziméticas de 0,1% e 1%,

respectivamente, juntamente com os juvenis de Meloidogyne javanica, e
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permaneceram por 12 horas. Para efetuar o borbulhamento de ar, foram
adicionados nove mL das suspensdes enzimaticas contendo enddsporos na
concentracdo de 1,35 x 10° endésporos/mL, e mais 1 mL de 4gua contendo 500
juvenis de Meloidogyne javanica em tubos de ensaio de 2,2 cm de didmetro por
15 cm de comprimento. Um tubo fino de plastico, imerso em cada suspensdo no
tubo de ensaio, e acoplado a uma bomba de aquario, borbulhou ar por 12 horas,
a temperatura ambiente. Apos esse periodo, cada tubo de ensaio foi vertido em
pencira de 0,037 mm para a lavagem dos juvenis, recolhendo-os em vidros de 50
ml. A visualizagdo e contagem dos enddsporos aderidos aos juvenis foi feita em
microscopio de objetivas invertidas. Cada parcela consistiu da média obtida com
a contagem em 20 juvenis escolhidos ao acaso. O ensaio foi montado em
delineamento inteiramente casualizado e os dados foram submetidos ao teste de
normalidade e ao teste de Hartley (Banzatto e Kronka, 1995), no qual se
verificou a homocedasticidade. Em seguida foram submetidos a analise de

varidncia e teste de Tukey, para a comparac@o das médias.

4.3 Experimento 3: efeito do tratamento de enddésporos com pectinase e

calor
4.3.1 Obtenciio dos enddsporos e juvenis

Os enddsporos ¢ os juvenis foram obtidos conforme descrito em 4.1.1 e
4.1.2. A suspensdo de enddsporos foi concentrada em tubos de ensaio através de
centrifugaco, a 3000 rpm, por 10 minutos.

4.3.2 Montagem do ensaio

Utilizou-se pectinase na concentragdo de 1% e estabeleceram-se 5
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tratamentos. No tratamento 1 (testemunha), usaram-se nove mi de dgua destilada
mais 2 mL da suspensio de enddsporos na concentragio de 2 x 10°
endésporos/mL, mais 1 mL da suspensdo de Juvenis de Meloidogyne javanica na
concentragdo de 500 juvenis/mL. No tratamento 2, utilizaram-se dois mL da
suspensdo de enddsporos em dgua, na concentragdo de 2 x 10° endésporos/mL,
os quais foram tratados com calor a 55°C por 10 minutos, através da imersdo do
tubo de ensaio em banho maria, ¢ em seguida resfriados e adicionado um mL da
suspensdo de juvenis, na concentragio de 500 Jjuvenis/mL, acrescida de 8 mL de
agua destilada. No tratamento 3, empregaram-se dois mL da suspensdo de
endbsporos na concentragdo de 2 x 10%mL, os quais foram adicionados a 8 mL
de pectinase a 1%, para pré tratamento, durante 6 horas, e em seguida, foram
filtrados através de seringa de vidro acoplada com unidade filtrante em
membrana Glass de 2 p de poro, € 28 mm de didmetro no corpo. Para
restabelecer a suspensdio dos enddsporos na seringa, 2 mL de 4gua destilada
foram succionados, e colocados em tubos de ensaio de 1,2 cm de didmetro por
15 em de comprimento, nos quais os enddsporos foram tratados com calor a
55C, por 10 minutos, através da imersio dos tubos em banho maria, e
resfriamento imediato. Um mL da suspensdo de 500 Jjuvenis foi acrescido aos
enddsporos, tratados pelo calor, juntamente com oito mL de agua destilada. No
tratamento 4, os enddsporos, na concentragio de 2 x 10° endésporos/mL, foram
pré tratados e filtrados conforme descrito no tratamento 3, porém sem o
tratamento com calor. Apés a sucgdo de 2 mL de dgua destilada, os endésporos
foram adicionados, juntamente com 1 mL da suspensdo de juvenis na
concentragdo de 500 juvenis/ml, em oito mL de 4gua destilada. No tratamento S,
os enddsporos foram pré tratados em dez mL da solugdo de pectinase a 1%,
durante 6 horas. Logo apés, foi adicionado um mL da suspensdo de juvenis na
concentragdo de 500 juvenis/mL, onde permaneceram por mais 12 horas,

durante o borbulhamento de ar, totalizando 18 horas em pectinase, sem o
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tratamento com calor. Um tubo fino de plistico, imerso em cada parcela e
acoplado a uma bomba de aquario, borbulhou ar por 12 horas, 4 temperatura
ambiente. Apés esse periodo, cada tubo foi vertido em peneira de 0,037 mm para
a lavagem dos juvenis, recolhendo-os em vidros de 50 mL. A visualizagio ¢
contagem dos enddsporos aderidos aos juvenis foi feita em microscépio
invertido. Cada parcela consistiu da média obtida com a contagem em 20 juvenis
escolhidos ao acaso. O ensaio foi montado em delineamento inteiramente
casualizado e os dados foram submetidos ao teste de normalidade e ao teste de
Hartley (Banzatto e Kronka, 1995), no qual se verificou a homocedasticidade.
Em seguida foram submetidos a analise de varidncia e teste de Tukey, para a

comparagdo das médias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

S.1 Experimento 1: efeitos da pectinase e celulase na adesdo de endésporos

de Pasteuria penetrans.

A pectinase, nas duas concentragdes testadas, reduziu (P < 0,05) a
ades3o de endbsporos de Pasteuria penetrans em juvenis do segundo estadio
(J2) de Meloidogyne javanica, comparado com a testemunha, o que ndo
aconteceu com a celulase em nenhuma concentrago (Tabela 1), sugerindo que
algum substrato promotor da ligagdio do endésporo a esse hospedeiro foi

degradado pela pectinase, mas ndo pela celulase.

TABELA 1- Efeito de enzimas na adesio de enddsporos de Pasteuria penetrans
a cuticula de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne

Javanica.
Tratamentos Endésporos/J2
1- Testemunha 21,2a
2- Celulase 0,1% 20,6 ab
3- Celulase 1% 20,0 ab
4- Pectinase 0,1% 145 b
§- Pectinase 1% 53 ¢
Meédia Geral 16,3

Dados sdo médias de 5 repeticGes ¢ médias seguidas por letras
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.
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Ratnasoma, Gowen e Hague (1991) também verificaram o efeito da
pectinase no desprendimento de enddsporos de Pasteuria penetrans da cuticula
de juvenis de Meloidogyne javanica, submetidos & solugdo enzimdtica em placas
de Petri. O efeito do tempo de exposi¢do dos endosporos a pectinase ndo pode
ser explicado por esse ensaio, ja que os enddsporos e os J2 foram incubados pelo

mesmo periodo de tempo. Dai idealizou-se outro experimento (Experimento 2).

5.2 Experimento 2: efeito do pré-tratamento dos endésporos e da

concentracio de pectinase

Endésporos de Pasteuria penetrans, pré tratados com pectinase 0,1% ou 1%
¢/ou incubados com juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica na
presenca dessas mesmas concentragdes, tiveram redugdes semelhantes na

adesdo, quando comparados com a testemunha (Tabela 2). Isso sugere que a

TABELA 2- Efeito do pré-tratamento de enddsporos ¢ da concentragdo de
pectinase na adesdo de Pasteuria penetrans & cuticula de J2 de

Meloidogyne javanica.
Tratamentos Endésporos/J2
1- Testemunha (agua destilada) 225a
2- Pectinase 0,1% (pré tratamento dos enddsporos) 56b
3- Pectinase 1% (pré tratamento dos enddsporos) 47b
4- Pectinase 0,1% (incubagio conjunta) 53b
5- Pectinase 1% (incubagdo conjunta) 54b
Média Geral 8,7

Dados sdo médias de 5 repeticies e médias seguidas por letras
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.
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pectinase tem efeito sobre o endésporo, antes ou no momento do contato com o
J2. O aumento do tempo de exposigio dos endésporos a pectinase, de 12 horas
para 18, nido alterou o efeito da adesividade aos J2. Por outro lado, a pectinase
pode ter tido efeito sobre a cuticula do J2. Além disso, o efeito da temperatura
alta no endésporo poderia afetar a adesfio. Dai idealizou-se outro experimento

(Experimento 3).

5.3 Experimento 3: efeito do tratamento de endésporos com pectinase e

calor

A adesdo dos enddsporos de Pasteuria penetrans aquecidos a 55 'C, em
Juvenis do segundo estidio (J2) de Meloidogyne javanica, nio diferiu (P < 0,05)
da testemunha (Tabela 3). Porém quando os endésporos foram pré tratados com
pectinase 1%, indiferente do aquecimento, a adesdo desses endésporos aos J2
diferiu da testemunha, demonstrando que o efeito da pectinase no endésporo é
mais relevante do que o aquecimento. Desta forma, parece que no processo de
adesdo ndo estdo envolvidas proteinas da estrutura do endésporo, mas sim
carboidratos. O pré tratamento dos enddsporos em pectinase 1%, seguido da
incubagdo conjunta aos J2 nessa solugdo enzimatica, reduziu significativamente
0 processo de adesio, demonstrando, que o efeito dessa enzima sobre o
enddsporo pode ter sido devido ao maior tempo (18 horas) de exposigdo (Tabela
3). Entretanto a inibicdo completa da adesdo ndo foi atingida. Diante disso,
verificou-se que pelo menos dois mecanismos ou pares de substincias aderentes
estdo envolvidas no processo de adesdo entre os endésporos e a cuticula dos J2.
Davies e Danks (1993) também verificaram que a pré incubagio de J2 ou
enddsporos em enzimas glicoliticas, como a muramidase ou quitinase, reduziu a
adesdo dos enddsporos aos J2 de Meloidogyne incognita, demonstrando que

carboidratos na superficie da cuticula do J2 ou do endésporo podem estar
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envolvidos no processo de adesdo. Segundo Davies, Afolabi e O’Shea (1996), a
auséncia da completa inibi¢do da adesdo de enddésporos a nematéides sugere o
envolvimento de mais de um mecanismo ou processo de adesdo entre Pasteuria

spp. € nematdides.

TABELA 3- Efeito do pré tratamento com pectinase e tratamento térmico de
enddsporos na adesdo de Pasteuria penetrans a cuticula de juvenis
do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

Tratamentos Endésporos/J2
1- Testemunha (agua destilada) 17,1 a
2- Aquecimento (sem pré tratamento com pectinase 1%) 15,4 ab
3- Pectinase 1% (pré tratamento mais aquecimento) 143 b
4- Pectinase 1% (pré tratamento sem aquecimento) 140 b
5- Pectinase 1% (pré trat. + 12 hs junto com J2 + pectinase) 64 c
Média Geral 13,5

Dados sdio médias de 5 repetices ¢ médias seguidas por letras
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.
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6 CONCLUSOES

A pectinase-SIGMA P-9179 in vitro foi capaz de reduzir a adesio de
end6sporos de Pasteuria penetrans a cuticula de juvenis de segundo estadio

(J2) de Meloidogyne javanica.
O aquecimento de enddsporos de Pasteuria penetrans a 55 °C, por 10
minutos, ndo foi capaz de reduzir a adesdo desses endésporos aos J2 de

Meloidogyne javanica.

A celulase ndo foi capaz de reduzir in vifro a adesdo de enddsporos de

Pasteuria penetrans a cuticula de J2 de Meloidogyne javanica.
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CAPITULO 4

Efeito de filtrados rizobacterianos na adesio de endésporos de

Pasteuria penetrans
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1 RESUMO

MAXIMINIANO, C. Efeito de filtrados rizobacterianos na adesio de
endosporos de Pasteuria penetrans. In: Fatores envolvidos na adesio e
infectividade de Pasteuria penetrans em Meloidogyne spp. Lavras: UFLA,
2000. p.65-77. (Disserta¢do — Mestrado em Fitopatologia)®

Endo6sporos de Pasteuria penetrans foram incubados em filtrados
bacterianos obtidos de coldnias de rizobactérias antagonicas a Meloidogyne sp..
e cultivadas em meio liquido, 523 de Kado e Heskett (1970). Verificou-se que os
filtrados obtidos dos isolados ALF 166, ALF 132 ¢ TOM 163 reduziram a
adesdo dos endosporos a cuticula dos juvenis de Meloidogyne javanica de forma
semelhante entre si, porém com mais intensidade do que aquela induzida pelo
filtrado obtido do isolado ALF 124.

" Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador) e Ricardo
Magela de Souza — UFLA.
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2 ABSTRACT

MAXIMINIANO, C. Effect of Rhizobacterium filtrates on Pasteuria
penetrans endospores adhesion to second stage juveniles (J2) of
Meloidogyne javanica. In: Factors involved on adhesion and infectivity of
Pasteuria penetrans on Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 2000. p.63-77.
(Dissertation — Master Program in Phytopathology)”

Endospores of Pasieuria penetrans were incubated in rhizobacterium
filtrates produced by 523 Kado and Heskett (1970) liquid medium cultures of
antagonistics rhizobacteria to Meloidogyne sp. previously tested. Filtrated from
ALF 166, ALF 132 and TOM 163 isolates similarly reduced endospore adhesion
to J2 of Meloidogyne javanica compared to control, but more intensively
reduced adhesion than ALF 124 isolate.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor) and
Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Pasteuria spp. pertencem a um grupo de bactérias que produzem
enddsporos, as quais sdo parasitas obrigatérias de nematdides e de
representantes da ordem Cladocera, como a pulga aquitica Daphnia magna
Straus. O parasitismo de Meloidogyne spp. por Pasteuria penetrans consiste na
adesdo, germinagdo do enddsporo e na infeccdo ocorrida no interior do
hospedeiro vivo. No final do seu ciclo, o endésporo de Pasteuria penetrans
precisa ter o invélucro da raiz ¢ do corpo da fémea degradados para a sua
liberagdo no solo. Nesse estigio, outras bactérias tém sido observadas em
associagdo ou aderidas aos enddsporos de Pasteuria penetrans (Duponnois,
Netscher e Mateille, 1997; Chen e Dickson, 1998). Entretanto, essa associagdo
ndo afetou a adesdo dos endésporos de Pasteuria penetrans aos juvenis de
Meloidogyne graminicola (Duponnois, Netscher ¢ Mateille, 1997). Por outro
lado, em Meloidogyne javanica, uma grande maioria de isolados rizobacterianos
obtidos de galhas de tomateiros aumentou a adesdo dos endésporos de Pasteuria
penetrans a cuticula dos juvenis , enquanto outra maioria de isolados obtidos do
solo ndo teve efeito na adesdo (Duponnois e Ba, 1998). Noutro ensaio, com
Meloidogyne incognita, as rizobactérias Enterobacter cloacae e Pseudomonas
mendocina aumentaram a adesdo dos enddsporos de Pasteuria penetrans aos
nematéides in vitro (Duponnois, Ba ¢ Mateille, 1999). Sabe-se que na rizosfera
existem populagdes diversificadas de bactérias e num m? de solo podem ocorrer
de 30 a 300 gramas de bactérias (Metting, 1993). Nesse nicho ecolégico estio
também as bactérias Pasteuria penetrans, associando-se as demais. Entretanto, o
efeito dessas associagGes sobre a adesividade de endésporos de Pasteuria spp. a
nematoides ainda ndo esta esclarecido. Desta forma, objetivou-se, neste trabalho,

verificar o efeito de filtrados bacterianos, que foram obtidos a partir de
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rizobactérias isoladas em alface e tomateiro e antagénicas ao nematdide das
galhas, sobre a adesdo dos endésporos de Pasteuria penetrans i cuticula de

Jjuvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtenciio dos filtrados

Os isolados bacterianos foram obtidos da rizosfera de alface e tomateiro,
previamente testados por Coimbra (1998) como antagonistas a Meloidogyne sp.
Utilizaram-se os isolados ALF 132, ALF 124, ALF 166 ¢ TOM 163, originarios
de ljaci, MG. Para uniformizagio, as culturas foram repicadas para placas de
Petri de 9,5 cm de didmetro, contendo meio 523 de Kado e Heskett (1970),
composto de caseina hidrolisada, Mg SO,, extrato de levedura, K, HPO, e
dextrose, e incubadas a 25 °C em camara de crescimento, B.O.D. Em seguida
foram repicadas para meio liquido 523, contido em tubos de 2,2 cm de didmetro
por 15 cm de comprimento, preparados com antecedéncia. Apés o cutivo por 7
dias, os meios foram filtrados através de seringas acopladas com unidade
filtrante com membrana durapore de 0,27 p de poro e 13 mm de corpo, obtendo-
se cerca de 2 mL de cada filtrado, que em cidmara de fluxo laminar, foram
colocados em tubos de ensaio previamente esterilizados, e em seguida vedados

com filme pldstico até a adi¢do dos endésporos.

4.2- Obtencfio dos juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica

Raizes de tomateiros cultivados em casa de vegetagio e infestadas com
Meloidogyne javanica foram lavadas cuidadosamente e cortadas em pedagos de
1-2 cm. A seguir, foram trituradas em liquidificador por 45 segundos em solugdo
de hipoclorito de sédio a 0,5 % e vertidas em peneiras de abertura de 0,075 mm

sobre 0,037 mm. O material retido na peneira de 0,037 mm foi coletado em

70



béquer de 500 mL e os ovos foram colocados em uma cimara de ecloséo para a

obtengdo de juvenis do segundo estadio (J2), a temperatura ambiente.

4.3 Obtencdo dos enddsporos

Endésporos de Pasteuria penetrans, isolado PP7, origindrio de Barra do
Corda, PA, foram obtidos de raizes secas, através do esmagamento em almofariz
com agua destilada. A seguir, o material triturado foi vertido em peneiras de
aberturas de malhas 0,18 mm, coletando-o em um béquer de 500 mL.
Novamente foi vertido em peneira de abertura de malhas de 0,075 mm, e
coletado em béquer. Finalmente foi vertido em peneira de abertura de malhas de
0,025 mm, obtendo-se a suspensdo em béquer. Essa suspensdo foi centrifugada
por 10 minutos a 3000 rpm, em tubos de ensaio de 2,2 cm de didmetro por 15
¢m de comprimento, retirando-se o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta
automatica. No passo seguinte, foi adicionado ao sedimento, alcool etilico P.A.,
na propor¢do de 3:1, formando uma suspensio em alcool 75%, na qual
permaneceu por 24 horas. Apds esse periodo e em cdmara de fluxo laminar, a
suspensdo foi filtrada em seringa de vidro esterilizada e adaptada com unidade
filtrante com membrana Glass, de 2 p de poro e 28 mm de corpo, esterilizada em
dlcool etilico. Em seguida, apds a succdo de 2 mL de dgua destilada ¢
esterilizada, a suspensio foi adicionada ao filtrado bacteriano, no qual
permaneceu por 48 horas. Apds esse periodo, a suspensdo foi novamente filtrada
com seringa e unidade filtrante, e apos sucgdo de 2 mL de agua destilada, foi
adicionada a tubos de ensaio contendo solugdo-tampdo fosfato de sédio, pH 7,0,
¢ juvenis de Meloidogyne javanica, num volume total de 10 mL. Os tratamentos
consistiram de filtrados dos isolados bacterianos ALF 132, ALF 124, ALF 166 ¢
TOM 163, além da testemunha com apenas solugdo-tampdo fosfato de sddio,

pH 7,0, em cinco repeti¢des. Com um tubo fino de plastico, imerso em cada
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suspensdo, ¢ acoplado a uma bomba de aquario, deixou-se borbulhar ar por 12
horas, & temperatura ambiente. Apds esse periodo, cada tubo de ensaio foi
vertido em peneira de abertura das malhas de 0,037 mm para a lavagem dos
Juvenis, recolhendo-os com 4gua destilada em vidros de 50 mL. A visualizagio e
contagem dos endésporos aderidos aos juvenis foi feita em microscopio de
objetivas invertidas. Cada parcela consistiu da média obtida da contagem dos
endésporos aderidos em 20 juvenis escolhidos ao acaso. O ensaio foi montado
em delineamento inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos ao teste
de normalidade e ao teste de Hartley (Banzatto e Kronka, 1995), no qual se
verificou a homocedasticidade. Em seguida foram submetidos a analise de

varidncia e teste de Tukey, para a comparagio das médias.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os filtrados rizobacterianos testados reduziram a adesdo dos
endésporos de Pasteuria penetrans (P < 0,05) comparados com a testemunha
(tabela 1). Entretanto, aqueles obtidos dos isolados ALF 166, ALF 132 ¢ TOM
163 tiveram efeitos semelhantes entre si, porém proporcionando maior reducdo
na adesio (P < 0,05) do que aquela induzida pelo filtrado obtido do isolado ALF
124, demonstrando, por conseguinte, diferenca, talvez na quantidade da
substincia que afeta a adesdo, ou mesmo na presenca de substincias diferentes
entre os citados isolados. As -bactérias sdo capazes de produzir um grande
niimero de metabélitos como antibidticos, fitohormdnios e diversas enzimas que
degradam os exsudatos radiculares no solo (Vancura, 1988). A adesdo
diferenciada entre isolados bacterianos também foi observada por Duponnois e
Ba (1998), porém com o incremento da adesdo em alguns isolados e em outros
ndo. Essas substincias que reduziram a adesdo dos end6sporos aos juvenis
podem, talvez, agir na degradagdo de algum carboidrato do exosporium ou das
fibras parasporais, o qual esti envolvido no mecanismo de adesio dos
endésporos, ou mesmo ter agdes em niveis diferentes, de acordo com o tipo de
cada substincia que ccorra no filtrado. Um melhor conhecimento dos fatores
bidticos que atuam no sistema Pasfeuria-nematdide conduzird a um melhor

desempenho dessa bactéria como um agente de controle bioativo.
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TABELA 1- Efeito de filtrados bacterianos na adesio de endésporos de
Pasteuria penetrans a cuticula de juvenis do segundo
estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

Tratamentos Nimero médio de endésporos/J,
Testemunha 12,94 a
ALF 124 6,07 b
ALF 166 3,64 ¢
ALF 132 333 ¢
TOM 163 3,31 ¢
Média Geral 5,86

Dados sdo médias de 5 repetigdes e médias seguidas por letras
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.
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6 CONCLUSOES

1 Filtrados de culturas rizobacterianas in vitro foram capazes de reduzir a adesdo
de endosporos de Pasteuria penetrans a juvenis do segundo estadio (J2) de

Meloidogyne javanica.
2 A intensidade na redugdo da adesdo de endosporos de Pasteuria penetrans a J2

de Meloidogyne javanica foi diferente entre filtrados de culturas

rizobacterianas in vitro.
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CAPITULO 5

- Influéncia das rac;aé de Meloidogyne incognita na infectividade de Pasteuria

penetrans
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1 RESUMO

MAXIMINIANO, C. Influéncia das racas de Meloidogyne incognita na
infectividade de Pasteuria penetrans. In: Fatores envolvidos na adesdo e
infectividade de Pasteuria penetrans em Meloidogyne spp. Lavras: UFLA,
2000 p.78-90. (Dissertagdo — Mestrado em Fitopatologia)’

PopulagGes de Melo ?gyne incognita, das ragas 1, 2, 3 e 4, além de
Meloidogyne javanica foram submetidas ao teste de infectividade através do
parasitismo de Pasteuria penetrans em fémeas dessas populagdes. O ensaio foi
realizado em casa-de-vegetacdo e a populagio PP12 de Pasteuria penetrans foi
pré misturada ao solo, uniformemente nos vasos, recebendo depois o inéculo dos
fitonematoides € o plantio de tomateiros. Verificou-se que a infectividade foi
maior em Meloidogyne javanica, com 71% de fémeas parasitadas, do que em
qualquer raga de Meloidogyne incognita. Dentro de Meloidogyne incognita, a
infectividade foi diferente entre as ragas, tendo sido maior na raga 4, com 37%
de fémeas infectadas.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador) e Ricardo
Magela de Souza — UFLA.
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2 ABSTRACT

MAXIMINIANO, C. Meloidogyne incognita race effect on Pasteuria
penetrans infectivity. In: Factors involved on adhesion and infectivity of
Pasteuria penetrans on Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 2000. p.78-90 .
(Dissertation — Master Program in Phytopathology)®

Infectivity tests of Pasteuria penetrans on females of Meloidogyne
incognita races 1, 2, 3 and 4 besides Meloidogyne javanica were done in
greenhouse. Endospores of Pasteuria penetrans PP12 were uniformed mixed
into potted soil followed by nematode infestation and planted with tomato.
Pasteuria penetrans infectivity was greater in Meloidogyne javanica with 71%
infectivity than in any race of Meloidogyne incognita. Infectivity of
Meloidogyne incognita were different among races but greatest in race 4 with
37% of females infected.

" Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor) and
Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Pasteuria penetrans (Thorne, 1940) Sayre e Starr 1985 € considerada
um agente bioativo com grande potencial para o controle de fitonematoides.
Entretanto, a sua especificidade em relagdo ao hospedeiro é ainda pouco
compreendida e se inicia com a adesdo do enddsporo a cuticula do nematoide.
Sabe-se_que apenas 20% dos endosporos sdo capazes de infectar os nematoides
(Stirling, 1984: Rao et al., 1997). Juvenis carregados co_rr;"_B_ a 5 endosporos
resultaram num_indice de infec&;z'io“c-l.e 90% ou 40%,/conforme verificaram
Stirling (1984) e Rao et al. (1997), respectivamente, contrariando o esperado, de
100%, ja que com 5 endosporos/juvenil todas as fémeas estariam
prcsumivelmeﬁ_t; infectadas. Isto ¢ devido, talvez, ao fato de que nem todos os
jﬁ_éni; ;:ar_r:aé;ldos com enddsporos seriam capazes de penetrar no sistema
Eldicg!ar (Rao et al., 1997), ou entdo pelo desprendimento dos endoésporos com
o_movimcnto dos nematoides no solo (Ratnasoma, Gowen e Hague, 1991).
.Numa segunda etapa, o crescimento enddgeno da bactéria no nematdide
determina o seu parasitismo.

Sob o ponto de vista estatistico, o nimero de fémeas parasitadas em
relagio ao seu namero total determina o indice de infectividade, que por sua vez
denota a especificidade real da Pasteuria sp., ja que o cardter hospedeiro ¢
caracterizado pelo parasitismo.

A especificidade de Pasteuria penetrans a populagdes de nematdides
tem sido demonstrada através de testes de adesdo e de infectividade (Mankau ¢
“Prasad, 1977; Stirling, 1985; Oostendorp, Dickson e Mitchell, 1990; Davies ¢
Danks, 1992; Souza e Campos, 1997. Miranda e Marban-Mendoza, 1999;
Carneiro et al., 1999).
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suas cuticulas tém exlbldo pohmorﬁsmo em relat;ao a natureza de sua

S
constitui¢do, demonstrado através de perfis de eletroforese (Davies e Danks,

D e ey

1992). Por outro lado, a heterogeneidade em relagdo aos sitios de ligagGes na

superfgg ﬂ(_’f enddsporos_tem sido_verificada_entre_populagdes M
Pasteur;q_gggﬂegrgp_sﬂ_(Davnes e Redden, 1997). A infectividade ocorreu em
Melafgbg)fne incognita raca 1, Meloidogyne javanica e Meloidogyne arenaria
raga 1, com indices de 25%, 73% e 57%, respectivamente, quando se usou o
isolado P-100, obtido de Meloidogyne sp., na Flérida (Oostendorp, Dickson e
Mitchell, 1990). Em Meloidogyne arabicida e Meloidogyne incognita, os indices
che%% e 45%, respectivamente (M{i}&ajnda € Marban-Mendoza, 1999).
objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia das ragas 1, 2, 3 ¢ 4
de Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica na infectividade de

Pasteuria penetrans, isolado PP12, originirio do municipio de Ijaci, MG.
._/-————_‘"—5
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo dos enddésporos

O isolado PP12, originario do municipio de Ijaci, MG, foi multiplicado
em raizes de tomateiros cultivados com cada uma das racas 1, 2, 3 e 4 de
Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica, em casa de vegetagdo,
separadamente. As raizes foram trituradas em liquidificador por 40 segundos e
vertidas em peneira de abertura das malhas de 0,84 mm sobre peneira de 0,18
mm. O material retido na peneira de 0,18 mm foi recolhido em 2 erlenmeyers de
volume igual a 2 litros cada um. As fémeas contidas nesse material foram
retiradas com o auxilio de um estilete de ponta recurvada e depositadas em um
erlenmeyer de 500 ml, contendo solugio-tampio de fosfato de sodio 0,05 M, pH
7,0. Logo apos, foram esmagadas em triturador de tecidos e vertidas em peneira
0,037 mm, obtendo-se a suspensdo dos enddsporos, que foi armazenada a 8cC,

em cimara fria.

4.2 Obtengiio dos in6culos de Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica

Raizes de tomateiros cultivados em casa de vegetagdo e infestadas com
Meloidogyne incognita, ragas 1, 2, 3 e 4, e Meloidogyne javanica, foram lavadas
separadamente ¢ cortadas em pedagos de 1-2 cm. A seguir, foram trituradas em
liquidificador por 45 segundos em solugéio de hipoclorito de sédio a 0,5 % e
vertidas em peneiras de abertura de 0,075 mm sobre 0,037 mm. O material
retido na peneira de 0,037 mm foi coletado em vidros de 500 mL de capacidade,

separadamente, e armazenado na cimara fria para posterior utilizagao.
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4.3 Preparo dos vasos

O substrato utilizado foi composto de solo, areia e esterco na proporgio
de 1:2:1, respectivamente, previamente tratado com brometo de metila e
peneirado. Vinte e cinco vasos plasticos foram cheios com 2 litros do substrato
tratado. A suspensdo de enddsporos foi distribuida de forma homogénea em
volumes iguais para cada vaso contendo o substrato. Verificou-se através da
quantificagdo em hemacitdmetro, que cada cm’ de solo recebeu o equivalente a
7.8 x 10° enddsporos. A seguir, 2 mudas de tomateiro, cv. Kada, do grupo Santa
Cruz, foram transplantadas para cada vaso. Os tratamentos consistiram de 4
racas de Meloidogyne incognita, além de Meloidogyne javanica, em cinco
repeticdes, num total de 25 parcelas. Apés uma semana, os vasos foram
infestados com 10000 ovos/vaso das respectivas ragas 1, 2, 3 e 4 de
Meloidogyne incognita e da populagido de Meloidogyne javanica, & temperatura
ambiente da casa de vegetacdo. A infestagdo foi feita através de 5 furos por vaso,
realizados com bastdo de vidro, a uma distincia de 5-10 cm das mudas de

tomateiro.
4.3- Avaliacio

Apos 60 dias de cultivo, as raizes foram separadas do solo, lavadas,
picadas em pedagos de 1-2 cm e trituradas em liquidificador. Em seguida, o
material foi vertido em peneiras de abertura das malhas de 0,84 mm sobre 0,18
mm. O material retido nas peneiras de 0,18 mm foi recolhido em vidros de 500
mL de capacidade e guardado em cdmara fria para a avaliagio. As fémeas de
cada parcela foram retiradas com o auxilio de um estilete de ponta recurvada, e
em grupos de 5 ao acaso, foram esmagadas em laminas de vidro contendo 4dgua

destilada, sob laminulas. A extrusido dos endésporos foi considerada como sinal
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positivo de infecgdo, anotando-se o niumero de fémeas infectadas e nao
infectadas num total de 20 fémeas para cada parcela. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade e ao teste de Hartley (Banzatto e Kronka,
1995), no qual se verificou a homocedasticidade. Em seguida foram submetidos

4 analise de variincia e teste de Tukey, para a comparacdo das médias.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A infectividade do isolado PP12 de Pasteuria penetrans foi maior (P <
0,05) em Meloidogyne javanica do que em qualquer outra populagio de
nematbides testada, chegando a 71% de fémeas infectadas (Tabela 1). Em
Meloidogyne incognita, a infectividade de Pasteuria penetrans foi maior (P <
0,05) na raga 4 do que nas ragas 1 e 3 (Tabela 1). Essa infectividade em espécies
¢ racas diferentes significa que essas populagdes de nematdides sio
geneticamente heterogéneas com respeito a susceptibilidade a Pasteuria
penetrans. Esses resultados concordam com os obtidos por Oostendorp, Dickson
¢ Mitchell (1990) e Miranda e Marban-Mendoza (1999), que obtiveram indices

de infectividade diferentes para espécies diferentes de Meloidogyne.

TABELA 1- Porcentagem de infectividade causada por Pasteuria penetrans em
fémeas de Meloidogyne javanica e de Meloidogyne incognita ragas

1,2,3e4.
ESPECIE/RACA INFECTIVIDADE %

Meloidogyne javanica 71 a
Meloidogyne incognita raga 4 37 b
Meloidogyne incognita raga 2 16 be
Meloidogyne incognita raga 1 I1 ¢
Meloidogyne incognita raca 3 7 ¢

Média Geral 28

Dados sdo médias de 5 repeticGes e médias seguidas por letras
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.
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Multiplicagbes sucessivas do isolado PP12 de Pasteuria penetrans em
populagdes de Meloidogyne incognita raga 3 podem, talvez, elevar a taxa de
infectividade encontrada nesse ensaio. Multiplica¢des sucessivas do isolado PP3
da Africa do Sul, em Meloidogyne naasi, aumentou a infectividade em relagao

aquela da populacao inicial (Channer e Gowen, 1992).
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6 CONCLUSOES

1 A infectividade de Meloidogyne spp. por Pasteuria penetrans foi diferente

entre Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita, sendo superior para M.
Jjavanica.

2 Dentro de Meloidogyne incognita, a infectividade causada por Pasteuria
penetrans foi diferente entre as ragas 1, 2, 3 e 4.
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CAPITULO 6

Efeito de solo argiloso e substratos orginico e mineral na adesao de

endosporos de Pasteuria penetrans
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1 RESUMO

MAXIMINIANO, C. Efeito de solo argiloso e substratos orginico e mineral
na adesio de enddsporos de Pasteuria penetrans. In: Fatores envolvidos
na adesdo e infectividade de Pasteuria penetrans em Meloidogyne spp.
Lavras: UFLA, 2000. p.91-109. (Dissertagdo — Mestrado em Fitopatologia)®

Testou-se o efeito da adsorgdo de enddsporos de Pasteuria penetrans em
substratos como esterco, folhas moidas de crotaldria, solo argiloso ou areia, sob
o borbulhamento de ar em tubos de ensaio contendo solugdo tampio fosfato de
sédio 0,05 M, pH 7,0, mais substrato, pelo periodo de 72 horas. Para a
comprovacdo do efeito, adicionou-se a suspensio de juvenis do segundo estidio
(J2) de Meloidogyne javanica e determinou-se a adesio dos enddsporos aos
nematdides sob o borbulhamento de ar, por 12 horas. Verificou-se que todos os
substratos testados reduziram a adesdo dos endésporos aos J2, porém o solo
argiloso proporcionou uma maior redugio na adesdo do que a areia ou esterco
curtido. Em outro ensaio, todos os substratos reduziram também a adesdo dos
enddsporos aos J2, porém a crotalaria moida proporcionou maior redugido na
adesdo do que o esterco e se igualou ao solo argiloso, demonstrando que os
enddsporos de Pasteuria penetrans podem ficar adsorvidos no solo ou em seus
constituintes.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador) e Ricardo
Magela de Souza — UFLA.
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2 ABSTRACT

MAXIMINIANO, C. Clay soil and organics substract and mineral effects on
Pasteuria penetrans endospore adhesion to second stage juveniles (J2) of
Meloidogyne javanica. In: Factors involved on adhesion and infectivity of
Pasteuria penetrans on Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 2000. p.91-109 .
(Dissertation — Master Program in Phytopathology)”

Adsorption of Pasteuria penetrans endospores to cow manure, ground
leaves of Crotalaria, clay soil or sand were tested in glass tubes with sodium
fosfate buffer 0.05 M, pH 7.0, mixed with those substrats and air flushed during
72 hours. After that, Meloidogyne javanica J2 were placed into the glass tubes.
Twelve hours later the number of endospores attached per J2 were evaluated. All
substrates tested reduced endospores attachment to J2, compared to control, but
endospore adhesion reduction was greater in clay soil than in sand or cow
manure. In another essay, all substrates reduced endospore adhesion compared
to control but clay soil and ground crotalaria greatly reduced adhesion compared
to cow manure, demonstrating that Pasteuria penetrans endospores can be
adsorbed to soil or organic materials.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor) and
Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

As espécies de Pasteuria tém sido encontradas em nematéides, com
excegdo apenas de uma espécie que foi encontrada parasitando a pulga aquatica
Daphnia magna Strauss. A Pasteuria penetrans é o agente de controle biolégico
de fitonematdides com a maior chance de sucesso até o momento. Entretanto,
nao se conhece ainda todo o seu potencial, devido as dificuldades existentes,
como o desconhecimento de técnicas para o cultivo in vitro, especificidade de
hospedeiros € 0 seu comportamento fisico-quimico no solo.

Sitios de ligag3es eletroquimicas compativeis ocorrem em sua superficie
de carga negativa possibilitando adesdio a outras superficies carregadas como as
dos minerais ou da fase orgdnica do solo, através de pontes ou ions disponiveis.
Poucos estudos tém sido feitos em relagdio & influéncia da textura dos solos na
populacdo de Pasteuria spp. A disponibilidade méixima de endésporos de
Pasteuria penetrans dependera do equilibrio entre textura e estrutura étimas do
solo (Mateille, Duponnois e Diop, 1995). As populagdes de Meloidogyne spp.
infectadas com Pasteuria penetrans tém sido mais abundantes em solos
arenosos do que em solos argilosos (Mateille, Duponnois e Diop, 1995). Stirling,
Sharma e Perry (1990) verificaram baixas adesSes dos endésporos aos
nematdides em areia, na qual se movimentavam em suspensdes de enddsporos
contendo 10° ou 5 x 10° endosporos/grama de areia, e sugeriram que o nivel
critico para a ades3o dos endésporos deveria ser de 10° enddsporos/grama de
solo. Resultados semelhantes, indicando o nivel critico de 10° endésporos/grama
de solo, foram obtidos em solo arenoso com 87,9% de areia, 5,1% de argila, 5%
de silte e 2% de matéria orgdnica, nas concentragdes de 3 x 10° e 10°
enddsporos/grama de solo (Adiko e Gowen, 1999). Melki et al. (1998)

verificaram que ao adicionar as concentragdes de 0,5; 1; 2; e 4 x 10* endésporos/
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grama de solo proporcionaram, ao final do primeiro ciclo da cultura de meldo,
uma adesio média menor do que 1 enddsporo por juvenil, em bioteste com o
solo. Estudando na Florida cinco concentragdes de enddsporos aplicadas,
durante dois anos, em solo arenoso com a seguinte composi¢io: 94% de areia,
1% de silte, 5% de argila e 0,1% de matéria organica, verificou-se que para uma
concentragio inicial de 10* endésporos/ grama de solo, € mesmo apds trés ciclos,
os juvenis de Meloidogyne arenaria apresentaram baixa adesio de enddsporos,
com média de 2,2 endésporos/juvenil (Chen et al, 1996). Portanto, ainda
existem controvérsias com relagdo ao parasitismo de Pasteuria penetrans em
Meloidogyne. Desta forma, objetivou-se, neste trabalho, avaliar o
comportamento de endésporos de Pasteuria penetrans pré misturados a
substratos como esterco, folhas moidas de crotaléria, solo argiloso ou areia, na
adesdo & cuticula de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica,

sem a movimentagio dos nematdides.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Experimento 1: efeito de substratos na adesdo de endésporos de
Pasteuria penetrans a juvenis de segundo estadio (J2)
de Meloidogyne javanica

4.1.1 Obtencio dos juvenis

Raizes de tomateiros cultivados em casa de vegetagdo e infestadas com
Meloidogyne javanica foram lavadas cuidadosamente e cortadas em pedagos de
1-2 cm. A seguir foram trituradas em liquidificador por 45 segundos em solugéo
de hipoclorito de sédio a 0,5 % e vertidas em peneiras de abertura das malhas de
0,075 mm sobre peneira 0,037 mm. O material retido na peneira de 0,037 mm
foi colectado em um béquer de 500 mL, com o auxilio de uma pisseta (Hussey ¢
Barker, 1973), e os ovos foram colocados em cdmara de eclosé@o para a obtengdo

de juvenis do segundo estadio (J;), 8 temperatura ambiente.

4.1.2 Obtencio dos enddésporos

Os enddsporos de Pasteuria penetrans foram obtidos de fémeas de
Meloidogyne javanica infectadas, retiradas das raizes de tomateiros, grupo Santa
Cruz, cv. Kada, cultivados em casa de vegetagdo. Empregou-se o isolado PP1,
originario do campus da Universidade Federal de Lavras. As raizes foram
lavadas em agua corrente, ¢ em seguida cortadas em pedagos de 1-2 cm. A
seguir, as raizes foram trituradas em liquidificador por quarenta segundos e
vertidas em peneira de abertura das malhas de 0,84 mm sobre peneira de 0,18

mm, colectando-se o material retido na peneira de 0,18 mm num béquer de 500
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mL. As fémeas de Meloidogyne javanica, contidas nesse material, foram
retiradas com o auxilio de um estilete de ponta recurvada e colocadas em um
tubo de ensaio contendo solugdo-tampéo de fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,0. No
passo seguinte, as fémeas foram esmagadas em triturador de tecidos, e depois
vertidas em peneira de 0,037 mm, para retirada de restos de fémeas e/ou ovos,
obtendo-se uma suspensio limpida de enddsporos, que foi quantificada através
do hemacitdmetro e ajustada para uma concentragio de 1,75 x 10°

enddésporos/mL, em um tubo contendo solucao-tampao fosfato de sodio, pH 7.0.
4.1.3 Montagem do ensaio

Os tratamentos consistiram de solo, esterco bovino, areia pura, além da
soluciio-tampio fosfato de sodio, pH 7,0, como testemunha, em cinco repetigoes.

No tratamento 1. utilizou-se solo peneirado em malha de abertura de
0.85 mm, cuja amostra foi retirada e enviada ao Departamento de Ciéncias do
Solo, da Universidade Federal de Lavras para analise. Nessa andlise constatou-
se: matéria orgnica igual a 4,1%, areia igual a 34%, silte igual a 35% ¢ argila
igual a 31%, considerado argiloso de acordo com o tridngulo textural do
departamento de agricultura dos Estados Unidos. No tratamento 2, utilizou-se
esterco bovino, curtido e seco ao ar e peneirado em malha de abertura de 0,85
mm. No tratamento 3, utilizou-se areia pura e peneirada em malha de 0,85 mm.
Na testemunha, utilizou-se apenas o tampdo fosfato de sodio, pH 7,0. Verificou-
se. em cada um dos tratamentos, a auséncia de endosporos de Pasteuria
penetrans através de bioteste em placas de Petri, com a adigdo de juvenis de
Meloidogyne javanica e posterior extragdo de nematoides pela técnica de
Jenkins (1964). Desta forma, montou-se o ensaio empregando-se 3 cm’ de solo.
esterco bovino ou areia pura, os quais foram colocados em um tubo de ensaio

com capacidade para 50 ml. Foram ainda adicionados 10 mL de solucido-tampao
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fosfato de sodio, pH igual 7,0, e 1 mL de suspensdo de enddésporos contendo
1,75 x 10° endésporos. Com um tubo fino de plastico, imerso em cada
suspensido, ¢ acoplado a uma bomba de aqudrio, deixou-se borbulhar ar por 72
horas, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram adicionados cerca de
500 juvenis de Meloidogyne javanica em cada uma das parcelas, num total de 20
parcelas, deixando-se borbulhar por 24 horas & temperatura ambiente. No passo
seguinte, o conteudo de cada tubo de ensaio dos tratamentos 1, 2 e 3 foi
centrifugado conforme a técnica de Jenkins (1964) e os juvenis extraidos foram
colocados em vidros de 50 mL, em agua destilada, para leitura em microscopio
de objetivas invertidas. Da testemunha, cada tubo foi vertido em peneira de
abertura das malhas de 0,037 mm para a lavagem dos juvenis, recolhendo-os
com dgua destilada em vidros de 50 mL. Cada parcela consistiu da média obtida

da contagem dos enddsporos aderidos em 20 juvenis escolhidos ao acaso.

4.2 Experimento 2: efeito de substratos e da concentragiio de endésporos de
Pasteuria penetrans na adesiio a juvenis de segundo
estidio (J2) de Meloidogyne javanica

4.2.1 Obtencdo dos juvenis e endésporos

Os juvenis de Meloidogyne javanica e endésporos de Pasteuria

penetrans foram obtidos conforme descrito em 6.1 € 6.2.
4.2.2 Montagem do ensaio
Os tratamentos consistiram do mesmo solo (Tratamento 1), do mesmo

esterco bovino (Tratamento 2) do experimento 1 e de folhas secas e moidas de

crotalaria (Tratamento 3) além de solug¢do-tamp3o fosfato de sédio, considerada
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N

testemunha, em 3 dosagens de enddsporos, a saber: 10%, 5 x 10° e 10°

b

endésporos/mL de suspensdo. Para a montagem do ensaio empregaram-se cerca
de 5 cm? de solo, esterco bovino ou crotalaria moida, os quais foram colocados
em um tubo de ensaio com capacidade para 50 mL, e adicionados 10 mL de
solugio-tampdo fosfato de sodio, pH igual 7,0. Na testemunha, empregou-se
apenas o tampio fosfato de sédio, pH 7,0. Em cada tubo, adicionou-se 1 mL de
suspensdo de endésporos contendo as respectivas concentragdes de enddsporos,
segundo o tratamento e a repeti¢do, num total de 60 parcelas. Com um tubo fino
de plastico, imerso em cada suspensdo, ¢ acoplado a uma bomba de aquario,
deixou-se borbulhar ar por 72 horas, a temperatura ambiente. Apds esse periodo,
foram adicionados cerca de 500 juvenis de Meloidogyne javanica em cada uma
das parcelas, deixando-se borbulhar ar por 24 horas a temperatura ambiente. No
passo seguinte, o conteado de cada tubo dos tratamentos 1, 2 e 3 foi centrifugado
conforme a técnica de Jenkins (1964) e os juvenis extraidos foram colocados em
vidros de 50 mL, em dgua destilada, para leitura em microscopio de objetivas
invertidas. Da testemunha, cada tubo foi vertido em peneira de abertura das
malhas de 0,037 mm para a lavagem dos juvenis, recothendo-os com &gua
destilada em vidros de 50 mL. Cada parcela consistiu da média obtida da
contagem dos endésporos aderidos em 20 juvenis escolhidos ao acaso. Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade e ao teste de Hartley (Banzatto ¢
Kronka, 1995), no qual se verificou a homocedasticidade. Em seguida, foram
submetidos a analise de varidncia, analise de regressio polinomial, aos testes de
Tukey e desdobramentos ou médias da fonte de variagio substrato x
concentragio de enddsporos. Na andlise de varidincia, a concentragdo de
endésporos foi altamente significativa, e foi desdobrada na regressio polinomial

para os niveis linear e quadratico.

99



i:

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1: efeito de substratos na adesdo de enddésporos de
Pasteuria penetrans a juvenis de segundo estadio (Jz2)

de Meloidogyne javanica

Todos os substratos testados reduziram a adesio a cuticula dos juvenis
de segundo estddio (J2) em rela¢do a testemunha, devido, talvez, ao efeito de
cargas eletromagnéticas na superficie desses substratos, atraindo os enddsporos e
diminuindo a disponibilidade desses para a adesdo aos J2. Afolabi, Davies e
O’Shea (1995) demonstraram que os endosporos possuem cargas negativas na
sua superficie, e assim sdo capazes de aderir a corpos com superficies
carregadas. O borbulhamento conjunto dos enddsporos e dos J2 na presenga
desses substratos diminuiu as oportunidades de contacto entre eles, reduzindo a
adesdo dos endosporos aos juvenis. Na testemunha, a auséncia desses corpos na
suspensdo, ou na solugdo-tampao, aumentou as oportunidades de contacto entre
0s juvenis ¢ 0s endosporos.

Entre os substratos testados, a argila reduziu significativamente a adesao
dos endosporos aos juvenis, quando comparada aos demais e a testemunha
(Tabela 1), devido, talvez, a maior adsor¢dao dos enddsporos nos coloides da
argila. Souza e Campos (1998) encontraram mais adsor¢do de enddsporos em
solo argiloso do que no solo arenoso. Devido a sua carga negativa, as particulas
de argila também sdio capazes de atrair cdtions, formando pontes com Ca’" ou
Mg®" (Malavolta, 1980). Esses resultados estdo em concordincia com Mateille et
al. (1996), que verificaram uma menor percolagio de enddsporos em solo

argiloso, em compara¢do com o solo arenoso, ¢ com Spaull (1984), que
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verificou uma menor proporgio de juvenis de Meloidogyne sp. infestados com

endosporos de Pasteuria sp. em solos argilosos.

TABELA 1- Efeito do pré borbulhamento dos enddsporos em substratos
naturais, na adesdo de Pasteuria penetrans a cuticula de juvenis
do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

Tratamentos Nimero médio de endésporos/J,
Testemunha (Tampao) 11,55 a
Areia pura 550 b
Esterco curtido 491 b
Solo argiloso 2,63 ¢
Média Geral 6,15

Dados sao médias de 5 repetigdes € médias seguidas por letras
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

5.2 Experimento 2: efeito de substratos e da concentragiio de endosporos de
Pasteuria penetrans na adesiio a juvenis de segundo

estadio (J2) de Meloidogyne javanica

Todos os substratos submetidos ao pré borbulhamento de ar
conjunto dos enddsporos e juvenis reduziram a adesdo a cuticula dos J2, em
relagdo a testemunha, corroborando os resultados obtidos no ensaio anterior.
Entretanto, a crotaldria moida foi o substrato que mais contribuiu para a redugéo
da adesfio (Tabela 2), devido, talvez, ndo s6 & adsorgio dos enddsporos nas suas
particulas, mas também ao efeito de substincias quimicas liberadas pela sua

trituragdo, afetando as proteinas e/ou carboidratos nas superficies do endosporo
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e dos juvenis, diminuindo a adesdo. A matéria orginica também ¢ capaz de
adsorver citions em fun¢do dos grupos carboxilicos, fendlicos, alcodlicos e
metoxilicos (Malavolta, 1980). Também ¢é capaz de liberar numerosas
substdncias quimicas, cuja composicdo e concentragio variam ao longo do
tempo (Stirling, 1991).

TABELA 2- Efeito do pré borbulhamento dos endésporos em substratos
naturais, na adesdo de Pasteuria penetrans a cuticula de juvenis
do segundo estadio J2 de Meloidogyne javanica.

Tratamentos Numero médio de endésporos/J;
Testemunha (Tampéo) 3,09 a
Esterco curtido 0,62 b
Solo argiloso 0,54 be
Crotalaria moida 025 ¢
Média Geral 1,12

Dados sdo médias de 5 repeticSes ¢ médias seguidas por letras
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

O aumento da concentragdo de endésporos na suspensdo aumentou a sua
densidade por J2 (Figura 1). Adiko e Gowen (1999) também encontraram maior
nimero de endésporos/juvenil quando na maior concentragdo de endésporos
(10° endésporos/grama de solo). Entretanto, a densidade de endésporos e o
substrato em que eles estejam dispersos afetam o nimero de endésporos/juvenil
(Tabela 3). Quando ndo se utilizou nenhum substrato na suspensio de

endésporos e de J2 (Tampao-testemunha), a relagdo densidade de enddsporos na
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solugdo e aquela nos juvenis foi direta e distinta entre eles (Tabela 3), pois ndo
houve nenhuma obstruciio a adesio. Além disso, o nimero de endosporos/J2 em
cada uma das concentragdes testadas no tratamento testemunha foi muito mais
elevado do que aquele na presenca de substratos chegando a ser até 12 vezes

maior (Tabela 3).
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FIGURA 1- Efeito da concentragio de enddsporos de Pasteuria penetrans na
adesio a cuticula de juvenis do segundo estidio (J2) de
Meloidogyne javanica

Na presenga do substrato, as duas densidades menores de endodsporos nido
diferiram entre si com relagio ao nimero de enddsporos/J2, porém, no solo
argiloso, a adesdio de endosporos em J2 foi maior (P < 0,05) na concentragdo

mais alta de endésporos do que nas demais, demonstrando que a redugdo da
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eficicia da adesdo por juvenil, devido a adsorgdo eletroquimica as particulas de
argila, pode ser superada com o aumento significante da densidade de
endosporos na suspensdo (Tabela 3). Souza e Campos (1998) verificaram que
em solo argiloso € necessrio um numero 10 vezes maior de endésporos do que
em areia para se obter o mesmo resultado na adesfio, em biotestes realizados em
placas de Petri. Se considerarmos as particulas do solo como esferas, cada poro
seria definido por trés esferas encostadas, cujos didmetros sido definidos pela
formula D = dV3/(2-V3), onde D ¢ igual ao didmetro do poro ¢ d ¢ igual ao
didmetro da particula que passard pelo poro. Considerando o endésporo de
Pasteuria sp., d ¢ igual 4 um, obtendo-se D igual 26 um. Como as particulas de
argila possuem tamanho abaixo desse valor, a porosidade em solos argilosos ¢
capaz de segurar também os enddsporos, além dos nematdides (Mateille et al.,
1996). Por outro lado, os endésporos podem permanecer nas particulas de argila,
formando pontes catiénicas com Ca®* ou Mg”, através de sua superficie de
carga negativa (Mateille et al., 1996).

Na presenga de crotalaria triturada, a densidade de enddsporos na
suspensdo ndo afetou aquela aderida ao juvenil, além de reduzir bastante o
nimero de endésporos/J2, comparado aquele na presenga de esterco curtido ou
solo argiloso. Nesse caso, além da adsor¢éio de enddsporos as particulas de
crotaldria, substancias liberadas por essa planta na trituragio devem ter afetado
também a eficicia da adesdo de endésporos aos juvenis (Tabela 3). Valores
baixos na adesio foram obtidos quando foram usadas suspensdes de enddsporos,
em mistura com raizes moidas, em comparagdo com suspensdes puras de
endosporos, diluidas em dgua de torneira (Ratnasoma e Gowen, 1996). Nesse
ensaio, para se obter a adesdo de 1 endésporo/juvenil foram necessarios no
minimo de 10° endésporos/ml de suspensio de J2 na presenca de solo argiloso ou
esterco curtido (Tabela 3). Nessa mesma concentragio de enddsporos em

mistura com crotalaria moida, nfio se conseguiu nem mesmo 1

104



endésporof/juvenil. Considerando que apenas 20% dos enddsporos sdo capazes
de germinar na superficie do nematdide, ou que a taxa de infectividade nas
fémeas desenvolvidas a partir de J2 com 1 endésporo € de 20% (Rao et al,,
1997), a densidade de endésporos encontrada nos J2, juntamente com a crotalria
moida, ndo proporcionara equilibrio entre a populacdo de Pasteuria penetrans €

Meloidogyne spp.

TABELA 3- Efeito da concentragio de endésporos de Pasteuria penetrans no
nimero de endé6sporos/juvenil do segundo estidio (J2) de
Meloidogyne javanica, na presenga de diferentes substratos.

Substrato Concentracio Endésporos/J;
10° 0,16a
Crotalaria moida 5x10* 0,142
10° 0.44 a
10° 0,38a
Esterco curtido 5x10* 0,52 ab
10° 0,96 b
10° 0,30 a
Solo argiloso 5x10° 0,31a
10° 1,02 b
10* 1,30 2
Tampio (testemunha) 5x10* 242 b
10° 554 ¢

Dados sao médias de 5 repeticdes e médias seguidas por letras
distintas, para cada substrato, diferem entre si pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade.
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Esses resultados estio em concorddncia com aqueles obtidos por
Stirling, Sharma e Perry (1990), que sugeriram o nivel critico de 10°
enddsporos/grama de solo e Melki et al. (1998), que obtiveram uma adesdo
média menor do que 1 enddsporo/juvenil em solo arenoso, na concentragio de 4
x 10* endésporos/grama de solo.

A movimentagio do nematdide e o pH afetam a dindmica da Pasteuria
sp. € Meloidogyne spp. A textura do solo afetando a movimentagdo do
nematoide, certamente, afetard, na mesma proporgdo, a infectividade por
Pasteuria penetrans. Os diferentes niveis de pH afetardo a adesdo do endésporo
nos juvenis do segundo estidio de Meloidogyne spp., causando variabilidade na
infectividade das populagdes de- Pasteuria penetrans em solos com diferentes
pH. Por outro lado, no ensaios realizados com borbulhamento de ar e controle do
pH, os enddsporos e os nematdides foram jogados constante ¢ aleatoriamente no
movimento do ar e da dgua, anulando-se o movimento espontineo dos
nematdides.

A relagdo entre a densidade de enddsporos dispersa no solo e aquela no
juvenil em condig¢des de campo sera afetada por vérios outros fatores, além dos
acima citados, como a desuniformidade na distribuicio dos enddsporos e a

movimentacio dos juvenis afetada pela temperatura do solo.
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7 CONCLUSOES

1 Os substratos orginico e mineral e o solo argiloso, in vifro e sob pré
borbulhamento de ar em tubos de vidro contendo as suspensdes de Pasteuria

penetrans e J2 de Meloidogyne javanica, foram capazes de reduzir a adesdo
dos endésporos aos nematoides.

2 O solo argiloso e a crotalaria moida proporcionaram maior redugdo na adeséo

dos endésporos aos J2 de Meloidogyne javanica do que a areia e/ou esterco
bovino curtido.
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CAPITULO 7

Flutuag¢fio populacional de Meloidogyne exigua em irea naturalmente

infestada por Pasteuria penetrans
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1 RESUMO

MAXIMINIANO, C. Flutuacio populacional de Meloidogyne exigua em
cafezal naturalmente infestado por Pasteuria penetrans. In: Fatores
envolvidos na adesdo e infectividade de Pasteuria penetrans em
Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 2000. p.110-126. (Dissertagdo -
Mestrado em Fitopatologia)’

Estudou-se a flutuagdo populacional de Meloidogyne exigua associada a
Pasteuria penetrans em uma area de cafeeiros com idade superior a 10 anos e
naturalmente infestada por Meloidogyne exigua e Pasteuria penetrans.
Escolheram-se 15 cafeeiros infestados e de cada um foram coletados 500 g de
solo, mensalmente entre os dias 20 e 25 de cada mes De cada amostra
extrairam-se os nematéides em 5 subamostras de 100 cm’ através da técnica de
Jenkins (1964). Os juvenis de Meloidogyne exigua foram examinados sob o
microscopio de objetivas invertidas, e foram determinados o namero de
endésporos/J2 e o nimero de J2 ndo parasitados. A porcentagem de infestagdo
em J2 pela Pasteuria penetrans variou em média de 21% a 65% e o nimero
médio de endésporos/ J2 variou de 2,1 a 9,2, com aumentos na primavera. A
densidade média de J2 de Meloidogyne exigua no solo variou de 15 a 104 por
100 cm® de solo, ocorrendo aumento nos meses de margo e abril. Observou-se
correlagio significativa (r = 0,58; P = 0,0489) entre o nimero médio de
enddsporos/ J2 e a porcentagem de infestagdo dos J2 , e entre a temperatura
média do ar e o nimero médio de enddsporos/ J2 (r = 0,55; P = 0,0626), durante
o periodo em estudo.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador) e Ricardo
Magela de Souza — UFLA.
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2 ABSTRACT

MAXIMINIANO, C. Population fluctuation of Meloidogyne exigua in coffee
plantation naturally infested by Pasteuria penetrans. In: Factors
involved on adhesion and infectivity of Pasteuria penetrans on
Meloidogyne spp. Lavras: UFLA, 2000. p.110-126. (Dissertation ~ Master
Program in Phytopathology)’

Populational fluctuation of Meloidogyne exigua associated to Pasteuria
penetrans was studied in a 10 years old coffee plantation area naturally infested
by both organisms. Fifteen infested coffee trees were selected for the
experiment. From them, 500 g of soil were collected monthly. This sample was
splited into 5 of 100 cm’ of soil and from them were extracted nematodes by
Jenkins (1964) technique. The extracted second stage juveniles (J2) of
Meloidogyne exigua were observed in a microscopy with inverted objetivesand
counted the number of J2 parasitized or not by Pasteuria penetrans and the
number of endospores/ J2, as well. The percentage of infested J2 by Pasteuria
penetrans varied from 21% to 65%. The number of endospores/J2 varied from
2.1 to 9.2 increasing in the spring. MeIozdogyne exigua J2 populatlon densnty in
the soil varied from 15 to 104 per 100 cm’® with a population increase in March
and April. Significant correlations (r = 0.58; P = 0.0489) between number of
endospores/J2 and percentage of J2 infestation, air temperature and number of
endospores/J2 (r = 0.55; P= 0.0626) were observed.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor) and
Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Aproximadamente 15 espécies de Meloidogyne Goeldi tém sido
relatadas como parasitas ou associadas aos cafeeiros em todo o mundo (Campos,
Sivapalam e Gnanapragasam, 1990; Araya e Caswell-Chen, 1995; Campos,
1997). Dentre elas, Meloidogyne exigua Goedi, 1887, € a mais disseminada nos
cafezais do Brasil (Campos, Lima e Almeida, 1985), e se constitui num dos
principais patégenos do cafeeiro na maioria das dreas produtoras de café da
América Central e do Sul (Campos, Sivapalam e Gnanapragasam, 1990). O
estudo da flutuagdo populacional de Meloidogyne exigua foi realizado em
cafeeiros no sul de Minas Gerais, com o objetivo de conhecer as mudangas na
populacio em fungdo das estagGes climaticas (Huang, Souza e Campos, 1984).

A bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre e Starr , candidata ao
controle biolégico de fitonematdides, foi registrada pela primeira vez no Brasil,
em 1966, por Lordello em material coletado de tomateiros infestados com
Meloidogyne javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949. O primeiro registro de
Pasteuria penetrans parasitando Meloidogyne exigua foi feito na Colombia, por
Baeza-Aragén, em 1978, observando raizes infestadas de Coffea arabica, ¢ no
Brasil por Sharma e Lordello em 1992, observando plantagbes infestadas no
Estado de Sdo Paulo. O estudo da flutuagio populacional dessa bactéria,
associada a Meloidogyne spp., em areas naturalmente infestadas, tem sido
realizado em algumas culturas e regides do mundo (Verdejo-Lucas, 1992;
Ciancio, Mankau ¢ Mundo-Ocampo, 1992; Souza, Souza e Campos, 1996,
Atibalentja et al., 1998; Souza e Campos, 1999). No entanto, as observagdes até
aqui realizadas, sdo insuficientes para o entendimento dos fatores que

influenciam o mecanismo Pasteuria-Meloidogyne-Planta ao longo do tempo.
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Esse trabalho teve como objetivo estudar a flutuaciio populacional de Pasteuria

penetrans associada a Meloidogyne exigua em uma édrea naturaimente infestada.
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4 MATERIAL E METODOS

Utilizou-se no ensaio, uma drea de cafeeiros com idade superior a 10
anos e naturalmente infestada por Meloidogyne exigua e Pasteuria penefrans, no
periodo de abril de 1998 a margo de 1999, no municipio de Sdo Jodo Del Rey,
Minas Gerais. Para certificar-se dessa infestagdo natural, 20 amostras de raizes
de cafeeiro foram coletadas nessa drea, € no laboratorio foram processadas e
extraidas as fémeas. Em uma limina de vidro, essas fémeas foram esmagadas e
verificou-se o parasitismo através da extrusdo dos endosporos. A seguir, foram
realizados os cortes perineais e as observagdes em liminas de vidro para a
identificacdio da espécie segundo Taylor e Sasser (1978). Escolheram-se 15
cafeeiros infestados, e cada um constituiu uma parcela. Retirou-se também uma
amostra composta de solo para anélise da textura de solo, pH em agua e teor de
matéria orgdnica, a qual foi enviada ao Departamento de Ciéncia do Solo da
Universidade Federal de Lavras, MG. Mensalmente, € entre os dias 20 e 25 de
cada més, foram coletadas 15 amostras de 500g de solo na rizosfera dos
cafeeiros. De cada amostra de 500g de solo extrairam-se os nematdides em 5
subamostras de 100 cm®, até 3 dias apds a coleta, pela técnica de centrifugagdo e
flotagdo em solugio de sacarose (Jenkins, 1964). Em cada amostra, os juvenis de
Meloidogyne exigua foram examinados mensalmente sob o microscopio de
objetivas invertidas, determinado-s¢ o nimero de enddsporos de Pasteuria
penetrans aderidos a cada juvenil de segundo estddio por amostra de 100 cm’ de
solo. Com isso, determinou-s¢ o nimero de juvenis do segundo estidio
infestados ou nio com endosporos de Pasteuria penetrans, obtendo-se também o
niimero total de juvenis por amostra. Os dados de temperatura média diaria do ar
e de precipitagio foram obtidos na estagdo climatolégica do municipio, para o

periodo em estudo. Utilizou-se o programa estatistico SAS System para o
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calculo das correlagGes. A densidade média mensal da populagdo de juvenis de
segundo estddio no solo, nimero de endésporos por juvenil e porcentagem de
infestagdo de enddsporos em juvenis foram correlacionados entre si e cada um
desses com a temperatura média mensal e com a precipitagdo pluviométrica total
do més. As temperaturas médias varidveis com variagio de 1 a 30 dias,
antecedentes ao dia 20 e subsequentes ao dia 25 de cada més, também foram
correlacionadas com a densidade média populacional, niimero médio mensal de
endosporos e porcentagem de infestagdo dos juvenis pelos enddsporos. O
resultado da andlise de textura do solo mostrou o seguinte resultado: Argila =
34%; Areia = 41%; Silte = 25%, Matéria organica = 6,91% e pH em agua = 5,3,
sendo caracterizado como solo de textura argilosa, com acidez média, conforme
tridngulo para  textura do U.S.D.A., United States Departament of
Agriculture .
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A densidade populacional de juvenis do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne exigua foi mais elevada em abril, decrescendo até agosto-setembro
e se elevando moderadamente a partir de entio até margo (Figura 1 A), com
variago de 15 a 104 juvenis/100 cm’ de solo e média de 34 juvenis/100 cm’ de
solo. Nesse periodo houve uma seca prolongada, com grande déficit hidrico de
abril a setembro causando declinio rapido na populagdo de Meloidogyne exigua.
Huang, Souza e Campos (1984) verificaram que a populagio de juvenis
Meloidogyne exigua em cafeeiros localizados no Sul de Minas Gerais aumentou
no més de setembro, com o incremento da temperatura e precipitagdo
pluviométrica, permanecendo alta até o final do outono. Souza, Souza ¢ Campos
(1996), Dinardo-Miranda, Spironello e Martins (1997), Pan, Hu ¢ Lin (1999) ¢
Souza e Campos (1999) verificaram alta densidade populacional de
Meloidogyne spp. na primavera, a qual, em latitudes proximas ao trépico no
hemisfério sul, coincide com o aumento da temperatura e precipitacdo
pluviométrica.

A porcentagem de infestagdio de Pasteuria penetrans em Meloidogyne
exigua foi de 38,34% em abril aumentando moderadamente até outubro quando
chegou a 65,25%, e decresceu a partir de entdo até margo, com valores de
21,23% (Figura 1 B). Observa-se, portanto, que a infestacdo dos J2 pela
Pasteuria penetrans foi alta quando a densidade populacional de J2 era baixa
(Figura 3 A e B), devido, talvez, ao fato de que durante a primavera, a
quantidade de raizes novas emitidas pelos cafeeiros ¢ pequena, fazendo com que
os juvenis tenham que percorrer distincias maiores no solo, aumentando as
chances de encontro com os enddsporos da Pasteuria penetrans, ¢

consequentemente aumentando a porcentagem de infestagdo. No final do verdoe
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FIGURA 1- Flutuagio populacional anual de Meloidogyne exigua e Pasteuria penetrans
em cafezal no campo. A) Populagdo de J2 de M.exigua. B) Percentagem de
infestagdo de P. penetrans em J2 de M. exigua. C) Densidade de endésporos
de P. penetrans/}2 de Mexigua. D) Temperatura média e precipitagdo
pluviométrica durante 12 meses.
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outono ocorre O inverso, com muitas raizes novas e pouca distincia de
movimentagdo dos juvenis. Essa distincia esti diretamente correlacionada com a
porcentagem de infestagdo (Stirling, Sharma e Perry, 1990). Nesse ensaio, a
maior porcentagem de infestagdo foi de 65,25%, a qual é bem superior a todas
aquelas encontradas noutros experimentos realizados por Ciancio, Mankau ¢
Mundo-OCampo (1992), Verdejo-Lucas (1992) e Souza e Campos (1999), quais
sejam 29,5%, 18% e 50%, respectivamente.

O niimero de enddsporos/J2 foi baixo em abril-maio e aumentou a partir
de entio até dezembro, quando declinou até margo (Figura 1 C), aproximando-se
do comportamento da curva de infestagio (Figura I B), devido, talvez, a
coincidéncia com o periodo de maior movimentagio dos juvenis para alcangar
as raizes novas dos cafeeiros. Nesse periodo do ano, a temperatura média do ar e
a precipitagio pluviométrica tendem a aumentar (Figura 1 D). Em média, os
juvenis de Meloidogyne exigua tiveram 5,3 endésporos aderidos a cuticula, com
variagio de 2,1 a 9,2 (Figura 1 C). Com relagfio 2 temperatura, sabe-se que a
adesdo dos endésporos aumenta 4 medida que a temperatura do solo aumenta,
ocorrendo maxima adesdo na faixa de 20 a 30°'C (Stirling, 1981; Hatz e Dickson,
1992; Freitas, Mitchell e Dickson, 1997). Por outro lado, no inverno ocorreu
provavelmente o inverso, com a temperatura inadequada para a adesdo dos
enddsporos e também para a movimentagdo dos juvenis no solo. Sabe-se que a
motilidade dos juvenis de Meloidogyne spp. € menor em baixas temperaturas
(Thomason, Van Gundy e Kirkpatrick, 1964). Neste caso, as chances do
encontro entre o nematdide e os endosporos de Pasteuria penetrans sao menores
e consequentemente menor ¢ o nimero de enddsporos aderidos por juvenil.

Nio foram verificadas correlagdes significativas entre a densidade
populacional de juvenis de Meloidogyne exigua e precipitagdo pluviométrica (r
= 0,11; P = 0,7258), ou entre densidade populacional e temperatura do ar (r =

0,40; P = 0,1970), contrariando o esperado. E provavel que a Pasteuria
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penetrans esteja mantendo a populagio de Meloidogyne exigua em baixa
densidade durante a primavera até o inicio do outono.

Nédo se verificaram correlagfes entre porcentagem de infestagdo e
temperatura média do ar (r = 0,08, P = 0,8063), ou entre precipitagio
pluviométrica e porcentagem de infestagdo (r = -0,22; P = 0,4824) ou nimero
médio de enddsporos/juvenil (r = 0,22; P = 0,4854), contrariando os resultados
de outros autores, que verificaram o favorecimento da umidade na infestagdo dos
juvenis por Pasteuria penetrans (Souza e Campos, 1999), talvez explicado pela
ocorréncia de um ano atipico com seca prolongada. E provdvel também que
durante o periodo de outono-inverno, a baixa umidade do solo e a temperatura
em queda tenham influenciado a queda na densidade populacional de
Meloidogyne exigua.

Por outro lado, verificou-se uma correlagéo entre a temperatura média do
ar e o nimero médio de enddésporos/juvenil (r = 0,55; P = 0,0626), que deve ser
considerada significativa, como se verd adiante. Também ndo se verificou
correlagdo entre densidade de juvenis no solo e porcentagem de infestagdo (r = -
0,47; P = 0,1203). Talvez o periodo de um ano seja um prazo pequeno para se
verificar o aumento significativo de endésporos no solo. Esses resultados estdo
em concordincia com aqueles obtidos por Verdejo-Lucas (1992), que ndo
encontrou correlacdo entre densidade populacional e percentagem de infestagéo.
A porcentagem de infestagdo estd diretamente correlacionada com a
concentragdo de endésporos no solo (Stirling, Sharma e Kerry, 1990), e além
disso, Pasteuria penetrans necessita de muitos anos para alcangar concentragdes
de enddsporos no solo que possam ser realmente detectadas (Stirling, 1982).

Observou-se correlagdo significativa entre o nimero médio de
enddsporos/juvenil e a porcentagem de infestagdo (r = 0,58; P = 0,0489) (Figura
2). Ambos os fatores foram afetados pela temperatura do ar, diretamente sobre a

adesdo dos endésporos e indiretamente pela distincia de movimentagdo dos
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juvenis de Meloidogyne exigua. Neste caso, a correlagdo positiva entre esses
dois fatores é consistente, embora niio tenha existido correlagio significativa
entre temperatura média do ar e porcentagem de infestagdo dos juvenis pela
Pasteuria penetrans. Ciancio, Mankau e Mundo-OCampo (1992) e Atibalentja
et al. (1998) também verificaram correlagdes significativas entre o nimero
médio de endosporos por nematdide ou juvenil e a porcentagem de infestagéo

dos nematdides ou dos juvenis no solo, respectivamente.

—m— %lInfestacio !
r=0,58
- =@~ = Endésporo/J2;
; P =0,0489
. 70 .. - 10
1 i
| 60 - | 8
g s0- -
22 4l -6 8%
‘e w i | % g !
R E 30 L4 8 2
‘ = T A ES
< *i &
-2
i 10 - |
o] a—

ABR MAl JUN jJUL AGO SET OUT NOV DEZ JAN FEV MAR

FIGURA 2- Correlagdo entre nimero médio de enddsporos por juvenil do

segundo estadio (J2) e a percentagem de infestagéo desses juvenis,
durante o ano.

Correlagbes significativas  ocorreram entre o namero  de
endésporos/juvenil e as médias de temperaturas do ar obtidas com a variacdo do
nimero de dias, para 20 dias ou mais, subsequentes ao dia 20 de cada més do
ano (Figura 3). Neste caso, o coeficiente de correlagdo r = 0,55 e P = 0,0626

obtidos para a correlagio entre a temperatura média mensal e o nimero médio
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de enddsporos/juvenil € consistente, mostrando que um més ¢ um periodo longo

para se correlacionar dados de temperatura.

wmacefpe— Te i peraturs decrescente
——affeee Tem peraturs crescente

i | e e aP=00S

) Caef. de carrelagdo (r)

L 1.2 3 45 6 7 8 9 1010 321314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30,
i

Nimero de dias para obtencio das médias de temperatura

FIGURA 3- Coeficientes de correlagdes obtidos entre nimero de
endosporos/juvenil e as médias de temperatura do ar, obtidas
com a variagdo do nimero de dias, subsequentes ¢ antecedentes
ao dia 20 de cada més.
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CONCLUSOES

I A densidade média de J2 de Meloidogyne exigua no solo aumentou durante

o outono e permaneceu baixa durante o resto do ano.

2 Houve correlagio significativa entre o nimero médio de endésporo/J2 e a
porcentagem de infestagdo dos J2 (r = 0,38; P = 0,0489), e entre a
temperatura média do ar e o namero médio de endésporos/J2 (r = 0,55; P =

0,0626).
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adesdo de endésporos de Pasteuria penetrans.
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Fonte de variagio G.L. Quadrado médio Fe
Tratamento 4 227,0086 18,95 **
Residuo 20 11,9782

Total 24

CV% = 21,2224

TABELA 2A - Efeito do pré-tratamento de enddsporos e da concentragdo de
pectinase na adesdo de Pasteuria penetrans a cuticula de J2 de

Meloidogyne Javanica...........ceceuesesssserersasnsmscsisismsensusnemnesssens 59
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Resumo da andlise de varidncia para: efeito de enzimas na
adesao de endésporos de Pasteuria penetrans.

Experimento 2

Fonte de variagio G.L. Quadrado médio Fe

Tratamento 4 300,2573 20,85 **
Residuo 20 14,3999
Total 24
CV% =43,61

TABELA 3A - Efeito do pré-tratamento com pectinase € tratamento térmico de
endésporos na adesio de Pasteuria penetrans a cuticula de

juvenis de Meloidogyne javanica..................vveeeeeeureernireennnne 61

Resumo da andlise de varidncia para: efeito de enzimas na

adesdo de endésporos de Pasteuria penetrans.

Experimento 3
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Tratamento 4 85,79871 71,12 **
Residuo 20 1,20639
Total 24

CV% =8,1592

TABELA 1A - Efeito de filtrados bacterianos na adesio de enddsporos de

Pasteuria penetrans a cuticula de Meloidogyne javanica......... 74
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Resumo da andlise de varidncia para: efeito de filtrados
rizobacterianos na adesdo de endésporos de Pasteuria

penetrans.

Fonte de variaciio G.L. Quadrado médio Fc

Tratamento 4 84,87923 71,883 **
Residuo 20 1,18079
Total 24

CV% = 18,5497

TABELA 1A - Porcentagem de infectividade causada por Pasteuria penetrans
em fémeas de Meloidogyne javanica e de Meloidogyne
incognitaragas 1,2, 3 € 4. 86

Resumo da analise de varidncia para : influéncia das racas de

Meloidogyne incognita na infectividade de  Pasteuria

penetrans.

Fonte de variacdo G.L. Quadrado médio Fc
Tratamento 4 0,3504 24,00 **
Residuo 20 0,0146

Total 24
CV% =42,54

TABELA 1A - Efeito do pré-borbulhamento dos endosporos em substratos
naturais na adesio de Pasteuria penetrans a cuticula de

Meloidogyne javanica................uineveeneeeenenesssreresnnencseeneas 101
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Resumo da andlise de varidncia para: efeito da matéria
orginica e textura do solo na adesio de endésporos de

Pasteuria penetrans.

Experimento 1

Fontede variagio G.L. Quadrado médio Fe

Tratamento 3 72,46497 92,824 **
Residuo 16 0,78067
Total 19

CV% = 14,3761

TABELA 2A - Efeito do pré-borbulhamento dos endésporos em substratos
naturais na adesdo de Pasteuria penetrans a cuticula de

Meloidogyne javanica............ueeecuceieieeeereneerinsnsassersseninns 102

Resumo da andlise de varidncia para: efeito da matéria

orginica e textura do solo na adesio de endésporos de

Pasteuria penetrans
Experimento 2
Fonte de variagio G.L. Quadrado médio Fe
Substrato 3 26,06482 182,671 **
Concentracao 2 11,73329 82,231 *=*
Subs x Conc 6 4,61874 32,370 **
Residuo 48 0,14269
Total 59

CV% = 33,6018
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TABELA 3A - Efeito da concentragio de endosporos de Pasteuria penetrans no
namero de enddsporos por J, de Meloidogyne javanica, na

presenga de diferentes SubSIratOS......ce.vurcecuscensinnnssssnsrescasenes 105
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FIGURA 1B - Enddsporos de Pasteuria penetrans liberados de fémea de
Meloidogyne Sp.............ieciricirnniiiesencesests i ssenreneeeenns 07

FIGURA 1B - Nimero de enddsporos de Pasteuria penetrans aderidos por
juvenil de segundo estddio (J;) de Meloidogyne javanica
segundo o pH da suspensdo...........coccevneeeinencirinsininnnecnsicsenians 41

Resumo da analise de varidncia para Efeito do pH na adesdo de

endésporos de Pasteuria penetrans em juvenis de

Meloidogyne javanica.

Fonte de variagfio G.L. Quadrado médio Fe
pH 4 0,1469 56,90 **
Concentragido 1 0,0461 17,85 **
Tempo 1 0,0508 19,70 **
pH x Conc 4 0,0063 243 ns
pH x Tempo 4 0,0072 280*
Conc x Tempo | 0,0010 0,37 ns
pH x Conc x Tempo 4 0,0096 3,74 **
Residuo 80 0,0026

Total 99

CV% =2,1360

Anilise de varidncia para estudo da regressdo em efeito do pH
na adesdo de enddsporos de Pasteuria penetrans em J2 de

Meloidogyne javanica.
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Fonte de variagio G.L. Quadrado médio Fc

Regressio quadratica 1 0,7200 276,25 **
Desvios de regressdo 2
Residuo 80 0,0026

Total 99

FIGURA 1B - Efeito da concentragio de endosporos de Pasteuria penefrans na

adeso a cuticula de J2 de Meloidogyne javanica................... 103

FIGURA 1B - Flutuagiio populacional anual de M. exigua e P. penetrans em

cafezal no campo. A) Populagio de (J2) de Mexigua. B)
Porcentagem de infestagdo de P. penetrans nos (J2) de M.
exigua. C) Densidade de enddsporos de P. penetrans nos (J2) de
M. exigua. D) Temperatura média e precipitagdo pluviométrica

QUIANTE 12 IMESES...eccoreeeccuiererernemsrsssssesssosasesssssnrnessnasasssssassssens 118

Resumos das analises de varidncia e de regressdo polinomial
para populagdo de J2 de M. exigua no solo, porcentagem de

infestagiio em J2 e nlimero de endésporos de P. penetrans/ J2.

Anilise de varidncia para estudo da populagio de J2 de

Meloidogyne exigua no solo.

Fonte de varia¢io G.L. Quadrado médio Fc

Meses 11 4882,36 7,43 **
Residuo 72 657,44
Total 83
CV% = 17537
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Andlise de varidncia para estudo da regressdo em populagdo de

J2 de Meloidogyne exigua no solo.

Fonte de variacio G.L. Quadrado médio Fe

Regressio linear 1 213,36 0,32 ns
Regressao quadratica 1 31434,35 47,81 **
Regressao ciibica 1 4439,46 6,75 **
Desvios de regresséao 8
Residuo 72 657,44

Total 83

Anilise de varidncia para estudo da porcentagem de infestagdo

de P. penetrans em J2 de Meloidogyne exigua no solo.

Fonte de variagiio G.L. Quadrado médio Fc

Meses 11 1410,09 4,99 **
Residuo 72 282,28

Total 83
CV% =37,51

Andlise de varidncia para estudo da regressdao em porcentagem

de infestagdo de P. penetrans em J2 de M. exigua no solo.

Fonte de variaciio G.L. Quadrado médio Fe

Regressao linear 1 417,07 1,48 ns
Regressdo quadratica 1 7639,72 27,06 **
Regressio cibica 1 1702,78 6,03 **
Desvios de regressao 8
Residuo 72 282,28

Total 83
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Andlise de varidncia para estudo do namero de endésporos de P.

penetrans/J2 de Meloidogyne exigua no solo.

Fonte de variacdo G.L. Quadrado médio Fc

Meses 1 40,48 7,40 **
Residuo 72 5,47
Total 83
CV% =44,13

Anilise de varidncia para estudo da regressio em nimero de

enddsporos de P. penetrans/J2 de Meloidogyne exigua no solo.

Fonte de variaciio G.L. Quadrado médio Fc

Regressao linear 1 61,86 11,32 **
Regressio quadratica 1 120,97 22,13 **
Regressdo cubica 1 123,92 22,67 **
Desvios de regressao 8
Residuo 72 5,47

Total 83

FIGURA 2B - Correlagio entre nimero médio de enddsporos por juvenil e a

porcentagem de infestagdo dos juvenis durante o ano............. 121
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Coeficientes de correlagdo de Pearson/Probabilidade obtidos

entre os dados referentes ao estudo da flutuagio populacional de

Pasteuria penetrans associada a Meloidogyne exigua, analisado

pelo SAS System.

% infest. | End./J2 | D.Pop. | T. média | Precip.
% infest. | 1,0000 | 0,5783 * | -0,4731 | -0,0793 | -0,2248
0,0 0,0489 | 0,1203 | 0,8065 | 0,4824
End./J2 10,5783 * | 1,0000 | -0,2345 | 0,5523 | 0,2233
0,0489 0,0 0,4632 | 0,0626 | 0,4854
D. Pop. | -0,4731 | -0,2345 | 1,0000 | 0,4005 | 0,1133
0,1203 | 0,4632 0,0 0,1970 | 0,7258
T. média | -0,0793 | 0,5523 | 0,4005 | 1,0000 | 0,6987*
0,8065 | 0,0626 | 0,1970 0,0 0,0115
Precip. | -0,2248 | 0,2233 | 0,1133 | 0,6987 * | 1,0000

0,4824 | 0,4854 | 0,7258 | 0,0115 0,0
obtidos entre nimero de

FIGURA 3B-Coeficientes de correlagdes

endésporos/juvenil e diferentes temperaturas médias do ar,

obtidas com a variagdo do nimero de dias, subsequentes e

antecedentes ao dia 20 de cada més
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