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RESUMO

SOUZA, Jorge Teodoro de. Epidemiologia, infectividade e parasitismo de Pasteuria
spp. em fitonematoides. Lavras: UFLA, 1997. 123p. (Dissertagao - Mestrado em
Fitopatologia). *

Estudaram-se, em amostragens mensais, durante o periodo de um ano, as
flutuagoes populacionais de Meloidogyne javanica, M. incognita, Pratylenchus brachyurus,
Aphelenchus sp., Meloidogyne sp. e Tylenchulus semipenetrans associados com Pasteuria
spp. em trés dreas naturalmente infestadas. Os resultados obtidos indicaram que
Pasteuria spp. e os nematéides hospedeiros nao estavam em equilibrio nas areas
estudadas. Observou-se uma grande diversidade morfométrica nos endésporos de
Pasteuria spp. associados a diferentes nematéides hospedeiros. O estudo da gama de
hospedeiros do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. foi realizado através do método da
centrifugagao e posterior inoculagao dos nematéides em tomateiro para a avaliacao do
parasitismo. Das 12 espécies de nematéides testadas, apenas M. javanica e M. incognita
puderam ser considerados hospedeiros deste isolado da bactéria. A mobilidade dos
juvenis do segundo estadio (J2) de M. incognita e M. javanica, avaliada através do
método de Moje, nao foi afetada pela centrifugacao ou pela presenga de endésporos
aderidos a cuticula. A morte dos J. de M. javanica e M. incognita pelo calor diminuiu
drasticamente o niimero de endésporos de Pasteuria sp. aderidos a cuticula. Através do
uso do método da digestao enzimatica, obteve-se uma maior quantidade de
end6sporos/g de raiz de tomateiro. Para a quantificagdo de endésporos em solos

infestados, confeccionaram-se curvas-padrao em solo argiloso e areia. Os

* Orientador: Vicente Paulo Campos. Membros da Banca: Ricardo Magela de Souza e
Leandro Grassi de Freitas.
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enddsporos mostraram-se mais disponiveis para a adesao em J» de Meloidogyne em areia
que em solo argiloso. Em diversas amostras de solo, a concentracao de endésporos,
estimada através da interpretagao de resultados de biotestes na curva-padrao, revelou-
se insuficiente para a supressao de populagdes de Meloidogyne. A eficiéncia do isolado
P1-UFLA de Pasteuria sp. no controle de M. javanica foi avaliada em condicoes de
laboratério. O maior nivel de inéculo em J, (23 endésporos/Jz) causou uma reducao de
69 % nas fémeas nas raizes e 99,09 % na produgao de ovos/sistema radicular, ocorrendo

uma percentagem média de parasitismo da ordem de 93,15.



1 INTRODUCAO GERAL

Os fitonematoides tém causado sérios danos a agricultura, principalmente nos
paises de clima tropical e subtropical. Segundo Sasser e Freckman (1989), citados por
Tihohod (1993) se consideradas todas as culturas, as perdas mundiais provocadas por
estes fitoparasitas, chegam a U$ 100 bilhdes anualmente. No Brasil, as perdas
quantitativas causadas por fitonematéides situam-se em torno de 14% da producao
(Lordello, 1984).

O controle de fitonematéides tem sido feito tradicionalmente através de
nematicidas quimicos ou do plantio de variedades resistentes ou tolerantes. Esses
métodos, na maioria das vezes nao estao prontamente disponiveis para o agricultor ou
sao inviaveis. O controle quimico, além dos altos custos, pode deixar residuos téxicos
no meio ambiente e a obtencao de variedades resistentes ou tolerantes requer um
periodo de tempo consideravel (Novaretti, 1991). Dessa forma, métodos alternativos,
dentre eles o controle biolégico, passaram a receber maior atencao dos pesquisadores.

Os fitonematoides possuem muitos inimigos naturais, como virus, riquétsias,
fungos, nematoéides nematofagos, tardigrados, acaros, turbelarias, insetos e bactérias,
exercendo tais organismos, na natureza, algum controle sobre a populacao desses
patogenos (Campos, 1989). Entretanto, dentre esses inimigos naturais, apenas algumas
espécies de fungos e de bactérias apresentam  potencial para serem usados
racionalmente como agentes de controle biolégico.

As bactérias do “grupo Pasteuria penetrans” (Thorne, 1940) Sayre e Starr (1985)

tém sido apontadas como os agentes de maior potencial para o controle biolégico de



varios géneros de fitonematéides em condigoes de campo (Mankau, 1980; Stirling, 1981;
Ciancio, Mankau e Mundo-Ocampo, 1992). Este potencial é atribuido a sua habilidade
em controlar fitonematéides em diversas culturas (Jatala, 1986), resisténcia dos
enddsporos a dessecagao e temperaturas extremas (Dutky e Sayre, 1978; Oostendorp,
Dickson e Mitchell, 1990), compatibilidade com véarios pesticidas (Dube e Smart Jr.,
1987; Daudi e Gowen, 1992; Tzortzakakis e Gowen, 1994) e com outros organismos,
como os fungos nematofagos (Mousa, 1991; Dube, 1994).

No Brasil, os estudos sobre as bactérias do “grupo Pasteuria penetrans” sao ainda
muito insipientes. Com a realizacao deste trabalho objetivou-se estudar aspectos ligados
a flutuagao populacional de fitonematéides naturalmente associados com Pasteuria spp.,
a adesao de endésporos do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. em diversos
fitonematoides, a quantificagao de endésporos em raizes e no solo e o efeito do isolado

P1-UFLA sobre M. javanica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico e Taxonomia

O primeiro relato acerca das bactérias atualmente conhecidas como Pasteuria spp-
foi feito por Cobb (1906) citado por Sayre e Starr (1985). Cobb encontrou endésporos
deste organismo infectando o nematéide Dorylaimus bulbiferous Cobb e imaginou tratar-
se de um protozoario. Micoletzky (1925) citado por Mankau (1975b) descreveu duas
espécies de protozodrios parasitos de nematéides pertencentes ao género Duboscgia
Perez. Em 1940, Thorne, provavelmente influenciado por Micoletzky (Mankau, 1975b),
descreveu com detalhes um parasito de Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filipjev e
Stekhoven, como Duboscqgia penetrans Thorne. Outros investigadores (Williams, 1960;
Canning, 1973), auxiliados por microscopios mais modernos, examinaram
detalhadamente o parasito e questionaram sua posiao taxonémica, entretanto, apenas
com o uso da microscopia eletronica foi possivel o estabelecimento de sua natureza
procariética e afinidade bacteriana (Mankau, 1975a; 1975b; 1976; Mankau e Imbriani,
1975; Mankau, Imbriani e Bell, 1976), sendo o nome Bacillus penetrans (Thorne, 1940)
Mankau (1975) adotado para o parasito de Meloidogyne (Goeldi). Contudo, B. penetrans
nao foi incluido na lista de nomes de bactérias aprovadas, publicada em 1980, pois
apresentava caracteristicas distintas do género Bacillus Cohn, como a forma e tamanho
das células, mobilidade, formato e tamanho dos esporangios, habitat e requerimentos

nutricionais (Sayre e Starr, 1985). Desta forma, apés muitos estudos, Sayre e Starr



sugeriram sua inclusao no género Pasteuria Metchnikoff, 1988, com o nome Pasteuria
penetrans (ex Thorne, 1940) nom. rev., comb. n., sp. n.

O género Pasteuria consiste atualmente de quatro espécies de bactérias
(actinomicetes) parasitas obrigatorias, Gram-positivas, formadoras de endoésporos e
micélio septado: (1) P. ramosa Metchnikoff, 1888 (espécie tipo), parasita da hemolinfa de
pulgas aquaticas das espécies Daphnia pulex Leydig, D. magna Strauss e Moina rectirostris
Leydig (Metchnikoff, 1888; Sayre, Wergin e Davis, 1977); (2) P. penetrans (Thorne, 1940)
Sayre e Starr, 1985, parasita do nematdides das galhas, Meloidogyne incognita (Kofoid e
White) Chitwood e outras espécies do género (Sayre e Starr, 1985); (3) P. thornei Starr e
Sayre, 1988, parasita do nematoide das lesoes, Pratylenchus brachyurus e outras espécies
do geénero (Starr e Sayre, 1988) e (4) P. nishizawae Sayre et al, 1991, parasita de
nematoéides formadores de cisto, Heferodera elachista Oshima, H. glycines Ichinoe, H.
trifolii Goffard e de Globodera rostochiensis Wollenweber (Sayre et. al., 1991). A descricao
dessas espécies baseou-se em caracteristicas morfométricas e gama de hospedeiros.

Apesar da descricao de algumas espécies, a taxonomia de Pasteuria ainda
necessita de muitos estudos para ser completamente entendida. Atualmente sabe-se que
a bactéria nao é uma entidade uniforme, constituindo-se de diferentes tipos patolégicos,
morfométricos, biolégicos e provavelmente compreende multiplos taxons com limitada
gama de hospedeiros (Starr e Sayre, 1988). Atualmente, nenhum dado genético esta
disponivel para estabelecer se as espécies descritas diferem em sua biologia e fisiologia,
como diferem em morfometria e gama de hospedeiros, ou se algumas ou todas as
espécies de Pasteuria serao consideradas como patétipos de uma tnica espécie (Ciancio
et al., 1994).

Enquanto a taxonomia da bactéria permanecer indefinida, Sayre e Starr (1988) e
Sayre et al. (1991) recomendam que o nome Pasteuria penetrans (e sinonimias anteriores:
“Duboscgia penetrans, Bacillus penetrans”) encontradas na literatura sejam chamados de

Pasteuria spp. ou “membros do grupo Pasteuria penetrans”.
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2.2 Ciclo de Vida

Apesar das bactérias do “grupo Pasteuria penetrans” possuirem uma grande
diversidade biolégica, seu ciclo de vida em todos os nematéides hospedeiros parece ser
similar. Neste trabalho, sera tratado com mais detalhes sobre o ciclo de vida da bactéria
em nematéides das galhas, principalmente pela importancia agricola do hospedeiro e
pelo maior niimero de relatos encontrados em literatura.

O ciclo de Pasteuria sp. em Meloidogyne spp. (Figura 1) foi descrito por Mankau e
Imbriani (1975) e suas observagdes confirmadas por Sayre e Wergin (1977) e por

Imbriani e Mankau (1977). O ciclo da bactéria pode ser dividido em 5 fases:

1) Adesao de Endésporos na Cuticula

O endosporo maduro (Figura 2), encontrado no solo e em detritos de raiz,
constitui a fase de resisténcia e a fase infectiva de Pasteuria sp. Os outros estadios do
ciclo de vida do parasito sao encontrados apenas no interior do nematéide hospedeiro.
A adesao de endosporos na cuticula é a primeira fase do parasitismo, entretanto, esta
adesao pode nao estar correlacionada com a reproducao da bactéria no interior do
nematoide (Stirling, 1985; Davies, Kerry e Flynn, 1988).

Os nematdides hospedeiros, em suas fases suscetiveis, tornam-se infestados
quando se movimentam em solo contendo endésporos maduros da bactéria, que sao
altamente adesivos e fixam-se firmemente a cuticula do hospedeiro pelo seu lado
concavo (Mankau, 1975a). Cada nematoide hospedeiro pode conter de um a centenas de
endosporos aderidos a cuticula. A adesao de endésporos na cuticula afeta a mobilidade
dos J. de Meloidogyne, podendo impedir a penetracdao nas raizes. Juvenis com 7 a 50
enddsporos aderidos na cuticula tem sua mobilidade reduzida (Stirling, 1984; Brown e
Smart Jr., 1985; Davies et al., 1990). Os juvenis do segundo estadio (J2) de Tylenchulus
semipenetrans Cobb e de Meloidogyne spp. com endésporos aderidos na cuticula tendem

a se agrupar de forma caracteristica, fato nao ocorrido com juvenis e adultos de



DIA 0O

DIA 30+

FIGURA 1. Ciclo de vida de Pasteuria sp. e de Meloidogyne sp. (Adaptado de Sayre,
1980). UFLA, Lavras - MG, 1997.
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FIGURA 2. Esquema da ultraestrutura de endésporos maduros de Pasteuria sp.
(Adaptado de Giblin-Davis, McDaniel e Bilz, 1990). UFLA, Lavras - MG,
1997.

Pratylenchus scribneri (Mankau e Prasad, 1977; Fattah, Saleh e Aboud, 1989).

Os diferentes isolados de Pasteuria spp., quando considerados individualmente,
apresentam uma restrita gama de hospedeiros. Endésporos de diferentes isolados de
Pasteuria sp. mostraram diferencas no nivel de adesao em juvenis do segundo estadio
de uma mesma espécie de Meloidogyne e entre populacdes e espécies de Meloidogyne
(Stirling, 1985; Davies, Kerry e Flynn, 1988); além disso, endosporos obtidos da mesma
espécie hospedeira com origem geografica diversa, diferiram em suas caracteristicas
quimicas e fisicas (Bird et al., 1990). As intera¢des entre a cuticula do nematoéide
hospedeiro e os endésporos de Pasteuria spp. ainda nao foram elucidadas (Davies,
Robinson e Laird, 1992), mas através da utilizagio de anticorpos policlonais e
monoclonais, demonstraram-se a existéncia de diferengas qualitativas e quantitativas na
superficie dos enddsporos de diferentes isolados de Pasteuria spp. (Davies, Robinson e

Laird, 1992; Davies, Redden e Pearson, 1994) e na cuticula de nematéides formadores




de galhas (Davies e Danks, 1992), o que pode contribuir para a explicacao da
especificidade apresentada pela bactéria.

Endésporos aderiram-se em J, pré-parasitas e em J, parasitas, mas nao aderiram-
se em machos e fémeas, o que sugere uma mudanga nos sitios de reconhecimento entre
os enddsporos e a cuticula com as ecdises (Stirling, Bird e Cakurs, 1986). Esses autores
também demonstraram que a adesao de endésporos em J, vivos é maior do que nos
mortos.

Varios sao os fatores interferentes no processo de adesao. Stirling, Bird e Cakurs
(1986) reportaram que o processo de sonificacao aumentou significativamente a adesao,
devido ao rompimento da parede do esporangio, expondo as fibras parasporais e
permitindo um melhor contato com a cuticula do nematéide. Quando os esporos estao
no solo, a degradacao da parede do esporangio é provavelmente mediada por
microorganismos, nao sendo conhecida a relagao destes com os endésporos. Ratnasoma
e Gowen (1996) observaram que ocorreu menor adesao em pH 3 que em pHs maiores
(4-10), sendo que o maximo de adesdo ocorreu em pH 5. Em outro estudo, O'Brien
(1980) nao encontrou diferencas na taxa de adesao em pHs entre 4,5 e 8,5. A
temperatura influencia o nimero de endésporos aderidos por J» (Stirling, 1981).
Endésporos de Pasteuria sp. aderiram-se mais facilmente aos J, de Meloidogyne javanica
(Treub) Chitwood a temperatura de 22,5 a 30 °C que a 15 °C. Em J» de Meloidogyne
arenaria (Neal) Chitwood, ocorreu uma maior taxa de adesao a 30 °C (Hatz e Dickson,

1992).

2) Germinacao e Penetragao

A germinagao do enddsporo s6 ocorre aproximadamente oito dias apés a
penetragao do J. de Meloidogyne na raiz, quando o mesmo esta se alimentando na planta
hospedeira. A infecgao nao ocorre se o nematéide sofre uma ecdise antes da penetragao
na planta hospedeira (Mankau e Imbriani, 1975). O tubo germinativo emerge da parte

central do endésporo e atravessa a cuticula, a hipoderme e os tecidos somaticos,



alcancando o pseudoceloma do nematdide, onde inicia o crescimento vegetativo (Sayre,
1980).

Para que ocorra o parasitismo, no minimo um endésporo deve germinar, sendo
necessarios no minimo cinco endosporos aderidos na cuticula de cada J2, no caso de M.
javanica, uma vez que apenas 20-30% deles germinam (Sayre e Wergin, 1977; Stirling,
1984). Recentemente, Sturham et al. (1994) observaram que a maior parte dos
endosporos que se aderem a cuticula dos ], de H. goettingiana sao vazios, ou seja, nao
possuem protoplasto na parte central. Talvez este fato possa explicar porque grande
parte dos enddsporos aderidos a cuticula nao germinam. Existem também evidéncias
de que os tubos germinativos podem algumas vezes nao atravessar a cuticula

(Birchfield e Antonopoulos, 1976).

3) Estadio Vegetativo

No pseudoceloma, sao formadas micro-coldnias esféricas, com aparéncia de
crescimento fungico, que, em exame mais acurado, revelam caracteristicas bacterianas.
Essas micro-colonias sao constituidas de micélio septado com células de parede dupla.
As micro-colénias sofrem fragmentacao, formando as colénias filhas. Este processo
ocorre periodicamente durante o estadio vegetativo do parasito. Gradualmente sao
formadas colonias filhas, contendo poucas, porém grandes células vegetativas. Este
processo foi descrito com detalhes por Mankau (1975a), Mankau e Imbriani (1975),
Sayre (1980) e Sayre e Wergin (1977).

A bactéria nao impede a formacao das células gigantes (Bird, 1986), porém,
multiplica-se no pseudoceloma durante o desenvolvimento da fémea, impedindo ou

reduzindo sua capacidade reprodutiva.
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4) Esporulacao

Os estadios vegetativos sao convertidos em estadios reprodutivos assexuais. As
células terminais das micro-colonias, contendo duas ou quatro células formam
esporangios, os quais produzem um tnico endésporo. Cada fémea de Meloidogyne sp.,
ao final do ciclo, pode conter mais de 2 milhdes de endésporos no interior do corpo. As
fases da esporogénese foram ilustradas por Mankau (1975a); Mankau e Imbriani (1975);
Imbriani e Mankau (1977); Sayre e Starr (1985) e por Starr e Sayre (1988).

O ciclo de endésporo a endésporo é altamente dependente da temperatura do
solo (Stirling, 1981). A temperatura determina nao apenas a duragao do ciclo de vida
mas também o numero de endésporos produzidos por fémea parasitada. Geralmente,
todos os estadios do ciclo de vida sao favorecidos por temperaturas em torno de 25 °C.
Pasteuria spp. desenvolve-se mais rapidamente com o aumento da temperatura,
completando o ciclo de vida em 85-100 dias a 20 °C, 37 a 47 dias a 25 °C e 20-30 dias a
30 °C. A temperatura de 30 °C, o parasita prolifera extensivamente nas fémeas antes da
maturidade, a 20 °C algumas fémeas desenvolvem ovarios com poucos ovos, antes que
a infecgao possa suprimir todo o desenvolvimento (Stirling, 1981). Segundo Hatz e
Dickson (1992) a bactéria se desenvolve mais rapidamente dentro do hospedeiro a 30 e
35°C que a 25 °C ou menos e houve uma maior produgao de endésporos a 30 °C.

O regime de umidade afeta o nimero de fémeas do nematéide das galhas nas
raizes e a taxa de desenvolvimento de Pasteuria sp. no interior de fémeas de Meloidogyne
incognita (Davies, Laird e Kerry, 1991). Altos regimes de umidade reduzem o namero
de fémeas e a taxa de desenvolvimento de Pasteuria sp. Em condicdes que favoreceram
o desenvolvimento das fémeas (baixa umidade), ha uma maior percentagem de fémeas
parasitadas por Pasteuria sp. e uma maior taxa de desenvolvimento da bactéria no
interior do hospedeiro. Segundo esses autores, a alta umidade pode diminuir a taxa de

oxigénio, reduzindo o desenvolvimento do parasita e do hospedeiro.
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5) Fase no Solo

Apos a decomposicao da cuticula da fémea parasitada, os endésporos sao
liberados no solo e reiniciam o ciclo através da infestacao de outros J». Os endosporos
sao altamente resistentes a dessecagao e podem sobreviver por longos periodos no solo
(Prasad e Mankau, 1969). Quando fémeas parasitadas sao esmagadas em laboratoério, a
maioria dos endosporos sao cobertos pelo esporangio e pelo exésporo (Figura 2). Essas
membranas sao aparentemente removidas ou degradadas no solo por um processo nao
conhecido, expondo as fibras adesivas (Sayre, 1980). Em laboratério, o processo de
sonificacao, que rompe essas camadas, permite um acréscimo significativo na adesao.

A superficie dos endésporos possui uma rede de cargas negativas (Afolabi,
Davies e O’'Shea, 1995), tornando-os dependentes do pH, do eletrélito e da valéncia dos
cations. A cuticula dos nematéides possui também uma rede de cargas negativas
(Himmelhoch et al., 1977, citados por Afolabi, Davies e O’Shea, 1995), sugerindo que as
forcas eletrostaticas entre a cuticula e os endésporos podem se opor a adesao, sendo que
outras forcas de atragao tém grande importancia no processo de adesao. A distribuigao
dos enddsporos no solo pode ser afetada pela umidade, temperatura, textura, estrutura

e materia organica dos solos (Stirling, 1991).

2.3 Diversidade Morfolégica e Biolégica

Os fatores responsaveis pela diversidade morfométrica e biolégica observada na
associacao Pasteuria-nematoide hospedeiro nao sao conhecidos, entretanto, a bactéria,
devido ao cardter obrigatério de seu parasitismo, evoluiu juntamente com os
nematoides, e este fato parece ter contribuido para a selecao de formas especializadas
do parasito durante a co-evolugao desses organismos (Ciancio et al., 1994).

O tamanho e o formato dos endésporos de Pasteuria variam de hospedeiro para

hospedeiro. O diametro médio dos endosporos variou de 2,7 uym em um patétipo
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encontrado em Acrobeloides sp. até 8,0 um em um patétipo encontrado em Axonchium
valoulatum e o diametro médio da parte central ou profundidade do endoésporo de 0,9
em Acrobeloides sp. a 3,54 um em um patétipo encontrado em Hoplolaimus galeatus. Os
endosporos dos patétipos parasitas de T. semipenetrans, Coslenchus turkeyensis,
Pratylenchus neglectus e H. avenae apresentaram uma forma rombdide, enquanto o
patotipo parasita de Coslenchus costatus apresentou endésporos planos. Em espécies do
género Xiphinema, os endosporos sao convexos, em Discocriconemella mauritiense,
Scutellonema clathrycaudatum, Rotylenchus laurentinus, Longidorus attenuatus, Discolainus
major e Meloidogyne spp., os endésporos apresentaram o formato de xicara, e em H.
goettingiana, os endésporos apresentaram uma forma biconvexa ou lenticular a esferéide
(Sayre et al., 1988; Davies et al., 1990; Giblin-Davis, McDaniel e Bilz, 1990; Ciancio et al.,
1994; Sturham et al., 1994). O tamanho dos endésporos e do corpo do nematodide
hospedeiro nao estao correlacionados entre si (Sayre et. al., 1988).

Registrou-se a ocorréncia de isolados ou populagoes de Pasteuria spp. que
requerem diferentes fases do ciclo de vida do nematéide hospedeiro para o
desenvolvimento (Sayre et al., 1988; Fattah; Saleh e Aboud, 1989; Davies et al., 1990;
Giblin-Davis, McDaniel e Bilz, 1990; Sturham et al., 1994).

Em nematoides das galhas, o patotipo originalmente descrito, infesta apenas J: e
produz endésporos exclusivamente em fémeas adultas (Mankau, 1975a; Sayre, 1980;
Sayre et al., 1988). Entretanto, outros patétipos foram observados esporulando em
juvenis do segundo estadio de Meloidogyne sp. (Giblin-Davis, McDaniel e Bilz, 1990),
Meloidogyne incognita (Hatz e Dickson 1992) e Meloidogyne coffeicolla (Sturham, 1988).
Machos de M. arenaria (Neal) Chitwood originados de reversao sexual por tratamento a
35 °C, com endésporos no interior do corpo foram observados por Hatz e Dickson
(1992). Em uma populagao de M. acronea Coetzee, originaria de Malawi, Page e Bridge
(1985) observaram endésporos aderidos na cuticula de J2, machos e fémeas adultas com
ovos, sendo neste caso observada a germinacao de endésporos através da cuticula

dessas fémeas e o desenvolvimento de novas infeccdes. Segundo os autores, todos os
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estadios de desenvolvimento dessa espécie podem ser infectados, devido ao habito
semiendoparasita do nematoide.

Os estadios juvenis e adultos de P. brachyurus (Starr e Sayre, 1988);
Helicotylenchus lobus (Ciancio, Mankau e Mundo-Ocampo, 1992); Hoplolaimus galeatus
(Cobb) Thorne, Belonolaimus longicaudatus Rau, Tylenchorhynchus annulatus (Cassidy)
Golden, Helicotylenchus microlobus Perry Giblin-Davis, McDaniel e Bilz (1990) e
Xiphinema diversicaudatum (Micoletzky) Thorne (Ciancio, 1995) podem ser infestados
e/ou parasitados pela bactéria. Um isolado de Pasteuria foi observado esporulando em
J2 e machos de Tylenchulus semipenetrans (Fattah, Saleh e Aboud, 1989; Walter e Kaplan,
1990; Ciancio e Roccuzzo (1992). Inserra, Oostendorp e Dickson (1992) encontraram um
isolado de Pasteuria cujos endésporos se aderem em J» e machos de Trophonema okamotoi
Minagawa, entretanto, novos endésporos sao produzidos apenas em Js, J; e fémeas. Na
Europa, foram observados todos os estadios de desenvolvimento de Pasteuria spp- em J»
de Heterodera avenae Wollenweber e em H. goettingiana Liebscher (Davies et al., 1990 e
Sturham et al.,, 1994). Entretanto, em machos, apesar de terem sido observados
end6sporos aderidos na cuticula, jamais se confirmou o parasitismo. Outros isolados,
originados da Asia, com ciclo de vida similar aquele descrito para Meloidogyne spp.,
produziram endosporos em fémeas jovens de H. cajani Koshy, H. graminis Stynes, H.
zeae Koshy; H. elachista; H. glycines e Globodera rostochiensis (Walia, Bansal e Bhatti, 1990
e Sayre et al., 1991). Por outro lado, um isolado de Illinois, EUA, observado na cuticula
de J, e machos de H. glycines, nao foi capaz de parasitar cistos e fémeas jovens (Noel e
Stanger, 1994).

Tendo em vista essa diversidade, é considerado prematura a atribuicao de
significancia taxonomica a gama de hospedeiros e a diversidade morfométrica (Ciancio

et al., 1994).



2.4 Ocorréncia e Flutuagao Populacional

Membros do grupo Pasteuria penetrans foram registrados em diferentes paises e
nematoides hospedeiros. Os primeiros relatos de ocorréncia da bactéria foram feitos por
pesquisadores que trabalhavam na identificagao de nematéides (Cobb, 1906 citado por
Sayre e Starr 1985; Thorne, 1940; Allen, 1941; 1957; Lordello, 1951; 1966a; 1966b; Siddiqi,
1963; 1969). No Brasil, o parasito foi citado pela primeira vez por Lordello (1951), que o
encontrou parasitando Xiphinema campinense (= X. elongatum Sch. Stek. e Teun.).
Posteriormente, diversos relatos provenientes principalmente de levantamentos
nematol6gicos em todo o mundo confirmaram a grande distribuicao de Pasteuria spp.
(Williams, 1967; Santos, 1981; Inserra, Oostendorp e Dickson, 1992; Hewlett et al., 1994;
Noel e Stanger, 1994; Ko et al., 1995; Elekgiouglu, 1995). Atualmente, segundo Ciancio
et al. (1994), 236 espécies de nematéides pertencentes a 102 géneros e 10 ordens,
encontrados em 68 paises de todos os continentes, exceto a Antartida ji foram listados
como hospedeiros de Pasteuria spp. A bactéria foi registrada em varias espécies do
nematoide das galhas, M. javanica, M. incognita; M. arenaria; M. hapla Chitwood; M.
exigua Goeldi; M. acrita Chitwood; M. acronea; M. ardenensis; M. graminis; M. coffeicola
Lordello e Zamith; M. naasi; M. grahami e M. lusitanica) (Mankau e Imbriani, 1975;
Mankau e Prasad, 1977; Sayre e Wergin, 1977; Baeza-Aragon, 1978; Esser, 1980; Page e
Bridge, 1985; Stirling, 1985; Abrantes e Vovlas, 1988; Sayre e Starr, 1988; Ciancio et al.,
1994), e ao que parece todos os nematéides do solo podem ser hospedeiros de Pasteuria
spp-, nao importando sua posicao sistematica, habito alimentar ou tamanho do corpo
(Sturham, 1988).

Muitos autores demonstraram a persisténcia de Pasteuria Spp- no campo,
entretanto, os efeitos da bactéria sobre as densidades populacionais de nematéides
ainda nao estao completamente elucidados. Na Africa do Sul, Spaull (1984) encontrou
maiores populagoes de Meloidogyne em areas infestadas por Pasteuria sp. Em pomares
de kiwi da Espanha, Pasteuria sp. nao teve grande impacto na reducao das densidades

de Meloidogyne spp. (Verdejo-Lucas, 1992). Entretanto, esses pomares eram jovens e
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segundo Stirling e White (1982), as populacoes da bactéria aumentam no solo com o
passar do tempo, passando a exercer um efeito regulatério sobre populagdes de
Meloidogyne. Cerca de 50 % de uma populagao de Helicotylenchus lobus encontrada na
California apresentou endésporos aderidos na cuticula por um periodo de 10 meses,
entretanto, nao se encontrou nenhuma correlacao entre a densidade mensal do
nematoide e a percentagem deles infestados pela bactéria (Ciancio, Mankau e Mundo-
Ocampo, 1992). Na Flérida, a percentagem de infestagao e/ou parasitismo por Pasteuria
em uma populagao de Belonolainius longicaudatus permaneceu constante por 16 meses,
entretanto, a bactéria nao foi capaz de suprimir o nematéide (Giblin-Davis, McDaniel e
Bilz, 1990). Na Italia, Ciancio (1995) observou pequenas variacoes nas densidades
populacionais de Xiphinema diversicaudatum e a percentagem deles infestados e/ou
parasitados em um periodo de 2 anos. Areas com pequenas variacoes nas densidades
populacionais e na taxa de infestagao e/ou parasitismo com o passar do tempo,
representam um indicativo de ocorréncia de equilibrio entre os organismos. O
estabelecimento de equilibrio é uma situagao desejavel, uma vez que a erradicacao dos
hospedeiros por inimigos naturais é raramente observada na natureza.

Em microparcelas experimentalmente infestadas por M. arenaria e Pasteuria sp.,
as densidades populacionais da bactéria aumentaram rapidamente durante trés ciclos
de culturas anuais (Oostendorp, Dickson e Mitchell, 1991). Em outro estudo, as
densidades populacionais de J. de M. arenaria nao se mostraram diferentes, quando
adicionaram-se em microparcelas, até 100.000 endésporos/g de solo, entretanto,
observou-se uma reducao de até 95 % no nimero de galhas causadas pelo nematéide na
cultura do amendoim (Chen et al., 1996). No Japao, Nishizawa (1986) detectou um solo
supressivo a reproducao de Heterodera glycines. Neste solo, 100% dos J, extraidos
estavam infestados com enddsporos de Pasteuria sp. e 84,4% dos cistos estavam cheios
de enddsporos da bactéria. Em 1987, o autor relatou também o fenémeno de declinio da
populacao de Heterodera elachista, o nematdide de cisto dos cereais. Em experimentos
instalados para estudar o efeito deste nematéide sobre a cultura do arroz, observou-se

que a populagao do nematdide cresceu exponencialmente por 4 anos e depois sofreu
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uma redugao drastica. Nenhum outro fator a nao ser a presenga de Pasteuria sp. foi

encontrado para justificar tal fenémeno.

2.5 Produgao e Quantificagao de Inéculo de Pasteuria spp.

Apesar de todos os conhecimentos adquiridos a respeito das bactérias do “grupo
Pasteuria penetrans” e de seu indiscutivel éxito como agente de controle biolégico de
nematoides, poucos avangos foram alcangados quanto a sua producao em escala
comercial.

Os primeiros pesquisadores utilizaram solo infestado com endésporos como
fonte de inéculo de Pasteuria (Mankau, 1975a; Mankau e Imbriani, 1975). Este material,
além de demandar muito tempo para produzir, apresentava varios inconvenientes no
que diz respeito ao transporte e manuseio (Mankau e Prasad, 1977). Stirling e Wachtel
(1980) demonstraram que o inéculo de isolados de Pasteuria parasitas de nematéides
das galhas poderia ser obtido de raizes infestadas. Esses pesquisadores utilizaram
raizes de tomateiro altamente infestadas por fémeas de Meloidogyne parasitadas por
Pasteuria, obtidas a partir da inoculagao dessas plantas com grandes quantidades de J
infestados com endésporos da bactéria. Apos 7 ou 8 semanas as raizes foram coletadas,
secas ao ar e moidas até passarem por uma peneira de 710 um. Este p6, algumas vezes
contendo até 2 x 10° endésporos/g de raiz, segundo estimativas dos autores, ou 500
fémeas de Meloidogyne, cada uma contendo uma média de 4 x 105 endésporos, em um
grama de raiz seca, serviu como fonte de inéculo de Pasteuria. Atualmente este método
e extensivamente usado para a producao de inéculo para propodsitos experimentais.
Sharma e Stirling (1991) conseguiram aumentar a producao do inéculo neste sistema a
partir do cultivo de tomateiros com raizes infestadas em bandejas. As raizes e o pé
produzidos nestes sistemas “in vivo” sdao de facil manuseio e armazenamento.
Preparacdes armazenadas por 6 meses em temperatura ambiente permaneceram com a

infectividade inalterada (Stirling e Wachtel, 1980). Outros sistemas de produgao “in
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vivo” podem ser utilizados para a producio de inéculo puro de Pasteuria,
principalmente para estudos de laboratério. Foram descritos sistemas constituidos de
M. incognita, Pasteuria sp. e raizes excisadas de tomateiro (Verdejo e Mankau, 1986); M.
javanica, Pasteuria sp. e raizes de tomate ou batata transformadas por Agrobacterium
rhizogenes strain 4 (Verdejo e Jaffe, 1988), possibilitando o estudo dos fatores envolvidos
na interagao parasito-hospedeiro, devido ao controle facilitado das varidveis
ambientais. Um sistema hidropénico de cultivo foi descrito por Serracin et al. (1994) e
utilizado para o estudo do efeito da temperatura sobre a produgao de end6sporos de
Pasteuria sp. em raizes de tomateiro infestadas com M. arenaria raca 2. Ciancio et al.
(1994) cultivaram isolados de Pasteuria dos nematéides de vida livre, Eucephalobus sp. e
Aphelenchoides rutgersi em placas de Petri contendo fungos ou bactérias como base
alimentar dos nematéides, entretanto, esses nematéides foram extintos pela bactéria em
2-3 meses ap0s a inoculagao.

Devido ao fato do hiperparasita ser altamente fastidioso, intimeras tentativas de
cultivo “in vitro” de endésporos ou estadios vegetativos foram infrutiferas (Sayre e
Starr, 1985). Willians et al. (1989) inocularam endésporos e estadios vegetativos de
Pasteuria em 42 meios simples e complexos, com diferentes condicdes de crescimento e
nao observaram germinacao de endésporos ou crescimento vegetativo. Alguns
pesquisadores conseguiram cultivar Pasteuria em meios artificiais, entretanto, o
crescimento foi minimo e o desenvolvimento cessou apés um limitado nimero de
transferéncias (Reise et al., 1988). Reise, Hackett e Huettel (1991) mantiveram um
isolado de Pasteuria, especifico para nematdides de cisto, por oito meses em um meio
complexo constituido de 111 ingredientes, sendo observados todos os estadios do ciclo
da bactéria, entretanto, esse crescimento cessou apos a 62 transferéncia.

Em nematoides ectoparasitas, ocorre uma produgao de endésporos pequena,
quando comparada com os endoparasitas, sendo uma grande barreira para o estudo
destes isolados. Dessa forma, os espécimens com endésporos no interior do corpo

devem ser extraidos do solo e coletados para a preparagao da suspensao de endésporos.
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Em Belonolaimus longicaudatus foram obtidos de 364 a 2.128 endésporos por espécimen
(Giblin-Davis, McDaniel e Bilz, 1990).

Dentre todos os sistemas de produgao de inéculo vistos anteriormente, o cultivo
“in vitro” parece ser a alternativa mais atrativa em termos quantitativos, visto que a
partir dos outros métodos nao é possivel a obtencao de grandes quantidades de
endésporos para a utiliza¢ao em grandes areas.

O inéculo de Pasteuria spp. obtido através de raizes moidas apresenta diferentes
concentragoes de endosporos. Uma quantificagao precisa do inéculo é de grande
importancia para a padronizacao das quantidades empregadas nos experimentos.
Varios métodos para a quantificagao de indculo de Pasteuria em raizes tem sido
utilizados (Sharma e Stirling, 1991; Chen, Dickson e Hewlett, 1996). Esses métodos sao
geralmente baseados na trituragao das raizes e posterior contagem dos endésporos em
camara de Newbauer. Stirling e Wachtel (1980) desenvolveram o primeiro método para
a quantificacao de endésporos em raizes, no qual, o inéculo, constituido de raizes secas
e moidas de tomateiro foram trituradas em almofariz contendo 4dgua e os fragmentos
passados em peneira de 25 pum, sendo os endésporos contados em camara de
Newbauer. Sharma e Stirling (1993) deixaram o pé obtido de raizes de tomateiro
embebido em 2 ml de solucao de clariphase® (4g/100ml) por 3 horas. O material foi
entao moido por 5 minutos em almofariz, diluido em 50ml de agua e contado em
camara de Newbauer. A eficiéncia deste método foi estimada em 100 %, principalmente
devido a eliminagao da passagem dos detritos por peneiras, o que, segundo os autores,
diminui a eficiéncia do método.

A quantificagao de inéculo no solo tem sido feita através de bioensaios, que sao
meétodos indiretos, e também através de centrifugacao diferencial, que constitui um
método direto. Nos bioensaios, solos infestados com endésporos sao incubados com
nematoides hospedeiros sadios, sendo avaliado o namero de endésporos aderidos na
cuticula e a percentagem de infestagao apés um periodo de incubacao (Slana e Sayre,
1981; Oostendorp, Dickson e Mitchell, 1988), podendo os resultados serem

interpretados em curvas-padrao de concentragao de endésporos. Métodos indiretos
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requerem uma associagao compativel entre a bactéria e o nematéide. A centrifugacao
diferencial elimina o problema de compatibilidade, entretanto, apresenta-se altamente
trabalhosa e nao adaptada para andlises de rotina. Davies et al., (1990) utilizaram a
centrifugacao diferencial para a quantificagao de enddésporos no solo e estimaram sua

eficiéncia em 59 %.
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4 CAPITULO1

FLUTUACAO POPULACIONAL DE FITONEMATOIDES ASSOCIADOS COM
PASTEURIA SPP. EM TRES AREAS NATURALMENTE INFESTADAS



RESUMO

SOUZA, Jorge Teodoro de. Flutuagao populacional de fitonematéides associados com
Pasteuria spp. em trés areas naturalmente infestadas. In: Epidemiologia,
infectividade e parasitismo de Pasteuria spp. em fitonematéides. Lavras: UFLA,
1997. Cap. 1, p. 30-59. (Dissertacao - Mestrado em Fitopatologia).

Estudou-se, em amostragens mensais, durante o periodo de um ano, as
flutuagoes populacionais de fitonematéides associados com Pasteuria spp. em trés dreas
naturalmente infestadas. Nas microparcelas instaladas no campo, que constituiram o
primeiro local estudado, as densidades de juvenis do segundo estadio (J.) de uma
populacao mista de Meloidogyne incognita e M. javanica /100 cm? de solo variaram de 2 a
5552 (x = 560,81), a percentagem de infestacao de 0 a 66,67 % (x = 20,09) e o namero
médio de endésporos/J. de 1 a 36,5 (x = 5,94). Nas raizes de tomateiro coletadas das
microparcelas, M. incognita consistiu de 86% das fémeas identificadas e M. javanica 14%,
sendo que 17,44% e 7,14% das fémeas de M. incognita e M. javanica, respectivamente,
estavam parasitadas por Pasteuria sp. Encontraram-se uma média de 421,25 + 29,122
fémeas de Meloidogyne spp./g de raiz, sendo que 11,73 = 1,579 % estavam parasitadas. O
nimero médio de enddsporos produzido em cada fémea foi de 2.270.000 + 95.035,768.
As densidades populacionais de Pratylenchus brachyurus no solo variaram de 0 a 56
espécimens/100 cm? de solo (x = 7,1 3), a percentagem de infestacao e/ou parasitismo
variou de 0 a 100 % (x = 10,38) e o nimero médio de endosporos/espécimen variou de
1a10,5 (x = 2,76). As densidades populacionais de Aphelenchus sp. no solo variaram de
0 a 88 espécimens/100 cm? de solo (x = 8,73), a percentagem de infestacao variou de 0 a
50 (; = 0,81) e o nimero médio de endosporos/espécimen variou de 1 a 8 (x = 3,67).
Na segunda érea estudada, um canteiro plantado com Heliconia sp., as densidades de J,
de Meloidogyne sp./100 cm? de solo variaram de 0 a 68 (x = 18,5), a percentagem de

infestagao dos J, variou de 0 a 50 % (x = 11,85) e 0 nimero médio de endésporos/J, de



(%)
t-d

1,5a8 (.-1: = 4,17). No pomar de citros, que constituiu a terceira area estudada, as

densidades de J. de Tylenchulus semipenetrans/100 cm?® de solo variaram de 18 a 316
(x = 152,5), a percentagem de infestacao e/ou parasitismo em J> de 5,26 a 63,64 %
(x = 22,73) e o namero de endésporos/J; de 1 a 5,62 (x = 2,94). O namero de machos
adultos /100 cm? de solo variou de 0 a 24 (; = 4,41), a percentagem de infestacao e/ou
parasitismo em machos variou de 0 a 100 % (x = 18,62) e o numero de

end6sporos/macho variou de 1 a 4 (; = 2,4). Os resultados obtidos indicam que
Pasteuria spp. e os nematdides hospedeiros nao estavam em equilibrio nas &reas

estudadas.



ABSTRACT

Populacional fluctuations of phytonematodes associated with Pasteuria Spp- in three
naturally infested areas

Population fluctuations of phytonematodes associated with Pasteuria spp. were
studied in monthly samples from three naturally infested areas over one vear. In field

microplots, the first studied area, the Meloidogyne incognita and M. javanica second stage
juveniles (J2) densities varied from 2 to 5552 J,/100 cm?soil (x = 560.81), the percentage
of infested ] from 0 to 66.67 (; = 20.09) and the mean number of endospores/J> from 1

to 36.5 (; = 5.94). In tomato roots colected from microplots, M. incognita accounted for
86% of identified females and M. javanica 14%. Seventeen and seven percent,
respectively of those females of M. incognita and M. javanica, respectively, were
parasitized by Pasteuria sp. A mean of 421.25 + 29.122 Meloidogyne spp. females/ g of
root was found, but 11.73 + 1.579 % of those females were parasitized. The average

number of endospores produced per female was 2270000 + 95035.768. The populational

densities of Pratylenchus brachyurus in soil varied from 0 to 56 (; = 713)

especimens/100 cm?® soil, but the percentage of infestation and/or parasitism varied
from 0 to 100 % (x = 10.38) and the average number of endospores/especimen from 1 to
10.5 (x = 2.76). The populational densities of Aphelenchus sp. in soil varied from 0 to 88
(x = 8.73), the percentage of infestation from 0 to 50 (x = 0.81) and the average number
of endospores/especimen from 1 to 8§ (I’ = 3.67). In the second studied area, a plot
cultivated with Heliconia sp., had Meloidogyne sp. ], densities varing from 0 to 68 (; =
18.5), the J. percentage of infestation from 0 to 50% (x = 11.85) and the average number

of endospores/J, from 1.5 to 8 (x = 4.17). In a Citrus sp. orchard, the third studied area,

the J. of Tylenchulus semipenetrans populational densities /100 cm? soil varied from 18 to

316 (x = 152.5), but the percentage of infestation and/or parasitism in J> varied from
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5.26 to 63.64 % (x = 22.73) and the average number of endésporos/J, from 1 to 5.62 (x =
2.94). The densities of adult males/100 cm? soil varied from 0 to 24 (I’ =4.41), the males
percentage of infestation and/or parasitism from 0 to 100 (x = 18.62) and the average

number of endospores/male from 1 to 4 (x =2.4). The results showed that bacteria and

nematode hosts was not in equilibrium in the monitored areas.



4.1 INTRODUCAO

As bactérias do “grupo Pasteuria penetrans”(Thorne) Sayre e Starr sao parasitas
obrigatérias de nematéides (Mankau, 1975) e tém se mostrado amplamente distribuidas
(Ciancio et al.,1994). Esses patgenos apresentam um relativo grau de especificidade
(Stirling, 1985; Davies, Kerry e Flynn, 1988), de forma que um determinado isolado da
bactéria é capaz de parasitar apenas um restrito grupo de nematéides hospedeiros.

Tem-se demonstrado a persisténcia de Pasteuria em plantacoes infestadas por
nematoides. Entretanto, os efeitos dessa bactéria sobre as populagdes de fitonematéides
ainda nao sao entendidos com profundidade. A bactéria parece estar em equilibrio com
as populagoes de Belonolaimus longicaudatus Rau, (Giblin-Davis, McDaniel e Bilz, 1990),
Helicotylenchus lobus Sher (Ciancio, Mankau e Mundo-Ocampo, 1992) na Flérida,
Heterodera avenae Woll. (Davies et al., 1990) na Inglaterra e Xiphinema diversicaudatum
(Micoletzky) Thorne (Ciancio, 1995) na Italia. No Sul da Africa, Spaull (1981), encontrou
maiores densidades populacionais de Meloidogyne Goeldi em campos onde a bactéria
ocorria juntamente com o nematdide. No Japao, Nishizawa (1986, 1988) relatou a
ocorréncia de isolados de Pasteuria que causaram o declinio das populacoes de
Heterodera elachista Oshima em arroz e H. glycines Ichinohe em soja. No Brasil esses
estudos ainda sao escassos, mas as flutuacdes populacionais de nematdides e da
bactéria em condicdes naturais podem nos fornecer importantes informacoes a respeito
da dinamica parasito-hospedeiro.

Com este estudo objetivou-se descrever as flutuagdes populacionais de algumas

espécies de fitonematdides naturalmente associados com Pasteuria spp. em trés areas.



4.2 MATERIAL E METODOS

Foram selecionados trés locais com Pasteuria spp. associada naturalmente a
fitonematdides de importancia econémica para a amostragem mensal e estudo da
flutuacao populacional.

A primeira area constituiu-se de 20 microparcelas delimitadas lateralmente por
fibra de vidro de 80 cm de diametro e 80 cm de profundidade, onde foram plantadas
duas mudas de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill var. Rey de Los Tempranos).
Nessa area, localizada anexa ao Departamento de Fitopatologia da UFLA, Lavras, MG,
Pasteuria sp. estava associada naturalmente a Meloidogyne incognita (Kofoid e White)
Chitwood, M. javanica (Kofoid e White) Chitwood, Pratylenchus brachyurus (Godfrey)
Filipjev e Stekhoven e Aphelenchus Bastian. O primeiro plantio (julho/1995) foi feito
visando o estabelecimento dos fitonematdides e do parasito. Posteriormente, seguiram-
se trés outros plantios (novembro/95; marco/1996 e julho/1996), garantindo a
disponibilidade de alimento para os fitonematéides durante o periodo estudado.
Nessas microparcelas, foram coletadas 20 amostras/més, abrangendo o periodo de
dezembro de 1995 a novembro de 1996, sendo a data de amostragem fixada para todo
dia 25 do més correspondente. As amostras constituiram-se de 500 cm? de solo e quatro
subamostras, retiradas de 10 a 20 cm do caule dos tomateiros (2 amostras/planta), a
profundidade de 0-35 cm. As amostras de solo coletadas mensalmente nas
microparcelas foram acondicionadas em sacos plasticos e imediatamente processadas

através da técnica de Jenkins (1964). As suspensdes obtidas foram examinadas em
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caixas de contagem sob microscopio de objetivas invertidas a 125 e 250X, onde
determinou-se mensalmente o nimero de juvenis do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne spp./100 cm?® de solo, nimero de J. de Meloidogyne spp. infestados por
Pasteuria sp., nimero de endésporos/J,, nimero de P. brachyurus e Aphelenchus sp. /100
cm?® de solo, numero deles infestados ou parasitados por Pasteuria spp- € o nimero de
end6sporos/espécimen, bem como o ndimero de espécimens de fitonematdides
pertencentes a outros géneros. Os nematoides eram considerados infestados quando se
observava a presenca de no minimo um endésporo de Pasteuria spp. aderido a cuticula
e parasitados, quando se observava a presenca de endésporos ou outra fase do ciclo de
vida da bactéria no interior do corpo do nematéide. Apés a ultima amostragem
(25/11/96), as raizes dos tomateiros foram colhidas e armazenadas para serem
utilizadas como fonte de in6culo de Pasteuria em outros estudos. Uma amostra de solo
obtida através da homogeneizacao das amostras coletadas das 20 microparcelas em
25/10/96 e analisada no Departamento de Ciéncia dos Solos (DCS)/UFLA, apresentou
as seguintes caracteristicas: pH em agua - 6,8; Carbono - 2,5%; matéria organica - 4,3%;
areia - 42%; limo - 34% e argila - 24%. A medicao dos endésporos foi realizada apés o
exame, em microscopio, dos espécimens associados com Pasteuria obtidos do solo nos
trés primeiros meses do estudo (dezembro/95; janeiro/96 e fevereiro/96). Para isto os
espécimens com endosporos foram fixados em TAF, impregnados em glicerina e
montados em laminas permanentes, conforme Campos (1993). Um micrémetro ocular
de fio médio (Olympus OSM 215038) acoplado a um microscépio a 250 e 500X foi
utilizado para a obtencao das medidas de didmetro e altura dos endésporos aderidos na
cuticula de Pratylenchus brachyurus e Meloidogyne spp. As avaliacoes de parasitismo,
quantidade de fémeas nas raizes e numero de endésporos foram realizadas em raizes
frescas de tomateiro colhidas das microparcelas em 25/11/96. Através do método de
dissecacao, fémeas de Meloidogyne spp. foram retiradas das raizes e dispostas lado a
lado em gotas de dgua sobre lamina, cobertas com laminula (24 x 50mm) e
posteriormente esmagadas, sendo a configuracao perineal analisada segundo os

padroes contidos em Taylor e Sasser (1978) e registrado o nimero de fémeas
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parasitadas por Pasteuria. Foram consideradas parasitadas as fémeas que apresentavam
endosporos ou qualquer outra fase do ciclo da bactéria no interior do corpo. Das raizes
frescas, contendo fémeas de Meloidogyne parasitadas, pesaram-se 20 amostras de um
grama, as quais foram colocadas em vidros com capacidade para 50ml, onde
permaneceram por trés dias imersas em 15 ml de solugao de citolase 50% (Genencor
International, Rochester, NY) a 4 °C. Apos este periodo, as raizes foram separadas da
solucao de citolase com a ajuda de uma peneira de 60 malhas, batidas por 10 minutos
em agitador e o macerado obtido foi passado em peneiras de 20 e 150 malhas. As
fémeas, que se encontravam no material recolhido da peneira de 150 malhas foram
contadas, e posteriormente esmagadas entre lamina e laminula para a avaliagao do
parasitismo, obtendo-se, dessa forma, o ntimero de fémeas/g de raiz e a percentagem
de fémeas parasitadas. Raizes contendo fémeas parasitadas foram cortadas em pedagos
de 2 cm, imersas em solucao de citolase e coletadas, como descrito anteriormente. As
fémeas com maior probabilidade de estarem parasitadas, ou seja, com coloracao branco-
leitosa e volume aumentado, foram separadas e usadas para a quantificacao de
endosporos. Para tanto, esmagou-se cada fémea em 1 ml de agua destilada em
triturador de tecidos (Pyrex 7727-15) previamente lavado com leite desnatado e
enxaguado com agua destilada, evitando-se, desta forma, a adesao de endo6sporos nas
paredes do instrumento. Os endésporos liberados por fémea foram quantificados em
camara de Newbauer a 500X. Os dados mensais referentes ao numero de J. de
Meloidogyne spp./100 cm?® de solo, percentagem de J, infestados e nimero médio de
endo6sporos/J. foram inicialmente submetidos a analise de variancia, considerando o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 20 repeticoes e a analise de
correlagao (r). Posteriormente, fez-se a analise de regressao para Os meses com O
objetivo de se ajustar aos dados uma equacao de regressao para a flutuacao de ] no
solo, bem como a percentagem de infestacao e o ntimero médio de endosporos/Jo.
Utilizou-se um modelo linear harmonico, no qual a variavel x é substituida por fungdes
trigonométricas. O ajuste das equagdes foi verificado através dos valores de R2 e pela

técnica de analise de residuos (Neter, Wasserman e Kutner, 1990). As analises foram
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processadas no SAS System 6.10. O ntimero de fémeas/g de raiz e a percentagem de
parasitismo no tltimo més do estudo foram submetidas a analise de correlacdo. Os
dados referentes ao niimero de Pratylenchus sp. ou Aphelenchus sp./100 cm?® de solo,
percentagem deles infestados e/ou parasitados e o namero médio de
endosporos/espécimen nao foram submetidos a analise de variancia devido a alta
freqiiéncia de valores nulos, o que impossibilitou a analise, sendo esses dados
analisados graficamente. Os dados climaticos referentes a temperatura (°C) e umidade
relativa (%) médias dos 5 dias anteriores a cada amostragem, a precipitacao (mm)
acumulada nos 5 dias anteriores a cada amostragem, juntamente com o nimero médio
de J» de Meloidogyne spp. ou espécimens de Pratylenchus sp./100 cm® de solo,
percentagem deles infestados e/ou parasitados e o nimero médio de
endosporos/espécimen foram submetidos a analise de correlagao, objetivando-se
estudar o efeito desses fatores climaticos sobre os nematéides e a bactérias em um
periodo posterior a sua ocorréncia. Os coeficientes de correlacio de Pearson foram
obtidos utilizando-se o sistema SAEG 5.0 (Sistema de Anélises Estatisticas e Genéticas).
Os dados climaticos diarios foram obtidos na segao de climatologia da UFLA, sendo a
estagao meteorologica localizada a aproximadamente 500 m da primeira area e 600 m
da segunda area, que sera descrita a seguir.

A segunda édrea amostrada constituiu-se de um canteiro (5 m?) cultivado com
uma planta ornamental, Heliconia sp., naturalmente infestada com Pasteuria sp. e
Meloidogyne sp., localizado na segao de Floricultura e Paisagismo do Departamento de
Agricultura (DAG) da UFLA, Lavras-MG. Neste local foi coletada uma amostra por
més, de dezembro de 1995 a novembro de 1996, sempre no dia 30 de cada més. A
amostra constituiu-se de 1000 cm?® de solo e oito subamostras retiradas da rizosfera das
plantas, a uma profundidade de 0-35 cm. A amostra foi processada e analisada
conforme descrito anteriormente, determinando-se mensalmente o niimero de J. de
Meloidogyne sp./100 cm® de solo, nimero de J. de Meloidogyne sp. infestados por
Pasteuria sp. e o nimero de espécimens de outros géneros de fitonematéides presentes.

Uma amostra de solo coletada deste local em 30/10/96 foi analisada no Departamento
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de Ciéncias do Solo, UFLA e apresentou as seguintes caracteristicas: pH em agua - 5,9;
Carbono - 1,8%; matéria organica - 3,1%; areia - 28%; limo - 22% e argila - 50%. Os
dados médios mensais do nimero de J,/100 cm? de solo, percentagem de infestacao e
namero meédio-de endésporos/J> nao foram submetidos a analise de variancia devido a
ocorréncia de muitos valores nulos e também pela falta de repeticoes. Esses dados
foram correlacionados com os dados climaticos que ocorreram 5 dias antes da
amostragem, como descrito anteriormente. Nao foi feita a analise do parasitismo em
fémeas nem a medicao dos endésporos, devido ao baixo ntimero de espécimens
associados com Pasteuria encontrados nesta area.

A terceira area amostrada constou de um pomar de citros (Citrus sp.) infestado
naturalmente com Pasteuria sp. e Tylenchulus semipenetrans Cobb, localizado na Fazenda
Jardim, municipio de Luminarias, MG. Neste local foram coletadas 2 amostras por més,
de dezembro de 1995 a novembro de 1996, com a data fixada para os dias 5-8 do més
correspondente. As amostras constituiram-se de 500 cm® de solo e quatro subamostras
colhidas na rizosfera das plantas, a 0-35 cm de profundidade. As amostras foram
processadas e analisadas como descrito anteriormente, determinando-se mensalmente o
namero de J» de T. semipenetrans/100 cm® de solo, o numero deles infestados e/ou
parasitados por Pasteuria sp., numero médio de endésporos/espécimen, nimero de
machos/100 cm® de solo; o niimero deles infestados e/ou parasitados por Pasteuria sp.,
nuamero de enddsporos/espécimen, bem como o nimero de espécimens pertencentes a
outros géneros de fitonematéides presentes. Uma amostra de solo obtida pela
homogeneizacao das amostras coletadas em 7/10/96 e analisada no Departamento de
Ciéncias do Solo, UFLA, apresentou as seguintes caracteristicas: pH em agua - 5,7
carbono - 1,8%; matéria organica - 3,1%; areia - 70%; limo - 14%; argila - 16%. A
medigao de enddsporos foi realizada em J; e machos de T. semipenetrans infestados e/ou
parasitados por Pasteuria sp. obtidos nos trés primeiros meses do estudo (dezembro/95;
janeiro/96 e fevereiro/96). Para isto os espécimens foram montados em laminas
permanentes e medidos o diametro e a altura dos endésporos como descrito

anteriormente. Os dados mensais referentes ao numero de J. de T. semipenetrans/100
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cm’ de solo, percentagem de infestagio e/ou parasitismo e nimero médio de
endosporos/ espécimen foram submetidos a analise de variancia e correlagao no SAS
System 6.10. Os demais dados nao foram submetidos a andlise de variancia devido aos
mesmos motivos expostos anteriormente. Esses dados nao foram correlacionados com

os climaticos devido a auséncia dessas informacoes neste local.



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Microparcelas de fibra de vidro cultivadas com tomateiro e infestadas por
Meloidogyne spp., Pratylenchus braclyurus e Aphelenchus sp. associados com

Pasteuria spp.

Pasteuria spp. foi encontrada em 1995 associada a M. javanica, M. incognita,
Pratylenchus brachyurus e Aphelenchus sp. Em Meloidogyne incognita e M. Javanica, a
bactéria foi observada infestando os J> que se movimentavam no solo, nos quais podiam
ser observados endésporos aderidos em suas cuticulas e parasitando as fémeas que se
desenvolviam no interior das raizes, nas quais a bactéria produzia os endésporos. O
isolado de Pasteuria sp. associado com M. incognita e M. javanica foi denominado isolado
P1-UFLA. Em P. brachyurus, a bactéria foi observada infestando e parasitando todos os
estadios do nematdide. Os espécimens parasitados, recuperados do solo, apresentavam
o corpo visivelmente mais volumoso e total auséncia de movimentos. Juvenis e adultos
de Aphelenchus sp. também foram observados infestados com a bactéria, nao sendo
possivel a comprovacao do parasitismo, devido ao pequeno nimero de espécimens
infestados encontrados no solo neste periodo.

A analise estatistica revelou diferengas entre os meses no que se refere ao ntimero
meédio de J. de Meloidogyne/100 cm? de solo e a percentagem de infestacao (Figura 3, Be
D), nao acontecendo 0 mesmo com o nimero médio de endésporos/J. (Figura 3, F). As

equagoes apresentaram um bom ajuste, o que é confirmado pelos valores de R?e pela
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FIGURA 3. Associacao de J. Meloidogyne spp. e Pasteuria sp. em microparcelas
cultivadas com tomateiro. (A) Densidade populacional de Meloidogyne
spp-/ 100 cm® de solo, (B) Curva ajustada aos dados, (C) Percentagem média
de endosporos/J,, (D) Curva ajustada aos dados, (E) Numero médio de
endosporos/J,, (F) Curva ajustada aos dados. UFLA, Lavras - MG, 1997.
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analise de residuos, onde 100% dos erros padronizados apresentaram valores entre
- 1,96 e + 1,96 (Neter, Wasserman e Kutner, 1990).

As densidades de J2/100 cm3 de solo variaram de 2 a 5552, com média 560,81 +
50,56 (média = erro padrao). Ocorreram altas densidades de J2 no solo durante o més de
julho, devido a falta de raizes novas neste periodo, que sao os sitios de penetragao para
0s J> e também nos meses de outubro e novembro (Figura 3 A), provavelmente devido
ao alto nivel de infestagao em que se encontravam os tomateiros, nao sendo também
possivel a formacao de raizes novas. A percentagem de infestacao foi de 0 a 66,67, com
media 20,09 + 0,97 e o numero médio de endosporos/J. de 1 a 36,5, com média 5,94 +
0,38.

In6culo de J. de Meloidogyne spp. aumentou no solo a partir de margo (Figura 3,
A e B), porém, a percentagem de infestacao desses juvenis por Pasteuria decresceu no
mesmo periodo (Figura 3, C e D), isto talvez devido a uma pequena concentracao de
endosporos da bactéria no solo, ou seja, o grande nimero de J. no solo pode ter
diminuido o nimero de enddsporos disponiveis. Esses resultados concordam com os
obtidos por Spaull (1984), que depois de estudar as interacdes entre M. incognita e
Pasteuria sp. em campos de cana-de-acticar no Sul da Africa, concluiu que a bactéria foi
incapaz de diminuir as densidades populacionais do nematoide. Os resultados aqui
obtidos indicam que a bactéria e o nematoide nao estao em equilibrio nesta area. Por
outro lado, Giblin-Davis, McDaniel e Bilz (1990) observaram que o nimero de
Belonolaimus longicaudatus e a percentagem de infestacao permaneceram constantes no
solo por um periodo de 16 meses, indicando a ocorréncia de equilibrio entre os
organismos. O namero de endésporos/J. manteve-se constante em todo o periodo
estudado (Figura 3, E e F), confirmando observagoes feitas por Ciancio (1995) em uma
associacao entre Pasteuria spp e Xiphinema diversicaudatum, o que indica a ocorréncia de
equilibrio entre esses organismos. Entretanto, neste estudo, o numero médio de
enddsporos/J. apresentou uma tendéncia de decréscimo quando ocorreu uma maior
densidade populacional de J. no solo, o que reforga a hipotese de falta de equilibrio

entre os organismos nas microparcelas.
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Nenhuma correlacao entre o ntmero de J2/100 cm?® de solo, percentagem de
infestacao e nimero de endésporos/J: foi encontrada, indicando independéncia entre os
eventos. Resultados semelhantes foram encontrados por Ciancio, Mankau e Mundo-
Ocampo (1992) em Helicotylenchus lobus naturalmente associado a Pasteuria sp. Quando
as médias mensais de J/100 cm® de solo, percentagem de parasitismo e numero de
endosporos/J foram correlacionadas com os dados climaticos (correlagoes de Pearson),
obteve-se correlacao positiva entre o nimero de J,/100 cm? de solo e a precipitagao
acumulada 5 dias antes da amostragem (r = 0,6157, p = 0165), indicando que a
precipitacao influenciou diretamente o namero de ], de Meloidogyne presente no solo.
Tal fato pode ter contribuido para a diminuigao da eficiéncia de Pasteuria através do
aumento da taxa reprodutiva do nematéide.

Nas microparcelas estudadas, Meloidogyne spp. e Pasteuria nao se encontravam
em uma condigao de equilibrio, entretanto, é esperado que a densidade de endésporos
no solo aumente com o passar do tempo, estabelecendo-se o equilibrio. No Sul da
Australia, Stirling e White (1982) detectaram Pasteuria sp. mais facilmente em vinhedos
com idade avancada do que nos novos, demonstrando a demora para que a bactéria
atinja uma alta densidade populacional, capaz de controlar a densidade de Meloidogyne
spp. Por outro lado, quando os endésporos sao adicionados no solo em grandes
quantidades, parece haver um aumento acelerado da densidade da bactéria no solo. Em
microparcelas infestadas experimentalmente com M. arenaria (Neal) Chitwood e
Pasteuria sp., Oostendorp, Dickson e Mitchell (1991) observaram um aumento
significativo da densidade populacional da bactéria apés 2 anos de plantio com culturas
anuais.

A falta de equilibrio entre a bactéria e Meloidogyne spp. pode também ser
resultado do desenvolvimento de resisténcia por parte do nematéide hospedeiro ao
ataque de Pasteuria, como demonstrado por Tzortzakakis e Gowen (1994). Além desses
fatores, outros, muitas vezes de origem desconhecida, podem afetar as interagoes entre

Pasteuria e o nematoide hospedeiro.
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Das 100 fémeas de Meloidogyne analisadas, 86% foram identificadas como M.
incognita e 14% como M. javanica, sendo que 17,44% e 7,14% das fémeas de M. incognita
e M. javanica respectivamente estavam parasitadas por Pasteuria sp. Esta constatacao
parece ser um indicativo da preferéncia do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. por M.
incognits. Nas raizes foram encontradas em média 421,25 + 29,122 fémeas de
Meloidogyne spp./g de raiz, sendo que 11,73 + 1,579 % estavam parasitadas. A falta de
correlagdo entre o niimero de fémeas/g de raiz e a percentagem de parasitismo indica
que esses eventos variam independentemente. Esses resultados divergem daqueles
encontrados por Verdejo-Lucas (1992), uma vez que este autor encontrou correlacio
positiva entre o niimero de fémeas/ g de raiz e a percentagem de parasitismo. O niimero
de endésporos produzido em cada fémea variou de 1.310.000 a 3.495.000, com média
2.270.000 + 95.035,768. Nimero de endésporos similar foi encontrado por Stirling
(1981), em M. javanica desenvolvendo-se a temperatura de 25 °C. Segundo Davies,
Kerry e Flynn (1988) o niimero de endésporos em cada fémea é diretamente
proporcional ao tamanho do corpo da fémea. Em novembro/96, a percentagem média
de J. infestados foi de 11,50 + 2,93%, enquanto a média de fémeas parasitadas no
mesmo més foi de 16% no teste para a estimativa da proporcdo entre as espécies
encontradas nas raizes e de 11,73 + 1,579 para a estimativa do niimero delas/g de raiz.
Observagdes semelhantes foram feitas por Verdejo-Lucas (1992) em pomares de kiwi,
nos quais o autor encontrou uma percentagem média de infestagdo inferior para os J> no
solo, quando comparado a percentagem de fémeas parasitadas nas raizes.

As densidades populacionais de P. brachyurus no solo variaram de 0 a 56, com
média de 7,13 + 0,74 espécimens /100 cm? de solo, sendo observados maiores indices em
abril e julho (Figura 4 A). A partir de agosto a populagao aumentou consecutivamente.
A percentagem de infestagdo e/ou parasitismo variou de 0 a 100, com média 10,38 *
1,57%, com decréscimo a partir de dezembro (Figura 4 B). Encontrou-se correlagao
positiva (r = 0,6978, p = 0,0058) entre a percentagem de P. brachyurus infestados e/ou

parasitados e a temperatura média dos 5 dias anteriores as datas de amostragem,
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FIGURA 4. Associagao de Pasfeuria sp. e Pratylenchus brachyurus. (A) Numero médio de
P. brachyurus/100 cm® de solo, (B) Percentagem média de infestagio e/ou
parasitismo, (C) Numero médio de endésporos de Pasteuria sp./espécimen.
UFLA, Lavras - MG, 1997.

indicando que em temperaturas maiores o nematdide se movimentou mais no solo,
resultando em uma maior percentagem de infestagio e/ou parasitismo. O nimero
médio de endésporos/espécimen variou de 1 a 10,5, com média 2,76 = 0,27. As
pequenas variaces observadas no nimero de endésporos/espécimen (Figura 4 C) sao
semelhantes as observagoes de Ciancio (1995) em um pomar naturalmente infestado por
Xiphinema diversicaudatum e Pasteuria sp.

As densidades populacionais de Aphelenchus sp. no solo variaram de 0 a 88, com
meédia de 8,73 £ 0,79 e picos populacionais em abril e julho, ocorrendo um aumento

consecutivo a partir de agosto (Figura5 A), a semelhanca do comportamento de
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FIGURA 5. Associagao de Pasteuria sp. com Aphelenchus sp. (A) Niamero médio de
Aphelenchus sp./100 cm? de solo, (B) Percentagem de infestacao, (C) Ntmero
médio de endésporos de Pasteuria sp./espécimen. UFLA, Lavras - MG,
1997.

densidade populacional observado para P. brachyurus (Figura 4 A). Aphelenchus sp. foi
encontrado infestado com endésporos de Pasteuria sp. em apenas 4 meses do estudo
(Figura 5 B e C), sendo que a percentagem de infestacao variou de 0 a 50, com média de
0,81 = 0,34 e o niimero médio de endésporos/espécimen variou de 1 a 8, com média
3,67 = 1,02. O ntmero de Aphelenchus/100 cm?® de solo, percentagem média de
infestacdio e nimero médio de endésporos/espécimen apresentaram um
comportamento independente dos fatores climaticos. Os baixos indices de infestacao e
nimero de endésporos/espécimen observados, além da nao observagao de espécimens

parasitados pela bactéria nao permitiram concluir com certeza sobre a hospedabilidade
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deste nematéide ao patétipo parasita de Meloidogyne spp., de P. brachyurus ou ainda se o
mesmo constitui um patétipo especifico para Aphelenchus sp. Outra possibilidade é a
condig@o de nao hospedeiro, uma vez que a observagao de endésporos na cuticula nao
esta correlacionada com o parasitismo (Stirling, 1984).

Aphelenchoides Fisher, Criconema Hofmaner e Menzel, Criconemella De Grisse e
Loof, Helicotylenchus dihystera (Cobb) Sher, Helicotylenchus Steiner, Tylenchus Bastian e
Xiphinema Cobb também ocorreram nas microparcelas, porém nio apresentaram-se

associados com Pasteuria spp.

4.3.2 Heliconia sp. infestada por Meloidogyne sp. associado a Pasteuria sp.

Pasteuria sp. foi observada infestando ] de Meloidogyne sp., nao sendo
examinadas as fémeas nas raizes devido ao seu baixo niimero.

As densidades de J. de Meloidogyne sp. variaram de 0 a 68, com média 18,5 + 6,08.
Picos populacionais foram observados em janeiro, fevereiro, abril e setembro (Figura 6
A). No inverno, observaram-se as menores densidades de ] de Meloidogyne sp.,
provavelmente devido ao baixo nivel de umidade do solo, o que dificultou a eclosao
dos Jo. A percentagem de infestagéo dos J; variou de 0 a 50%, com média 11,85 + 5,96 e o
nimero médio de enddsporos/]. de 1,5 a 8, média de 4,17 + 1,96. Nesta area, foram
observados J; infestados com end6sporos em apenas 4 meses do estudo (Figura 6 B e C).
A percentagem de infestacio correlacionou-se positivamente com a precipitacio
acumulada 5 dias antes da amostragem (r = 0,5175, p = 0,0424), indicando que a
presenca da umidade foi essencial para a infestagdo. A umidade favoreceu a eclosao e
movimentacdo dos J. e consequente infestagdio por Pasteurin. A distincia de

movimentacao dos ]2 no solo e a concentragio de endésporos no solo estio diretamente
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FIGURA 6. Associacao de J. de Meloidogyne sp. e Pasteuria sp. (A) Densidade
populacional de Meloidogyne sp./100 cm? de solo, (B) Percentagem média de
infestagao, (C) Namero médio de endésporos de Pasteuria sp./J.. UFLA,
Lavras - MG, 1997.

correlacionados com a percentagem de infestagao (Stirling, Sharma e Perry, 1990). Os
baixos indices de infestacao e numero de enddsporos/J]> observados indicam baixa
concentragao de endosporos neste local.

Aphelenchus sp., Aphelenchoides sp., Criconema sp., Ogma (Chitwood) Andrassy,
Trichodorus Cobb e Tylenchus sp. ocorreram no solo, porém sem nenhuma associacao

com a bactéria.
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4.3.3 Citros infestado por Tylenchulus semipenetrans associado a Pasteuria sp.

O isolado de Pasteuria sp. foi observado infestando e parasitando naturalmente J»
e machos de T. semipenetrans. De acordo com Fattah, Saleh e Aboud (1989) e Ciancio e
Rocuzzo (1992) o isolado de Pasteuria sp. capaz de parasitar T. semipenetrans completa o
ciclo de vida apenas em J, e machos.

A andlise estatistica nao mostrou diferengas entre os meses no que se refere ao
namero de J2/100 cm3 de solo, & percentagem de infestagdo e/ou parasitismo e ao
namero médio de endésporos/J.. Entretanto, as densidades de J. de T.
semipenetrans /100 cm® de solo variaram de 18 a 316, com média de 152,5 + 18,87. As
densidades de J. no solo foram maiores no inverno do que nas outras épocas do ano
(Figura 7 A). No inverno (abril, maio, junho e julho), os J, foram detectados em maior
namero no solo devido & paralisagédo do crescimento das raizes, o que impediu sua
penetracdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Verdejo-Lucas (1992) em
um pomar de kiwi infestado por Meloidogyne spp. e Pasteuria sp. A percentagem de
infestagdo e/ou parasitismo em J, variou de 5,26 a 63,64, média de 22,73 + 3,13%,
apresentando picos em janeiro e abril e decréscimo a partir deste més (Figura 7 B). O
namero de endésporos/J; variou de 1 a 5,62, média de 2,94 + 0,29, com picos durante
alguns meses do inverno (abril, maio e junho) (Figura 7 C). O maior namero de
endésporos/J. em meses do inverno pode ser devido ao maior tempo de movimentagao
dos ]2 no solo, uma vez que raizes novas ndo estavam disponiveis para a penetragio.
Obteve-se correlagdo negativa entre o niimero de J»/100 cm? de solo e a percentagem de
infestagao e/ou parasitismo em J. (r = - 0,7873, p = 0,0014), indicando que a quantidade
de endésporos no solo ainda nao atingiu um nivel em que a bactéria seja capaz de
suprimir o nematéide hospedeiro, ou seja, quando a densidade de J. no solo aumenta, a
percentagem de infestagio e/ou parasitismo decresce em fungio do pequeno niimero
de enddsporos de Pasteuria sp. presentes no solo. Na Itdlia, Ciancio (1995) também

observou correlagdo inversa entre a densidade de Xiphinema diversicaudatum e a
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FIGURA 7. Associagao de Pasteurin sp. e T. semipenetrans. (A) Densidade de J» de T.
semipenetrans/100 cm® de solo, (B) Percentagem média de infestacdo e/ou
parasitismo em J,, (C) Niimero médio de endésporos/J., (D) Niumero médio
de machos adultos de T. semipenetrans/100 cm? de solo, (E) Percentagem

média de infestagao e/ou parasitismo em machos, (F) Nimero médio de
endésporos/macho. UFLA, Lavras - MG, 1997.
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percentagem de parasitismo em um pomar de péssego. Em culturas perenes, que sio
ecossistemas estaveis, o aumento da concentragio de enddsporos no solo pode demorar
muitos anos (Stirling e White, 1982), além disso, a quantidade de endésporos
produzidos por Pasteuria sp. em J. e machos de T. semipenetrans é pequena, devido a
limitada fonte de alimento para a bactéria. O namero de endésporos produzidos em
nematéides volumosos pode ser 4000 vezes maior que os produzidos em nematéides
filiformes (Sturham et al., 1994).

O nimero de machos adultos/100 cm? de solo variou de 0 a 24, média de 4,41 +
1,01, com um pico populacional em fevereiro e decréscimo a partir deste més (Figura 7
D). A percentagem de infestagdo e/ou parasitismo em machos variou de 0 a 100, com
média 18,62 £ 6,12 e maiores indices em margo e abril, decrescendo a partir deste més
(Figura 7 E). O nimero de endésporos/macho variou de 1 a 4, com média 2,4 + 0,26,
apresentando maiores indices em janeiro, margo e junho, decrescendo a partir de junho
e com tendéncias de crescimento a partir de outubro (Figura 7 F). O niimero de machos
recuperados do solo foi muito baixo durante o estudo e a percentagem de infestagao
e/ou parasitismo em machos foi semelhante aquela observada para J.. Uma das razses
para a recuperagao desse baixo niimero de machos pode ser devido a coleta dos J, do
solo antes de sua transformagao em machos, uma vez que aproximadamente 25% do
nimero total de J: convertem-se em machos (Van Gundy, 1958). O niimero de
machos/100 cm? de solo, percentagem de infestagdo e/ou parasitismo e o niimero de
enddsporos variaram independentemente, ndo apresentando nenhuma relagio com os
fatores climaticos.

Aphelenchus sp., Helicotylenchus sp. e Tylenchus sp. ocorreram no local, entretanto,

sem associa¢do com Pasteuria spp.

Foi grande a diversidade morfométrica dos endésporos nos hospedeiros
estudados (Tabela 1). Esses resultados assemelham-se aos obtidos por Spaull (1981),
Sayre et al. (1988) e Ciancio et. al. (1994). A diversidade morfométrica, juntamente com

a gama de hospedeiros foi anteriormente utilizada para a descrigio das trés espécies de
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Pasteuria parasitas de nematdides (Sayre e Starr, 1985; Starr e Sayre, 1988; Sayre et al.,
1991). Populagdes de Pasteuria spp. com diferentes formas morfométricas estdo
associadas a um grande nimero de hospedeiros (Ciancio et al., 1994), entretanto, ainda
hoje, a importancia das caracteristicas morfométricas na taxonomia da bactéria nao é
bem entendida. Essa diversidade morfométrica parece ser resultante da co-evolugao dos

organismos na natureza (Ciancio et al., 1994).

TABELA 1. Didmetro, altura e razéo entre ambos, dos endésporos de Pasteuria spp.
UFLA, Lavras - MG, 1997.

Espécie Diadmetro (um) Altura (um) Razio *
Meloidogyne spp. 4,1+0,006* 1,68 + 0,003 2,44
Pratylenchus brachyurus 3,28 + 0,002 1,17 £ 0,002 2,8
Tylenchulus semipenetrans 3,63 +£0,004 1,1 £0,002 3,3

* Relagdo entre o didmetro e a altura
** Média de 20 repetigdes, com o erro padrdo

Portanto, apesar de ser clara a diversidade morfométrica em diferentes
hospedeiros (Tabela 1) ndo é prudente considerar cada um deles como uma nova
espécie de Pasteuria, uma vez que a mesma é constituida de intimeros tipos patolégicos,
morfométricos e biolégicos (Sayre e Starr, 1988; Ciancio et al., 1994). Por isso, enquanto
a taxonomia da bactéria permanecer indefinida, Sayre e Starr (1988) e Sayre et. al. (1991)
recomendam que o nome Puasteuria penetrans (e sinonimias anteriores: “Duboscgia
penetrans, Bacillus penetrans”) encontradas na literatura sejam chamados de “Pasteuria

spp.” ou “membros do grupo Pasteuria penetrans”.



4.4 CONCLUSOES

Observaram-se grandes varia¢oes nas flutuagdes populacionais dos nematéides
associados com Pasteuria spp. nas trés areas estudadas.

A bactéria e os nematdides hospedeiros pareceram nao se encontrar em uma
condicao de equilibrio nos locais estudados.

Observaram-se grandes variacdes na morfometria dos endésporos de Pasteuria

spp- encontrados nos diferentes hospedeiros.
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5 CAPITULO II

ADESAO DE ENDOSPOROS DO ISOLADO P1-UFLA DE PASTEURIA SP. EM
FITONEMATOIDES



RESUMO

SOUZA, Jorge Teodoro de. Adesao de endésporos do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp.
em fitonematodides. In: Epidemiologia, infectividade e parasitismo de
Pasteuria spp. em fitonematéides. Lavras: UFLA, 1997. Cap. 2, p. 60-78.
(Dissertagao - Mestrado em Fitopatologia).

O isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. apresentou especificidade em relacao aos
hospedeiros testados. Apenas M. javanica Populacao 1 (P1), P2, P3, P4 e P5), M. incognita
(racas 1, 2, 4 e P2) e uma populagao mista de M. javanica e M. incognita foram
considerados hospedeiros, baseado na adesao de endoésporos na cuticula e no
parasitismo em fémeas. A adesao de endésporos nao ocorreu em machos e fémeas de
M. incognita raga 2, apesar de ter ocorrido em J, desse nematdide. O isolado P1-UFLA
apresentou-se mais agressivo a M. javanica (P3 e P4) e M. incognita (ragas 1, 2 e 4), com
maiores percentagens de infestacao e parasitismo do que nas demais populagoes
testadas. A populacao mista de M. javanica e M. incognita, na qual o isolado P1-UFLA de
Pasteuria sp. foi originalmente encontrado, apresentou resisténcia parcial ao ataque
desse isolado. A mobilidade dos J. de M. javanica e M. incognita nao foi afetada pela
centrifugacao e pela presenga de enddsporos na cuticula. O numero de endésporos
aderidos a cuticula dos J» de M. javanica nao foi afetado pela idade dos nematéides. Os
Jo de M. javanica e M. incognita raca 1 mortos pelo calor apresentaram menor nimero

(p<0,01) de enddsporos aderidos a cuticula quando comparados aos ], vivos.



ABSTRACT

Endospore attachment of P1-UFLA isolate of Pasteuria sp. on phytonematodes

The P1-UFLA isolate of Pasteuria sp. showed host specificity. Only M. javanica
Populations (P1, P2, P3, P4 and P5), M. incognita (races 1, 2, 4 and P2) and a mixed
population of M. javanica and M. incognita were considered hosts based on the
endospore attachment and female parasitism. The endospore attachment did not occurr
in males and females of M. incognita race 2, but occurred in J; of this nematode. The P1-
UFLA isolate of Pasteuria sp. was more agressive to M. javanica (P3 e P4) and M.
incognita (ragas 1, 2 e 4), with higher percentages of infestation and parasitism than in
others tested populations. The mixed population of M. incognita and M. javanica from
wich the isolate P1-UFLA of Pasteuria sp. was found, showed partial resistance to
infestation and parasitism by P1-UFLA isolate. The mobility of M. javanica and M.
incognita J, was not affect by the centrifugation and by the presence of endospores on
the cuticle. The number of endospores attached to the cuticle of M. javanica J. was not
affected by the age of J.. Killing M. javanica and M. incognita race 1 J2 by heat treatment
resulted in lower number (p<0.01) of endospores attached to the cuticle than on the

cuticle of living Ja.



5.1 INTRODUCAO

A adesdo de endésporos de Pasteuria spp. na cuticula do nematéide desencadeia
o processo de parasitismo, e estabelece o inicio do ciclo de vida dessa bactéria no
hospedeiro. Entretanto, Stirling (1985) demonstrou que a adesio de endésporos na
cuticula nem sempre esta relacionada ao processo parasitirio, mas para a associagio de
ambos num processo parasitario, a adesdo é o inicio de tudo. Por isso o teste de adesio
constitui de relevancia na determinacio da gama de hospedeiros de um isolado de
Pasteuria. Vérios autores estudaram a adesdo de endésporos de Pasteuria em juvenis do
segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp. (Mankau e Prasad, 1977; Dutky e Sayre, 1978;
Stirling, 1985), demonstrando que populag¢des individuais da bactéria apresentam uma
limitada gama de hospedeiros. Em estudos realizados por Davies, Kerry e Flynn (1988)
endésporos de populagdes individuais de Pasteuria sp., parasitas de Meloidogyne spp.,
aderiram-se mais facilmente aos J. das populages de Meloidogyne spp. das quais os
isolados ou popula¢des da bactéria foram originalmente obtidos. As variacbes na
adesdo de endésporos a cuticula de J. tém sido atribuidas a diferencas na composic¢do
da cuticula de diferentes espécies, ragas e populagoes de Meloidogyne spp. (Davies e
Danks, 1992) e entre as diferentes espécies de outros géneros. A heterogeneidade da
superficie dos endésporos é também um fator de grande influéncia nas adesGes
diferenciadas (Davies, Robinson e Laird, 1992; Davies, Redden e Pearson, 1994).

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de estudar a hospedabilidade de
vérios nematdides ao isolado P1-UFLA de Pasteuria sp., estudar sua agressividade a
populacdes de Meloidogyne spp., verificar a influéncia desse isolado sobre a mobilidade

de J2, bem como sua adesao em J; vivos e mortos pelo calor e em J, de diferentes idades.



5.2 MATERIAL E METODOS

Os endésporos de Pasteuria sp., isolado P1-UFLA, foram obtidos de raizes frescas
de tomateiro, coletadas de microparcelas naturalmente infestadas com Meloidogyne
incognita e M. javanica associadas com Pasteuria sp. No laboratério, essas raizes foram
cortadas em pedacos de 2 cm, deixadas embebidas por 3 dias em solucao de citolase
50% (Genencor International, Rochester, NY) a 4 °C. A seguir, foram colocadas em
copos de agitador para solo e agitadas por 10 minutos. O material obtido foi passado
por peneiras de 20 e 150 malhas. Coletaram-se, do material retido na peneira de 150
malhas, fémeas parasitadas, que foram trituradas em triturador de tecidos (Pyrex 7727-
15), para a obtencao da suspensao, com concentracao determinada em camara de
Newbauer como sendo 3,8 x 10° endésporos/ml. Decidiu-se estudar a gama de
hospedeiros de Pasteuria sp., isolado P1-UFLA, através do teste de adesao de
endésporos na cuticula e da multiplicagao da bactéria no interior do nematéide
hospedeiro. Os nematoides selecionados para o teste foram: populacbes puras de
Meloidogyne incognita (ragas 1, 2, 3 e 4), M. incognita (2 populagdes - P1 e P2), M. javanica
(5 populagoes - P1, P2, P3, P4 e P5), M. paranaensis e Heterodera glycines, originados de
diversas localidades (Tabela 2). Todos os nematdides foram mantidos em vasos de
ceramica com capacidade para 15 litros com substrato 3:2:1 (areia, solo, esterco), em
casa de vegetagao por 4 meses. Para a multiplicacao de Meloidogyne incognita (ragas 1, 2,
3 e 4), M. incognita P2, M. javanica (P1, P2, P3, P4 e P5) e M. paranaensis empregaram-se

tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill var. Rey de Los Tempranos), para M. incognita



65

P1, pimentao (Capsicum annuum L.) e para Heterodera glycines soja (Glycine max (L.)
Merril cv. Cristalina). Entretanto, in6culo de uma populacao mista (M. incognita + M.
javanica) foi obtido de raizes de tomateiro ja em crescimento, coletadas das
microparcelas, de onde obteve-se o inéculo de Pasteuria sp. Meloidogyne exigua foi obtida
de raizes de cafeeiros (Coffeae arabica 1.) infestados, cultivados no Departamento de
Agricultura (DAG) da UFLA; M. hapla de raizes de poejo (Mentha sp.) cultivado no
Horto de Plantas Medicinais da UFLA; juvenis do segundo estadio (J.) de Tylenchulus
semipenetrans de solo coletado na rizosfera de citros (Citrus sp.) cultivado no municipio
de Perdoes, MG; populacdes de Aphelenchus sp.; Aphelenchoides sp.; Helicotylenchus
dihystera e Pratylenchus brachyurus de solo coletado nas microparcelas delimitadas por
fibra de vidro e Panagrellus redivivus de culturas mantidas no Laboratério de
Nematologia da UFLA. Para a obten¢ao dos ovos de Meloidogyne spp., as raizes, imersas
em uma solucao de hipoclorito de sédio (NaOCl) 0,5% foram trituradas em
liquidificador (45 segundos) e posteriormente passadas em peneiras de 200 e 400
malhas respectivamente, sendo os ovos coletados na ultima. Os ], foram obtidos destes
ovos, através da incubagao em funil de Baerman a temperatura ambiente (£ 26 °C).
Foram usados apenas J: com no maximo 24 horas de idade. Do solo, foram os
nematdides extraidos pela técnica de Jenkins (1964). Para a adesao de endésporos na
cuticula dos nematoéides, utilizou-se o método de centrifugagao (Hewlett e Dickson,
1993) com modificagées. Em tubos de centrifuga do tipo eppendorf, com capacidade
para 1,5 ml, previamente lavados com leite desnatado e enxaguados com agua destilada
(pag 38 do capitulo I), adicionaram-se 300 pl de agua destilada contendo 100 J, de cada
populagao teste de Meloidogyne, 10 machos ou 10 fémeas de M. incognita raga 2, ou 30
espécimens das demais espécies anteriormente citadas em cada tubo, juntamente com
50 pl da suspensao com concentragao 3,8 x 10° endésporos/ml, em quatro repetigoes.
Apb6s a centrifugacao em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5402 a 800 g por 3 minutos a
30 °C, transferiu-se o contetdo dos tubos para vidros de relégio. Sob microscopio 6tico
de objetivas invertidas a 250X, determinou-se o nimero de nematoides infestados por

Pasteuria sp. e o namero de enddsporos/espécimen, contidos em cada tubo. Os
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nematdides com endésporos aderidos na cuticula foram considerados infestados. O
ensaio foi montado em DIC (delineamento inteiramente casualizado), com 25
tratamentos (populacdes testadas) e 4 repeticoes. Em tomateiros com 4 semanas de
idade (a partir da semeadura) plantados em copos plasticos contendo 100 g de areia
lavada e irrigados diariamente com solugao nutritiva de Johanson et al. (1957) citada
por Epstein (1975) inocularam-se os J. de 10 populacdes de M. Javanica e M. incognita
com enddsporos aderidos a cuticula. Apés 35 dias da inoculagao, as raizes foram
colhidas, sendo as fémeas coletadas e feita a estimativa de parasitismo como descrito na
pag. 38 do capitulo I, obtendo-se dessa forma o niimero total de fémeas e a percentagem
delas parasitadas por Pasteuria sp. em cada sistema radicular. Apenas 10 tratamentos
foram submetidos a analise de variancia, nao tendo sido os outros por possuirem média
de infestagao zero ou por nao terem sido testados quanto ao parasitismo. Aplicou-se o
teste Scott-Knot para a separacao das médias. As analises foram processadas no sistema
SAEG 5.0 (Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas).

No estudo da mobilidade de ] infestados por Pasteuria sp., empregaram-se uma
populagao P4 de M. javanica e raga 1 de M. incognita, devido & grande suscetibilidade a
bactéria demonstrada no ensaio anterior sobre a gama de hospedeiros. A multiplicacao
dos nematéides e a extracao dos ovos foram feitas como descrito anteriormente. Para a
obtencao dos ], 0s ovos foram incubados sobre folhas de papel toalha tendo como
suporte telas de plastico de 20 malhas colocadas em recipientes de 500 ml contendo
agua e oxigénio fornecido por borbulhamento constante. Foram usados apenas J. com
no maximo 24 horas de idade. Neste estudo utilizou-se uma suspensao de endésporos
de Pasteuria sp. com concentragao 6 x 106 enddésporos/ml, preparada conforme descrito
anteriormente. Empregou-se o método de Moje (1959) citado por Huang et al. (1983), no
qual os ] infestados com endésporos juntamente com 10 ml de agua foram colocados
em vidros com capacidade para 15 ml, vedados com folhas de papel toalha e invertidos
sobre placas de Petri de 9 cm de diametro contendo 40 ml de agua. Os ensaios com as
duas espécies foram montados separadamente em DBC (delineamento em blocos

casualizados) com quatro tratamentos (concentragoes de enddsporos e centrifugagoes) e
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cinco repeti¢oes. Os tratamentos constituiram-se de J> nao centrifugados e centrifugados
para a obtencao de 0, 1-10 e 11-30 endésporos/J,, para cada uma das espécies. Para a
obtencao dos J» infestados procedeu-se como descrito anteriormente. Para a obtencao de
1-10 enddsporos/]J. foram adicionados 10 ul da suspensao de concentragao 6 x 106
enddsporos/ml em tubos contendo M. incognita e 15 ul em tubos contendo M. javanica,
enquanto que para a obtencao de 11-30 endésporos/J,, adicionaram-se 80 pl em tubos
contendo M. incognita e 90 pl em tubos contendo M. javanica. Apés a centrifugacao os J»
foram transferidos para vidros de relégio como descrito anteriormente. Cinqiienta ], de
M. incognita raca 1 ou M. javanica P4 contendo 0 (centrifugados ou nao), 1-10 e 11-30
end6sporos foram selecionados e transferidos para cada vidro separadamente, em cinco
repeticoes. Depois de 24 horas, foram contados sobre microscépio ético a 250 X o
namero de J. que tinham migrado para as placas de Petri. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia no SAEG 5.0.

No estudo do efeito da idade dos J. sobre a adesao de endésporos do isolado P1-
UFLA de Pasteuria sp., foram empregados tubos tipo eppendorf contendo 200 ul de
agua destilada e 100 J> de M. javanica (P4) obtidos como descrito anteriormente,
mantidos em geladeira a 4 °C por até 28 dias. No primeiro dia e posteriormente a cada
sete dias, cinco tubos contendo os ] receberam 40 pl de suspensao com endésporos de
Pasteuria sp. na concentragao de 6 x 10 endosporos/ml e foram centrifugados como
descrito anteriormente, até o 28 ¢ dia. Apés a centrifugagao, os J» foram transferidos
para vidros de relégio e sob microscopio 6tico a 250X, estimou-se o numero de
endosporos/J. em 20 ], de cada tubo. Os dados obtidos no 1¢, 72, 14-¢, 212 e 282 dias
foram submetidos a analise de variancia no Sistema SAEG 5.0.

Avaliaram-se através do método de centrifugacao o numero de endésporos
aderidos em J> de M. incognita raga 1 e em M. javanica vivos ou mortos pelo calor. Para
isso, tubos tipo eppendorf contendo 200 ul de agua destilada e 100 J> de M. javanica (P4)
ou M. incognita raca 1 vivos ou mortos por prévia imersao em agua a 60 °C por 5
minutos receberam 40 ul de uma suspensao de 6 x 10° endésporos/ml, em 2 repetigoes

e centrifugados conforme descrito anteriormente. Em seguida, os J» foram transferidos



68

para vidros de relégio e sob microscopio ético de objetivas invertidas a 250X avaliou-se
o namero de endésporos/J, em 20 J, de cada um dos tubos. As médias do nimero de

endosporos/J. vivos e mortos separados por espécie foram comparadas pelo teste de

rr t}!



5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Hospedeiros do Isolado P1-UFLA de Pasteuria sp.

isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. apresentou especificidade em relagao aos hospedeiros
testados. Dos nematéides testados (Tabela 2), apenas M. javanica Populagao 1 (P1), P2,
P3, P4 e P5), M. incognita (ragas 1, 2, 4 e P2) e uma populagao mista de M. javanica e M.
incognita puderam ser considerados como hospedeiros do isolado estudado. Apesar de
ter ocorrido a adesao de endésporos na cuticula de M. hapla e em juvenis de
Aphelenchoides sp., nao foi testado o parasitismo nesses nematoides, o que
impossibilitou, nesse estudo, a inclusao dos mesmos como hospedeiros do isolado P1-
UFLA de Pasteuria sp. A adesao de enddsporos é a primeira fase do processo infectivo
de Pasteuria spp. em seus hospedeiros, sendo sua ocorréncia uma condicao essencial
para o parasitismo, entretanto, uma determinada espécie de nematéide nao pode ser
considerada hospedeira de Pasteuria sp. apenas pela observacao de endésporos
aderidos em sua cuticula, pois o processo de infecgao s6 tem inicio com a germinagao
do endésporo através da cuticula. Portanto, para que um determinado nematdide seja
considerado hospedeiro, é necessaria a observagao de end6sporos ou qualquer outra
fase do ciclo de vida da bactéria no interior do corpo desse nematéide (Stirling, 1985;
Davies, Kerry e Flynn, 1988). Foi também observada uma relativa preferéncia desse
isolado da bactéria por algumas das populagoes testadas. O isolado P1-UFLA foi mais

agressivo para M. javanica (P3 e P4) e M. incognita (ragas 1, 2 e 4 e populagao P2),
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TABELA 2. Percentagem de infestacao e namero de enddsporos do isolado P1-UFLA de
Pasteuria sp./espécimen de diversas espécies ou populacdes de nematoéides
obtidos de diferentes localidades apés centrifugacao e percentagem de
fémeas de Meloidogyne spp. parasitadas (% de parasitismo) apés 35 dias da

inoculacao em tomateiro. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Nematoide Testado Origem Endésporos/ | Infestagao | Parasitismo
Espécimen * %) * (%) *

Meloidogyne exigua Lavras/ MG 0,00 0,00 -

M. hapla Lavras/MG 3,00 38,30 -
Machos M. incognita raca 2 Londrina/ PR 0,00 0,00 -
Fémeas M. incognita raca 2 Londrina/PR 0,00 0,00 -

M. incognita Populacao 1 (P1) Lavras/ MG 0,00 0,00 -

M. incognita raca 3 Londrina/ MG 0,00 0,00 -

M. incognita + M. javanica Lavras/ MG 0,33C ** 15,00 09,84 C **
M. incognita P2 ljaci/ MG 7,95 A 100,00 90,29 A
M. incognita raga 1 Londrina/PR 10,15 A 100,00 94,55 A
M. incognita raga 2 Londrina/ PR 08,35 A 100,00 88,21 A
M. incognita raca 4 Londrina/ PR 10,05 A 100,00 98,69 A
M. javanica Populacao (P1) ljaci/ MG 6,25 A 95,00 84,67 B
M. javanica P2 Dourados/MS 5,85 B 100,00 76,40 B
M. javanica P3 Londrina/PR 6,65 A 95,00 89,05 A
M. javanica P4 Lavras/ MG 8,60 A 100,00 93,15 A
M. javanica P5 Lavras/ MG 1,65 C 20,00 16,35 C
M. paranaensis Londrina/PR 0,00 0,00 -
Heterodera glycines Irai de Minas/MG 0,00 0,00 -
Tylenchulus semipenetrans Perddes/ MG 0,00 0,00 -
Aphelenchus sp. Lavras/ MG 0,00 0,00 -
Juvenis de Aphelenchoides sp. Lavras/ MG 4,30 40,00 <
Adultos de Aphelenchoides sp. Lavras/ MG 0,00 0,00 -
Helicotylenchus dihystera Lavras/MG 0,00 0,00 -
Pratylenchus brachyurus Lavras/MG 0,00 0,00 -
Panagrellus redivivus Lavras/ MG 0,00 0,00 -

* Média de 4 repeticGes

** Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knota 5 %
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levando-se em consideracao as percentagens de infestacdo e parasitismo (Tabela 2).
Diferencas na agressividade de populagées de Pastenria a Meloidogyne spp. foram
observadas por Stirling (1985); Davies, Kerry e Flynn (1988) e Oostendorp, Dickson e
Mitchell (1991). A agressividade diferenciada de Pasteuria spp. implica em efeitos
diretos sobre o uso da bactéria como agente de controle biolégico em condicdes de
campo. Dessa forma, isolados com ampla gama de hospedeiros devem ser selecionados,
buscando cobrir a diversidade natural dos fitonematéides. Durante a contagem dos
enddsporos sob microscépio, observou-se uma grande aglomeracao dos J. com
enddsporos aderidos a cuticula, fato nao ocorrido com os J; sem endésporos aderidos na
cuticula. Comportamento semelhante foi observado em J. de outras espécies de
Meloidogyne e T. semipenetrans, mas ndo por juvenis e adultos de Pratylenchus scribneri
infestados pela bactéria (Mankau e Prasad, 1977; Fattah, Saleh e Aboud, 1989).

A adesdo de endésporos nao ocorreu na cuticula de fémeas e machos de M.
incognita raga 2, indicando que ocorrem mudancas nos sitios de reconhecimento entre a
cuticula e os endésporos com as ecdises (Stirling, Bird e Cakurs, 1986).

Ocorreu especificidade ao nivel de raga, uma vez que os endésporos do isolado
estudado nédo se mostraram capazes de aderirem-se a cuticula de ], de M. incognita raca
3, mas aderindo-se a cuticula de J: das outras ragas dessa espécie (Tabela 2). Apesar do
isolado P1-UFLA ter sido encontrado parasitando a populagao mista de M. incognita e
M. javanica, o nimero de endésporos/J. e as percentagens de infestagao e parasitismo
foram menores nessa populagao (Tabela 2), evidenciando a ocorréncia de resisténcia
dos nematdides ao ataque desse isolado da bactéria. A populacio mista testada
constituiu-se de J, originados de ovos produzidos por fémeas de M. incognita e M.
javanica (maior proporg¢ao de M. incognita - pag. 46 do capitulo I), as quais escaparam da
infeccao de Pasteuria sp. A populacdo mista ficou em contato com o isolado P1-UFLA
por no minimo 15 gera¢des do nematdide. Na Grécia, Tzortzakakis e Gowen (1994)
relataram a ocorréncia de resisténcia em uma populagao mista (M. incognita e M.
javanica) ao ataque de um isolado de Pasteuria ap6s quatro geragdes dos nematdides em

contato com a bactéria. A resisténcia foi quebrada quando os autores aplicaram uma
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mistura de enddsporos de varios isolados de Pasteuria sp. O mecanismo de resisténcia
ao ataque da bactéria por parte do nematéide nao é conhecido. E possivel que os
nematoides escapem do parasitismo através do desprendimento de endosporos da
cuticula dos ] (Ratnasoma, Cowen e Hague, 1991) e pela nao germinacdo dos
endosporos (Tzortzakakis e Gowen, 1994). Sayre e Wergin (1977) e Stirling (1984)
estimaram que apenas 20 a 30% dos enddsporos aderidos a cuticula dos J» sao capazes
de germinar. Recentemente, Sturham et al. (1994), observaram que a maioria dos
endosporos aderidos a cuticula dos J» de Heterodera goettingiana encontravam-se vazios,
ou seja, nao possuiam protoplasto, o que impossibilita sua germinagao. Tal fato pode
ocorrer com isolados da bactéria parasitas de Meloidogyne spp., diminuindo sua
eficiéncia. E necessario que se selecione isolados de Pasteuria com ampla gama de
hospedeiros para a aplicagado em condicdes de campo como agentes de controle

biolégico.

5.3.2 Mobilidade de ], de M. incognita e M. javanica infestados por Pasteuria sp.

A mobilidade dos J» de M. incognita e M. javanica nao foi afetada (p=0,05) pela
centrifugacao ou presenca de endésporos de Pasteuria aderidos a cuticula (Figura 8A e
B). Entretanto, Davies, Laird e Kerry (1991) encontraram diferengas entre a mobilidade
de J» de M. incognita com diferentes nimeros de endésporos aderidos na cuticula,
quando esta foi testada em tubos de areia. Neste estudo utilizou-se a agua, que nao

mostrou ser uma barreira de grande dificuldade para a migragao.

5.3.3 Efeito da Idade dos ]. de M. javanica P4 sobre a Adesao de Endésporos

A idade dos J. de M. javanica P4 nao afetou (p=0,05) a adesao de endoésporos de

Pasteuria sp. (Figura 9), talvez, devido a forga centrifuga empregada no ensaio, de maior
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FIGURA 8. Mobilidade de J. de Meloidogyne javanica (A) e Meloidogyne incognita raca 1
(B), medida pelo nimero médio desses nematbides que atravessaram o
papel toalha apés a nao centrifugagao (S5/C) e centrifugagao, para a obtencao
de 0 end6sporos/ ]2 (0), 1-10 endésporos/J. (1-10) e 11-30 endésporos/J. (11-
30). UFLA, Lavras - MG, 1997.

intensidade que em outros trabalhos. Davies, Laird e Kerry (1991), por exemplo,
observaram que os ], obtidos de massas de ovos ap6s 0-7; 8-14, 15-21 e 22-28 dias de
incubagao apresentaram taxas de infestacao diferentes, tendo os J. mais jovens um

maior nimero de endésporos aderidos na cuticula.

5.3.4 Adesao de Endésporos em J. M. javanica P4 e M. incognita raga 1

A morte, tanto dos ], de M. javanica como de M. incognita, reduz drasticamente
(p<0,01) a adesao de endésporos a cuticula (Figura 10). Provavelmente o aquecimento
dos J; tenha alterado a composicao da cuticula, afetando o processo de adesao. Stirling,
Bird e Cakurs (1986) também observaram um maior niamero de endésporos aderidos
em ], de Meloidogyne vivos que nos J, mortos pelo calor, entretanto nao significativo

estatisticamente.
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FIGURA 9. Numero médio de endosporos de Pasteuria sp./]J. de Meloidogyne javanica P4
com diferentes idades. UFLA, Lavras - MG, 1997.
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FIGURA 10. Namero médio de endésporos de Pasteuria sp./J» de M. javanica P4 e M.
incognita raca 1 vivos ou mortos por tratamento térmico. UFLA, Lavras -

MG, 1997.



5.4 CONCLUSOES

Observou-se especificidade do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. em relagao aos
hospedeiros testados. Apenas M. javanica Populagao 1 (P1), P2, P3, P4 e P5), M. incognita
(ragas 1, 2, 4 e P2) e uma populacao mista de M. javanica e M. incognita puderam ser
considerados como hospedeiros desse isolado.

O isolado P1-UFLA foi mais agressivo para M. javanica (P3 e P4) e M. incognita
(ragas 1,2 e 4 e populagao P2).

Ocorreu resisténcia parcial de uma populagao mista (M. javanica + M. incognita)
ao ataque do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp.

A mobilidade dos ] de M. javanica e M. incognita nao foi afetada pela
centrifugagao e pela presenca de endésporos na cuticula, pelo método empregado.

A idade dos J> de M. javanica nao afetou a adesao de endésporos de Pasteuria a
cuticula, quando se utilizou o método da centrifugagao.

A morte dos J> de M. javanica e M. incognita pelo calor diminuiu drasticamente o

numero de endésporos de Pasteuria sp. aderidos a cuticula.
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6 CAPITULO III

QUANTIFICACAO DE ENDOSPOROS DE PASTEURIA SP. EM SOLO E RAIZES



RESUMO

SOUZA, Jorge Teodoro de. Quantificacado de endésporos de Pasteuria sp. em solo e
raizes. In: Epidemiologia, infectividade e parasitismo de Pasteuria spp. em
fitonematéides. Lavras: UFLA, 1997. Cap. 3, p. 79-98. (Dissertacdo - Mestrado em
Fitopatologia).

Compararam-se trés métodos para a quantificacao de endésporos de Pasteuria sp.
em raizes de tomateiro. O método de digestio enzimatica permitiu detectar mais
endosporos/g de raiz que os demais testados. Para a estimativa do numero de
endosporos de Pasteuria sp. em solos infestados, realizaram-se biotestes, nos quais
juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita raca 1 sadios foram adicionados
em solos infestados com endésporos da bactéria, estimando-se apés um periodo de
incubagao de 3 dias, o nimero de endésporos/]J; e a percentagem de infestacdo desses
J2. Os dados obtidos desses biotestes foram interpretados em curvas-padrao construidas
empregando-se solo argiloso e areia livres de enddsporos de Pasteuria sp., adicionados
de quantidades conhecidas de endésporos e posteriormente submetidos ao bioteste. Os
solos testados apresentaram concentragoes de enddsporos variando de 785,71 a 5.238,10
endosporos/g. Essas concentragoes foram consideradas insuficientes para suprimir as

populagoes de Meloidogyne spp.



ABSTRACT

Quantification of Pasteuria sp. endospore concentrations in soil and in tomato roots

Three methods for quantification of the concentrations of Pasteuria sp.
concentrations from tomato root material were compared. The enzimatic disruption
method gave the highest estimation of endospores/g of root material. To estimate the
endospore concentrations of Pasteuria sp. in infested soils, a biossay technique was
used. In this technique, healthy second stage juveniles (J2) of M. incognita race 1 were
added into soils infested with Pasteuria sp. endospores. After 3 days of incubation, the
number of endospores/J. and the percentage of infested J. were evaluated. The data
were interpreted using standard curves constructed in sand and clay soils free of
Pasteuria endospores, but added with known endospore concentrations and submitted
to the biossay. The evalueted soils showed endospore concentrations of 785.71 to
5,238.10 endospores/g. These concentrations were considered insuficient to suppress

Meloidogyne spp. populations.



6.1 INTRODUCAO

Pasteuria spp. sdo bactérias antagonistas de nematéides, caracterizadas pela
natureza obrigatéria de seu parasitismo e pela especificidade de hospedeiros (Stirling,
1991). O ciclo de vida da bactéria ocorre inteiramente no interior do corpo do
nematéide suscetivel. Endésporos infectivos encontrados no solo ou em raizes aderem-
se a cuticula das formas moéveis dos nematdides hospedeiros, germinam e penetram
através da cuticula, e no pseudoceloma ocorre o crescimento vegetativo e a esporulagio.
Apébs a morte e decomposicio do nematédide os endésporos sao liberados no solo,
reiniciando o ciclo (Sayre, 1980).

Os endésporos da bactéria, que sao altamente resistentes a dissecagio, altas
temperaturas e nematicidas (Dutky e Sayre, 1978; Stirling, 1984), constituem o tnico
estadio do ciclo passivel de aplicagao pratica no campo. Através da aplicagao de
endésporos no solo, em experimentos instalados em condicdes controladas de casa de
vegetacdo (Dube e Smart Jr., 1987) e em microparcelas instaladas no campo (Brown,
Kepner e Smart Jr., 1985; Chen et al., 1996), foi demonstrado o potencial da bactéria
como agente de controle bioldgico dos nematéides formadores de galhas.

Devido & natureza obrigatéria de seu parasitismo, Pasteuria ainda nao foi
cultivada com sucesso em meios de cultura artificiais (Williams et al., 1989). Dessa
forma, o método mais usado para a produgio massal da bactéria, principalmente para
propositos experimentais, é o de Stirling e Wachtel (1980), no qual raizes secas e moidas
de tomateiro altamente infestadas com fémeas de Meloidogyne spp. parasitadas por

Pasteuria sp. constituem a fonte de inéculo. A quantificagio desses endésporos nas
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raizes é importante para a padronizacdo da quantidade de inéculo utilizada nos
experimentos, uma vez que cada preparagao (raiz moida) possui uma concentragao de
endésporos diferente.

A quantificagdo de endésporos no solo é um importante parametro na avaliagio
da supressividade 4 nematéides. Essa quantificacdo tem sido feita através de biotestes
(Slana e Sayre, 1981; Oostendorp, Dickson e Mitchell, 1988), nos quais solos infestados
com endésporos sdo incubados com nematéides sadios, sendo o nimero de endésporos
aderidos em cada nematéide contado depois de 3 dias de incubagao e os resultados
interpretados com base em uma curva padrao. Solos de campo onde obteve-se o
controle de M. javanica através da aplicagao de endésporos de Pasteuria apresentaram 80
% dos J» com 10 ou mais endésporos na cuticula quando submetidos ao bioteste
(Stirling, 1984).

Com este trabalho objetivou-se comparar 3 métodos para a quantificacio de
endésporos em raizes de tomateiro e o desenvolvimento de curvas padrio que

permitam a interpretacido de resultados obtidos em biotestes com solos infestados.



6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Quantificacao de Endésporos em Raizes

Raizes contendo fémeas de M. incognita e M. javanica parasitadas pelo isolado P1-
UFLA de Pasteuria sp. foram obtidas de um plantio de tomate em microparcelas
instaladas no campo (pag. 37 do capitulo I). Essas raizes foram secas e moidas em um
micro moinho (Marconi MA 048) até que todo o material passasse por uma peneira de
10 malhas. Este material foi utilizado para avaliar trés métodos de quantificacao de
endésporos em raizes:

Método 1 (Digestao enzimatica) - uma amostra de 0,5 g de raizes secas e moidas
foi colocada em 1,0 m! de uma solugéo 2% de pectinase-celulase (Sigma Chemicals Ltd)
por 3 horas a 37 °C. O material foi transferido para um almofariz de 6 cm de diametro,
juntamente com 5 ml de agua e triturado com um pistilo até a total desintegragao. O
material triturado foi transferido para uma proveta e o volume completado para 50 ml,
sendo os endésporos contados em camara de Newbauer a 500 X.

Método 2 (Trituragdo) - uma amostra de 0,5 g de raizes secas e moidas foi
transferida para um almofariz, triturada, diluida e quantificada como descrito para o
método 1.

Método 3 (Diluigio) - uma amostra de 0,5 g de raizes secas e moidas foi colocada
em uma proveta e o volume completado para 50 mi, homogeneizada e quantificada

como descrito para o método 1.
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Em cada um desses métodos foram feitas um total de 42 leituras, que foram

dividas em sete grupos de seis e as médias desses grupos constituiram as sete repeti¢des

do experimento. As médias foram transformadas por Jx , sendo a analise de varidncia e
o teste de médias processados no SAS System 6.10, considerando um delineamento
inteiramente casualizado (DIC).

Esses métodos foram selecionados para esse ensaio pois sdo semelhantes aos
melhores ja& desenvolvidos e publicados (Sharma e Stirling, 1991; Sharma e Stirling,
1993; Chen, Dickson e Hewlett, 1996).

6.2.2 Quantificacio de Endésporos em Solo

Utilizou-se um método indireto para a quantificagio de endésporos em solos
infestados, o qual consistiu-se no desenvolvimento de uma curva padrdo, onde
concentragdes conhecidas de endésporos foram adicionados no solo, avaliando-se
posteriormente o namero médio de enddsporos em J; hospedeiros e a percentagem de J>
infestados. Apés o desenvolvimento dessa curva foi possivel a estimativa do niimero de
endésporos em solos infestados que possuissem caracteristicas préximas as daquele
empregado na confecgdo da curva padrio. Solo e areia lavada, livres de endésporos de
Pasteuria, foram empregados separadamente para a confecgdo das curvas padrio.
Utilizou-se uma suspensdo de endésporos do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp., com
concentragio 3,25 x 10° endésporos/ml, preparada como descrito anteriormente (pag.
64 do capitulo II). Empregaram-se J. de M. incognita raga 1, pois em testes iniciais
(resultados nédo apresentados) estes mostraram-se mais suscetiveis aos endésporos da
bactéria presentes em solos infestados. Os J. com no maximo 24 horas de idade foram
obtidos conforme descrito na pag. 65 do capitulo II. Em placas de Petri de 5 cm de
didmetro contendo 10 g de solo ou areia, foram adicionadas e homogeneizadas
aliquotas da suspensao de endésporos, de maneira a se obter 0, 500, 1.000, 5.000, 10.000,
50.000, 100.000 e 500.000 endésporos/g de solo ou areia. Para a obtencao dessas
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quantidades de endésporos, adicionaram-se respectivamente 0; 1,5; 3,0; 15,3; 30,7; 153,9;
307,7 e 1.538,5 pl da suspensao juntamente com 2 ml de agua destilada em cada placa.
Em seguida, com um bastao de vidro, homogeneizou-se o solo e, 500 + 22 ], (média =+
desvio padrao) de M. incognita raca 1 em 3 ml de agua destilada foram adicionados as
placas. Essas placas foram vedadas com rolopak e permaneceram por 3 dias a
temperatura de aproximadamente 27 °C. Apés esse periodo de incubacdo, os J» foram
extraidos utilizando-se a técnica de Jenkins (1964), sendo o ntimero de endésporos/J; e
a percentagem de infestacao avaliados em 20 J. de cada placa sob microscépio 6tico a
250X. Os ensaios empregando-se solo e areia foram montados em delineamento

inteiramente casualizado (DIC) com cinco repeticoes. O nimero médio de
endoésporos/Jz e a percentagem média de infestacao foram transformados por 4/x+0,5 e

submetidos a analise de variancia e analise de regressao no SAEG 5.0. Foram feitas as
analises dos residuos para verificar o ajuste das equagoes (Neter, Wasserman e Kutner,
1990).

Solos infestados com endésporos de Pasteuria sp. originados de microparcelas
instaladas no campo, em drea do DFP/UFLA (Microp. 02; 06; 07; 12 e 18), de um
canteiro cultivado com Heliconia sp. do DAG/UFLA (Floric.), de um pomar de citros
localizado em Luminérias, MG (Lumin.), bem como solo infestado com endésporos de
Pasteuria sp. obtido da horta da UFLA (Horta 01; 02 e 03) foram usados para a
quantificacao através deste bioteste. Amostras de todos os solos estudados, incluindo os
usados para a confeccdo das curva padrao foram analisadas no Departamento de
Ciéncias do Solo/UFLA (Tabela 3). Aliquotas de 10 g desses solos em placas de Petri de
5 cm de diametro foram incubadas com 500 + 22 J, de M. incognita raca 1, extraidos e
avaliados como descrito anteriormente. O nimero médio de endésporos aderidos em
cada ], e a percentagem de J> com enddsporos aderidos foram utilizados para estimar o
namero de endésporos presentes nos solos testados. Através da realizagao de biotestes
em solos infestados com enddsporos e da interpretacao na curva padréo feita em solo
(Figuras 11 e 12; tabela 5), resultou a tabela 6. Para estimar o namero de enddésporos no

solo, utilizaram-se os dados originais e os transformados.
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TABELA 3. Caracteristicas quimicas e fisicas dos solos utilizados para a quantificagao
de endésporos de Pasteuria sp. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Origem Caracteristicas

dos solos pH em  Carbono Mat. Org. Areia Limo Argila
testados agua (%) (%) %) (%) (%)
01- Curva solo 5,3 2,1 3.7 26 48 46
02- Curva areia 6,3 0,1 0,1 96 0 4
03- Floric. 59 1,8 3,1 28 22 50
04- Lumin. 57 1,8 3,1 70 14 16
05- Microp. 02 5,8 1,8 31 26 34 40
06- Microp. 06 6,3 1,8 31 26 34 40
07- Microp. 07 6,9 2,0 3,4 26 34 40
08- Microp. 12 3,7 1,8 3,1 24 34 42
09- Microp. 18 6,5 18 31 40 34 26
10- Horta 01 58 2,0 3,4 32 34 34
11- Horta 02 39 1,8 3,1 36 34 30

12- Horta 03 6,6 1,8 31 28 36 36




6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Quantificagdo de Endésporos em raizes

O método 1 envolvendo a digestdo enzimatica das raizes de tomateiro infestadas
por Pasteuria permitiu a deteccao de mais endésporos/g de raiz do que os demais
testados (Tabela 4), confirmando os resultados obtidos por Sharma e Stirling (1993), que
utilizando um método semelhante a digestao enzimatica obtiveram 247,7 % de aumento
na detecgao de endésporos em raizes moidas, quando comparado com o método padrio
utilizado por Stirling e Wachtel (1980). O método de trituragdo foi o segundo na
eficiéncia para a detecgao de endésporos de Pasteuria em raizes (Tabela 4), ainda com
boa eficiéncia seguiu-se o0 método de dilui¢ao. De fato, os melhores métodos testados
por Chen, Dickson e Hewlett (1996) foram semelhantes aos métodos de trituracao

(método 2) e de diluigao (método 3), empregados neste trabalho.

TABELA 4. Comparagdo de métodos para a quantificacao de enddsporos de Pasteuria
sp. em raizes de tomateiro. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Método Endésporos/ g de raiz Comparacao **
1- Digestao Enzimatica  46.309.523,81 + 3.908.075,44 * A
2 - Trituracao 32.380.952,38 £ 898.789,81 B
3 - Diluigao 22.619.047,62 + 1.987.299,05 C

* Média de 7 repeti¢des com erro padrao
** Teste de Tukey a 5%
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Sharma e Stirling (1991), utilizando um método semelhante a digestao
enzimatica, encontraram de 1,08 a 25,91 vezes mais endésporos/g de raiz que o
detectado neste trabalho. Esses autores estimaram a eficiéncia do método como sendo
100 %. Chen, Dickson e Hewlett (1996) detectaram respectivamente 1,8 e 1,71 vezes
mais end6sporos que os aqui detectados, utilizando métodos semelhantes a trituracao
(método 2) e a diluicao (método 3). Essas diferencas no ntumero de endésporos
detectados se devem a concentragao dos mesmos nas raizes utilizadas.

O método 1 mostrou-se de facil execugao, obtendo-se uma suspensao clara e de
facil contagem, pois os endésporos sao totalmente desagregados pela enzima, podendo

o método ser usado rotineiramente em qualquer laboratério.

6.3.2 Quantificacao de Endésporos em solo

6.3.2.1 Curvas padrao em solo e areia

As curvas padrao confeccionadas em solo argiloso e areia apresentaram ajustes
diferenciados (Figuras 11 e 12). Na curva padrao feita em solo, tanto para o namero
médio de endésporos/J: quanto para a percentagem de J. com endésporos aderidos,
ajustaram-se equagoes de regressao do segundo grau, enquanto que para a curva em
areia, as equagdes ajustadas foram de terceiro grau. As equacbes de regressao
apresentaram um bom ajuste, pois além dos altos valores de R?, a analise dos residuos
padronizados revelou que 100 % deles apresentaram valores entre -1,96 e + 1,96 (Neter,
Wasserman e Kutner, 1990).

No solo, os endésporos de Pasteuria sp. mostraram-se menos disponiveis para a
adesao nos J» que em areia, sugerindo que diferentes classes texturais de solos
influenciam a estimativa do nimero de endésporos. Por exemplo, a observacao de uma
média de 20 enddésporos/]J. em biotestes feitos em areia corresponde a uma estimativa
de 10.000 endésporos/g (Figura 12), enquanto que em solo o valor estimado para o

nimero de endésporos/g é de 175.000 (Figura 11), portanto, um valor 17,5 vezes maior.
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Em areia, necessita-se de 10.000 endésporos/g para que 100 % dos J; tenham no minimo
1 endésporo aderido na cuticula, enquanto que em solo, sao necessarios 100.000
enddsporos/g para a infestagido de 100 % dos Jz, portanto, um valor 10 vezes maior em
solo. Esses resultados podem ajudar no entendimento dos dados obtidos por Spaull
(1984) e Mousa (1992), quando constataram os solos arenosos como mais favoraveis a
ocorréncia da bactéria no campo e seu desenvolvimento em microparcelas. Apesar dos
solos arenosos favorecerem a lixiviagio de endésporos, esses parecem ser mais
disponiveis para a adesao que em solos argilosos. No Senegal, Dabiré et al. (1996)
observaram em ensaios de laboratério que 67,7 % dos endésporos de Pasteuria e 78 %
dos J2 de M. javanica foram lixiviados em solos arenosos, apesar da grande reproducao
de M. javanica nesses solos em condi¢des de campo. Em solos argilosos apenas 0,12 %
dos endésporos e 10,6 % dos ). foram lixiviados. Mas, 50 % dos endésporos
permaneceram neste solo ap6s a extragao, entretanto, nao disponiveis para a adesiao em
J. A menor disponibilidade dos endésporos de Pasteuria sp. em solos argilosos
provavelmente possa ser explicada pelo tamanho das particulas. Nesta hipétese, os
endésporos ficariam mais protegidos pelas particulas menores encontradas em solos
argilosos, dificultando seu contato com os J;, 0 que néo acontece em solos arenosos, pois
esses solos possuem uma textura grossa. Uma vez que os endésporos possuem uma
rede de cargas negativas em sua superficie (Afolabi, Davies e O’Shea, 1995), a
capacidade de troca de cations (CTC) dos solos argilosos nao parece ser a responsavel
pela adsorséao dos mesmos. Segundo Himmelhoch, Kisiel e Zuckerman (1977) citados
por Afolabi, Davies e O’Shea, (1995) a carga da superficie da cuticula dos nematéides
também é negativa, 0 que significa que as forcas eletrostaticas entre a cuticula do
nematdide e da superficie dos endésporos sio opostas a adesdo. Entretanto, essa
oposicao ndo ocorre na natureza, sugerindo que outras forgas, principalmente
interacdes hidrofébicas entre os endésporos da bactéria e a superficie da cuticula do
nematdide ocorrem. Essas forgas, influenciadas principalmente pelo pH e pela
concentracdo do eletrélito podem também estar presentes na interagao entre as

particulas do solo e os endésporos da bactéria. Uma outra hipétese, é o efeito da textura
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sobre a mobilidade dos J.. Em areia, os macroporos, facilitam a oxigenagio e

consequentemente a mobilidade.

6.3.2.2 Quantificagao

Os solos analisados apresentaram concentra¢des de enddsporos variando de
785,71 a 5.238,10 endésporos/g (Tabela 6). Essas concentragdes de endésporos sio
consideradas insuficientes para produzir redugdes significativas nas densidades
populacionais de Meloidogyne spp. Segundo Chen et al. (1996) a concentragao minima de
endésporos necessiria para suprimir populagdes de M. arenaria raga 1 em plantios de
amendoim na Florida foi de 10.000 endésporos/g de solo. Entretanto, esse minimo pode
ser maior em nossas condigbes, pois os solos brasileiros sao mais argilosos. Enquanto os
solos infestados testados no Brasil possuem de 28 a 40 % de areia, os testados por Chen
et al. (1996) possuiam mais de 90 %.

TABELA 5. Nimero de endésporos/g de solo em funcao do ntimero de endésporos de
Pasteuria sp./]. e percentagem de J. com endésporos aderidos na cuticula
(dados originais, dados transformados e dados preditos pela regressio).
UFLA, Lavras - MG, 1997.

Numero de endésporos/ g de solo

Parametros 0 500 1000 5.000 10.000 50.000 100.000 500.000

End./]» (original) 0 0,12 0,26 1,12 2,8 8,64 16,34 35,86
% infest. (original) 0 10 22 56 82 94 100 100
End./]a (transf.) 071 0,79 0,87 1,30 1,80 3,01 4,10 6,02
% infest. (transf.) 071 2,99 4,73 7,51 9,07 9,71 10,02 10,02
End./]. (predito) 083 067 0,80 1,23 1,95 2,97 4,59 5,89

% infest. (predito) 04 313 5,39 7,20 8,58 9,51 10,01 10,06
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Em biotestes realizados empregando-se o solo “Lumin.” obtido de um pomar de

citros em Lumindrias - MG, nao foi observada nenhuma adesdo de endésporos em J. de

M. incognita raca 1 (Tabela 6), apesar de terem sido encontrados J. e machos de

Tylenchulus semipenetrans infestados e parasitados neste solo (pag. 51 do capitulo ),

confirmando a especificidade do isolado de Pasteuria sp. parasita do nematéide dos
citros (Oostendorp, Dickson e Mitchell, 1988).

TABELA 6. Numero médio de endésporos de Pasteuria sp./J,, percentagem média de J»
infestados (dados originais e dados transformados) e nimero estimado de
endésporos/g de solo utilizando-se os dados originais e os transformados,

em diferentes amostras de solo. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Origem dos Pardmetros
solos End./]2 % infest. End./g End./g End./]2 % infest. End./g end./g
testados (original)  (original) (estimado (estimado (transf.) {transf.)  (estimado (estimado
1 2 de 1) de 2) 3 4 de 3) de 4)
01- Floric. 0,22 12 857,14 583,33 0,85 3,54 875 658,05
02- Lumin. 0 0 0 0 0,71 0,71 0 0
03- Microp. 02 0,38 24 1558,14 123529 0,94 4,95 1651,16 131655
04- Microp. 06 1,08 55 4813,95 488235 1,54 7,45 462791 4913,67
05- Microp. 07 1,03 48 4581,39  4058,82 1,24 6,96 4441,86  4208,63
06- Microp. 12 1,2 55 5238,10  4882,35 1,64 745 5000 4913,67
07- Microp. 18 0,65 32 281395 217647 1,07 5,7 286047  2395,68
08- Horta 01 0,22 2 857,14 1000 0,85 4,74 875 1014,39
09- Horta 02 0,2 20 785,71 916,67 0,84 4,53 8125 942,53
10- Horta 03 0,46 30 1930,23  1941,18 0,98 5,52 2023,26  2136,69




6.4 CONCLUSOES

Utilizando-se o método de digestao enzimatica obteve-se um maior namero de
endésporos/g de raizes de tomateiro.

Em solo argiloso, os enddsporos de Pasteuria sp., mostraram-se menos
disponiveis para a adesao em J,, quando comparado com a areia lavada.

O ntimero de enddsporos presente nos solos testados foi considerado insuficiente

para supressao dos nematéides formadores de galhas.
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7 CAPITULO IV

EFEITO DO ISOLADO P1-UFLA DE PASTEURIA SP. SOBRE A PRIMEIRA
GERACAO DE MELOIDOGYNE JAVANICA (TREUB) CHITWOOD


danielle
New Stamp


RESUMO

SOUZA, Jorge Teodoro de. Efeito do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. sobre a primeira
geragdo de Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood. In: Epidemiologia,
infectividade e parasitismo de Pasteuria sp. em fitonematéides. Lavras: UFLA,
1997. Cap. 4, p. 99-114. (Dissertagao - Mestrado em Fitopatologia).

Estudou-se em condicbes de laboratério o efeito de diferentes niveis de indculo
do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. sobre o desenvolvimento da primeira geragao de
Meloidogyne javanica. Para isto, juvenis do segundo estadio (J2) de M. javanica contendo
em média 0; 2; 5; 11 e 23 endésporos/J. foram inoculados em mudas de tomateiros
plantados em copos plasticos mantidos em laboratério e irrigados com solucido
nutritiva. Apos 35 dias da inoculagao, avaliaram-se o niimero de fémeas nas raizes,
namero de fémeas parasitadas e o nimero de ovos produzidos por sistema radicular.
Observou-se uma reducao média de até 69 % no numero de fémeas nas raizes, a
percentagem média de parasitismo atingiu 93,15 + 4,72, havendo uma reducao da
ordem de 99,09 % na produgao de ovos, quando foram inoculados J. com uma média de
23 endésporos aderidos na cuticula. Fémeas parasitadas produzindo poucos ovos foram
observadas durante a avaliacdo do parasitismo. Obteve-se correlacao negativa entre o
numero total de fémeas e o nimero de fémeas parasitadas (p=0,0057) e também entre o
namero de fémeas parasitadas e o namero de ovos (p<0,0001) e correlacdo positiva

entre o namero total de fémeas e o niumero de ovos (p<0,0001).



ABSTRACT

Effect of the isolate P1-UFLA of Pasteuria sp. on the first generation of Meloidogyne
javanica (Treub) Chitwood

The effect of diferent inoculum levels of P1-UFLA isolate of Pasteuria sp. on the
first generation of M. javanica was studied under laboratory condictions. Second stage
juveniles (J2) with 0; 2; 5; 11 and 23 endospores were inoculated in tomato seedlings
planted in plastic cups maintained in laboratory and watered with nutrition solution
daily. After 35 days of the inoculation, the number of females per root system, the
number of parasitized females and the number of eggs produced per root system were
assessed. When the inoculated J. had na average of 23 endospores attached to the
cuticle, the reduction of female number in root systems reached 69 %. The percentage of
parasitism was 93.15 + 4.72 and the egg production was reduced by 99.09 %. Parasitized
females produced fewer eggs. Negative correlation was obtained between the total
number of female per root system and the number of parasitized females (p=0.0057)
and also between the number of parasitized females and the number of eggs produced
(p<0.0001). A positive correlation was observed between the total numbers of females
and the number of eggs produced (p<0.0001).



7.1 INTRODUCAO

As bactérias formadoras de endésporos e pseudomicélio do “grupo Pasteuria
penetrans”(Thorne) Sayre e Starr sdo parasitas obrigatérias de diversas espécies de
nematdides. Os isolados da bactéria capazes de parasitar nematéides do género
Meloidogyne Goeldi sao mais estudados devido & importincia econdmica desse grupo de
nematSides (Brown, Kepner e Smart Jr., 1985). O potencial de Pasteuria como agente de
controle biolégico de nematdides das galhas esti relacionado a sua capacidade de
reduzir a penetragio de juvenis do segundo estadio (J;) nas raizes da planta hospedeira
e a sua capacidade de impedir ou reduzir drasticamente a produgdo de ovos por fémeas
(Stirling, 1984). A resisténcia dos endésporos a altas temperaturas, dessecagio e
nematicidas (Dutky e Sayre, 1978; Stirling, 1984) sao outros atributos importantes. Os
endésporos de Pasteuria sp. presentes no solo aderem-se aos J. de Meloidogyne spp. que
se movimentam em solos infestados germinam e penetram através da cuticula depois
que o nematéide inicia sua alimentagdo na planta hospedeira. No pseudoceloma do
hospedeiro ocorre o crescimento vegetativo e a produgdo de endésporos. No final do
ciclo, as raizes e a cuticula da fémea sofrem decomposicao liberando os endésporos no
solo (Sayre, 1980).

Em varios paises, redugdes populacionais dos nematéides formadores de galhas
tém sido demonstradas em experimentos conduzidos em condicdes controladas de casa
de vegetagdo e em microparcelas instaladas no campo (Mankau e Prasad, 1977; Dube e

Smart Jr., 1987; Chen et al., 1996), através do emprego de isolados bem caracterizados,
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como o P20 estudado na Florida (Oostendorp, Dickson e Mitchell, 1991; Hatz e Dickson,
1992; Hewlett e Dickson, 1993; Chen et al., 1996).

No Brasil, sao poucos os estudos de isolados dessa bactéria. Necessita-se pois de
avaliacoes de isolados nativos quanto a eficacia do parasitismo em fitonematéides e do
potencial no controle biolégico de Meloidogyne.

Objetiva-se com este trabalho estudar o efeito de diferentes niveis de inéculo do
isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. sobre a primeira geragao de M. javanica em condigdes

de laboratorio.



7.2 MATERIAL E METODOS

Utilizou-se o isolado P1-UFLA de Pasteuria sp., que foi obtido de raizes de
tomateiro coletadas de microparcelas instaladas no campo (pag. 37 do capitulo I). A
partir de raizes frescas preparou-se uma suspensao de endésporos com concentragio 5,9
x 10¢ endésporos/ml como descrito na pag. 64 do capitulo II. Os ovos de M. javanica
populagao 2 (P2) foram obtidos conforme descrito na pag. 65 do capitulo II. Os J, de M.
javanica foram obtidos conforme descrito na pag. 66 do capitulo II. Para tubos do tipo
eppendorf foram transferidos em 500 ul de 4gua destilada cerca de 200 ], de M. javanica
e adicionados de quantidades diferentes de endésporos da bactéria de maneira a se
obter uma média de 0; 2; 5; 11 e 23 enddsporos/Jz, em 4 repeti¢des. Em cada 4 repeticdes
adicionaram-se respectivamente 0; 12,5; 25; 50 e 200 pl da suspensao. Os J. foram
transferidos para vidros de relégio e sob microscépio 6tico de objetivas invertidas
foram coletados apenas J. vivos contendo as quantidades de endésporos citadas
anteriormente, em 4 repeticdes de 100 J.. Esses J, foram inoculados em plantas de
tomateiro com 4 semanas de idade, contadas a partir da semeadura. Os tomateiros
foram plantados em copos plasticos contendo 100 g de areia autoclavada, mantidos em
laboratério a temperatura de aproximadamente 27 °C e irrigadas com solugio nutritiva
de Johanson et al. (1957) citada por Epstein (1975). Depois de 35 dias da inoculacéo, as
raizes foram coletadas, imersas separadamente em solugdo de citolase (Genencor
Rochester International, NY) a 50 % e as fémeas coletadas conforme descrito na pag. 38

do capitulo I. Avaliaram-se o ntimero total de fémeas em cada sistema radicular, o
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nimero de fémeas parasitadas e a quantidade de ovos produzidos em cada sistema
radicular. Para a avaliagdo da quantidade de ovos nas raizes, apés a avaliagao do
nimero total de fémeas e de fémeas parasitadas, essas, juntamente com as raizes foram
trituradas em liquidificador por 45 segundos em solucdao de hipoclorito de sédio
(NaOCl) 0,5 %, passadas em peneiras de 200 e 400 malhas, sendo os ovos coletados na
ultima peneira e contados sob microscépio a 125X.

Os dados referentes ao numero total de fémeas nas raizes, percentagem de
fémeas parasitadas e niimero de ovos nas raizes foram transformados por x+0,5,
submetidos & anilise de varidncia e andlise de regressao, considerando-se um
delineamento em blocos casualizados (DBC) e correlagio no SAEG 5.0. (Sistema de
Andlises Estatisticas e Genéticas). O ajuste das equagdes foi verificado através do Rz e da

técnica de analise dos residuos (Neter, Wasserman e Kutner, 1990).



7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento do nimero de endésporos do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. nos J

de M. javanica provocou um aumento (p<0,0001) na percentagem de parasitismo e

decréscimo (p=0,0264) no niumero de fémeas nas raizes e no namero de ovos (p<0,0001)

produzidos por essas fémeas, considerando-se a primeira geracao do hospedeiro

(Figuras 12, 13 e 14 e Tabela 7).

TABELA 7. Efeito de diferentes niveis de inoculo sobre a primeira geracao de
Meloidogyne javanica, dados originais. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Numero de Endésporos/J,

Avaliacoes 0 2 5 11 23

Meédia Num. Total de fémeas 42,75+£5,88* 31,25+1040 325%11,153 26,75+10,34 13,25+6,10

% redugao de fémeas 0 26,9 23,98 37,43 69

Numero de ovos 12862 + 3483 £ 3827,75 + 1370 £ 677,18 117,5+ 71,46
1172,99 1859,78 1690,74

% reducao de ovos 0 57,37 70,24 89,35 99,09

% parasitismo de fémeas 0 21,80 + 2,45 48,64 + 7,96 70,11 £9,23 93,15+4,72

* Média de 4 repeticdes com o erro padrao da média



107

10 - -
l—t—Observado‘
‘ ' —m— Predito
8 - I
©
L8
=
S
Q
=
]
[] -
b i
£ |
:2 |
2+ 2
i Y =6,117 - 0,1198X R*=92,19
0 - : ‘ .
0 2 5 11 23
Endésporos / J,

FIGURA 13. Namero total de fémeas de M. javanica nas raizes de tomateiros apés a
inoculacdo de J> com diferentes niveis de inéculo do isolado P1-UFLA de

Pasteuria sp. aderidos na cuticula. (Dados transformados por +/x+0,5).
UFLA, Lavras - MG, 1997.

O numero total de fémeas nas raizes correlacionou-se com a percentagem de
fémeas parasitadas (r=-0,5538, p=0,0057) e com o niimero de ovos produzidos (r=0,8109,
p<0,0001) e a percentagem de parasitismo correlacionou-se com o niimero de ovos
(r=-0,9027, p<0,0001).

As equagdes de regressao apresentaram um bom ajuste, pois além dos altos
valores observados para os coeficientes de determinacao (R?), a andlise de residuos
revelou que 100 % dos erros padronizados apresentaram-se no intervalo -1,96 e + 1,96
(Neter, Wasserman e Kutner, 1990).

Houve um decréscimo de até 69 % no nimero total de fémeas nas raizes
(Tabela 7). O aumento do numero de endésporos/J. provavelmente causou a
diminuicdo do niimero de fémeas nas raizes pela diminuigao da penetracao dos Jo. A
diminuicdo da penetracao de J. de Meloidogyne spp. com endésporos aderidos na

cuticula em raizes de plantas hospedeiras foi comprovada por Stirling (1984); Brown e
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FIGURA 14. Percentagem de fémeas de M. javanica parasitadas apés a inoculacao de J»
com diferentes niveis de inéculo do isolado P1-UFLA de Pasfeuria sp.

aderidos na cuticula. (Dados transformados por /x+0,5). UFLA, Lavras -
MG, 1997.

Smart Jr. (1985) e Davies, Kerry e Flynn (1988). Talvez as redug¢des observadas (até 69 %
em J> com média de 23 endésporos) estejam relacionadas com as baixas densidades de
J2inoculados (100 J2/planta). Davies, Kerry e Flynn (1988) demonstraram a ocorréncia
de maiores redugbes na penetragao (até 86 %) quando J. de M. incognita contendo 15
enddsporos aderidos na cuticula foram inoculados em raizes de tomateiro em altas
densidades (mais de 1000 J./planta), ndo acontecendo 0 mesmo em inoculacdées de
baixas densidades.

Quanto maior o numero de endésporos na cuticula dos J>, maior o nimero de
fémeas parasitadas (Tabela 7). Esses resultados assemelham-se aos obtidos por Stirling
(1984); Davies, Kerry e Flynn (1988) e Singh e Dhawan (1994). Apesar do alto nivel de
in6culo na cuticula dos J2, ndo ocorreu 100 % de parasitismo nas fémeas, o que esta
relacionado com a eficiéncia da bactéria. Savre e Wergin (1977) e Stirling (1984)
estimaram que apenas 20 a 30 % dos enddsporos aderidos na cuticula sao capazes de

germinar. As razdes para esta relativa baixa capacidade germinativa ainda nao foram
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FIGURA 15. Numero de ovos produzidos por fémeas de M. javanica no sistema
radicular de tomateiros apés inoculagao de J. com diferentes niveis de
inéculo de Pasteuria sp. aderidos na cuticula. (Dados transformados por

Jx+0,5). UFLA, Lavras - MG, 1997.

elucidadas. Entretanto, Sturham et al. (1994) observaram uma grande proporcio de
endésporos vazios (incapazes de germinar) aderidos a cuticula de J. de H. goettingiana.
Estes endésporos vazios podem ocorrer em isolados da bactéria parasitas de
Meloidogyne spp., diminuindo a eficiéncia de Pasteurin como agente biolégico de
controle. Outros fatores que podem contribuir para diminuir a eficiéncia de Pasteuria
sdo o desprendimento de endésporos da cuticula dos J. e a resisténcia do nematéide ao
ataque da bactéria. O desprendimento de endésporos da cuticula é causado pelo
contato entre os nematdides e pela movimentagao no solo (Ratnasoma, Gowen e Hague,
1991). Resisténcia de uma populacdo de M. javanica e M. incognita ao ataque de um
isolado de Pasteuria foi observada por Tzortzakakis e Gowen (1994), quando a bactéria e
o nematéide foram mantidos em contato por mais de 4 geracdes. Pode também ocorrer
atuagao conjunta desses fatores na interagao entre Pasteuria e o nematdide hospedeiro,
reduzindo a eficiéncia da bactéria. Em termos praticos, pode ser necesséria a aplicacéo

de uma maior quantidade de endésporos a nivel de campo para o controle do

nematoéide.
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A medida que se aumentou o nivel de inéculo na cuticula dos J2, ocorreu um
decréscimo na produgao de ovos pelas fémeas (Tabela 7). Apesar da diminuicao
drastica na producao de ovos, foram observadas fémeas com endésporos, porém
produzindo alguns ovos, o que pode estar relacionado a resisténcia parcial do
nematoide a bactéria (Tzortzakakis e Gowen, 1994). A quebra dessa resisténcia pode ser
feita pela aplicacao de end6sporos de populagoes mistas da bactéria.

A partir da aplicagao de isolados agressivos e adaptados ao parasitismo do
nematéide hospedeiro, é possivel a obten¢ao de controle do nematéide das galhas.
Stirling (1984) observou auséncia de galhas em raizes de tomateiros que cresciam em

solos tratados com endésporos de Pasteuria.



7.4 CONCLUSOES

O maior nivel de indculo do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. em J» (23
enddsporos/J2) causou uma reducao de 69 % nas fémeas nas raizes e 99,09 % na
produgao de ovos/sistema radicular, ocorrendo uma percentagem média de
parasitismo da ordem de 93,15.

A percentagem de parasitismo de M. javanica pelo isolado P1-UFLA de Pasteuria
sp. nao atingiu 100 %, provavelmente devido a falta de adaptagao da bactéria a esta
populacao de M. javanica. Sendo portanto, necessaria a selecio de um isolado mais

eficiente.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo das flutuagdoes populacionais de fitonematdides naturalmente
associados com Pasteuria spp. revelou uma falta de equilibrio entre esses organismos
nas areas estudadas. A condigao de equilibrio pode ser estabelecida com o aumento da
populacao de Pasteuria nos solos, com o passar do tempo (Stirling e White, 1982). As
diferencas encontradas na morfometria dos endésporos de Pasteuria associados a
diferentes nematéides hospedeiros confirmam a diversidade desta bactéria (Ciancio et
al., 1994).

Apenas Meloidogyne incognita e M. javanica puderam ser considerados
hospedeiros do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp., confirmando a restrita gama de
hospedeiros apresentada por populagoes ou isolados individuais da bactéria (Davies,
Kerry e Flynn, 1988). O isolado P1-UFLA apresentou agressividade diferenciada nas
populagoes de M. incognita e M. javanica testadas. A observacao de baixos indices de
infestagao e parasitismo do isolado P1-UFLA na populagao mista (M. incognita + M.
javanica), da qual a bactéria foi obtida, confirma a ocorréncia de resisténcia parcial desta
populacao de Meloidogyne ao ataque de Pasteuria sp. (Tzortzakakis e Gowen, 1994). A
mobilidade dos juvenis do segundo estadio (J2) de M. javanica e M. incognita nao foi
afetada pela centrifugagao e pela presenca de endésporos na cuticula, provavelmente
devido ao método empregado neste trabalho. Talvez, devido a forca centrifuga
empregada, a idade dos J» de M. javanica nao tenha afetado a adesao de endosporos de

Pasteuria a cuticula dos mesmos. A morte dos ], de M. javanica e M. incognita pelo calor
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diminuiu drasticamente o nimero de enddsporos de Pasteuria sp. aderidos a cuticula,
provavelmente o aquecimento tenha provocado mudangas na cuticula que dificultaram
o processo de reconhecimento.

Demonstrou-se que o método da digestao enziméatica apresenta maior eficiéncia
para a quantificacio de endésporos de Pasteurin sp. em raizes de tomateiro,
confirmando os resultados obtidos por Sharma e Stirling (1993). Através da analise de
curvas-padrao confeccionadas em solo argiloso e areia lavada, comprovou-se a maior
disponibilidade de endésporos em areia que em solo argiloso, confirmando os
resultados obtidos por Dabiré et al. (1996). A concentragao de enddésporos em amostras
dos solos infestados, onde estudou-se a flutuagao populacional de M. incognita, M.
javanica e Meloidogyne sp. associados com Pasteuria sp., foi considerada insuficiente para
suprimir as populagdes desses nematéides, confirmando a hipotese de falta de
equilibrio nessas areas.

O isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. nao apresentou boa eficiéncia de controle
sobre uma populagao de M. javanica, sugerindo a aplicagao de maiores concentragoes de
enddsporos para o controle deste nematéide ou a selecao de isolados mais agressivos.
Esses resultados confirmam a baixa agressividade a essa populacao observada no

estudo da gama de hospedeiros do isolado P1-UFLA.
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TABELA 1A. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do estudo das
flutuagdes populacionais de Meloidogyne spp. associado com Pasteuria sp.

em microparcelas instaladas em area anexa ao Departamento de
Fitopatologia. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Fonte de Quadrados Médios

Variagao G. L J2 de Meloidogyne ] de Meloidogyne ~ Endésporos/]J»
/100 cc infestados

Meses 11 5522624,42 ** 558,03 ** 37,17 Ns

Regressao 6 8473034,91 ** 875,83 ** —

Desvio 2 1982131,82 176,67 ——

Residuo 288 298174,23 209,47 33,40

Média Geral 560,81 20,09 5,94

Coef. Variacao (%) 109,43 72,04 100,28

** Significativo ao nivel de 1 %.
NS - Nao significativo até o nivel de 10 %.

TABELA 2 A. Resumo da analise de varidncia dos dados obtidos do estudo das
flutuagdes populacionais de Tylenchulus semipenetrans associado com
Pasteuria sp. em pomar de citros localizado no municipio de Luminarias -
MG. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Fontes de Quadrados Médios

Variagao G. L. J> Tylenchulus J2 Tylenchulus Endésporos/]>
/100 cc infest. / paras.

Meses 11 6181,27 Ns 148,42 Ns 1,67 Ns

Residuo 12 10709,33 278,31 2,32

Média Geral 152,5 22,73 2,94

Coef. Variacao (%) 67,86 73,36 51,78

NS - Nao significativo até o nivel de 10 %.



TABELA 3A. Coeficientes de correlagao parcial e a significancia dos mesmos, em dados
obtidos do estudo das flutuagoes populacionais de Meloidogyne spp. e
Tylenchulus semipenetrans naturalmente associados com Pasteuria spp.

respectivamente em microparcelas e em um pomar de citros. UFLA,
Lavras - MG, 1997.

Variaveis Correlacao (r)  Significancia
JoM-]> M inf. * -0,0691 0,2978
J2M-End./].M* 0,1042 0,1158
JoMinf. - End./J2M*  0,1369 0,0385
JoT-J> T inf. ** -0,7873 0,0014
J2T-End./].T* -0,0427 0,8897
JoTinf. - End./.T* -0,0635 0,8367

* Microparcelas ; ** Pomar de Citros

J2 M - Numero de J; de Meloidogyne spp./100 cc de solo; ]2 M inf. - Percentagem de infestacao dos J> de
Meloidogyne spp.; End./J» M - Numero médio de endésporos/J. de Meloidogyne spp.; J» T - Numero de J,
de Tylenchulus semipenetrans/100 cc de solo; J» T inf. - Percentagem de infestagao e/ou parasitismo dos J»
de T. semipenetrans; End./J> T - Numero médio de endésporos/Jz de T. semipenetrans.

TABELA 4A. Coeficientes de correlacao de Pearson obtidos entre dados climaticos e
fitonematoides associados com Pasteuria spp. em microparcelas e em um
canteiro plantado com Heliconia sp. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Variaveis 15 URDS Pac5

1 - Num. De ], Meloidogyne spp./100 cc de solo - 0,3047 (0,1678) 0,1927 (0,2742) 0,6157 (0,0165)
2 - Percentagem de ], de Meloidogyne infest. 0,2614 (0,2059) 0,1611 (0,3085) -0,3184 (0,1565)
3 - Endésporos/]> de Meloidogyne spp. 0,2614 (0,2059) 0,0212 (0,4740) - 0,0564 (0,4309)
4 - Numero de P. brachyurus/100 cc de solo 0,0029 (0,5000) 0,0856 (0,3957) 0,4512 (0,0705)
5 - Percentagem de P. brachyurus infest./ paras. 0,6978 (0,0058) - 0,4147 (0,0900) 0,3465 (0,1349)
6 - Endésporos/P. brachyurus 0,2797 (0,1893) 0,2672 (0,2005) -0,4352 (0,0787)
7 - Num. De J> Meloidogyne sp./100 cc de solo 0,4629 (0,0649) -0,1218 (0,3530) -0,1990 (0,2676)
8 - Percentagem de J» de Meloidogyne infest. - 0,1846 (0,2829) 0,1385 (0,3339) 0,5175 (0,0424)
9 - Endésporos/]2 de Meloidogyne sp. 0,3842 (0,3680) 0,3817 (0,2204) 0,1337 (0,3393)

1-6 - Microparcelas (drea 1) ; 7-9 - Heliconia sp. (area 2) ; T5 - Temperatura média dos 5 dias anteriores a
amostragem; UR5 - Umidade relativa média dos 5 dias anteriores a amostragem; Pac5 - Precipitacao
acumulada dos 5 dias anteriores a amostragem.

Entre parénteses estao as significincias dos respectivos coeficientes.



121

TABELA 5A. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do estudo sobre a
gama de hospedeiros do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. UFLA, Lavras -

MG, 1997.
Fontes de Quadrados Médios
Variagao G. L. Endésporos/J. Percentagem de

parasitismo

Tratamentos 9 40,72 * 4289,57 **
Residuo 30 2,34 46,80
Média Geral 6,64 32,03
Coef. Variacao (%) 23,04 9,23

** Significativo ao nivel de 1 %.

TABELA 6A. Resumo da andlise de varidncia dos dados obtidos do estudo sobre o
efeito do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. sobre a mobilidade de ], de
Meloidogyne javanica e M. incognita. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Fontes de Quadrados Médios

Variagao G.L M. javanica M. incognita raca 1
Tratamentos 3 14,58 Ns 27,78 Ns

Blocos 4 6,93 3,25

Residuo 12 16,63 31,12

Média Geral 11,55 17,33

Coef. Variagao (%) 35,30 20,99

** Significativo ao nivel de 1 %.
NS - Nao significativo até o nivel de 10 %.

TABELA 7A. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos do estudo sobre o
efeito da idade dos J. de Meloidogyne javanica na adesao de endésporos do
isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Fontes de Quadrados Médios
Variagdo G. L. Adesao de Endésporos
Tratamentos 4 1,11 Ns
Residuo 20 0,680

Média Geral 7,65

Coef. Variacdo (%) 10,78

** Significativo ao nivel de 1 %.
NS - Néo significativo até o nivel de 10 %.
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TABELA 8A. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos na comparagao de
métodos para a quantificagao de endoésporos de Pasteuria sp. em raizes de
tomateiro. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Fontes de Quadrados Médios

Variacao G. L. Nuam. de endésporos/g de raiz
Métodos 2 7293412

Residuo 18 303732

Média Geral 5728,4

Coef. Variagao (%) 9,62

** Significativo ao nivel de 1 %.

TABELA 9A. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos na confeccao de
curvas-padrao da concentragao de endoésporos de Pasteuria sp. em solo e
areia. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Fontes de Quadrados Médios

Variagao G.L. Endésporos % infestacaio G.L. Endésporos % Infestacao
/J2 (Solo) (Solo) /J> (Areia) (Areia)

Tratamentos 7 1835* 63,14 ** 7 54,76 56,45 **

Regressao 2 12784+ 438,06 ** 3  37934* 390,29 **

Desvio 5 241 817 4 2,54 2,73

Residuo 32 0,46 0,38 32 0,081 0,59

Média Geral 2,33 6,79 4,37 7,92

Coef. Variagao (%) 9,17 9,07 6,52 9,72

** Significativo ao nivel de 1 %.



TABELA 10A. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do estudo do efeito
do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. sobre a primeira geracao de
Meloidogyne javanica. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Causas de Quadrados Médios

Variacao G.L. Total de G. L. Fémeas G.L. Numero de
fémeas parasitadas ovos

Tratamentos 4 5,34 * 4 49,47 ** 4 6317,74 **

Regressao 1 19,68 * 3 196,76 ** 2 23840,80 **

Desvio 3 1,67 1 1,29 2 1430,15

Blocos 3 10,51 3 1,38 3 1155,21

Residuo 12 1,32 12 0,42 12 227,85

Média Geral 5,14 6,07 56,20

Coef. Variacao (%) 22,36 10,65 26,86

* Significativo ao nivel de 5 %.
** Significativo ao nivel de 1 %.

TABELA 11A. Coeficientes de correlacao de Pearson obtidos entre os dados referentes ao
estudo do efeito do isolado P1-UFLA de Pasteuria sp. sobre a primeira
geragao de Meloidogyne javanica. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Variaveis Correlacao (r) Significancia
TF - Par. -0,5538 0,0057
TF - Ovos 0,8109 0,0000
Par. - Ovos  -0,9027 0,0000

TF - Ntumero total de fémeas nas raizes.
Par. - Percentagem de fémeas parasitadas.
Ovos - Numero de ovos produzidos/sistema radicular.





