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RESUMO

Juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita
foram incubados nos exsudatos radiculares de soja (Glycine max),
tomateiro (Lycopersicon esculentum), cafeeiro (Coffea arabica),
feijoeiro (Phaseolus vulgaris), mostarda (Brassica rapa), Crotalaria
Juncea e C. spectabilis e em agua por 12 h. Em seguida, realizou-
se o teste de adesdo por centrifugacdo ou por borbulhamento. Em
outro ensaio, enddsporos de Pasteuria penetrans foram incubados
por quatro dias a 26 °C nos exsudatos e submetidos a adesdo em
J2 de M. incognita, sob borbulhamento constante por 24 h em
tubos contendo agua. Os J2 com enddsporos aderidos pelo teste
de borbulhamento foram inoculados em mudas de tomateiro.
Verificou-se que a incubagdo dos J2 por 12 h nos exsudatos
radiculares testados reduziu o numero de endosporos de P. penetrans
por J2 independentemente do método de adesdo empregado. Os J2
incubados nos exsudatos radiculares testados proporcionaram menor

numero de fémeas parasitadas em tomateiro em relagdo a testemunha
(4gua), bem como menor nimero de galhas com excegdo dos J2
incubados em exsudato do proprio tomateiro. A reproducdo dos J2
incubados nos exsudatos radiculares nao foi afetada quando
comparada a testemunha. A incubagdo dos enddsporos nos exsudatos
das plantas testadas reduziu a adesdo e a infetividade em J2, em
relagdo a testemunha. Apds 28 dias da inoculacdo, observou-se
reducdo no numero de fémeas parasitadas resultantes da infec¢do
desses J2 com enddsporos incubados em exsudatos radiculares
comparada com aqueles incubados em agua. O parasitismo do J2
com endosporos tratados com exsudatos radiculares e a
reprodutividade de fémeas oriundas da infetividade desses J2 foram
semelhantes aos incubados em agua.

Palavras-chave adicionais: parasitismo, infetividade,
controle bioldgico, nematdide de galhas, bactéria.

ABSTRACT

Effect of root exudates on endospores of Pasteuria penetrans
and on second-stage juvenile of Meloidogyne incognita

In one assay, second stage juveniles (J2) of Meloidogyne
incognita were incubated in root exudates of soybean (Glycine max),
tomato (Lycopersicon esculentum), coffee (Coffea arabica), bean
(Phaseolus vulgaris), mustard (Brassica rapa), Crotalaria juncea
and C. spectabilis and in water for 12 h, followed by endospores
adhesion by centrifugation or by air bubbling. In another assay,
endospores of Pasterius penetrans were incubated for four days at 26
°C in the exudates and submitted to adhesion on J2 of M. incognita
by constant air bubbling for 24 h in tubes containing water. The J2
with endospore adhesion by air bubbling were inoculated in tomato
seedlings. The incubation of J2 for 12 h in the root exudates reduced

the number of P. penetrans endospore per J2, regardless of the
adhesion test used, and resulted in fewer parasitized females when
compared with the control, as well as a lower number of galls, except
in the J2 incubated in exudate of tomato. The reproduction of
incubated J2 in the root exudates was not affected when compared
to the control. The endospore incubation in the exudates of the tested
plants reduced the adhesion and the infectivity of these endospores
to J2 in relation to the control. After 28 days from inoculation, reduction
was observed in the number of parasitized females resulting from
infection of those J2 with endospore incubated in exudates when
compared with those incubated in water. The parasitism of J2 with
endospore treated with exudates and the reproduction of infected
J2 females were similar to those incubated in water.

INTRODUCAO

Os nematdides do género Meloidogyne possuem uma
relacdo parasitaria com as raizes de diversas plantas, além de
patogénica para muitas culturas, causando enormes prejuizos
a agricultura brasileira e mundial (Lordello, 1984; Luc et
al., 1990). Esse parasitismo ndo ocorre, contudo, em algumas
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plantas, sendo estas entdo empregadas como medidas de
controle ( Ferraz & Valle, 1997; Costa et al., 2000; Santiago
et al., 2001). Em algumas delas ocorrem em seus exsudatos
substancias nematicidas e nematostaticas a juvenis do segundo
estadio (J2), levando-os a morte ou reduzindo sua mobilidade
(Gommers, 1981; Campos et al., 2002). Em outras plantas,
entretanto, essas substancias encontram-se pré-formadas em
seus tecidos ( Badra et al., 1979; Nogueiraet al., 1994) sendo
liberadas quando a planta é incorporada ao solo. O exsudato
e os tecidos das plantas em decomposi¢do servem também
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como fonte de alimento para muitos organismos do solo, além
de afetar fases do ciclo das relagdes entre eles (Guckert, 1992;
Siqueira, 1997). Um desses organismos ¢é a bactéria Pasteuria
penetrans (Thorne, 1940) Sayre & Starr, 1995, cuja adesdo
do endésporo em J2 de Meloidogyne spp. € inibida por
metabdlicos secundarios de fungos e bactérias (Rocha &
Campos, 2000; Maximiniano et al., 2001d). A aderéncia desse
enddsporo ao J2 de Meloidogyne spp. constitui o inicio do
ciclo de vida da bactéria além de propiciar a continuagao
desse ciclo através de geracdes do nematdide. Por isso, a
natureza desse processo de adesdo tem sido investigada por
muitos pesquisadores (Stirling et al., 1986; Ratnasoma et al.,
1991; Davies & Danks, 1993; Spiegel et al., 1996).
Maximiniano et al. (2001b) verificaram que solo argiloso ¢
substrato de folhas moidas de Crotalaria juncea L. reduziram a
adesdo de enddsporos de P, penetrans aJ2 de M. javanica (Treub)
Chitwood. Rocha & Campos (2000) ¢ Maximiniano et al.
(2001d) verificaram que filtrados fungicos de Arthrobotrys
conoides Drechsler e Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson
e de rizobactérias antagonicas a Meloidogyne spp. reduziram a
adesdo do enddsporo de P, penetrans em M. incognita (Kofoid
& White) Chitwood e M. javanica, respectivamente. Freitas et
al. (2000) observaram que a incorporagio de folhas de repolho
ao solo, seguido de incubagdo a 50 °C por dez dias afetaram a
formacdo de enddsporos no interior da fémea de M. arenaria
(Neal) Chitwood.

Para encontrar o enddsporo de P. penetrans no solo o
J2 de Meloidogyne spp. precisa movimentar-se em sua
diregdo, o que pode ser influenciado, entre outros, por produtos
da degradacdo de tecidos de plantas e pelos exsudatos
radiculares afetando talvez a interacdo P. penetrans-
Meloidogyne spp., porém, esse efeito ainda nao foi estudado.
Desta forma, objetivou-se, neste trabalho, avaliar o efeito de
exsudatos radiculares de diversas plantas em juvenis do
segundo estadio (J2) de M. incognita e nos endosporos de P.
penetrans ¢ na adesdo e infetividade desse nematoide.

MATERIAL E METODOS

Desinfestacao das sementes

Sementes de mostarda ( Brassica rapa L.), café ( Coffea
arabica L.) cv. Rubi, feijdo (Phaseolus vulgares L.) cv.
Carioca, C. juncea e C. spectabilis L. foram colocadas em
copos de 250 ml contendo solugdo de sulfato de estreptomicina
1% e uma gota de Tween 80%. No caso das sementes de café,
o pergaminho foi retirado antes do tratamento acima descrito.
Sementes de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) cv. Kada
e de soja (Glycine max L.) cv. Doko-RC foram tratadas por 5
min e as demais por 30 min, como descrito acima. A seguir, a
solugdo de sulfato de estreptomicina foi descartada e adicionada
solu¢@o de hipoclorito de s6dio 1% sobre as sementes, de modo
a ficarem imersas. Sementes de café, feijdo, tomate e soja
ficaram imersas por 1 min e as demais por 30 min. A seguir,
procedeu-se a lavagem por quatro vezes consecutivas com
agua destilada e esterilizada para retirar o excesso do
hipoclorito de sodio.
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Obtencao das plantulas

Apos a desinfestacdo superficial, em cdmara de fluxo
laminar, as sementes foram distribuidas em bandejas plasticas,
previamente desinfestadas com alcool 95%, as quais
continham areia passada em peneira de aberturas de malhas
0,850 mm e esterilizada através da triplice autoclavagem a
120 °C por 30 min. A seguir, as bandejas foram vedadas com
filme plastico (rolopack®) e transferidas para camara
climatizada com 14 h de luz e 10 h de escuro a temperatura
de 28 £ 2 °C, para permitir a germinagdo. As plantas foram
utilizadas para obteng¢do do exsudato radicular em diferentes
idades de acordo com a abundéncia de raizes observada
visualmente (Tabela 1).

Extracio dos exsudatos radiculares das plantulas

As plantulas foram retiradas cuidadosamente das
bandejas, em camara de fluxo laminar, e as raizes foram
separadas da parte aérea com bisturi e transferidas para placa
de Petri contendo papel de filtro estéril e umedecido com
agua destilada e esterilizada. As plantulas de café utilizadas
para extracdo do exsudato radicular encontravam-se no
estagio de palito de fosforo. Para obtencdo dos exsudatos
radiculares das plantas testadas (Tabela 1), utilizou-se a
técnica adaptada de Campos ef al. (2002). Para isso, as raizes
foram colocadas em tubo plastico conico de 45 mm de altura
por 10 mm de didmetro superior e 4 mm de didmetro inferior,
o qual foi seccionado na parte inferior e recoberto com
membrana Millipore de 10,0 um de didmetro de poro. Todo
o conjunto foi encaixado pela parte do menor didmetro noutro
tubo de 10 mm de didmetro. Em seguida, o tubo superior
contendo as raizes foi vedado em sua extremidade e todo o
conjunto formado pelos dois tubos acoplados foi centrifugado
a 1.890 g por 10 min. Na centrifugacdo, o exsudato radicular
passou pela membrana Millipore sendo coletado no tubo
inferior e dai retirado com pipeta automatica de 1,0 ml e
diluido para a concentragéo de 1:10. Esse exsudato radicular
diluido foi passado em membrana Millipore de 0,22 um de
diametro de poro, obtendo-se assim solucdo estéril, sendo
entdo armazenado no escuro a -4 °C, em refrigerador, até sua
utilizagdo.

TABELA 1 -Idade das plantulas das diversas espécies vegetais
usadas na obtengdo do exsudato radicular, pH dos exsudatos e
numero de plantulas necessarias para obtengao de 1 ml de exsudato

Idade das o A
Espécies vegetais plantulas N*de plintulas / pH
(dias) 1 ml de exsudato
Soja 7 56 7,50
Tomate 13 132 7,38
Cafeé 28 30 6,20
Feijao 8 25 6,49
Mostarda 8 140 5,78
C. juncea 6 57 6,65
C. spectabilis 8 55 7,62
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Obtencao de mudas de tomateiro

Sementes de tomateiro, cv. Kada, do grupo Santa Cruz,
foram semeadas em bandejas contendo substrato Plantmax e
mantidas em casa de vegetagdo. Mudas saudaveis ¢ de
tamanho ideal para o transplantio ¢ montagem dos ensaios
foram obtidas 35 dias apos a semeadura.

Obtencao dos enddsporos de Pasteuria penetrans

Os enddsporos de P. penetrans, isolado PP , originario
do municipio de Ijaci, MG, foram multiplicados em raizes de
tomateiros cultivados em vasos ou bandejas mantidos em casa
de vegetacdo. As raizes de tomateiro foram separadas do
substrato, lavadas em agua, cortadas em pedagos de 2 cm ¢
embebidas por 24 h em solugdo enzimatica composta de 4,0
ml de pectinase-SIGMA P-9179 e 4,0 g de cellulase-SIGMA
C-1184. A seguir, as raizes foram trituradas em liquidificador
por 40 s e vertidas em peneira de 0,84 mm sobre peneira de
0,025 mm, coletando-se o material retido nessa ultima peneira
em Erlenmeyer de 2 1. As fémeas de M. incognita contidas
nesse material foram retiradas com o auxilio de um estilete
de ponta recurvada e colocadas em tubo de ensaio contendo
solugdo tampao de fosfato de sodio 0,05 M e pH 7,0. Essas
fémeas parasitadas por P. penetrans foram esmagadas em 2
ml de agua destilada, em triturador de tecidos (Pyrex 7727-
15) previamente lavado com leite desnatado e enxaguado com
agua destilada. Esse procedimento foi realizado para todos
os recipientes em contato com os endosporos. Essa suspensio
de P. penetrans foi passada por peneira de 0,028 mm para
retirada de restos de fémeas e/ou ovos, obtendo-se uma
suspensdo limpida de enddésporos quantificada através de
camara de Newbauer e armazenada a 8 °C em cdmara fria.
Essa suspensdo foi pré-tratada em sonificador durante 20 min,
antes do teste de adesao.

Obtencao de juvenis do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita

Raizes de tomateiros cv. Kada cultivadas em casa de
vegetacdo e infestadas com M. incognita, foram lavadas
cuidadosamente e cortadas em pedagos de aproximadamente
um centimetro. Os ovos foram obtidos conforme técnica de
Hussey & Barker (1973). Ao final, o material retido na peneira
de 0,025 mm foi recolhido com o auxilio de jatos de sacarose
(0,5 g/ml), em tubos de plastico de 50 ml. Em seguida,
colocaram-se aproximadamente 3 g de caulim nesses tubos,
que foram agitados para colocar em suspensdo todo o
precipitado e, a seguir, centrifugados por 60 s a 680 g. Trans-
corrido esse tempo, derramou-se o sobrenadante numa peneira
de 0,025 mm, sem agitar o precipitado. Recolheram-se os
ovos retidos na peneira em béquer de 200 ml, utilizando-se
pisseta contendo agua destilada. Em cdmara de fluxo laminar,
toda a suspensao foi lavada por quatro vezes em agua destilada
e esterilizada, utilizando-se peneira desinfestada de 0,025 mm
e, entdo, colocada em béquer de vidro esterilizado. Para a
obtencdo dos J2, utilizou-se cAmara de eclosdo formada com
tela e papel celulose de lengos duplos de 14,8 x 21,5 cm
(Klin®) montada em funil de vidro esterilizado.
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Montagem e avaliacio dos ensaios

No primeiro ensaio, os J2 de M. incognita, obtidos
conforme descrito anteriormente, foram recolhidos no terceiro
dia, quantificados em microscopio de objetiva invertida e
separados em oito por¢des para a montagem do ensaio
empregando-se exsudatos radiculares de sete plantas (Tabela
1) e agua como testemunha. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des. Cada
porcdo de J2 foi vertida sobre peneira formada de tela
Millipore de 11 um de didmetro de poro e recolhida em 500
ul de solugdo de exsudato radicular diluido 1:10 (exsudato:
agua) de cada planta (Tabela 1) ou agua (testemunha), para
tubos de eppendorf com capacidade para 1,5 ml, e em seguida
incubada por 12 h a 26 °C no escuro. Apos a incubagao, os J2
foram vertidos sobre peneira formada de tela Millipore de 11
[m para retirar-se o exsudato e recolhidos com agua destilada
para outro tubo de eppendorf. Para o teste de adesdo dos
enddsporos, utilizou-se o0 método de centrifugagdo (Hewlett
& Dickson, 1993) com modifica¢des. Para isto, 500 pl de
agua destilada contendo 100 J2 foram adicionados em tubos
de eppendorf, juntamente com 150 pl da suspensdo de
endosporo de P. penetrans na concentragdo de 1,2 x 10°
enddsporos/ml. Apds a centrifugagdo dos tubos a 800 g por 3
min a 30 °C, transferiu-se o contetido dos tubos para caixa de
contagem. Em microscopio de objetiva invertida com aumento
de 250x, quantificou-se o nimero de J2 com endoésporos
aderidos, para o calculo de percentagem de adesdo, e o nimero
de endosporo/J2.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Hartley
(Banzatto & Kronka, 1995), no qual se verificou a homoce-
dasticidade. Em seguida, foram submetidos a analise de
variancia e teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para a
comparagao das médias.

No segundo ensaio, os J2 de M. incognita foram
incubados nos exsudatos radiculares das sete plantas testadas
(Tabela 1) e na 4gua como testemunha por 12 h, a semelhanca
do ensaio anterior. A seguir foram recolhidos em solugio
tampdo de fosfato de sddio 0,05M e pH 7,0 e colocados em
tubo de vidro de 145 mm de altura por 14 mm de didmetro. O
ensaio foi montado em delineamento inteiramente casua-
lizado, com oito tratamentos e cinco repeti¢des. Adicionaram-
se 2 ml de uma suspensao de enddsporos de P. penetrans com
1,2 x 10¢ enddsporos/ml, em cada tubo contendo 1.000 J2 de
M. incognita pré-tratados com exsudato radicular como
descrito anteriormente, completando-se o volume final dos
tubos para 12 ml com solu¢do tampao. Em seguida, mangueira
plastica ligada a bomba de aquario foi inserida no tubo com
sua extremidade imersa na suspensao de juvenis e enddsporos
para borbulhamento constante por 24 h. Ao final desse tempo,
o conteudo de cada tubo foi passado em peneira de 0,037 mm
e lavado em agua corrente para a retirada dos enddsporos
ndo aderidos ao J2. Para quantificagdo dos enddsporos
aderidos, os J2, em niimero de 20, escolhidos ao acaso, por
tubo, foram observados em microscopio de objetiva invertida
no aumento de 250x, contando-se o numero de endosporos
aderidos por J2 e o numero de J2 com enddsporos aderidos
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para o calculo de percentagem de ades@o. A analise de variancia
e o teste de médias foram semelhantes ao ensaio anterior.

No terceiro ensaio, 5 ml de uma suspensio de endos-
poro de P. penetrans na concentragdo de 2,8 x 107 endosporos/
ml foram centrifugados a 800 g por 10 min, em tubos de 20
ml, com os enddsporos formando o precipitado. O sobrena-
dante foi removido com pipeta automatica. Utilizaram-se
exsudatos radiculares de diversas plantas (Tabela 1). Cinco
mililitros desses exsudatos foram diluidos 1:10 (exsudato:
agua) e neles foram ressuspensos os endosporos ¢ incubados
por quatro dias a temperatura de 26 °C. Na testemunha os
enddsporos foram incubados em agua. O delineamento experi-
mental foi inteiramente casualizado, com oito repetigdes. Ao
final desse tempo, foram feitas duas novas centrifugagoes: a
primeira para retirar o exsudato radicular e a outra para
promover a lavagem dos endosporos com agua destilada, na
mesma velocidade anteriormente citada. Os enddsporos ainda
dentro dos tubos foram ressuspensos em aproximadamente 1
ml de agua destilada, sendo adicionados em cada tubo 1.000
J2 de M. incognita, inserindo-se uma mangueira plastica
ligada a bomba de aquario para borbulhamento constante da
suspensdo por 24 h. A seguir, o conteudo de cada tubo foi
passado em peneira de 0,037 mm e lavado em agua corrente
para a retirada dos enddsporos ndo aderidos aos J2. Em vinte
J2 escolhidos ao acaso, por tubo, foi contado em microscopio
de objetiva invertida, aumento de 250x, o numero de
endosporos/J2 e o nimero de J2 com enddsporos. A analise
de variancia e o teste de médias foram semelhantes ao ensaio
anterior.

No quarto ensaio, 1.000 J2 de M. incognita apds incu-
bagdo por 12 h em exsudato radicular de cada uma das sete
plantas estudadas (Tabela 1) e em agua (testemunha), seguida
da adesdo com endosporos de P. penetrans, ou com 1.000 J2
de M. incognita com endoésporos aderidos e tratados com os
mesmos exsudatos radiculares foram inoculados em mudas
de tomateiro colocadas em copos plasticos de 300 ml de
volume contendo substrato na proporg¢ao 1:1 (solo: areia). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
oito tratamentos e oito repetigdes. Para inoculagdo, esses J2
foram dispersos em 4 ml de agua e colocados em 4 furos de +
3 cm de profundidade ao redor das mudas. A seguir, os copos
foram colocados em sala climatizada com temperatura de 28
+ 2 °C, fotoperiodo de 14 h de luz e mantidos nessas condigdes
durante 28 dias. Ao final desse tempo, cortou-se a parte aérea
e retirou-se, cuidadosamente, o sistema radicular do solo em
agua parada num balde de 15 . Em seguida, foram extraidas
quarenta fémeas por tratamento e esmagadas em ladminas.
Em microscopio de objetiva invertida, aumento de 500x,
contou-se o nimero de fémeas parasitadas. Consideraram-se
parasitadas todas aquelas com enddsporos encontrados no seu
interior. A seguir, todo o sistema radicular foi colocado em
solugdo de Floxina B 0,0015% por 15 min, colorindo-se de
vermelho as massas de ovos dos nematdides. Apds a coloragéo,
as raizes foram deixadas sobre papel toalha por 10 min,
possibilitando assim a avaliagdo do peso da matéria fresca
das raizes, seguida da contagem do nimero de massas de
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ovos e de galhas por sistema radicular. Para quantificagdo do
namero de ovos por sistema radicular, as raizes foram cortadas
em pedacos de aproximadamente 2 cm de comprimento € os
ovos obtidos pela técnica de Hussey & Barker (1973). Em
microscopio de objetiva invertida estimou-se o nimero de
ovos de M. incognita por sistema radicular. Os dados obtidos
foram transformados em./y + (.5 para analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito na adesdo e na infetividade de enddsporos de P.
penetrans sobre J2 de M. incognita incubados nos exsudatos
radiculares

Todos os exsudatos radiculares testados em que se
incubaram os juvenis do segundo estadio (J2) de M. incognita
por 12 h reduziram (P< 0,05) o numero de enddsporos de P
penetrans/J2, percentagem de adesdo e de fémeas infetadas
em comparagdo a testemunha agua (Figuras 1, 2 e 3). Os
exsudatos das plantas testadas (Tabela 1) reduziram (P<0,05)
a adesdo dos endosporos em J2 independentemente da técnica
usada para promover essa adesdo, qual seja centrifugacdo ou
borbulhamento (Figuras 1 e 2). Os J2 incubados nos exsudatos
das plantas testadas causaram menor nimero de galhas em
tomateiros comparados a testemunha (agua), com excegao
dos J2 incubados em exsudatos de tomateiro (Figura 4). A
reprodutividade em tomateiro (nimero de ovos/ massa de ovos
por grama de raiz) dos J2 incubados nos exsudatos das plantas
de café (652/ 6), mostarda (595/ 8) e C. juncea (769/ 9), ndo
diferiram da testemunha (816/ 10).

A incubacdo de J2 nos exsudatos deve ter causado
alteracdes na cuticula desse nematdide afetando algum
promotor da adesdo dos endosporos, ainda desconhecido.
Spiegel et al. (1996) verificaram que o pré-tratamento dos J2
de M. javanica com o detergente dodecil sulfato de sodio,
lectinas concavalina A e aglutamina do germe do trigo
reduziram a adesdo dos enddsporos a cuticula dos J2. Outras
substancias como enzimas (quitinase, muramidase, proteinase
K, pepsina A, lipase, hialuronidase, a-glucosidase, celulase),
acido sialico e agucares (fucose ou o-metil manosideo, N-
acetil-D-glucosamine, D-xilose), quando empregadas na
incubagdo do J2 de Meloidogyne sp., diminuiram a adesdo
dos endosporos de P. penetrans ( Stirling et al., 1986; Davies
& Danks, 1993; Spiegel et al., 1996; Maximiniano et al.,
2001a). Substancias semelhantes podem estar presentes nos
exsudatos das plantas. De fato, Rovira (1969) constatou a
presenga de agucares (glucose, xilose, ribose, frutose, arabi-
nose, oligosacarideos, etc), enzimas (protease, amilase, etc),
acidos organicos (acético, malico, citrico, butirico, etc),
aminoacidos (leucina, glicina, alanina, acido glutdmico, acido
aspartico, asparagina, etc) no exsudato de trigo. Essas
substancias também tém sido encontradas em exsudatos de
ervilha, aveia, feijao e tomate (Rovira, 1959; Rovira, 1969;
Hale et al., 1971; Tanda et al., 1989). A composi¢ao diversi-
ficada e a quantidade desses exsudatos no solo criam condi¢oes
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FIG. 1 - Efeito do exsudato radicular de soja (Glycine max), tomateiro
(Lycopersicon esculentum), cafeeiro (Coffea arabica), feijoeiro
(Phaseolus vulgaris), mostarda (Brassica rapa), Crotalaria juncea e
C. spectabilis sobre juvenil do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita em incubagdo por 12 h (ensaio 1), seguido da adesdo por
centrifugacdo do endosporo de Pasteuria penetrans. A) nimero de
enddsporos/J2; B) percentagem de adesdo. Barras seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

adversas a adesdo de enddsporos de P. penetrans em J2 de
Meloidogyne sp., diminuindo a eficacia do parasitismo e
propiciando que parte da populacdo do nematoide sempre se
mantenha livre dessa infecg¢do, além de trazer equilibrio
populacional durante o crescimento da cultura.

A redug@o na percentagem de adesdo dos enddsporos
no J2 pelo efeito dos exsudatos (Figura 1B), demonstra que a
maioria dos individuos foi afetada, o que poderia, no campo,
diminuir a infetividade de P. penetrans em M. incognita. De
fato, a infetividade dos endoésporos foi reduzida quando
avaliada pelo nimero de fémeas de M. incognita infetadas
(Figura 3). Tariq et al. (2000) trabalhando com extrato foliar
de Datura stramonium L. encontraram reducdo na adesdo
dos endosporos de P. penetrans em J2 de M. javanica apds
aplicagdo desse extrato em solo infestado pela bactéria. O
pré-tratamento de ambos, J2 de M. javanica e dos endosporos,
com acido sialico e pectinase, diminuiu a adesdo de
endosporos de P, penetrans em J2 de M. javanica (Stirling et
al., 1986; Maximiniano et al., 2001a), ratificando a idéia de
que na rizosfera o exsudato radicular pode realmente concorrer
para diminuir a infetividade de P. penetrans em fitonematdides
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FIG. 2 - Efeito do exsudato radicular de soja (Glycine max),
tomateiro (Lycopersicon esculentum), cafeeiro (Coffea arabica),
feijoeiro (Phaseolus vulgaris), mostarda (Brassica rapa), Crotalaria
Jjuncea e C. spectabilis na adesdo, por borbulhamento durante 24 h,
dos endosporos de Pasteuria penetrans em juvenis do segundo
estadio (J2) de M. incognita apods incubacdo por 12 h nos referidos
exsudatos. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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FIG. 3 - Efeito do exsudato radicular de soja (Glycine max), tomateiro
(Lycopersicon esculentum), cafeeiro (Coffea arabica), feijoeiro
(Phaseolus vulgaris), mostarda (Brassica rapa), Crotalaria juncea e
C. spectabilis em incubagdo do juvenil do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita por 12 h (ensaio 3), seguido da adesdo por
borbulhamento durante 24 h dos endésporos de Pasteuria penetrans,
na infetividade da bactéria. Barras seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

como dito anteriormente.

A patogenicidade dos J2 incubados nos exsudatos e
infetados por P. penetrans também foi diminuida quando se
avaliou o nimero de galhas por grama de raiz de tomateiro
(Figura 4).

Efeito de exsudatos radiculares na adesao e infetividade
de endosporos de P. penetrans

Todos os exsudatos radiculares em que se incubaram
os enddsporos reduziram (P< 0,05) o numero de enddsporos
por J2 de M. incognita comparados com os incubados em

Fitopatol. bras. 29(6), nov - dez 2004



Efeito de exsudatos radiculares em enddsporos de Pasteuria penetrans...

60

N
g% ab
o
= be
% bc be
g2 be
3 D : D c
0 = [ ]
g 8 2 - @ 8 £ 8
3 £ =
2 2 i 5 g k! & s
E § 3
(7]
[$]
Tratamentos

FIG. 4 - Efeito de exsudato radicular de soja(Glycine max), tomateiro
(Lycopersicon esculentum), cafeeiro (Coffea arabica), feijoeiro
(Phaseolus vulgaris), mostarda (Brassica rapa), Crotalaria spectabilis
e C. juncea, em incubagdo dos juvenis do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita seguido da adesdo de endosporos de Pasteuria
penetrans, na patogenicidade dos J2 expressa em numero de galhas/
g de raiz de tomateiro. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

agua (Tabela 2). A percentagem de fémeas infetadas foi menor
(P< 0,05) quando os endoésporos foram tratados com
exsudatos, comparados com os imersos em agua (Tabela 2),
cuja relacdo foi de 2,6 a 4,5 vezes menor. Ja a relagdo entre o
nimero de J2 com enddsporos tratados com exsudato e o
numero de fémeas infetadas, a partir desses J2, foide 4,1 a2,7.

A incubacdo dos endosporos nos diversos exsudatos
testados afetou o processo de adesdo nos J2 alterando, talvez,
as cargas eletrostaticas. Afolabi et al. (1995) constataram a
existéncia de maior rede de cargas negativas na superficie do
enddsporo em pH neutro e redugdo dessas cargas negativas
em pH afastado do neutro. Maximiniano et al. (2001b)
trabalhando com folhas moidas de C. juncea, verificaram
também reducdo na adesdo de endosporos de P. penetrans a
J2 de M. javanica.

A percentagem menor de fémeas infetadas em relacdo
a J2 infetados com P. penetrans indica que muitos J2 na
movimentagdo pelo solo e no processo de penetragdo
libertaram-se dos enddsporos devido a fraca adesdo ocorrida
quando esses enddsporos foram tratados com exsudatos.
Ratnasoma et al. (1991) testaram o efeito da pectinase no
desprendimento de endoésporos aderidos em juvenis de M.
Jjavanica e verificaram que cerca de 20% dos endosporos se
desprenderam da cuticula dos J2 tratados nessa enzima. A
incubagdo de endosporos de P. penetrans em enzimas como
muramidase, cujo substrato ¢ o acido N-acetil-muramico, e
pectinase reduziu a adesividade dos endosporos aos J2 de
Meloidogyne spp. (Davies & Danks, 1993; Maximiniano et
al., 2001a). Além disso, apenas 20 a 30% dos enddsporos
aderidos a cuticula sdo capazes de germinar (Sayre & Wergin,
1977, Stirling, 1984). Nesses J2 tratados com exsudatos, o
numero de endosporos/J2, entre cinco ¢ nove, € 0
recomendavel para o sucesso do parasitismo do J2 na planta.
Por outro lado, o nimero de enddsporos/J2, quando incubados
em agua, foi de 14, isto é, muito elevado, chegando a 100%
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de J2 com endésporo, o que reduziu a percentagem de fémeas
infetadas, isto é, 78%, causada pela morte do J2 ou do seu
impedimento de penetrar no hospedeiro (Tabela 2). Mais de
11 enddsporos aderidos ao J2 diminuem a infetividade desses
na planta (Souza & Campos, 1997). Em outro estudo, Davies
et al. (1988) observaram maiores redugdes na penetracio,
chegando a 86%, quando os J2 de M. incognita, contendo 15
enddsporos aderidos a cuticula, foram inoculados em raizes
de tomateiro.

No campo, o papel do exsudato diminuindo a
infetividade do enddsporo aderido ao J2, pode prover o
equilibrio entre parasita e hospedeiro mesmo num solo com
alto nivel de inoculo de P, penetrans, onde grande parte dos
J2 teria endosporos aderidos. Maximiniano et al. (2001c)
encontraram 65,25% dos J2 de Meloidogyne exigua Goeldi
com endosporos aderidos em cafezal naturalmente infestado,
contudo, a popula¢do do nematodide nunca foi exterminada.

O parasitismo da populagdo de J2 com enddsporos
aderidos em mudas de tomateiro avaliadas pelo nimero de
galhas/g de raiz foi semelhante em todos os tratamentos, pois
esse parasita obrigatorio ndo destréi o hospedeiro (J2),
precisando dele como fonte de alimento. A reproducao de M.
incognita resultante da infecgdo por enddsporos incubados
nos exsudatos antes da adesio aos J2, foi também semelhante
nos diversos tratamentos, indicando que na populacgdo
infetante de J2 ocorreu produgdo semelhante de ovos entre J2
com alto ou baixo numero de enddsporos/J2.
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