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RESUMO

Rocha, F. S.; Campos, V. P.; Canuto, R. S.; Souza, R. M. Efeito do armazenamento na energia corporal de juvenis do segundo estadio de
Meloidogyne incognita infestados por Pasteuria penetrans. Summa Phytopathologica, v.35, n.1, p.15-19, 2009

Neste trabalho, objetivou-se estudar o efeito do periodo de
armazenamento no teor de lipidios de juvenis do segundo estadio (J2)
de M. incognita com endésporos de P. penetrans na infectividade e
reproducdo em tomateiro. Suspensdes de M. incognita contendo ou
ndo enddsporos de P. penetrans aderidos acuticula foram armazenadas
por 0, 3, 6, 9 e 12 dias, a 28°C. Ap6s cada periodo de estocagem,
determinou-se a concentracdo de lipidios neutros corporais por
meio daandlise de imagem dos J2 coloridos com o corante “Qil Red
O”. Em seguida, 1.000 J2 foram inoculados em mudas de tomateiros.
Ap6s 28 dias, avaliou-se o nimero de fémeas parasitadas, nimero
de end6sporos/fémea, ndmero de galhas, massas de ovos e de ovos/
g de raiz. O teor de lipidio dos J2 reduziu-se com o aumento do
periodo de estocagem. Porém, maiores perdas ocorreram nos J2
sem enddsporos de P. penetrans. A proporgéo entre as perdas dos

J2 com e sem P. penetrans foi pequenae decrescente com o periodo
de estocagem. Entretanto, a desproporgdo foi grande entre 3 e 6
dias de armazenamento dos J2 com e sem P. penetrans comrelagéo
aos parametros reproducdo e nimero de galhas, indicando consumo
de fontes alternativas ao lipidio neutro de energia pelo J2
parasitado. Mas o periodo de armazenamento sempre reduziu a
reprodugdo e nimero de galhas formadas em tomateiros por J2
com e sem P. penetrans. A perda dessas fontes de energia, ao que
tudo indica, leva muitos J2 a morrer antes de chegar ao estadio
adulto, pois o nimero de fémeas parasitadas reduz-se com o
armazenamento, além de propiciar menor producéo de enddsporos
por fémea. O J2 parasitado por P. penetrans necessita encontrar
rapidamente araiz e ndo permanecer no solo por mais de 6 dias antes
de parasitar a planta.

Palavras-chave adicionais: Pasteuria penetrans, controle bioldgico, lipidios neutros, Meloidogyne incognita.

ABSTRACT

Rocha, F. S.; Campos, V. P.; Canuto, R. S.; Souza, R. M. Effect of storage on body energy of second stage juveniles of Meloidogyne incognita
infested by Pasteuria penetrans. Summa Phytopathologica, v.35, n.1, p.15-19, 2009

This work aimed to study the effect of storage period on lipid
content of second stage juveniles (J2) of M. incognita with endospores
of P. penetrans on infectivity and reproduction intomato. Suspensions
of M. incognita containing or not endospores of P. penetransadhered
to cuticle were stored by 0, 3, 6, 9 and 12 days at 28°C. After each
storage period, the concentration of neutral lipids in the body of
J2 was determined by image analysis of J2 stained with “Oil Red
O”. After that, 1.000 J2 were inoculated in tomato seedlings. After
28 days, the number of infected females, number of endospores
per females, number of galls, number of egg masses and number of
eggs per gram of root were evaluated. The lipid content of J2
reduced with the increase of storage period. However, greater lost
occurred on J2 without endospores of P. penetrans. The ratio

Keywords: sbiological control, neutral lipids, Meloidogyne incognita.

between J2 lipid losses with and without P. penetrans was small
and decreased with storage period. However, the ratio between J2
with and without P. penetrans was greatest between 3 and 6 days
of storage in relation to parameters reproduction and number of
galls, indicating consumption of alternative energy sources others
than neutral lipids by infected J2. But the storage period always
reduced the reproduction and number of galls formed in tomatoes by
J2 with and without P. penetrans. The loss of those energy sources
indicate that many J2 dye before adult stage, because the number of
parasitized females reduced with storage, besides of smaller endospores
production per female. The J2 infested by P. penetrans needs to find
the root quickly and should not stay in the soil for more than 6 days
before parasitizing the plant.

Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr é umabactéria gram-
positiva formadora de enddsporos iméveis e parasita obrigatoria de
diversas espécies de fitonematdides (3, 11, 16, 22, 23). O seu potencial
como agente para 0 controle biolégico tem merecido maior atengéo
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para as espécies do género Meloidogyne (9, 21, 24). O ciclo de vida de
P. penetrans em Meloidogyne spp. consiste naadesdo, germinagéo dos
enddsporos e na infeccdo ocorrida no interior do nematdide vivo. A
adesdo ocorre quando o nematdide movimenta-se no solo e entra em
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contato com o enddsporo, representando, portanto, uma etapa
importante no inicio do parasitismo. A natureza quimica da cuticula
do juvenil do segundo estadio (J2) é de grande importancia para que
ocorraa adesdo dos enddésporos de P. penetrans em Meloidogyne spp.
Assim, alteragdes na cuticula ou mesmo a morte do nematéide podem
afetar o processo de adeséo. No solo, a adesdo pode sofrer a influéncia
de varios fatores bioticos e abioticos (2, 5, 6, 14, 15, 16, 18, 25, 26).

Aaderéncia do endsporo ao J2 de Meloidogyne spp. constitui o
inicio do ciclo de vida dabactéria, além de propiciar a continuagdo do
ciclo através de geragbes do nematoide. Por isso, a eficiéncia de
multiplicacdo e o controle de Meloidogyne por P. penetrans estdo
associados a grandes populagdes de J2 com end6sporos aderidos &
cuticula em plantas hospedeiras ao nematoide (12, 20, 28, 29). No
entanto, altas quantidades de end6sporos aderidos reduzem a
mobilidade e a penetracdo do J2 naraiz (5, 7, 13) e, por conseguinte,
aumentam sua permanéncia no solo, podendo interromper o ciclo de
vida da bactéria.

Apo6s a eclosdo, o J2 de Meloidogyne spp. possui reservas
energéticas corporais, principalmente na forma lipidica, necessarias
para locomocdo e infectividade (10, 31). Contudo, no solo, 0 J2 nem
sempre encontra de imediato a raiz nova para o processo de infec¢éo,
aguardando a sua formacdo a partir de raizes mais velhas ou tendo de
movimentar-se para encontra-la. O periodo em que 0 J2 permanece no
solo, comou sem enddsporos aderidos ao seu corpo aindanao foibem
estudado, principalmente com relagdo a perda da reserva lipidica
corporal, infectividade e reproducéo no hospedeiro ap6s algum periodo
a espera ou procura do hospedeiro. Desta forma, objetivou-se, neste
trabalho, estudar o efeito do periodo de armazenamento no teor de
lipidios de J2 de Meloidogyne incognita com enddsporos de P.
penetrans, na infectividade e reproducéo do J2 infectado em tomateiro.

MATERIALE METODOS

Preparo das solugdes tampdes de fosfato de sédio: Foram
preparadas solugGes estoques A e B de Na,HPO, e NaH,PO, 0,2 M,
respectivamente. A seguir, adicionaram-se 175 mL da solugcdo A, 75
mL da solugdo B, completando-se o volume final para um litro com
agua destilada. Ajustes em pHmetro foram feitos para obtencdo da
solucéo tampdo na concentracdo de 0,05M e pH 7,0. Esta solugdo
tamp&o foi usada para promover uma melhor adesdo dos endésporos
de P. penetrans a cuticulado nematdide.

Obtencéo 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-vegetacdo. Mudas saudaveis
e de tamanho ideal para o transplantio e instalagdo dos ensaios foram
obtidas 40 dias ap6s a semeadura.

Obtencédo dos endésporos de Pasteuria penetrans: Os
end6sporos de P. penetrans, isolado PP, originario do municipio de
ljaci, 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
pedacos de, aproximadamente, 2 centimetros e embebidas por24 hem
solugdo enzimética 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 segundos e vertidas em peneira de
0,84 mm sobre peneira de 0,025 mm, coletando-se 0 material retido
nessa Ultima peneira em Erlenmeyer de 2 litros. 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 tampéo de fosfato de so6dio 0,05 M e pH 7,0. Essas fémeas
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parasitadas por P. penetrans foram esmagadas em 2 mL de &gua
destilada, emtriturador de tecidos (Pyrex 7727-15) previamente lavado
com leite desnatado e enxaguado com agua destilada. Esse
procedimento foi realizado paratodos os recipientes em contato com
os enddsporos. Essasuspenséo 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 enddsporos quantificada através de camara
de Newbauer e armazenada a 8°C em c&mara fria. Essa suspenséo foi
pré-tratada em sonificador durante 20 min, antes do teste de adesé&o.

Obtengdo de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita: Raizes de tomateiros (L. esculentum cv. Kada) cultivados
em casa-de-vegetagdo e infestados com M. incognita, foram lavadas
cuidadosamente e cortadas em pedagos de, aproximadamente, um
centimetro. Os ovos foram obtidos conforme técnica de Hussey &
Barker (8). Ao final, o material retido na peneira de 0,025 mm foi
recolhido com o auxilio de jatos de sacarose (0,5 g/mL), emtubos de
plastico de 50 mL. Em seguida, adicionaram-se, aproximadamente, 3 ¢
de caulim nesses tubos, que foramagitados paracolocar em suspensédo
todo o precipitado e, a seguir, centrifugados por 60 s a 680 g.
Transcorrido esse tempo, transferiu-se o sobrenadante numa peneira
de 0,025 mm, sem agitar 0 precipitado. Recolheram-se 0s ovos retidos
na peneira em béquer de 200 mL, utilizando-se pisseta contendo agua
destilada. Emcamara de fluxo laminar, toda a suspenséo foilavada 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 obtengdo dos J2, utilizou-se cdmara de eclosdo
formada com tela e papel celulose de lengos duplos de 14,8 x 21,5cm
(Klein®), montada em funil de vidro. Foram utilizados no ensaio apenas
0s J2 obtidos no terceiro dia.

Instalagéo e avaliagdo do ensaio: Os J2 de M. incognita foram
vertidos em peneira de 11 mme recolhidos através de pisseta contendo
solugdes tampdo de fosfato de sédio 0,05 M e pH 7,0 em frascos
Erlenmeyer. Aseguir, foram quantificados em microscépio de objetivas
invertidas e separados em duas por¢des. Em uma delas, ad icionaram-
se 4 mL desuspensdo de enddsporos de P. penetrans naconcentragdo
de 4,2 x 10° end6sporos/mL, completando-se o volume final do frasco
para20 mL comsolugdo tamp&o. Naoutraporcdo, adicionou-se apenas
solucéo tampdo, elevando-se a suspensdo ao mesmo volume final da
porcdo anterior. Em seguida, os frascos foram acoplados a uma
mangueira plastica ligada a uma bomba de aquario para borbulhamento
constante, por 24 horas. Ao final desse tempo, o contetido de cada
frasco foi passado em peneira de 0,025 mm e lavado em agua corrente
para a retirada dos end6sporos ndo aderidos a cuticula do J2, sendo
recolhidos novamente para os frascos de Erlenmeyer. Para a
quantificagdo dos enddsporos aderidos, os J2, em nimero de 20,
escolhidos ao acaso, por frasco, foram observados em microscopio de
objetivas invertidas, com aumento de 250X, contando-se o nlimero de
enddsporos aderidos por J2 e o nimero de J2 comenddsporos aderidos
para o calculo de percentagem de adesédo. Desta forma, verificou-se
que 96% dos J2 tinham, em média, 10 end dsporos aderidos a cuticula.
De cada frasco, pipetaram-se 2 mL de suspensdo para determinar a
concentracdo de lipidios neutros no corpo do J2 antes do
armazenamento por meio de andlise de imagem (1, 4, 30). Para isto, a
suspensdo contendo os J2 foi concentrada em 0,5 mL e adicionaram-
se 3 mL da solugdo corante “Oil Red O”, seguido de aquecimento em
banho-maria, a 60°C, por 20 minutos. Ap6s o resfriamento em
temperatura ambiente, os J2 de M. incognita foram concentrados
novamente em 0,5 mL da solucéo corante e adicionaram-se 3 mL de
glicerina 50%. Em seguida, montaram-se laminas contendo 20 J2 de
M. incognita e a partir das fotografias dos J2, utilizou-se o programa
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“Image Tool for Windows”, para estimar a area total do corpo do J2
e aquela de coloracdo vermelha correspondente aos lipidios. Desta
forma, a partir da area de coloracéo vermelha, obteve-se o percentual
de lipidios neutros em relagdo a éarea total do corpo dos J2 de M.
incognita.

As suspensdes foram calibradas em 1.000 J2 com ou sem
endésporos/mL e armazenadas em estufa incubadora(B.O.D.), a 28°C,
por 3, 6, 9 e 12 dias em agua parada. Nesse momento, 0s J2
recentemente eclodidos foram inoculados em tomateiro servido de
testemunha. De cada periodo de armazenamento, obtiveram-se 2 mL
dasuspensdo e, nos J2, fez-se a coloracéo de lipidios neutros ap6s o
armazenamento com o corante “Oil Red O, ja descrito, e estimou-se
o percentual médio de lipidios neutros do corpo do J2, obtendo-se,
assim, o valor de lipidio no momento da inoculagdo em cada periodo
de inoculag&o. A seguir, 1.000 J2 de M. incognita, contendo ou néo
enddsporos de P. penetrans aderidos, foram inoculados em mudas de
tomateiro plantadas em copos plasticos de 300 mL de volume, com
substrato formado de solo e areia, na proporgéo 1:1. Paraa inoculagéo,
os J2 foram dispersos em 4 mL de &gua e dispersados em 4 furos de +
3cmde profundidade ao redor das mudas. Os copos foram colocados
em sala climatizada com temperatura de 27 + 2°C, fotoperiodo de 14
h de luz e mantidos nessas condicdes durante 28 dias. Ao final desse
tempo, cortou-se a parte aérea dos tomateiros e retirou-se o sistema
radicular do solo em agua parada. Para a quantificagdo do niimero de
fémeas parasitadas e do numero de enddsporos/fémea, 80 delas,
escolhidas ao acaso, foram retiradas com estilete de ponta fina. Quarenta
delas foram esmagadas em laminas de vidro contendo agua destilada,
sob laminula, contando-se em microscépio de objetivas invertidas,
aumento de 500X, o ndmero de fémeas parasitadas e consideraram-se
parasitadas todas aquelas com endésporos encontrados no seu interior.
As demais 40 fémeas de cada tratamento foram esmagadas em laminas
escavadas contendo 1 mL de &gua destilada e, em seguida, essa
suspensao foi transferida para uma cadmara de Newbauer para a
quantificagdo do nimero de enddsporos/fémea. A seguir, as massas de
ovos dos nematdides nos sistemas radiculares foram coloridas de
vermelho em solugdo contendo corante artificial empregado na
fabricacéo de sucos, conforme técnica de Rocha et al. (19). Apos a
coloracdo, as raizes foram deixadas sobre papel-toalha por 10 minutos,
possibilitando, assim, aavaliagdo do peso da matéria fresca das raizes,
seguida da contagem do nimero de massas de ovos e de galhas por
sistema radicular. Paraa quantificagdo do nimero de ovos por sistema
radicular, as raizes foram cortadas empedacos de, aproximadamente,

0 2 de M. ncognita semP. penetrans ~ y =0,46x? - 11,3x + 79,2 R?=0,99**

A J2 de M. incognita comP. penetrans y =0,29x2 - 9,2x + 81,46 R2=0,98*
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Figura 1. Percentagem de lipidios neutros de juvenis do segundo estadio
(J2) de Meloidogyne incognita, contendo ou ndo enddsporos de Pasteuria
penetrans, aderidos a cuticula e armazenados em agua parada, a 28°C, por
diferentes periodos.
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Figura 2. Efeito do periodo de armazenamento em &gua parada, a 28°C,
de juvenis do segundo estadio de Meloidogyne incognita, contendo ou ndo
endésporos de Pasteuria penetrans, na infectividade e na reprodugéo do
nemat6ide. A) nimero de galhas/g de raiz de tomateiro, B) nimero de
massas de ovos/g de raiz de tomateiro, C) nimero de ovos/g de raiz de
tomateiro.

2 cm de comprimento e os ovos obtidos pela técnica de Hussey &
Barker (8). Em microscdpio de objetivas invertidas, quantificou-se o
ndmero de ovos de M. incognita por sistema radicular.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com 6
repetices. Os dados obtidos foram transformados em /x + 0.5 para
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. As analises de variancia foram realizadas
pelo programa estatistico Sisvar e as variaveis significativas, pelo
teste F, foram submetidas a analise de regressdo para ajuste do
melhor modelo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor lipidico dos J2 de M. incognita reduziu-se com o aumento
do periodo de estocagem a 28°C, apresentando maior perda lipidica
aqueles J2 semenddsporo de P. penetrans aderidos acuticula (Figura
1). Ataxa de perda de lipidios neutros dos J2 estocados sem enddsporos
aderidos foide 40, 61 e 85% em relagdo ao nivel original aos 3,6 e 9
dias, respectivamente, enquanto naqueles contendo endésporos de P.
penetrans essa perda foi de 29, 49 e 79% nos mesmos periodos de
estocagem, cuja propor¢ao entre eles foi pequenae decrescente (1,38;
1,24 € 1,07).

Os J2 de M. incognita com endésporos de P. penetrans aderidos
ao corpo e imediatamente inoculados em tomateiros induziram a
formacdo de galhas em quantidades semelhantes aqueles sem P.
penetrans (Figura 2A). Entretanto, a produgéo de massa de ovos foi
reduzida em 23% nos tomateiros infectados por J2 com enddsporos,
sendo aindamaior a queda no nimero de ovos nas raizes do tomateiro
infectados por J2 com endésporos de P. penetrans, chegando a 89% de
reducgdo (Figuras 2B e C).

Com o armazenamento e posterior inoculagdo em tomateiros de
J2 come semenddsporos ocorreu reducdo no nimero de galhas, massas
de ovos e ovos por grama de raiz, porém em intensidades diferentes
entre eles. As maiores quedas no nimero de galhas e de massas de
ovos de M. incognita resultantes dainfecgdo de tomateiros porJ2 com
enddsporos ocorreram entre os periodos de 3 e 6 dias de
armazenamento, enquanto que na producéao de ovos/g de raiz a maior
queda foi nos primeiros 3 dias de armazenamento do J2 com
enddsporos. Apartir do 62 dia as diferencgas entre o nimero de galhas,
massas de ovos e ovos/g de raiz em tomateiros infectados por J2 com
e sem enddsporos diminuem e chegam a se igualarem no final do
ensaio, porém em niveis bem baixos (Figuras 2 A, B e C), criando
desproporgdo bem maior do que a observada na curva energética dos
lipidios neutros (Figura 1). O parasitismo das fémeas por P. penetrans
e 0 nimero de endésporos produzidos por fémea de M. incognita
foram significativamente reduzidos com o armazenamento dos J2
infestados chegando a zero a partirde 9 dias de armazenamento (Tabela
1).

A maior preservagdo da reserva lipidica corporal do J2 com
endésporo de P. penetrans, comparado com aquele sem enddsporos
(Figura 1), ao que tudo indica, esté relacionada ao movimento mais
lento dos J2 infestados comend 6sporos da bactéria. Stirling et al. (27)
e Davies et al. (5) encontraram movimentag&o menor dos J2 contendo
7 enddsporos de P. penetrans em relagéo agqueles ndo infestados. Embora
ocorra a preservacdo da reserva lipidica pelos J2 infestados com
endésporos, de acordo com os dados aqui apresentados, 0
armazenamento sempre reduziu mais a infectividade e a reproducéo
dos J2 parasitados, em relacdo aos ndo parasitados, em qualquer
periodo de tempo (Figura 2). Desta forma, o J2 parasitado necessita
encontrar rapidamente a raiz e ndo permanecer no solo por mais de 6
dias. Campos (1) verificou perda de 38,82 e 56,12% no lipidio corporal
de J2 de M. javanica a partir do segundo e quarto dias de
armazenamento dos J2 em agua parada a 28°C, o que refletiu em
reducdo de 44,64% na producdo de ovos e 73,68% no nimero de
fémeas, respectivamente. Van Gundy et al. (31) verificaram que o
armazenamento de J2 de M. javanica, a 25°C, por 4 dias, causou perda
lipidica de 41,33%, porém nédo afetou a mobilidade dos J2.

Dois patossistemas estdo envolvidos nesses ensaios, isto é, M.
incognita-tomateiro e P. penetrans-M. incognita, alémde trés processos
competidores por energia de M. incognita como: armazenamento do
J2 em &guaa temperatura de 28°C, infectividade do J2 por P. penetrans
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Tabela 1. Efeito do periodo de armazenamento de juvenis do segundo
estadio de Meloidogyne incognita com enddsporos de Pasteuria penetrans
aderidos a cuticula no parasitismo e na produgdo de endésporos por fémeas.

Tratamentos Fémeas parasitadas (%) N2 de enddsporos/ fémea

0 dia 80 a 4,68 x 10° a
3 dias 45 b 3,0x10%Db
6 dias 12 b 1,25 x 10% b
9 dias Oc Ob

12 dias Oc Ob

CV (%) 12,34 40,80

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

e reprodugdo dafémea infectada. A reprodugdo em qualquer processo
bioldgico constitui o maior dreno em energia. Nos fitonematoides de
elevada produgéo de ovos como nos nematoides de galhas e do cisto as
fémeas morrem no final da postura. O armazenamento de J2 em
temperaturas altas leva a redugdo do nivel de lipidio corporal (4, 10,
31). Entretanto, o terceiro processo chamado aqui de competidor de
energia, qual seja a infectividade de P. penetrans em M. incognita, ndo
compete por energia nos primeiros eventos do parasitismo do J2 pela
bactéria como ocorre quando o0 J2 com end6sporos é armazenado em
agua, pois, o teor de lipidio neutro é maior no J2 com enddsporo
comparado como J2 ndo infestado (Figura 1). Contudo, a reducéo no
ndmero de galhas em tomateiro pelo J2 infestado por P. penetrans e
armazenado foi maior comparado com J2 ndo infestado e armazenado
pelo mesmo periodo (Figura 2A). Desta forma, outras fontes alternativas
de energia, alémdos lipidios neutros, foram exauridas pelo J2 infestado
por P. penetrans durante 0 armazenamento e, portanto, reduzindo a
infectividade e reproducdo dos J2 parasitados por P. penetrans em
tomateiro (Figuras 2A, B e C). Lee & Atkinson (10) e Qiu & Bedding
(17) relataram que os 6rgéos aparentemente sem lipidio podem obter
energia por meio de outras fontes alternativas aos lipidios neutros
como glicogénio e trealose. Van Gundy et al. (31) relataram o uso de
lipidios neutros e proteinas como fontes de energia de J2 de M.
javanica. A perda dessas fontes de energia, ao que tudo indica, leva
muitos J2 a morrerem antes de chegar ao estadio adulto, pois o nimero
de fémeas parasitadas reduz-se com o armazenamento, além de
propiciar a menor producéo de end6sporos (Tabela 1).

O cultivo “in vitro” de P. penetrans talvez possa explicar o papel
dessas substancias no crescimento e reproducéo dessa bactéria. Entdo,
para maior sucesso do parasitismo e reproducéo de P. penetrans em
M. incognita, o J2 infestado precisa imediatamente parasitar a planta
e 0 retardamento por 6 dias leva a morte do J2 parasitado.
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