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RESUMO

Alves, F.R.; Freitas, L.G.; Martinelli, P.R.P.; Meira, R M.S.A., Ferraz, S., Demuner, A.J., Borges, E.E. de L., Jesus Junior, W.C. Efeitos de
diferentes niveis de matéria organica no solo e de in6culo sobre a interagdo planta-Meloidogyne spp. e a produgdo massal de Pasteuria penetrans.

Summa Phytopathologica, v.33, n.4, p.397-401, 2007.

Foram estudados os efeitos de quatro proporgdes de esterco de
curral no solo, 0, 20, 33 e 50% (V:V), e trés niveis de inoculo de
Meloidogyne spp. (3.000, 6.000 e 9.000 J2 por planta) na
concentragdo de fendis em raizes de tomateiro, no desenvolvimento
das fémeas, nas células gigantes induzidas por esses patdégenos e na
infec¢do e reprodugdo de Pasteuria penetrans. O experimento foi
conduzido em casa-de-vegetac@o, em delineamento inteiramente ao
acaso com doze repetigdes, sendo avaliado 50 dias apds a inoculagdo
das plantas. O tamanho médio das fémeas do nematoide foi maior
quando as plantas foram inoculadas com 3.000 J2. Maior percentual
de fémeas infectadas por P. penetrans foi observado quando ndo se

utilizou esterco no substrato ou quando as plantas foram inoculadas
com 3.000 J2. As plantas inoculadas com 9.000 J2 e cultivadas no
substrato com 20% de esterco foram as que produziram mais
endoésporos. A concentragdo de fendis nas raizes aumentou a medida
que se acrescentou esterco de curral ao substrato. As células gigantes
de plantas cultivadas no substrato com 33 e 50% de esterco
apresentaram menores numero, tamanho e quantidade de nucleos. O
aumento da proporg¢do de esterco de curral ao substrato causou aumento
nas concentracdes de fenois nas raizes, fato que foi deletério as células
gigantes, prejudicial ao desenvolvimento do nematoide e a reprodugdo
de P. penetrans.

Palavras-chave adicionais: Pasteuria penetrans, nematdides das galhas, controle bioldgico.

ABSTRACT

Alves, F.R.; Freitas, L.G.; Martinelli, P.R.P.; Meira, R.M.S.A., Ferraz, S., Demuner, A.J., Borges, E.E. de L., Jesus Junior, W.C. Effects of cow
manure levels in the soil and inoculum concentration on the plant-Meloidogyne spp. interaction and on the mass production of Pasteuria

penetrans. Summa Phytopathologica, v.33, n.4, p.397-401, 2007.

The effects of four different proportions of cow manure, 0, 20,
33 and 50% (V:V) and three Meloidogyne spp. inoculum levels (3,000;
6,000 and 9,000 J2 per plant) on the phenol concentration in the
tomato roots, in the nematode female development, the giant cells
induced by the nematode and on the reproduction of Pasteuria
penetrans were investigated. The experiment was carried out in
greenhouse, in a completely randomized design with twelve replicates,
and evaluated 50 days after inoculation. The size of nematode females
was higher when the plants were inoculated with 3,000 J2. Higher
proportion of females infected by P. penetrans was observed when

the plants were cultivated in the substrate without cow manure or
when plants were inoculated with 3,000 J2. Plants inoculated with
9,000 J2 and cultivated on substrate with 20% of cow manure yielded
more endospores. The phenolic content in the roots increased as
higher proportions of cow manure were used in the substrate or when
the plants were inoculated with the highest number of nematodes.
The giant cells of plants cultivated on substrate with 33 and 50% of
cow manure were less numerous, smaller and had less nuclei number,
demonstrating the deleterious effect of organic amendments on the
giant cells, on the nematodes and on the P. penetrans reproduction.

Additional Keywords: Pasteuria penetrans, root-knot nematode, biological control.

A bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr (20) ¢ um
parasito obrigatorio com potencial para o controle biolégico de
fitonematoides em condi¢des de campo (8) devido as varias
caracteristicas desejaveis que apresenta (2, 6). Na auséncia de meios
artificiais para a producdo de P. penetrans, o método utilizado para
sua multiplicag@o ¢é o de Stirling & Wachtel (24), no qual tomateiros
sdo inoculados com 5.000 J2 de Meloidogyne sp., com enddsporos
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aderidos a cuticula. Para uma possivel aplicag@o pratica dessa bactéria
em nivel de campo, sua produg@o ‘in vivo’ deve ser otimizada visando
o aumento da produgao de enddsporos de P. penetrans por planta (12,
19, 21). Uma hipoétese a ser estudada ¢ a da adigdo de esterco de curral
ao substrato para proporcionar esse aumento, pois plantas cultivadas
em solo organico se desenvolvem mais vigorosamente, com sistemas
radiculares maiores e se tornam capazes de tolerar uma carga maior de

397



nematoides (12). Como a produgdo de P, penetrans depende do niimero
de fémeas infectadas por planta (21, 24), a utilizagdo de esterco
possibilitaria a inoculagdo de maior nimero de juvenis com endosporos
aderidos, pois haveria mais sitios de penetragdo ¢ a planta melhor nutrida
poderia nutrir melhor o nematoide, e consequentemente a bactéria,
resultando em maior produgdo de enddsporos por planta. Entretanto, se
a matéria organica for prejudicial ao desenvolvimento do nematoide, a
produgdo de P. penetrans pode ser afetada negativamente (23). Entre os
compostos sintetizados pelas plantas, os fendis sdo conhecidos por
atuarem na resisténcia a patogenos (10, 23) e adigdo de esterco pode elevar
o nivel de fenois nas raizes da planta hospedeira (1), deformando as
células gigantes e engrossando suas paredes celulares, o que tornaria a
planta mais resistente aos nematoides (3, 16 ,19).

Este trabalho objetivou avaliar como a adigdo de esterco de curral
ao substrato afeta a produgdo de P. penetrans através de alteracdes dos
niveis de fenois nas raizes, da integridade das células gigantes ¢ do
tamanho das fémeas do nematoide, assim como a interagao entre niveis
de esterco, niveis de inoculo de nematoides e niimero de enddsporos
da bactéria produzidos por planta.

MATERIAL E METODOS

Foram preparadas misturas de solo, areia e esterco de curral de
forma a se obter 0, 20, 33 e 50% de esterco no substrato. O solo, areia
e esterco foram homogeneizados manualmente e tratados com brometo
de metila na dose de 200 cm*/m® de substrato.

Uma populagdo mista de espécies de Meloidogyne com
aproximadamente 60% de M. incognita (Kofoid e White) Chitwood e
40% de M. javanica (Treub) Chitwood foi obtida de plantas de tomate
cv. Santa Clara cultivadas em casa-de-vegetacdo. Ovos dos nematdides
foram obtidos pela técnica de Hussey & Barker (1973) modificada
por Boneti & Ferraz (4), colocados em camaras de eclosdo e mantidos
a 26 °C para obtencdo dos juvenis de segundo estadio (J2). Os J2
eclodidos foram coletados diariamente e mantidos em agua com
borbulhamento de ar até serem utilizados nos experimentos. A
quantifica¢do dos J2 foi feita em camaras de Peters sob estereoscopio.

Para a obtencao de indculo de P. penetrans, plantas de tomateiro
cv. Santa Clara foram cultivadas em solo infestado com P. penetrans e
J2 de M. javanica foram depositados ao redor das plantas. Apds 70
dias da inoculag¢@o, as plantas foram removidas dos vasos, as fémeas
foram retiradas das raizes sob estereoscopio, transferidas para tubos
tipo Eppendorf ¢ maceradas para a obtengdo de uma suspensao de
enddsporos, cuja quantificacdo foi feita em cdmara de Neubauer.

Ap0s a obtengdo do indculo de Meloidogyne spp. e de P. penetrans,
30 mL de suspensio aquosa contendo 10.000 J2 e 1 x 10° enddsporos
da bactéria foi agitada em agitador orbital a 180 rpm por 30 minutos.
A suspensdo contendo cerca de cinco endosporos aderidos por J2 foi
mantida a 8° C para interromper o processo de adesdo. Posteriormente,
plantas de tomateiro cv. Santa Clara com 20 dias de idade foram
inoculadas com 3.000, 6.000 ou 9.000 J2 com até 72 horas de idade.
Segundo Silva et al. (22), o nimero de enddsporos de P. penetrans
aderidos em M. incognita e M. javanica foi aproximadamente igual, de
modo que populacdes mistas de Meloidogyne spp. podem ser
empregadas para multiplicagao de P. penetrans.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 4 (trés niveis de inoculo de Meloidogyne spp. e
quatro proporg¢des de esterco de curral), com doze repeti¢des, sendo
que, em quatro destas, as plantas foram inoculadas com os nematdides
sem a presenc¢a da P. penetrans para determinacdo dos niveis de fendis
nas raizes das plantas e para a caracterizagdo estrutural das raizes. O
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experimento foi realizado de fevereiro a abril de 2003.

Cinqiienta dias ap0s a inoculagdo, os sistemas radiculares de oito
repeti¢des foram lavados e pesados para a obtengdo do peso da matéria
fresca por planta (PMF) e avaliados quanto ao nimero de galhas por
planta (NG). Trinta fémeas por sistema radicular foram medidas com
auxilio de um tubo de imagem acoplado a um microscopio de luz. Cada
fémea foi desenhada, a imagem digitalizada e a area determinada com o
uso do software Quant 1.0.1 (25). Determinou-se também a
porcentagem de fémeas infectadas por P. penetrans esmagando-as e
observando-as em microscopio de luz. Em seguida, foi determinado o
numero de enddsporos por fémea (NEF) avaliando-se dez fémeas do
nematoide, de cada sistema radicular. Foi feita a secagem das raizes em
estufa de ventilagdo forgada a 70° C por 72 horas para determinagao da
matéria seca da raiz por planta (PMS), e moagem de cada sistema
radicular individual em micro moinho (General Eletric A-C mot), para
obten¢do de um poé fino de raiz (24). Finalmente, o niimero de
enddsporos por planta (NEP) foi determinado em cdmara de Neubauer.

A caracterizagdo estrutural das raizes e determinagio do teor de fenois
em raizes de tomateiro foram feitas conforme métodos descritos a seguir:

Caracterizacio estrutural das raizes de tomateiro

Foram retiradas dez galhas radiculares por sistema radicular, das
quais segmentos de 0,5 cm foram fixadas em formaldeido - 4cido acético
- dlcool (FAA, ) e estocadas em etanol 70% (13). Para obtengdo de
cortes histologicos, procedeu-se a inclusao em parafina utilizando-se
a série etilico-butilica para a desidratagdo (13). Os cortes transversais
seriados, de 14 mm de espessura, foram corados com azul de astra e
fucsina basica (9) por 5 ¢ 20 minutos respectivamente, ¢ as laminas
montadas com resina sintética (balsamo do Canada). As observagdes e
as ilustragdes foram obtidas em um fotomicroscopio (Olympus BX50)
equipado com sistema Optronic enginering DEI. A partir das imagens
obtidas, quantificou-se o niimero de nticleos nas primeiras trinta células
gigantes de cada tratamento. Também foram determinadas as areas das
células gigantes em noventa células das plantas de cada tratamento,
que foram previamente desenhadas, as imagens digitalizadas e a area
determinada a partir do software Quant 1.0.1 (25).

Determinacao do teor de fenois em raizes de tomateiro

A analise fotoquimica foi feita através de espectrofotometro de
duplo feixe Hitachi U-2000, sendo realizadas trés leituras por amostra,
no Departamento de Quimica da UFV. Para a obtengao e preparagao
das raizes para a extragao do tanino (fendis totais), utilizou-se a técnica
de Mueller-Hervey (9).

Na preparagdo da amostra para leitura de absorvancia, foi pipetado
0,5 mL do extrato em baldo volumétrico de 10 mL, ao qual foram
adicionados 7,5 mL de agua destilada, 0,5 mL do reagente Folin—Denis
e 1 mL de solugdo saturada de carbonato de sodio, sendo completado
o volume para 10 mL com agua destilada. Apos adi¢ao dos regentes,
esperou-se 30 minutos para leitura de absorbancia em 760 nm.

Para atender as pressuposi¢des da ANOVA, as caracteristicas PMF,
PMS, NG e NEP foram transformados para ,/x+0,5. Os dados
foram submetidos a ANOVA e as médias dos dados qualitativos
comparadas pelo teste de Tukey, 5% de probabilidade, utilizando-se
o programa SAS? versdo 6.12.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Com base na tabela 1, verifica-se que a inica caracteristica avaliada

onde houve interacdo significativa foi o nimero de enddsporos por
planta (NEP). Com exce¢do do tamanho de fémeas (TF), todas as
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Tabela 1. Quadrados médios e coeficientes de variagdo (CV) das caracteristicas PMF (peso da matéria fresca), PMS (peso da matéria seca), NG (nimero
de galhas), % FI (porcentagem de fémeas infectadas por Pasteuria penetrans), NEP (nimero de enddsporos por planta), CF (concentragdo de fendis), NC
(nimero de células gigantes), TCG (tamanho de células gigantes) e TF (tamanho de fémeas de M. incognita).

FV PMF PMS NG % FI NEP CF NC TCG TF
Substrato 0,107** 0,912%* 303,5%%  1007,67*  3,979%*% 0,003* 131,833%* 0,759%* 225"
Nivel de indculo de M. incognita (NI) 0,004 0,039" 79,33* 1026,67%* 1,159%* 0,003 - - 2,633*
Substrato x NI 0,008" 0,086"  25,57"  367,288"  8,409%* 0,002" - - 0,676"
CV (%) 9,55 25,95 28,9 34,2 80,42 2,68 43,35 67,47 13,30
*significativo ao nivel de 5% de probabilidade
**significativo ao nivel de 1% de probabilidade 0.5 a
" nio significativo
0,495 -

caracteristicas foram significativas para o fator substrato e, em relagdo E 0.49 o b
ao fator nivel de indculo do nematdide, as caracteristicas numero de i’ 0485
galhas (NG), porcentagem de fémeas infectadas por P. penetrans (%FI) g 0 as b
e tamanho de fémeas (TF) foram significativos. &

Menores PMF, PMS e NG (P< 0,05) foram observados no g 0475
substrato com 50% de matéria organica (Tabela 2). As galhas sdo g 047 4
resultantes do aumento do numero de células nas raizes e, g 0465
conseqiientemente, sua massa. A medida que o nivel de indculo subiu e 3.000 6.000 9.000 T2

de 3.000 para 9.000 J2, observou-se aumento do NG (Figura 1). Esses
resultados estdo de acordo com aqueles observados por Gomes (12).
Quando o substrato continha 50% de matéria organica, menor numero
de galhas foi formado, o que pode ser conseqiiéncia da atuagdo de
compostos toxicos aos nematodides produzidos pela matéria orgénica.
Essas observagdes estdo em concordancia com aquelas feitas por
Lazarovits et al., (14); Nico et al., (15); Riegel et al., (18) e Viaene &
Abawi (26).

O tamanho das fémeas e o percentual de fémeas infectadas por P
penetrans foram maiores quando se utilizou o menor nivel de in6culo
do nematoide, ou seja, 3.000 J2 (Figuras 2 e 3). Isso, possivelmente,
por haver menor competicdo por sitios de alimentagdo e mais alimento
disponivel aos nematdides, que se desenvolvem melhor, permitindo
que P, penetrans também tenha maior possibilidade de se desenvolver
e completar seu ciclo (5). Maior percentual de fémeas infectadas por
P. penetrans (P < 0,05) foi observado quando se utilizou substrato
sem matéria organica do que nos substratos com 33 e 50% de matéria
organica (Tabela 2), o que pode ser explicado pelo fato de as raizes
das plantas cultivadas em substrato com maiores propor¢des de
matéria organica terem apresentado maiores teores de fenois (P< 0,05)
(Tabela 2), o que possivelmente dificultou a penetragao dos J2
com P, penetrans nas raizes. Alam et al. (1) observaram aumento nos
niveis de fendis de 12,96 a 151,85% em raizes de tomateiro quando
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Figura 1. Numero de galhas por sistema radicular de tomateiro cv. Santa

Clara inoculado com 3.000, 6.000 ou 9.000 juvenis de segundo estadio
(J2) de Meloidogyne spp.
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Figura 2. Tamanho de fémeas de Meloidogyne spp. parasitando tomateiros
cv. Santa Clara inoculados com 3.000, 6.000 ou 9.000 juvenis de segundo
estadio (J2) do nematoide.
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b
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por P. penetrans
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% de fémeas infectadas

0.47 4

0,465 .
3.000 6.000 9.000 12
Figura 3. Percentual de fémeas de Meloidogyne spp. infectadas por
Pasteuria penetrans quando plantas de tomateiros cv. Santa Clara foram
inoculados com 3.000, 6.000 ou 9.000 juvenis de segundo estadio (J2) do
nematoide.
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*Letras diferentes indicam diferenca estatistica a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey

Figura 4. Numero de enddsporos de Pasteuria penetrans por sistema
radicular de tomateiro cv. Santa Clara inoculado com 3.000, 6.000 ou
9.000 juvenis de segundo estadio (J2) de espécies de Meloidogyne e cultivado
em substratos com 0, 20, 33 ou 50% de esterco de curral adicionado ao
substrato.
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Tabela 2. Efeito de diferentes propor¢des de esterco no substrato sobre PMF e PMS (peso da matéria fresca e seca de raizes de tomateiro, respectivamente);
NG (nimero de galhas por sistema radicular); % FI (percentual de fémeas infectadas por Pasteuria penetrans); NEP (numero de endosporos de P. penetrans
por planta); CF (concentra¢do de fenodis em raizes de tomateiro); NC (nimero de nucleos por célula) e TCG (tamanho das células gigantes).

Proporcdes de esterco no substrato (%) PMF (g) PMS (g) NG % FI NEP (x107) CF (mg/100mL) NC TCG(mmz)
0 224 a 2,94 a 449 a 61 a 6,2 a 0,0600 b 10,1 a 0,385 a
20 18,73 a 2,47 a 280 b 52 ab 33b 0,1164 b 793 b 0,377 a
33 17,31 a 2,35 ab 325,7ab 490 44 b 0,1316 ab 5,76 ¢ 0,234 b
50 9,23 b 1,44 b 1852 ¢ 420 1,7 ¢ 0,1406 a 5,65¢ 0,212 b

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si a de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

S <-4 i g v ’,‘si .'li.. A O ST LEALE: il = .
Figura 5. Cortes transversais de galhas de raizes de tomateiro cv. Santa Clara parasitadas por Meloidogyne spp. Células gigantes bem desenvolvidas em
raizes de plantas cultivadas em substrato com 0% ou 20% de esterco de curral no substrato (0% = a-c); (20% = d-f). Células gigantes menores, em menor
numero e deformadas, presentes em raizes de plantas cultivadas em substrato com 33% ou 50% de esterco de curral no substrato (33% = g-i); (50% = j-
). CG = C¢lulas gigantes, NE = nematoides. Barras = 100 pm.

400 Summa Phytopathol., Botucatu, v. 33, n. 4, p. 397-401, 2007



essas plantas foram cultivadas em substratos que receberam residuos
organicos, e essas maiores concentragdes de fenois estavam relacionadas
com menor penetragdo do sistema radicular por M. incognita. Segundo
Giebel (11), entre as substancias produzidas pelas plantas que estdo
envolvidas na resisténcia a fitopatdgenos, os compostos fendlicos sao
os que merecem maior destaque. Alguns autores afirmam que ha uma
correlagdo positiva entre resisténcia de plantas a fitopatogenos e
conteudo de fendis nos tecidos radiculares (10, 17). De fato, compostos
fenolicos estimulam a sintese do acido indol-acético (AlA)-oxidase, o
que favorece a degradagdo da auxina, comprometendo a formagao das
células gigantes (10). Os relatos de Giebel (10) sdo confirmados nesse
estudo pelas observagdes feitas nas células gigantes das plantas
cultivadas em substratos que receberam 33 e 50% de matéria organica.
Os sitios de alimentagdo (Figura 5 e Tabela 2), foram menores, menos
numerosos e com deformagdes, com paredes mais espessas € com
menor nimero de nicleos se comparados aqueles de plantas cultivadas
nos substratos com 0 e 20% de matéria organica. Alguns autores
relataram que plantas resistentes a Meloidogyne spp. podem apresentar
células gigantes com vactiolos menores, menor desenvolvimento, menor
numero de nucleos, escurecimento do citoplasma e deposito de calose
em células adjacentes aquelas invadidas pelos nematdides (3, 7, 16,
19), o que esta em concordancia com observagdes feitas nesse estudo.

Plantas inoculadas com 9.000 J2 e cultivadas no substrato com
20% de esterco apresentaram maior namero de endosporos (Figura 4).
A maior produgdo de enddsporos quando se utilizou maior nivel de
indculo de espécies de Meloidogyne esta de acordo com os dados
encontrados por Gomes (12), que observou que plantas inoculadas
com 2.000 J2 permitiram multiplicagdo de P. penetrans de até 2,5
vezes superior aquelas que receberam 1.000 J2.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho conclui-se que
nao ¢ recomendada a incorporagdo das maiores proporc¢des de esterco
de curral ao substrato para a multiplica¢do da P. penetrans, porém o
acréscimo das menores doses ¢ desejavel, pois resultou em maior
producédo de enddsporos de P. penetrans por vaso.
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