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RESUMO

CAMPOS, Hercules Diniz. Aspectos do parasitismo e da privagio alimentar
do nematbide de galhas (Meloidogyne javanica) e do cisto (Heterodera
glycines) em soja. 2003. 203 p. Tese-(Doutorado em Fitopatologia)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

A maior penetragio de J2 de Meloidogyne javanica ocorreu
aproximadamente aos 4,4 dias apds a inoculagio. Na mistura dc solo + areia
grossa, houve aumento do nitmero de J2 a partir dos 2 dias até 8 dias apés a
inocula¢do. Para Heterodera glycines, na areia fina, o numero de J2 observado
no interior das raizes foi alto aos 2 dias da inoculagdo. Na mistura de solo +
areia grossa, houve aumento do nimero de J2 de H. glycines na raiz a partir dos
2 dias apds a inoculagiio. Na temperatura de 24° C ocorreu maior (P< 0,05)
penetragio dc J2 de M. javanica indifercnte da resisténcia da cultivar.
Entretanto, na cultivar resistente, a penetragdo ndo foi alterada (P< 0,05) na
temperatura de 28° C. A 32° C ocorreu queda significante, chegando a 17,97%
daquela em 28° C e semelhante aquelas a 16 e 20° C. A 12° C ndo ocorreu
penctracdo em qualquer cultivar testada. Para H. glycines a temperatura de 21,3°
C proporcionou maior penetragio de J2 na cultivar suscetivel, ¢ a 22,4° C maior
penetragio na resistente. A redugdo na penctragdo a 12 e 32° C foi semelhante e
também indiferente da reagdo hospcdeiro, porém correspondendo
aproximadamente a metade daquelas temperaturas com maxima penetragdo. Em
temperatura de 12° C os J2 de H. glycines penetraram nas raizes das cultivares
testadas em propor¢des semelhantes aquelas observadas na de 32° C. O modo de
penetragdo de M. javanica foi cstudado em raizes de soja. Observou-se acumulo
dos J2 de M. javanica na coifa e regido de crescimento, com predominio de
tecido meristematico, onde penctraram, scguido de migracio entre os feixes
pelas células parenquimatosas dos tecidos vasculares. Quantitativamente, nas
primeiras 24 horas apds a penetragio, os J2 foram encontrados apenas na regiio
de crescimento, decrescendo até 96 horas apos, quando foram observados aquém
desta regido. A distancia percorrida pelo J2 de M. javanica em 96 horas apés a
inoculagdo foi de 14,20 mm em relagdo a coifa e significativamente diferentes
daquela observada as 24 horas. Diferentemente de M. javanica, os J2 de H.
glycines penetraram apenas pela regido de alongamento ¢ lateralmente na raiz,
movimentando-se para o cilindro central sem nenhum direcionamento para o
meristema. Nio foram observados J2 de H. glycines na regido de crescimento da
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raiz. Maior penctragdo ocorreu com 24 horas. A incubagdo dos J2 em agua por 4
dias ou mais diminuiu a penetragdo de M. javanica e de H. glycines, porém esse
efeito foi mais drastico em H. glycines. Estudos foram rcalizados sobre formas
de inoculagdo de nematodides e extragdo. Ao avaliar a forma de inoculagiio no
hospedeiro e métodos de extragdo de J2 do substrato, a maior reprodugio de M.
Javanica em tomateiro ocorreu quando a inoculagdo foi realizada na rizosfera da
planta. Mas a inoculagdo fora da rizosfera, delimitada pela moldura de gesso,
pode facilitar estudos de exaustio da reserva corporal do J2. Os métodos por
centrifugagdo em sacarose (MCS), de Jenkins (1964) modificado (MJM) ¢ o de
decantagdo em agua (MDA) foram mais eficientes na recuperagio de J2-de M.
Jjavanica. A fémea de M. javanica desenvolvida em tomateiro a 27 + 2° C iniciou
a postura 20 dias apés a inoculagio do J2, com ovos apenas na fase de
multiplicagdo celular. A maior populagio de ovos ocorreu aos 26 e 28 dias apds
a inoculagdo dos J2. Aos 22 dias apds a inoculagdo predominou o estadio
pluricclular dentro dos ovos. Aos 24 ¢ 26 dias j& ocorrcu aumento significativo
nos estadios de desenvolvimento embrionario ¢ de juvenil formado. Quanto ao
local de penetragdo de J2 de M. javanica ou de H. glycines em segmentos de raiz
de soja, observou-se que os J2 de M. javanica penetram tanto na coifa como na
regido de crescimento proximo ao meristema ¢ no local seccionado do segmento
da raiz de soja. Ja a penetragdo dos J2 de H. glycines predominou na regido de
alongamento da raiz. Em qualquer periodo de tempo o nimero de J2 de M.
Javanica penetrados na regido seccionada do segmento foi aproximadamente 3
vezes maior quando comparado ao da coifa. A penetragdo de J2 de H. glycines
em scgmento de raiz foi mais baixa do que M. javanica. A obstrugio das duas
extremidades do segmento com parafina resultou em 82,9% de redugdo na
penetragdo tanto de H. glycines como de M. javanica. Maior (P< 0,05) nimero
de J2 de M. javanica penetrou no segmento de raiz, comparado com a planta
intacta. Para H. glycines, maior (P< 0,05) penetragdo de J2 ocorreu nas plantas
intactas e nas seccionadas no colo, comparadas com as sem folhas e com o
segmento de raiz. Estudos foram realizados relacionando o teor de lipidios do J2
de M. javanica com o tempo de armazenamento. O tcor de lipidio no J2
diminuiu significativamente em cada pericdo de incubagdo em dagua, no
intervalo de 2 a 12 dias, chegando a 56,12% de queda aos 4 dias de incubagdo.
Quando os J2 foram incubados por 2 dias, e em seguida inoculados em soja,
ocorreram quedas significativas na penetragio, nimero de fémeas ¢ na
reprodu¢do. O numero de ovos chegou a ser reduzido em 44,64% em relagio a
inoculagdo dos J2 recentemente eclodidos. Nesse periodo de incubagio, ocorreu
redugio de 38,82% no teor de lipidio do J2. Entretanto, a patogenicidade dos J2
foi mantida até 12 dias de incubagfo, porém com redugdes de 67,36%, 82,75% ¢
86,09% no nimero de J2 penetrados, fémeas e massa de ovos, respectivamente.
Noutro ensaio, os J2 foram incubados em agua com temperaturas fixas de 5° C,
10° C ¢ 28° C e em temperaturas variadas de 10 horas a 5° C ou 10° C



complementadas com 14 horas a 28° C, ¢ analisada sua patogenicidadc pcla
inoculagiio em soja a cada 5 dias de incubagio durante 20 dias, avaliando-s¢ o
namero de J2 penetrado, de fémeas, massas de ovos e total de ovos. Em cada
periodo avaliado, a incubagdo dos J2 em temperaturas fixas de 5° C, 10° C ¢ 28°
C afetou significativamente as variaveis avaliadas, sendo mais detrimental a 5°
C, menos a 10° C ¢ intermediaria a 28° C. As temperaturas variadas
comportaram-se¢ como a fixa a 28° C, com tendéncia para melhoria da
patogenicidade quando alterada com 10° C. A incubagdo por 20 dias levou &
redugdo drastica da patogenicidade em qualquer temperatura de incubagdo. Ao
se estudar o efeito de temperaturas fixas do solo no desenvolvimento € na
reprodutividade de M. javanica ¢ de H. glycines raga 3 em cultivar resistente ¢
suscetivel de soja, em temperatura do solo a 28° C, ocorreram melhores
desenvolvimento e reprodugdo em qualquer cultivar ¢ piores a 20° C. Na
temperatura de 28° C a reprodugio ¢ o sucesso no parasitismo de M. javanica
nas cultivares resistentes MGBR-46 ¢ BRSMG Garantia foram semelhantes aos
da suscetivel Embrapa 20. De modo geral, o parasitismo de H. glycines foi
favorecido no intervalo de temperatura de 24 a 28° C. Mas a temperatura ndo
afetou a resisténcia da cultivar BRSMG Lidcranga a H. glycines raga 3. Para M.
Jjavanica, o requerimento térmico foi de 425,76 graus- dia para completar o seu
desenvolvimento apés a penetragdo do J2, para H. glycines, foi de 452,64 a
545,76 graus-dia, em soja. O efcito de flutuagio de temperaturas em populagdo
dc ovos de M. javanica com estadio de desenvolvimento padronizado mostrou
que, quando utilizaram-se ovos com juvenis ja formados, maior percentual de
eclosdo ocorrcu em temperatura fixa de 28° C. A redugéo do tempo de exposigio
a esta temperatura reduziu a eclosdo. A exposi¢do dos ovos por 10 horas a 10° C,
seguida de 14 horas a 28° C, proporcionou maior eclosdo dos J2 do que a de 10
horas a 5° C, seguida de 14 horas a 28° C. Ja a incubagdo em temperatura
constante de 10° C proporcionou menor taxa de eclosdo. Quando foram usados
ovos no estadio de 2 células, a incubagdo a 28° C acelerou a multiplicagdo
celular e o desenvolvimento embrionario. Aos 6 dias de incubagéo ja havia mais
de 80% de ovos com juvenis. A incuba¢do cm temperatura constante de 10° C
permitiu apenas a multiplicago celular. Em tempceraturas variadas, por 10 horas
a 10° C e 14 horas a 28° C, a inoculagdo proporcionou maior ¢ mais rapido
desenvolvimento do nematoide do que em 10 horas a 5° C ¢ 14 horas a 28° C.
Maior exposigdo a 28° C acelerou todos os processos envolvidos na
multiplicagdo celular, no desenvolvimento embriondrio ¢ na saida do J2 do ovo.
Entretanto, a interrupgio desse processo por temperatura de 5° C causou efeitos
deletérios irreversiveis nas células, embrides ou juvenis dentro dos ovos. Quanto
a capacidade de parasitismo de M. javanica cm soja com raizes scccionadas e a
taxa de evasdo em raizes de soja suscetivel, verificou-se que o corte das raizes
afctou quantitativamente a penetragio, o desenvolvimento ¢ a reproducgio de M.
Jjavanica em soja, comparada com a planta com o sistema radicular intacto.



Quanto maior foi a se¢do feita nas raizes, menor foi a penetragdo, o niimero de
fémeas ¢ as massas de ovos. A se¢do feita a 30 mm da coifa proporcionou os
menores numeros de J2, fémeas, massas de ovos ¢ de ovos, significativamente
diferentes daqueles da segio a 5 mm da coifa. A reprodu¢io de M. javanica
avaliada em ovos por sistema radicular, como por grama de raiz foi a mais alta
(P< 0,05) na planta com raizes intactas e significativamente reduzida com o
tamanho da segdo feita na raiz. O namero de J2 evadidos foi baixo, chegando a
4,17% aos 20 dias. O sucesso no desenvolvimento poés-embrionirio de M.
javanica variou de 90,28 a 97,22% aos 20 ¢ 12 dias apdés a inoculagio,
respectivamente. A populagio de fémeas foi proporcional ao numero de J2
penetrados a partir de 4 dias da inoculagéo.
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ABSTRACT

CAMPOS, Hercules Diniz. Aspects of parasitism and starvation of root-knot
nematode (Meloidogyne javanica) and cyst (Heterodera glycines) in soybean.
2003. 203 p. Thesis (Doctorate Program in Phytopathology)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras.*

By using fine sand, greater penetration of J2 of Meloidogyne javanica in
soybean roots occurred at 4,4 days after inoculation. By using mixture of soil
and ground sand, the numbers of J2 of M. javanica in soybean roots increase
from the 2 days at 8 days after inoculation. To Heterodera glycines, when fine
sand was used, the number of J2 observed in the roots was higher at 2 days after
inoculation, followed by reduction in other time periods amounting. By using
the mixture of soil and ground sand, there increase of number of J2 of H.
glycines in the root starting from 2 days after inoculation. At 24° C temperature
occurred greater (P< 0,05) penetration of J2 of M. javanica unlikely to cultivar
resistance. However, in the resistant cultivar the penetration was not altered (P<
0,05) at 28° C temperature. At 32° C occurred significant decrease reaching to
17,97% of that at 28° C and similar to that at 16 and 20° C. In the susceptible
cultivar the penetration decrcasc was significant at 28° C and followed the same
at 32° C, amounting to 34,74% of that at 24° C, and even greater than that at 16
and 20° C. At 12° C penetration was not observed in any tested cultivar. To H.
glycines, the temperatures of 21,3° C provided larger penetration of J2 in
susceptible cultivar, and 22,4° C in resistant cultivar. The reduction on
penetration of J2 at 12 and 32° C was similar and also unlike of host reaction,
but corresponding approximately the half of that at the temperatures of 16 and
28° C. At temperature of 12° C the J2 of H. glycines penetrated in roots of tested
cultivar at the same rate as at the 32° C. The mode of penetration of M. javanica
on soybean roots. Crowding of J2 of M. javanica was observed at the root cap
and growth region of the soybean root close to the meristem, where the J2
penetrated, followed by migration within the vessels through the parenquimatous
cells. Quantitativelly, at the first 24 hours after inoculation, the J2 were found,
only, at the growth region of the root, decreasing since then, until 96 hours after,
when they were observed away of this region. The distance travelled by the J2 of
M. javanica in 96 hours after inoculation was 14,20 mm from that at 24 hours
after. However, the penectration was greater (P < 0,05) at 72 hours after
inoculation. Unlike of M. javanica, the J2 of H. glycines penetrated only at
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clongation region of root and laterally, followed by movement toward central
cylinder without any moving to the mcristem. Any J2 of H. glycines was
observed at the growth region of the root. Great penetration of H. glycines J2
occurred at 24 hours after inoculation. The incubation of J2 in water by 4 days or
more, decreased the penetration of M. javanica and H. glycines, however, this
cffect was greater in H. glycines. Studies were done on the local to inoculate the
rhizosphere with nematode and extraction. Greater reproduction of M. javanica
in tomato occurred when inoculation was done in the plant rhizosphere. But the
inoculation away of that delimitated by form made of gypsum at the size of
seedling cell of germinating box, may facilitate studies on exhaustion of body
reserve of energy of J2. The methods of centrifugation on sucrose (MCS),
modified Jenkins (1964) (MJM) and decantation in water (MDA) were better on
recovering of J2 of M. javanica. The female of M. javanica developed in tomato
at 27 + 2° C initiated the egg laying 20 days after J2 inoculation, with eggs only
on cellular multiplication phase. Great egg production occurred 26 to 28 days
after inoculation of the J2. At the 24 to 26 days periods occurred greater (P<
0,05) increase in embryonic devclopment stage and formed juveniles in the cggs.
At 28 days occurred, predominately, the gastrula stage and formed juveniles in
the eggs, with only 38,39% of the eggs at the cellular multiplication phases,
which can be characterized as a good inoculum for research. Studies were done
on penetration of J2 into cut and excised roots of soybean. J2 of M. javanica
penetrated into root cap and growth region close to the meristem, as well as the
cutted side of the root piece of soybean. J2 of H. glycines penetrated
predominately into the elongation region of the root. In any period of time, the
numbers of J2 of M. javanica penctrated into the cutted region of the 2 cm root
piece was, approximately, 3 times as much as in the root cap. Greater
penetration of J2 of M. javanica occurred when only one piece of root of two cm
long was planted instead of two or three into the same place. However, the
penetration of J2 of H. glycines in two cm long root piece was lower than M.
Jjavanica. The plugging of both tips of the root piece with paraffin resulted in
82,9% rcduction on penetration cither of H. glycines or M. javanica. However,
the plugging of only one tip of the root picce increased the penetration of J2 of
M. javanica into the other. Greater (P< 0,05) number of J2 of M. javanica
penetrated into the 2 cm root piece compared to non-¢xcised root plant. Greater
(P< 0,05) penetration of J2 of H. glycines occurred in non-excised root plant and
also in plants with cutted shoots compared to the root of plants without leaves
and to the 2-cm root piece, The relationship of lipid contend of J2 and time of
incubation on water was investigated. The lipid content of J2 body decreased
significantly in each period of incubation from 2 to 12 days, reaching 56,12%
decrease on four days of incubation. When J2 were incubated in water for 2
days, followed by inoculation in soybean, significant decrease occurred in
penetration, number of females and reproduction. The number of eggs was
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reduced by 44,64% compared to inoculation of recently hatched J2. In this
period of incubation occurred 38,82% reduction on lipid content of J2 body.
However, the pathogenicity of J2 was kept until 12 days of incubation with
reduction of 67,36%, 82,75% and 86,09% on the numbcer of penetrated J2,
females and eggs mass, respectively. In another assay, the J2 were incubated in
water at fixed temperatures of 5° C, 10° C and 28° C, and at varied temperatures
of 10 hours at 5° C or 10° C and complemented with 14 hours at 28° C, and
checked theirs pathogenicity by inoculating in soybean, the J2 incubated by
every 5 days during 20 days period and cvaluating the numbers of penetrated J2,
females, egg mass and total egg. In cach evaluated period, the incubation of J2 at
fixed temperatures of 5°C, 10° C and 28° C affected, significantly the evaluated
variables. The least, good and intermediate pathogenicity occurred when J2 were
incubated at fixed temperature of 5° C, 10° C and 28°C. The effect of varied
temperatures was similar to fixed 28° C with tendency of bettor pathogenicity
when alternated with 10° C. The incubation by 20 days led to a drastic reduction
on pathogenicity in any tested incubation tempcrature. The effect of fixed
temperaturcs of the soil on post-cmbryonic development and on reproduction of
M. javanica and H. glycines race 3, as well as the temperature requirement to
complete its development in resistant and susceptible soybean cultivars was
studied. When the soil temperature was kept at 28° C occurred better pos-
embryonic development and greater reproduction in any cultivar, and the worst
at 20° C. At 28° C the reproduction and the parasitism success of M. javanica in
resistant cultivars MGBR-46 and BRSMG Garantia were similar to the
susceptible Embrapa 20. In general, the parasitism of H. glycines was good from
24 10 28° C. To M. javanica the temperature requirement was of 425,76 degrees-
day to complete its development after penetration of J2 and to H. glycines it was
452,64 to 545,76 degree-day, in soybean. Studies were done on the effect of
temperatures fluctuation in eggs population of M. javanica with standardized
development. When cggs with formed juveniles inside were used, greater
percentage on hatching occurred at fixed temperature of 28° C. The reduction of
the exposure time at 28° C reduced hatching. The eggs exposure for 10 hours at
10° C complemented by 14 hours at 28° C gave greater J2 hatching compared to
10 hours at 5° C complemented by 14 hours at 28° C. The incubation at fixed
temperature of 10° C gave low hatching. When cggs at the two-cell stage were
used and incubated at 28° C the cell multiplication and embryonic development
were speeded. At four days of incubation at 28° C occurred more than 50% of
the eggs with juveniles. The incubation at fixed temperature of 10° C allowed
the cellular multiplication only. At alternated temperatures of 10 hours at 10° C
and complemented by 14 hours to 28° C gavc greater and faster nematode
development than 10 hours at 5° C complemented by 14 hours at 28° C. Greater
exposure at 28° C speeded of all the processes involved on cell multiplication,
cmbryonic development and J2 hatching. However, the interruption of these
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process by temperaturc of 5° C caused irreversible delcterious cffect on cells,
embryos and juvenile insidc of eggs. Studies werc done on penetration,
development and reproduction of M. javanica in cut root of susceptiblc soybean.
The extension of the root cutting affected quantitatively the penetration of J2,
development and reproduction of M. javanica in soybean compared to plant with
intact root system. Greater extension of root cutting, lesscr were the penetration
of J2, number of female in the root and egg-mass. The cutting of 30 mm from
the root cap resulted in lesser (P< 0,05) number of J2, female, eggs-mass and
cggs compared to 5 mm section. The number of eggs by root system and for
gram of root were higher (P< 0,05) in intact roots than in cut root system, and
proportionally lesser according to the extension of the root cutting. The numbers
of evaded J2 was low, reaching 4,17% of the total inoculated J2 at 20 days after
inoculation. The success on pos-embryonic development of M. javanica varied
from 90,28 to 97,22% at 20 and 12 days after inoculation, respectively. The
female population of J2 penetrated into the root after 4 days from the
inoculation.
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CAPITULO 1

Aspectos do parasitismo e da privacfio alimentar do nematéide de galhas

(Meloidogyne javanica) e do cisto (Heterodera glycines) em soja.



1 INTRODUCAO GERAL

Os nematdides de galhas (Meloidogyne spp.) ¢ do cisto (Heterodera
glycines) estio amplamente distribuidos nas principais regides produtoras de
soja no mundo, causando prejuizos aos produtores (Wrather et al., 1997). No
Brasil, no ano de 2000, as perdas na produgdo causadas por Meloidogyne spp.
foram dc 237.000 toncladas, ¢ por Heterodera glycines, chcgaram a 604.000
toncladas, somando mais dc 185 milhdes de délares (Silva er al., 2002).
Atualmentc, devido as perdas que causam, aliadas a habilidade cm sobreviver as
diversidades ambientais no campo, as espécies de nematdide de gathas M.
Javanica ¢ o nematéide de cisto Heterodera glycines tornaram-se os patogenos
de maior importincia na cultura da soja (Embrapa, 2002).

O tempo de sobrevivéncia de fitonematdides em condigdes ambientais
diversas varia entrc as espécies ¢ entre os diferentes estadios de
descnvolvimento da mesma espécie (Evans, 1987). No entanto, ocorre no solo a
pcrmanéncia de ovos, juvenis ¢ adultos de Meloidogyne spp. ou de cistos, os
quais, na auséncia cofnplcta da planta hospedcira, poderdo exercitar processos
fisiolégicos, favorecendo a sua sobrevivéncia (Cooper & Van Gundy, 1971;
Schmitt, 1992). Os géncros Meloidogyne ¢ Heterodera, cndoparasitas
sedentérios, desenvolvem-se embrionariamente dentro do ovo até juvenil do
segundo estadio (J2), o qual sai do ovo e penetra na planta, parasitando-a,
iniciando, assim, o descnvolvimento pés-embrionario dentro do hospedeiro
parasitado (Campos et al., 2001; Agrios, 1997). Tém-sc, nesse ciclo, cfeitos dos
fatorcs abiéticos no ncmatdide, na planta e na intcragdo de ambos, podendo
alterar os periodos dc tempo para cada estidio de descnvolvimento dentro do
ovo, pana eclosdo de J2, penetragdo, desenvolvimento e reprodugdo (Fonseca &
Jachn, 1998; Dropkin, 1976; Van Gundy, 1985). Entrc esses fatores, a



temperatura ¢ o mais importante, podendo afetar o ciclo de vida de Meloidogyne
spp. ¢ de Heterodera glycines (Perry, 1987; Decker, 1989; Schmitt, 1992;
Agrios, 1997; Qiu & Bedding, 2000; Campos ef al., 2001; Dutra, 2002). E
necessario, entretanto, definir como e onde esse fator afeta o ciclo. No J2,
reservas alimenticias sdo mantidas para, assim, possibilitar o desenvolvimento
cmbrionério, 0 movimento apds a saida do ovo ¢ o parasitismo no hospedeiro
(Van Gundy et al, 1967; Christophers ef al., 1997). A atividade muscular
excessiva eleva o gasto de encrgia do J2, impossibilitando o seu parasitismo no
hospedeiro (Lee & Atkinson, 1977, Wright & Pemy, 1998). Ainda sdo
incompletas as informagdes sobre o efeito de temperaturas fixas ou em oscilagdo
e as perdas das reservas nutricionais do J2 das espécies de Meloidogyne ¢ de H.
glycines, influenciando a penctragfio, o desenvolvimento ¢ a reprodugdo desses
patogenos na planta.

A temperatura afeta o nematdide ¢ a planta. Em temperaturas altas do
solo geralmente os nematdides aprcscntam alta atividade. O tomateiro, o
pimentdo ¢ o feijdo, contudo, reduzem suas resisténcias a Meloidogyne em
temperaturas do solo acima dc 28°C (Araujo ef al., 1982; Ammati et al., 1986;
Omwega et al., 1990; Alves, 2000). Como as temperaturas altas do solo sdo
mais freqiientes em paises tropicais, os cstudos desse efeito sobre resisténcia de
plantas a nematoides, tém sido escassos e¢ concentrados principalmentc em
algumas cultivares de tomateiro. Entrctanto, a resisténcia de cultivares
comerciais de soja a M. javanica ¢ a H. glycines ainda ndo foi estudada em
situagbes de temperaturas altas do solo. Desta forma, objetivou-se, neste
trabalho, estudar o efeito da tempcratura nas diversas fases do desenvolvimento
embrionar, no parasitismo € na reprodugdo de M. javanica ¢ de H. glycines em
soja.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Influéncia da textura do substrato ou do solo na movimentaciio de
juvenis do segundo estidio (J2) e na populacio de Meloidogyne spp. e

Heterodera glycines.

O substrato ou solo em que vivem os nematéides sofre a influéncia da
umidade, do potencial osmoético, da textura, acragdo, entre outras, os quais
afctam a atividade ¢ a sobrevivéncia de J2 de Meloidogyne (Van Gundy, 1985) ¢
de H. glycines (Young, 1992). A textura do solo varia muito nos campos de
cultivo. Prot & Van Gundy (1981) verificaram que o percentual de J2 de M.
incognita hébeis em percorrer 20cm até a raiz de tomateiro aumentou de zero
para 31,5% quando reduziram as fragSes de argila e de silte do solo, passando de
32,7 para 14%, demonstrando que a maior capacidade de migragédo de J2 de M.
incognita csta associada a solos arcnosos. Em algodociros cultivados em solos
arenosos, as populagdes de M. incognita ragas 3 e 4 foram maiores do que em
solos argilosos, causando maior dano & cultura (Koenning et al., 1996). As
menores taxas de reprodugdo de M. incognita em soja foram observadas em
solos de textura fina (Windham & Barker, 1986). Normalmente, solos com a
mesma textura podem ter muitas diferencas com relagdo 4 estrutura, com
capacidades diferentes de reter umidade, influenciando a aeragéio e o tamanho do
poro do solo, causando impacto na sobrevivéncia de nematédides parasitas de
plantas (Koenning et al., 1996). Wallace (1968) ¢ Van Gundy & Stolzy (1961)
corrclacionaram a porosidade ¢ a taxa de oxigénio no solo com a sobrevivéncia
de M. javanica. Os J2 movem-sc cntre os cspagos das particulas de solo, em que
estdo as fases liquida ¢ gasosa. Porém, quanto maior ¢ a fase liquida, menor é o

nivel de oxigénio. Portanto, os nemalbides de modo geral apresentam boa



atividade em solos com niveis de umidade cntre 40 e 60% da capacidade de
campo (Van Gundy, 1985). Em solos muito umidos, a cmergéncia ¢ o
movimento do J2 dentro do ovo sdo inibidos pela falta de oxigénio (Taylor &
Sasser, 1978).

O movimento de J2 de H. glycines no solo ¢ melhor em solos com
particulas de didmetro cntrc 150 ¢ 250pm comparado com aqucle entre 75 ¢
150um (Young, 1992). Portanto, populagio alta de H. glycines ndo se mantém
em solos com textura fina, ¢ alta concentragdo de argila (Heatherly & Young,
1991). A textura do solo pode influenciar, também, na incidéncia € no dano
potencial de H. glycines em soja. Altas populagdes de H. glycines sdo
encontradas cm mais de 70% das lavouras de soja em Missouri onde o solo é
arenoso, ¢ essc percentual diminui significativamente em solos com menor
concentragiio de arcia (Kocnning ef al., 1988). A populagdo inicial toleravel de
cistos em solos arenosos chega proximo de zero. Entretanto, cm solos com maior
concentragdo de argila ¢ silte, o limite toleravel chega a trinta cistos ou 470 ovos
por quilograma de solo (Franel & Dropkin, 1986). Em Tennessee, onde os solos
apresentam altos teores de argila ¢ silte esse limite de tolerdncia é de 200 cistos
por litro de solo (Young, 1992).

A reprodugiio de fitonematdides ndo depende somente do hospedeiro,
mas sim do sucesso da sua movimentagdo pelo solo, influenciada pelo tamanho
dos poros entre as particulas de solo ¢ a espessura do filme de agua existente
nesscs cspagos (Ferris & Ferris, 1998).

2.2 Influéncia da temperatura na penetracio de Meloidogyne spp. e
Heterodera glycines.

Os J2 de certos nemaldides parasitas dc plantas podem permanecer
infectivos no solo por até quatro meses (Van Gundy et al., 1967). Durante este



periodo as reservas alimenticias vdo se csgotando até a uma determinada taxa,
em que 0 J2 ndo mais penetra no hospedeiro. Este decréscimo dependera de
varios fatores, como temperatura ¢ umidade do solo.

A temperatura é um fator que tem proporcionado grande influéncia na
capacidade de penetragdo de J2 de varias espécies de Meloidogyne (Gourd et al.,
1993). Alta taxa de penetragdo de J2 de M. javanica, M. incognita e M. arenaria
ap0s 48 horas da incculagio de plantas de soja ocorreu em temperatura média de
25°C (Herman et al., 1991; Gourd ef al., 1993; Pedrosa ef al., 1996). Em raizes
de grdo-de-bico, a penetragdo de J2 de M. artiellia ndo foi boa em temperatura
de aproximadamente 30° C, comparada a 15 ¢ 25°C (Di Vito & Greco, 1988). O
tempo de penetragdo de J2 de Meloidogyne em soja suscetivel varia entre as
espécies. M. incognita e M. javanica penetraram mais quando comparadas com
M. arenaria ¢ M. hapla sob temperaturas entre 25 ¢ 30° C (Gourd er al., 1993).
O declinio na taxa de habilidade de uma populagiio de J2 de Meloidogyne em
encontrar ou penetrar em seu hospedeiro foi de 0,2% por grau-dia, com
temperatura base de 10° C (Goodell & Ferris, 1989).

A temperatura durante o desenvolvimento de embries dentro dos ovos
também pode influenciar drasticamente a habilidade do J2 de Meloidogyne em
infectar seu hospedeiro. No entanto, M. incognita ¢ M. hapla foram mais
eficientes em infectar seus hospedeiros quando os J2 eram provenientes de ovos
que sobreviveram em temperaturas de 0° C do que aqueles provenientes de ovos
submetidos a diferentes gradientes de umidade (Vrain, 1978). A maior reducio
da infectividade dos J2 de M. incognita em tomateiro ocorreu a partir de 4 dias
de privagdo alimentar sob temperatura de 28° C em solo seco (Dutra, 2002).

A reserva nutricional do J2, aliada 4 temperatura adequada ¢ a
compatibilidade com o hospcdeiro, também podem proporcionar maior rapidez
de penetragdo ¢ dc estabelecimento do sitio de alimentagio (Endo, 1971;
Windham & Willians, 1994; Griffin & Jensen, 1997; Anwar & McKenry, 2000).



Entretanto, cultivares de soja considerados resistentes a M. incognita podem
proporcionar condigdes favordveis a penetragéio dos J2, porém ndo propiciam
uma alimentagio adequada, assim desfavoreccndo seu desenvolvimento ¢
induzindo a emigragdo de grande parte desscs J2, os quais ndo sobreviverdo
devido a baixa reserva alimenticia ¢ perda da capacidade infectiva (Herman et
al., 1991).

Para o ncmatoide de cisto da soja, a tcmperatura também € um fator
fisico crucial no seu desenvolvimento. O J2 de H. glycines ¢ altamente
dependente da temperatura para sua eclosfio. Livre no solo, o J2 continua
sofrendo o efeito da temperatura. Em temperatura adequada ele ¢ atraido por
exsudatos radiculares ¢ penetra na raiz, rompendo a parede celular dos tecidos
radiculares através de seu estilete. Induz a formagéio de sincitia nos tecidos
vasculares, estabelecendo o sitio de alimentagéo (Young, 1992). A penetracdo na
raiz e o desenvolvimento pos-infecgdo ocorrem numa faixa de temperatura do ar
mais ampla do que aquela exigida para eclosdo que é de 20 a 30° C (Schmitt &
Riggs, 1989). A penetragio do J2 de H. glycines pode ser completamente
limitada em temperaturas abaixo d¢ 14°C ou acima de 35°C, porém a maior taxa
de penetragiio ocorre a 28°C (Hamblem et al., 1972). Segundo Alston & Schmitt
(1988), a temperatura minima para cclosio de H. glycines em seus testes foi de
20°C, ¢ nilo foi favoravel para a penetragio dos J2 nas raizes de soja. Os aulores
relataram ainda que temperaturas muito baixas podem afetar a atividade
muscular relativa a fungdes como a eclosdo, migragdo e penetracdo na raiz.
Trabalhos realizados em casa-de-vegetagiio procurando avaliar a capacidade de
penetragdo ou de infecgéio de J2 de H. glycines tém utilizado temperaturas do ar
entre 25 ¢ 30° C (Wrather & Anand, 1988), 25 ¢ 31°C (Gourd et al., 1993), 17,8
¢ 25,1°C (Valle et al., 1997). Nos resultados obtidos por Diogo et al. (1999) a
pengtracdo do J2 dc H glycines em raizes de soja FT-Cristalina foi satisfatoria
em temperaturas do ar varjando entre minima de 23,8° C ¢ maxima de 36° C.



Porém, hé tendéncia dc redugdo na penetragdo em temperaturas minimas de
17°C. Segundo Cares & Baldwin (1995), nas condigdes ideais de temperatura do
solo (21 a 24° C), H. glycines completa o ciclo entre 21 ¢ 25 dias apos a
penetragdo. A temperatura pode retardar ou favorecer a penetragio do J2 nas
raizes, influenciando o tempo necessério para o nematoide completar o seu ciclo
de vida na planta hospedeira.

23 Influéncia da temperatura no desenvolvimento e reproducio de

Meloidogyne spp. e Heterodera glycines.

O periodo dec tempo requerido para a onlogenia e reprodugdo de
Meloidogyne é mais influenciado pela temperatura do ambiente do que qualquer
outro fator abiotico (Noe, 1991). A temperatura ideal para o desenvolvimento da
maioria das espécies de Meloidogyne esté entre 15 ¢ 30° C (Decker, 1989;
Wallace, 1971). De modo geral o ciclo de vida ¢ completado em 25 dias a uma
temperatura de 27° C (Agrios, 1997). Mas pode tomar-se mais longo em
temperaturas mais elevadas ou mais baixas (Decker, 1989).

A temperatura minima do solo para o desenvolvimento e reprodugéio de
M. hapla varia entre 15 ¢ 20°C. A 6tima estd entre 20 ¢ 25°C e a maxima de 30°
C. No enlanto, para M. javanica pode-se considerar a adigdo de 5° C a cada
temperatura acima descrita como minima, 6tima ¢ maxima relativa a M. hapia
(Bird, 1972; Bird & Wallace, 1965). Os efeitos acumulativos causados pelo fator
temperatura, em alguma fase de desenvolvimento do nematdide, podem
interferir no tempo necessario para completar o seu ciclo de vida (Campos et al.,
2001). Em plantas de fumo, M. javanica requereu 36 dias para completar o seu
ciclo a uma temperatura média do solo de 14,3° C ¢ apenas 21 dias a 26,1° C
(Taylor & Sasser, 1978). No cntanto, o ciclo de Meloidogyne sp. completou-se
em 87 dias sob temperatura de 16,5° C (Decker, 1989). Jachn (1993), constatou



que as melthores temperaturas para o desenvolvimento de M. incognita em
cafeeiro foram cntre 28 a 32°C. Nestas temperaturas, os ciclos se completaram
para as ragas 1 ¢ 2 em 28 e 32 dias, respectivamente. Ja para raga 4, a postura
ocorreu aos 36 dias, a temperatura de 32°C. Embora as trés ragas estudadas
tenham o melhor desenvolvimento na mesma faixa térmica de 28 a 32°C,
apresentaram constantes térmicas diferentes. Os J2 de M. incognita inoculados
em tomateiros cultivados sob temperatura de 30 ¢ 35° C, chegaram ao estadio
adulto aos 10 dias ap6s a inoculagdo, € os ovos em 13 dias. A 20° C, fémeas sem
ovos foram obscrvadas aos 19 dias apos a inoculagdio de J2, ¢ 30 dias apds a
inoculag@o de ovos. Ja a 15° C, fémeas foram observados aos 38 € ovos aos 60
dias apds a inoculagdo de J2 (Davide & Triantaphyllou, 1967).

Em solo aquecido com temperatura constante de 29 a 30°C, a reprodugdo
de M. javanica e de M. incognita raga 3 foi maior do que em temperatura de 23 a
24°C, ou casa-de-vegetagiio com temperatura do solo entre 17 e 34°C. Observou-
se, também, que aos 7 dias apés o estabelecimento do ensaio, houve maior
eclosdo de J2 no tratamento com solo aquecido, coincidindo com o maior
nimero de ovos com estidio embrionario avangado (Alves & Campos, 2001).
Inomoto et al. (1995) também obscrvaram diminuigdo da resisténcia de
tomateiro com gene Mi apds ser inoculado com M. javanica ¢ mantidos em
temperaturas de 29,1 e 32°C.

Em relagdo a H. glycines, a temperatura é também um dos fatores fisicos
que mais interferem no desenvolvimento ¢ na reprodugdo (Young, 1992). O
desenvolvimento embrionario dentro dos ovos de H. glycines, no estadio de duas
células até J2, ocorre mais rapido a 24°C do que cm temperaturas mais baixas ou
mais altas. A taxa dc desenvolvimento aumenta linearmente entre 10°C e 24°C,
mas decresce a partir de 30°C (Schmitt & Riggs, 1989). As temperaturas
proximas a 24°C séio mais favoraveis a cclosdo, porém esta pode ocorrer entre
20°C e 30°C, atingindo o maximo entrc 24° C e 28°C (Hamblem et al,, 1972),



Em temperaturas abaixo dc 16°C ou acima de 36°C, niio ha eclosiio (Schmitt &
Riggs, 1989). Entretanto, a faixa de temperatura para o sucesso no
desenvolvimento pos-penetragdo ¢ reprodugdio ¢ mais limitada. Anand et al.
(1995) constataram que a maior taxa reprodutiva de H. glycines ragas 3, 5 ou 14
foi em temperatura de 26°C, quando comparadas a temperaturas de 20 ou 32°C.
Os juvenis ndo se desenvolvem além do scgundo estadio em raizes de soja em
condigGes de temperatura do ar constantc ou inferior a 10°C ¢ também a partir de
34°C (Wrather et al., 1984). No Brasil, Silva er al. (1996) constataram que as
temperaturas baixas durante o inverno sio limitanics para a multiplicagdo do
nematdide. De acordo com Hamblem er al. (1972) ¢ Schmitt & Noel (1984),
apds a penetragdo na raiz, ¢ considerando a temperatura do solo entre 22°C e
29°C durante o ciclo vegetativo da soja, H. glycines atinge a maturidade no
campo em duas ou trés semanas. Ja os adultos aparecem entre 12 e 14 dias apos
a inoculagdio de J2 em temperaturas variando de 24°C a 31°C (Hamblem et al.,
1972). No entanto, em temperaturas semanais variando entre 17°C e 22°C, as
fémeas atingem a maturidade apOs rés a quatro semanas (Alston & Schmitt,
1988).

2.4 Influéncia da temperatura no desenvolvimento embrionario em ovos de

Meloidogyne spp.

A duragdo do ciclo de vida do Meloidogyne ¢ alterada pela temperatura
devido ao efeito cumulativo nas diversas fases do desenvolvimento embrionar
dentro do ovo, bem como na eclosio ¢ na mobilidade do J2 no solo, retardando a
penetragdo no hospedciro, ou mesmo no processo de parasitismo do hospedeiro
¢ na reproducdo (Lee & Atkinson, 1977; Campos et al., 2001).

A temperatura 6tima para o crescimento ¢ reprodugdo de M. javanica

vana entre 25 ¢ 30° C. Ja a sobrevivéncia de embrides dentro dos ovos e de J2
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ocorre em temperatura do solo entre 10 ¢ 15°C (Van Gundy, 1985). Ha também
um efeito especifico entre espécies quanto a temperatura. Ovos de M. hapla
desenvolveram embrides a 8°C, o que ndio aconteceu com M. incognita (Vrain &
Barker, 1978; Dutra, 2002). Para M. incognita, os ovos incubados a 8° C por
periodos continuos causaram inibi¢io do desenvolvimento ou morte desses
embrides. A 18° C, os ovos tiveram menor efecito deletério nos embrides. Ja a 28°
C, ocorrcu rapido desenvolvimento cmbrionar (Dutra, 2002). A taxa de
embriogénese em M. javanica sob temperatura de 15°C foi aproximadamente 4 a
5 vezes menor do que aquela em 30°C. As condigdes térmicas Otimas para
embriogénese de M. javanica estio entre 25 ¢ 30°C (Bird, 1972).

Vrain & Barker (1978) sugeriram que a falta de adaptagdo do ovo ao
meio externo o torna suscetivel a injirias proporcionadas por temperaturas
baixas. No entanto, foram observadas anomalias morfologicas no embrido ¢
coagulagio do conteiido do corpo de J2 dentro de ovos de M. incognita,
avaliados em 47 ¢ 66% dos ovos incubados a 10 ¢ 12°C, respectivamente.
Entretanto, tais anomalias niio foram observadas em M. hapla. A resisténcia dos
embrides ¢ de J2 dentro dos ovos de M. incognita ao resfriamento pode ser
induzida durante um periodo de aclimatizagdo. Isto ocorre, talvez, pela
diminuigdo do grau de satura¢do do lipidio na hipoderme (Vrain, 1978). Os
organismos sensiveis ao resfriamento, geralmente possuem lipidios na
membrana com alta solidificagdio a baixa temperatura (Lyons et al, 1975).
Maior sobrevivéncia de embrides ¢ de J2 dentro dos ovos de M. incognita e de
M. arenaria durante o inverno no Texas-EUA foi observada em maior
profundidade do solo (Starr & Jeger, 1985), provavelmente pela aclimatizagao
do nematéide durante o resfriamento, que ocorre mais lentamente & medida que
sc aprofunda no perfil do solo. Embora, ovos incubados a 28° C por periodo
continuo tiveram um desenvolvimento embrionar rapido, mas o tempo de

incubagdo pode ter acclerado o gasto de encrgia destes ovos causando maior
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perda da infectividade dos J2 (Dutra, 2002). A taxa de mortalidade de embrides
foi maior em ovos incubados nas temperaturas de 25 e 30° C do que a 20° C.
Porém, a 20° C houve a necessidade de maior tempo para o desenvolvimento até
formagdo do juvenil do primeiro estidio (J1) Bird (1972). Wallace (1971)
relatou que 15° C era o limite da faixa otima de temperatura para a embriogénese
cm M. javanica, contrariando Bird (1972), quc observou uma taxa de
embriogénese extremamente baixa em ovos incubados a 15° C. Nesta
temperatura, a eclosdo dos J2 ocorreu entre 44 ¢ 51 dias a partir da incubagdo dec
ovos no estadio de duas células. A 30° C esses ovos gastaram de 9 a 10 dias para
chegar ao estadio de J2 prontos para eclodir, porém apenas 30% deles eclodiram.
Ja a 25° C foram gastos de 10 a 13 dias e 70% eclodiram. A 20° C, o tempo foi
de 21 a 25 dias ¢ 80% dos J2 eclodiram.

2.5 Influéncia da temperatura na eclosio de juvenis do segundo estadio (J2)

de Meloidogyne spp.

Aproximadamente 85% dos ovos de M javanica submetidos &
temperatura de 8° C por 30 dias tiveram retardamento da eclosdo dos J2, quando
comparados aqueles ndo submetidos a baixa temperatura (Huang & Pereira,
1994). A taxa de eclosdo de J2 foi insignificante em temperaturas de 12°C e
15°C para M. incognita e M. javanica, respectivamente (Bird & Wallace, 1965;
Vrain & Barker, 1978; Goodell & Ferris, 1989). A 10° C a eclosdo dos J2 de
M.incognita foi inibida, e passou a ser expressiva entre 16 ¢ 20° C, com uma
taxa de ovos anormais ou mortos de 20 a 30%. Nas temperaturas de 10 a 12° C,
a taxa dc montalidade de¢ embriGes variou de 47 a 66% (Vrain & Barker, 1978).
No cntanto, para M. chitwoodi ¢ M. hapla foram observadas taxas de cclosdo
satisfatorias, mesmo em temperaturas proximas de 10°C (Santo & O’Bannon,
1981).
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Em condigdes de baixas temperaturas, o nematoide pode reduzir o seu
metabolismo, induzindo a sobrevivéncia de J2 ainda dentro do ovo (Lee &
Atkinson, 1977). O tempo de¢ exposigdo do nematéide & baixa temperatura pode
influenciar grandemente a capacidade de sobrevivéncia e, conseqiicntcmente, o
parasitismo em seu hospedeiro (Fan & Hominick, 1991). O periodo de alqucive
no invemno, ou scja, maior tempo de cxposicdo em baixas temperaturas, ¢ mais
danoso para a populagio de M. arenaria do que o mesmo periodo de alqucive no
verdio, ja que a temperatura do solo aumenta a partir da primavera € com a
presenca da planta hospedeira o desenvolvimento ¢ a reproducio do nematoide
sdo acelerados, aumentando o dano potencial para a cultura (Omat ez al., 1999).

Entretanto, na Itélia, estudos com grio-de-bico concluiram que a idade
da massa de ovos é um fator dc maior importiincia para a eclosdo de J2 de M.
artiellia do que ovos submetidos a diapausa ou pré-tratamento ao frio, pois a
diapausa ou pré-tratamento em baixas temperaturas ndo influenciaram ou ndo
foram necessarios para estimular a eclosio dos J2 (Di Vito & Greco, 1988). Por
outro lado, a matriz gelatinosa é constituida de glicoproteinas, assim, os ovos €
J2 embebidos ncla podem sobreviver methor quando submetidos a um super

resfriamento, a temperaturas abaixo de -4°C (Vrain, 1978).

2.6 Influéncia da reserva corporal do juvenil do segundo estidio (J2) na

penetracfio, desenvolvimento e reproduciio de Meloidogyne spp.

A tcmperatura é um fator ambiental que controla desde a habilidade do
J2 para sair do ovo a sua locomogdo e penctragdo no hospedeiro (Wallace,
1971). Contudo, maior ou menor tolerincia do J2 de Meloidogyne a
temperaturas adversas estd rclacionada com a concentragdo de lipidios na
hipoderme. Nos fitonematéides, aproximadamente 1/3 do peso seco corporal
corresponde a lipidios (Van Gundy, 1985). Nos J2, os lipidios estdo localizados
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na hipoderme, especialmente nas cordas laterais, nas células da musculatura ndo
contractil, intestino ¢ ovério. Normalmente, os fitonematdides possuem maiores
quantidades de lipidios do que os demais ncmatdides com outros habitos
alimentares (Lee & Atkinson, 1977).

O J2 de M. javanica eclode do ovo e¢ movimenta-s¢ pelo solo com
aproximadamente 30% do peso de seu corpo em lipidios, como reserva de
cnergia, a qual ¢ utilizada antes de alcangar o parasitismo na planta. A utilizagdo
dessa cnergia ocorre de acordo com a temperatura, umidade, taxa de oxigénio ¢
outros fatores (Lee & Atkinson, 1977). O consumo das reservas de lipidios em
J2 de M. javanica foi estimado em 60% apos 10 dias de armazenamento em
temperatura de 27° C (Van Gundy es al., 1967), 65% apos 7 dias a 28° C
(Reversat ef al., 1980) e 65% apos 14 dias em meio liquido a 28° C (Reversat,
1981). O tempo dc cstocagem aliado as condigées do ambiente, sdo
determinantes na manutengdo das reservas e, conseqiientemenie, na
infectividade do J2 (Christophers et al., 1997). A mobilidade ¢ infectividade dos
J2 de M. javanica armazcnados por 5 semanas em meio liquido diluido ( 4 mM
de fosfato de sédio com pH 7 ) chegaram a zero com 60% das reservas
consumidas (Reversat, 1981). Story (1984) observou que para os J2 de
Globodera rostochiensis ¢ G. pallida armazenados em solo, as perdas das
reservas foram mais rapidas do que o armazenamento apcnas em agua sob
temperatura de 20° C.

Segundo Van Gundy (1985), o tempo de pré-tratamento em baixas
tcmperaturas pode ser também um fator imporiantc para a adaptagdio do
nematoide ao resfriamento, sendo que a maior mortalidade de J2 de Meloidogyne
em temperaturas baixas, csta rclacionada com a fasc de transi¢do na posigdo de

lipidios na hipoderme do nematéide.
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2.7 Graus-dia no desenvolvimento de Meloidogyne spp. e Heterodera

glycines.

Na natureza ndo cxistc temperatura constante, assim todo o
desenvolvimento do nematéide pré ¢ pos-penctragio altemam periodos de plena
atividade ¢ paralisagdio total a cada dia e a cada hora. Desta forma, para se
quantificar melhor csses processos utilizam-sc graus-dia que expressam cm dias
o somatorio de horas com (cmpcraturas favordveis a0 processo que se quer
quantificar (Campos et al., 2001).

A biologia do nematéide de galhas, Meloidogyne spp., em raiz de planta
suscetivel foi estudada por Tyler (1933), o qual considerou cada grau celsius
agindo durantc uma hora como unidade de calor. Em cada periodo completo do
ciclo de Meloidogyne spp., somaram-se as lcmperaturas didrias superiores a
partir de uma temperatura basc (constante térmica), obtendo-se, assim, os graus-
hora ou graus-dia. Assim, no célculo dessa constante térmica, utilizou-sc como
base a temperatura de 10° C. Desta forma, estima-se em 13.000 graus-hora ou
541 graus-dia o rcquerimento térmico para o ncmatdide Meloidogyne spp.
Scgundo Dropkin (1963), M. incognita requer 8280 unidades de calor ou 345
graus-dia em algod@o e 12000 unidades de calor ou 500 graus-dia em soja, para
completar o ciclo a partir de J2, tomando-se 10°C como temperatura base.

O cstudo da temperatura do ar na biologia das ragas 1, 2 ¢ 4 de M.
incognita em cafeeiro, foi fcilo por Jachn (1989). Apesar dessas ragas estudadas
terem o mclhor desenvolvimento na faixa térmica de 28 a 32° C, apresentaram
constantes témmicas diferentes, isto ¢, 534, 580 ¢ 718 graus-dia, respectivamente.
Também considerando a (cmperatura do ar, Bost & Triantaphyllou (1982)
encontraram 750 graus dia para o desenvolvimento maximo de M. incognita ¢
M. javanica. No entanto, Alves & Campos (2001) utilizando solo aquecido a

29.3°C, encontrou maior aumento de reprodug@o de M. javanica e M. incognita
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raga 3 a 12.969 graus-hora, correspondendo a 540 graus-dia. A mortalidade de
J2 de M. incognita foi reduzida cm mais de 90% quando expostos por periodos
acima de 500 graus-dia, utilizando temperatura base de 10° C (Goodell & Ferris,
1989).

Em relagdo ao nematoide do cisto da soja, poucos trabalhos utilizaram
graus-dia para dcterminar condi¢des dc tcmperatura do ar favordvel ao
desenvolvimento do nematdide. A principal citagdo é de Alston & Schmitt
(1988), os quais observaram a influéncia dc temperatura do ar no
desenvolvimento de H. glycines raga 1. Os experimentos foram conduzidos entre
os meses de maio e outubro, com graus-dia avaliados utilizando temperatura
base de 5° C. No periodo de maio a junho, a temperatura minima do solo durante
o ciclo de vida do H. glycines foi de 12° C e a méxima, de 32°C, neste periodo o
desenvolvimento do nematdide ocorreu entre 3 ou 4 semanas, equivalendo a 424
+ 8 graus-dia. Em junho a temperatura minima do solo foi de 20 a 22°C e a
maxima, de 34 a 36°C, e o ciclo completou-se em 4 semanas equivalendo a 534
+ 24 graus-dia. No més de julho até o inicio de setembro, a temperatura minima
variou de 20 a 22° C ¢ a méxima, de 30 a 32° C, neste periodo o ciclo foi
complctado cm 3 semanas, acumulando 429 + 24 graus-dia, sendo este o methor
intervalo para o descnvolvimento do nematbide. No entanto, Lauritis et al.
(1982) obscrvaram que, entre 5 ¢ 30° C, a temperatura 25° C foi a que
proporcionou um desenvolvimento mais rapido de H. glycines raga 3,
completando o ciclo em 21 dias, o que comresponde a 420 graus-dia, utilizando
5° C como temperatura basc. Um modelo de progressdo dos graus-dia
desenvolvido para representar o desenvolvimento de ovo ao estddio adulto de H.
glycines foi descrito por Schneider et al. (1989) ¢ teve como temperatura base de
5° C. No intervalo de 5 e 32° C, os autores verificaram uma duracio média de

520 graus-dia.
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2.8 Influéncia da temperatura na resisténcia de plantas a Meloidogyne spp.

e a Heterodera glycines.

A resisténcia da planta em geral ndio a protege contra a penctragio dos
J2. Entretanto, ap6s a penctragdo ¢ quc os J2 podem apresentar diferentes tipos
de comporiamento cm gendtipos resistentes (Windhang & Willians, 1994;
Pedrosa et al., 1996). Desta forma, os J2 podem, simplesmente, voltar ao solo,
morrendo logo em seguida ou iniciar seu descnvolvimento pés embrionar, sem
desenvolver o primérdio genital, ou mesmo morrer, logo apds a penctragéo,
devido as reagdes necrdticas de hipersensibilidade (Moura, 1997, Campos et al.,
2001).

Como a duragiio do ciclo de Meloidogyne spp. depende da tempcratura e
das condigdes de hospedabilidade da planta, recomenda-se, para estudos dec
resisténcia de plantas a nematéides de galhas, um ambicnte com temperatura do
solo mantidas a 25°C (Taylor & Sasscr, 1978). Nesta temperatura, Kaplan et al.
(1979) constataram, através de estudos histologicos em laboratorio, a
incompatibilidade da cultivar dc soja Centennial ¢ a compatibilidade cm Pickett
71 a M. incognita, além da compatibilidade de ambos os cultivares a M.
Jjavanica. A mesma temperatura também foi utilizada por Herman et al. (1991)
em estudos de penctragéio ¢ de infectividade de M. incognita em raiz de varios
genotipos de soja. Outros trabathos visando avaliar a resisténcia de genétipos de
soja a Meloidogyne spp. foram rcalizados em casa-de-vegetagdo, onde ha grande
variagao da tcmperatura do ar ¢ do solo. No entanto, estudos com a cultura do
tomateiro (Araujo ef al., 1982; Ammati et al., 1986; Haroon et al., 1993; Kaur &
Mahajan, 1992 ¢ Alves & Campos, 2001), feijociro (Omwega et al., 1990),
batata-doce (Jatala & Russel, 1972), alface ¢ pimentdo (Alves & Campos, 2001)
ja evidenciaram queda na resisténcia de cultivares ou maior reprodugdo de

Meloidogyne em temperaturas altas.
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O emprego de cultivares resistentes, aliado a outras taticas de controle,
constitui bom mancjo de H. glycines (Cavincss, 1992). No entanto, cm fungio da
sua eclevada variabilidade intra-especifica, esses nematoides apresentam um
grandc numero de ragas fisiologicas, aumentando a capacidade de adaptar-se as
novas cultivarcs langadas (Niblack, 1992). Um esquema proposto por Riggs &
Schmitt (1988) permite identificar 16 ragas do patogeno. Nos EUA ja foram
constatadas doze racas (1 a 10, 14 ¢ 15) (Noel, 1992; Kim et al., 1997). No
Brasil, Dias et al.(2000) rclataram a ocorréncia das ragas 1, 2, 3,4,5,6,9, 10 ¢
14. As novas ragas 4+ ¢ 14+ quebraram a resisténcia da cultivar Hartwing, até
cntéio considcrada resistentc a todas as ragas identificadas.

Para a avaliagdo dc cultivarcs resistentes, Caviness (1992) menciona
maior scguranga ¢ confiabilidadc quando cstes testes séo realizados ¢m casa-de-
vegetagdo. De acordo com Shannon (1989), os melhores resultados tém sido
obtidos quando a tempcratura do ar csta entre 27 ¢ 29°C. Dias et al. (1999)
sugcrem quc a temperatura para os tesics cm casa-de-vegetagdo deve estar entre
25 a 30°C. Dc fato, Anand er al. (1995) citam a tempcratura, as ragas, 0 genotipo
do hospedeiro ¢ a interagiio entre cles, como fatores significativamente

importantcs na reprodugiio de H. glycines cm soja.
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CAPIiTULO 2

Efeito do tempo, substrato e temperatura na penetracio de juvenis do

segundo estidio de Meloidogyne javanica e de Heterodera glycines.
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1 RESUMO

CAMPOS, Hercules Diniz. Efeito do tempo, substrato ¢ temperatura na
penctragdo de juvenis do segundo estidio de Meloidogyne javanica ¢ de
Heterodera glycines. In: . Aspectos do parasitismo e da privacdo
alimentar do nematéide de galhas (Meloidogyne javanica) e do cisto
(Heterodera glycines) em soja. 2003. Cap. 2. p. 28-48. Tese (Doutorado em
Fitopatologia)-Universidade Federal dc Lavras, Lavras, MG.*

Observou-se que, independente do substrato, aos 2 dias apds a
inoculagéio a penetragiio de J2 de M. javanica nas raizes da soja foi baixa em
comparagiio com os demais periodos. Em areia fina, maior penetragdo ocorrcu
aproximadamente aos 4,4 dias ap6s a inoculagdo. Na mistura de solo + areia
grossa, houve aumento do nimero de J2 a partir dos 2 dias até 8 dias apos a
incculagdo. Para H. glycines, na areia fina o nimero de J2 observado no interior
das raizes foi alto aos 2 dias da inoculagdio, seguido de redugéo nos demais
periodos avaliados. Na mistura de solo + areia grossa, houve aumento do
numero de J2 de H. glycines na raiz a partir dos 2 dias apos a inoculagdo. Na
temperatura de 24° C ocorreu maior (P< 0,05) penetragdo de J2 de M. javanica
indiferente da resisténcia da cultivar. Entretanto, na cultivar resistente a
penetragdio ndo foi alterada (P< 0,05) na temperatura de 28° C. A 32° C ocorreu
queda significante chegando a 17,97% daquela em 28° C ¢ semelhante aquelas a
16 ¢ 20° C. Na cultivar suscetivel a queda na penetragdo foi significante ja aos
28° C e se manteve constante em 32° C, ocorrendo queda de 34,74% em relag@o
a 24° C, porém foi ainda mais elevada (P< 0,05) do que em 16 ¢ 20° C. A 12°C
niio ocorreu penetragdo em qualquer cultivar testada. Para H. glycines, a
temperatura de 21,3° C proporcionou maior penetragdo de J2 na cultivar
suscetivel, ¢ a 22,4° C maior penetra¢do na resistente. A redugdo na penetragio a
12 e 32° C foi semelhante ¢ também indiferente da reagéio hospedeiro, porém
correspondendo aproximadamente 4 metade daquela temperatura com méxima
penetragdo. Em temperatura de 12° C, os J2 de H. glycines penetraram nas raizes

das cultivares testadas em proporgies semelhantes aquelas observadas na de
32°C.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos- UFLA (Orientador), Edson
Ampélio Pozza- UFLA ¢ Mario Licio Vilela de Resende- UFLA.
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2 ABSTRACT

CAMPOS, Hercules Diniz. Effect of timing, substract and temperature on the
penetration of sccond stage juveniles of Meloidogyne javanica and Heterodera
glycines in soybean roots. In: . Aspects of parasitism and starvation of
root-knot nematode (Meloidogyne javanica) and cyst (Heterodera glycines)
in soybean. 2003. Cap. 2. p. 28-48. Thesis (Doctorate Program in
Phytopathology) Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Independently of the substract, was obscrved, at 2 days after inoculation,
lower penctration of J2 of M. javanica compared to other time pcriods
amounting. By using finc sand, greater penetration of J2 of M. javanica in
soybean roots occurred at 4,4 days afier inoculation. By using mixture of soil
and ground sand, the numbers of J2 of M. javanica in soybean roots increase
from the 2 days up to 8 days after inoculation. To H. glycines, when fine sand
was used, the number of J2 observed in the roots was higher at 2 days after
inoculation, followed by reduction in other time periods amounting. By using
the mixture of soil and ground sand, there increase of number of J2 of H.
glycines in the root starting from 2 days afier inoculation. At 24° C temperature
occurred greater (P< 0,05) penctration of J2 of M. javanica unlikely to cultivar
resistance. However, in the resistant cultivar the penctration was not altered (P<
0,05) at 28° C temperature. At 32° C occurred significant decrease reaching to
17,97% of that at 28° C and similar to that at 16 and 20° C. In the susceptible
cultivar the penetration decrease was significant at 28° C and followed the same
at 32° C, amounting to 34,74% of that at 24° C, and cven greater than that at 16
and 20° C. At 12° C penetration was not observed in any tested cultivar. To H.
glycines, the temperatures of 21,3° C provided larger penetration of J2 in
susceptible cultivar, and 22,4° C in resistant cultivar. The reduction on
penetration of J2 at 12 and 32° C was similar and also unlike of host reaction,
but corresponding approximately the half of that at the temperatures of 16 and
28° C. At temperature of 12° C the J2 of H. glycines penetrated in roots of tested
cultivar at the same rate as at the 32° C.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos- UFLA (Major Professor), Edson
Ampélio Pozza- UFLA ¢ Mario Lucio Vilela de Resende- UFLA.
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3 INTRODUCAO

A penetragio do juvenil do segundo estédio (J2) de Meloidagyne spp. e
dc Heterodera glycines no hospedeiro inicia o processo de parasitismo ¢ o
desenvolvimento pos embrionario do ncmatdide. A penetragdio € um processo
que sc inicia com o movimento do ncmatodide no solo ¢ a atragdo pelo local de
penetragdo na raiz (Endo, 1975; Hussey & Grundler, 1998).

Uma vez na superficic da raiz, a penctragio do J2 dependera das
condigdes de temperatura, umidade local ¢ das suas proprias condigbes de
patogenicidade. Desta forma, vérios fatores estiio envolvidos nesle processo. A
tcmperatura ¢ umidade afetam a penctragdo de vérias espécies de Meloidogyne e
de H. glycines (Prot & Van Gundy, 1981b; Herman et al., 1991; Hamblem et al.,
1972, Diogo et al. 1999). Entretanto, muitas populagdes através dos anos sc
adaptaram a detcrminadas condigdes climaticas. Nos paises tropicais essas
alteragdes podem ser mais evidenciadas.

O substrato ou o tipo de solo afeta a migragéo do J2 de Meloidogyne ¢
de H. glycines (Wallace, 1971; Pront & Van Gundy, 1981a; Koenning et al.,
1988; Koenning et al., 1996).

A condig#io do hospedeiro pode afetar a penetragdo. Herman er al. (1991)
encontraram maior penetragéo de M. incognita cm plantas de soja suscetiveis do
que cm resistentes aos 8 dias apos a inoculagdo de J2. Entretanto, tem-se
cncontrado, em algumas cultivares resistentes de soja, emigragdo do J2 de H.
glycines raga 5 ap6s 48 horas da inoculagdo (Gourd er al., 1993), portanto,
questiona-se sobre essc fcnomcno também nas susceliveis. Desta forma,
objctivou-se, neste trabalho, avaliar o tempo para penctragdo de J2 de M.

Javanica e de H. glycines raga 3 em soja crescida sobre dois tipos de substratos €
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o efeito de diferentes temperaturas na capacidade de penetragiio em cultivares

suscetiveis e resistentes de soja.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencio do inéculo de Meloidogyne javanica e de Heterodera glycines

M. javanica foi multiplicado em soja |Glycine max (L.) Merrill], cultivar
Embrapa 20 (Doko RC), ¢ mantida em vasos cm casa-de-vegetagdo. Raizes
galhadas foram colctadas ¢ os ovos foram cxtraidos utilizando a técnica de
Hussey & Barker (1973). A suspensio de ovos livres de impurezas foi colocada
em camara de eclosdo e mantida em temperatura de 26 = 2° C. Os J2 obtidos
durante as primeiras 24 ¢ 48 horas foram descartados e utilizados aqueles
produzidos com 72 horas de incubagao.

O inéculo utilizado de H. glycines foi a raga 3, a qual foi confirmada
através de testes em cultivares ¢ linhagens diferenciadoras, conforme descrito
por Niblack (1992). A populagio do ncmatoide foi multiplicada em plantas de
soja, cultivar Embrapa 20 (Doko RC) ¢ mantida em vasos de argila em casa-de-
vegetagdo. Para obter o indculo plantas de soja foram infestadas com ovos da
raga 3 de . glycines. Trinta dias apos, as plantas infestadas foram retiradas dos
vasos, os sistemas radiculares foram colocados em peneira de 0,85 mm,
sobreposta a de 0,18 mm, e direcionados jatos de dgua que deslocaram as fémeas
¢ cistos. Para obten¢do dos ovos dos cistos foi utilizada a metodologia descrita
por Dias et al. (1999), na qual as fémeas ¢ cistos ecram rompidos pressionando
um Becker sobre eles na prépria peneira de 0,18 mm, acoplada a uma de 0,025
mm. Desta forma, os ovos cram recolhidos na penecira de 0,025 mm ¢
submetidos a uma centrifugac¢do em solugdo de sacarose composta de 454 g de
agucar por litro de agua, a 2000 rpm por 1 minuto, visando separa-los das
impurezas. Para obter os J2, os ovos foram colocados em cémara de eclosio ¢

mantidos a temperatura de 26 + 2° C. Os J2 produzidos nas primeiras 24 e 48
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horas de incubagiio foram descartados, utilizando-se aqueles com 72 horas.

4.2 Efeito do tempo e de substrato na penetracfio de juvenis do segundo
estidio (J2) de Meloidogyne javanica e de Heterodera glycines em raizes de

soja.

Sementes de soja da cultivar Embrapa 20 foram desinfestadas
superficialmente com hipoclorito de sédio (1%) por 1 minuto ¢ colocadas para
germinar cm bandcjas contendo arcia grossa umedecida ¢ mantidas em sala
climatizada a 27 + 2° C. Trés dias apds as sementes germinadas com radicula de
2 cm foram transferidas para tubos de ensaio contendo 30 cm’ de areia fina
quartizifera ou mistura de solo ¢ areia grossa na proporgdo de 2: 1, umedecidos,
¢ prcviamente autoclavada a uma temperatura de 120°C por 20 minutos. Vinte
quatro horas apds, infcstou-se o substrato de cada tubo com 200 J2 de M.

Javanica ou de H. glycines, mantendo-os em sala climatizada com temperatura
de27+2°C,

Aos 2, 4, 6 ¢ 8 dias apds a inoculagdo, as plantulas foram retiradas
jorrando dgua nas paredes dos tubos. As raizes ¢ a areia contidas nos tubos
foram lavadas sobre um conjunto de penciras de 0,44 mm sobreposta a de 0,025
mm. O material retido na pencira de 0,025 mm foi recolhido com sacarose (454g
de agucar por litro de dgua) em tubos de centrifuga, ¢ centrifugados a 1700 rpm
por 1 minuto. O sobrenadante foi vertido em peneira de 0,025 mm, enxaguado e
recolhido em camara dc contagem. A seguir, quantificou-se 0 niumero de J2 de
M. javanica ou de H. glycines recuperados no substrato. Os sistemas radiculares
lavados foram submectidos ao clarcamento dos tecidos em hipoclorito de sédio a
1,5% durante 6 minulos, ¢ enxaguados em dgua corrente. Em seguida, foram
transferidos para tubos de vidro onde foi adicionada uma solug¢do corante diluida

até cobrir as raizes, preparada com 3,5 gramas de fucsina acida + 250 mL de
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acido lactico + 750 mL de agua destilada (adaptado de Byrd et al., 1983) ¢
diluida 1: 29 (1 mL de solugdo corante inicial + 29 mL de agua destilada). Em
seguida, as raizes imersas no corante foram mantidas por 2 minutos em banho-
maria com agua em cbuligio. O resfriamento total foi feito em condi¢des
ambiente durante a noite. As raizes foram, entdo, lavadas para eliminar o
excesso de coranic e recolocadas nos tubos. Cobriram-se todas as raizes com
solugdo de glicerina 1:1 (glicerina pura + dgua destilada), as quais foram
deixadas em repouso por, no minimo, duas horas. Em seguida, todas as raizes
foram colocadas em lamina de vidro, adicionando-sc¢ sobre elas gotas de
glicerina pura. Outra lamina de vidro foi sobreposta a cla, a qual estava, entéo,
pronta para observagiio ao microscopio de objetiva invertida. Quantificou-se o
namero de J2 de M. javanica ou de H. glycines dentro de cada segmento
radicular.

Foi empregado o delincamento cstatistico inteiramente casualizado, com
fatorial 2 x 4, utilizando-se 2 tipos de substrato ¢ 4 épocas de avaliagdo apds a

inoculagdo de cada nematdide, em 6 repetigdes.

4.3 Efeito de temperatura na penetraciio de juvenis do segundo estidio (J2)

de Meloidogyne javanica e de Heterodera glycines em raizes de soja.

Tubos de ensaio com plantas das cultivares Embrapa 20 (suscetivel a M.
Javanica e H. glycines), MGBR-46 (resistente a M. javanica) e BRSMG
Lidcranga (resistentc a H. glycines raga 3) cm arcia quartizifera foram obtidos
como descrito. Vinte quatro horas, apds o transplantio das sementes germinadas
para os tubos, infestou-se o substrato de cada tubo com 100 J2 de M. javanica ou
de H. glycines. Em seguida, foram transferidos para cdmaras ou BODs com
temperaturas fixas de 12, 16, 20, 24, 28 ou 32°C.

O delincamento empregado foi inteiramente casualizado, em fatorial 2 x
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6, com duas cultivares ¢ 6 temperaturas fixas, em 6 repeli¢des, para M. javanica
ou para H. glycines.

Aos 4 dias apos a inoculagdo, quantificou-se o niimero de J2
recuperados na areia e os J2 dentro no sistema radicular, como
anteriormente descrito.

A anilise de varidncia assim como as regressdes foram realizadas
com o programa SAS User’S guide: statistics, version 8 (SAS Intitute
Inc., Cary, USA, 1999). As fontes de variagio significativas pelo teste F
foram empregadas para construir os modelos de regressio. Em seguida
foram plotadas as curvas, e os pontos de maxima foram obtidos pela
derivada das equagdes, a qual foi igualada a zero. A fonte de variagio sem
ajuste de modelos empregou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade

para comparar as médias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do tempo e de substrato na penetragiio de juvenis do segundo

estadio (J2) de Meloidogyne javanica e Heterodera glycines em raizes de soja.

Numa analise global, observou-se que, independente do substrato, aos 2
dias apOs a inoculagio a penetragiio de J2 de M. javanica nas raizes da soja foi
baixa em comparagdo com os demais periodos (Figura 1). Em arcia fina, de
acordo com o ponto de méaximo da cquagiio, aproximadamente aos 4,4 dias apos
a inoculagdo houve maior penctragiio de J2 por sistema radicular com redugdo
accntuada ap6s esse periodo. No subsirato solo + areia grossa houve aumento do

nimero de J2 penctrados até no 8° dias apos a inoculagdo (Figura 1).

® Arciafina ¥ =X /(0,0625-0,0189x+0,0032x?) R*=0,75*

A Solo +areia y =5,767x +13,833 R2=0,71*
120
100

J2 de M. javanica
F-S
=3

Tempo apos a inoculagéio (dias)

FIGURA 1- Efeito do tempo apds a inoculagdo na penetragdo do juvenil do
segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica em raiz de soja
suscetivel em substratos diferentes.
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O numero de J2 de M. javanica recuperados no substrato solo + areia
grossa foi maior do que aquele recuperado na arcia fina (Figura 2). Entretanto,
nos dois substratos testados houve reducéo acentuada na recuperagdo dos J2
apos 2 dias da noculagédo, com tendéncia de cstabilizagdo na recuperagdo de J2
apos os 4 dias da inoculagdo em ambos os substratos (Figura 2). De modo geral,
a medida que a penetra¢dio aumentou houve tendéncia de queda no nimero de J2

recuperados no substrato.

® Areia fina y = 135,952.e08182) R2= 0 86*
A Solo +areia  y =86,278.e10406%) R2=(0.99**

w £
(=] o
.
’

<

J2 de M. javanica / substrato
N~
(=2

Tempo apés a inoculaglio (dias)

FIGURA 2- Efeito do tempo apds a inoculagéo na recupcragio de juvenil do
scgundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica nos substratos areia
fina quartizifera ou solo + areia grossa.

O pequeno nimero de J2 de M. javanica dentro da raiz da soja aos 2 dias
indica, talvez, pequena eficiéncia da propagagio do fator atrativo ao J2
emanado do local de penetragéo, aliado a especificidade desse local, pois os J2
s6 penctram na ponta da raiz nova. Alguns pesquisadores t¢m preferido avaliar
penetragdo a partir do quarto ou quinto dia da inoculagdo (Herman et al., 1991;
Gourd ef al., 1993; Pedrosa er al., 1996). A queda no numero de J2 dentro da
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raiz aos 6 dias comparada com aquele numcro aos 4 dias, ndo concorreu em
aumentar o niimero de J2 na areia fina. Provavelmente ndo houve emigragdo,
mas sim ineficiéncia no processo de parasitismo (Figura 1 ¢ 2). Gourd ef al.
(1993) encontraram 28 ¢ 18% de penetragio de J2 de M. arenaria € M hapla,
respectivamente, cm raiz de soja, aos 10 dias apos a inoculagio, € 23 ¢ 25% para
M. incognita ¢ M. javanica, respectivamente, aos 5 dias apds a inoculagdo.
Contudo, aos 2 dias apos a inoculagio houve tendéncia de redugdo na
penetrag@o, quando csses valores foram de 20 ¢ 23%, respectivamente. Mais de
50% dos 500 J2 de M. arenaria inoculados cm mudas de videira suscetivel
foram encontrados nas raizes aos 4 ¢ 13 dias da inoculagio (Anwar & McKenry,
2000). O nimero de J2 de M. incognita em raiz da cultivar de soja suscetivel
aumentou significativamente apoés 4 dias da inoculagdo. Porém, isto ndo
aconteceu com as cultivares resistentes, que mantiveram baixo numero de J2 na
raiz até 16 dias da inoculagio (Herman et al., 1991).

Para H. glycines, na areia fina a maior penetragéo de J2 nas raizes de
soja ocorreu aos 2 dias apds a inoculago, com queda a partir desta data al¢ aos 4
dias (Figura 3). Ao contrario, na mistura de solo + areia grossa, 0 menor nimero
de J2 nas raizes foram observados aos 2 dias apos a inoculag@io, com tendéncia
de aumento até aos 8 dias apos a inoculagdo (Figura 3). O numero de J2
recuperados no substrato areia fina foi scmclhante em todos os periodos
avaliados (Figura 4). Entretanto, na mistura de solo + arcia grossa houve
tendéncia de redugdo na recuperagdo de J2 apos 2 dias da inoculagdo até o 8°
dia.
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20), a qucda na penetragdo foi significante ja aos 28° C e se manteve constante
em 32° C, ocorrendo 34,74% daquela a 24° C, porém ainda mais elevada (P<
0,05) do que em 16 e 20° C (Figura 5). A 12° C ndo ocorreu penetragio em
qualquer cultivar testada (Figura 5).

—@— Resistente - A~ Suscetivel

J2 de M. javanica

Temperatura (°C)

FIGURA 5- Numero de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica em raizes de cultivares de soja resistente (MGBR-46) ¢
suscetivel (Embrapa 20) crescidas em diferentes temperaturas,
apos 4 dias da inoculagdo. Barras seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Considerando que a 12° C nio ocorreu penetragdo de J2 de M. javanica,
a utilizagdo de 10° C como temperatura base para calculo de graus-dia, como
utilizado por Goodell & Ferris (1989), ndo parece ser conveniente.

Acima dc 24° C a temperatura para a penetragdo dos J2 nas raizes de
soja ainda pode variar entre espécies de Meloidogyne. Gourd et al. (1993),
trabalhando com as espécies M. incognita ¢ M. javanica, observaram boa
capacidade de penetragiio em soja suscetivel em temperatura variando entre 25°

C ¢ 31° C. Resultados semelhantes foram obtidos por Pedrosa et al. (1996),
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quando avaliaram a penetragio de M. arenaria ragas | e 2 em genotipos de soja
suscctiveis ¢ resistentes nesta faixa de temperatura. No entanto, Herman ef al.
(1991) avaliaram a penctra¢io de M. incognita também em cultivares suscetiveis
¢ resistentes de soja apenas em temperatura de 25° C, e observaram altas taxas
de penetragio até aos 4 dias da inoculagio em ambas os cultivares. Em raizes de
grio-de-bico, Di Vito & Greco (1988) observaram que a penetragdo de M.
artiellia ndo foi satisfatéria cm temperatura de 30° C, quando comparadaa 15 €
25° C. Contudo, dc forma generalizada, Taylor & Sasser (1978) e Van Gundy
(1985) sugeriram a faixa de temperatura entre 25 ¢ 30° C como ideal para a
penetragdo de M. javanica em scu hospedeiro.

Para H. glycines as temperaturas entre 16 e 28° C proporcionaram boa
penetragio de J2, indcpendentc da resisténcia ou suscetibilidade da cultivar
testada (Figura 6). No entanto, a maxima penetra¢do ocorreu a 21,3° C na
cultivar suscetivel € a 22,5° C na cultivar resistente. A redugio na penetragdo a
12 e 32° C foi semelhante e também indiferente da reagdo hospedeiro, porém
correspondendo aproximadamente a metade daquele nas temperaturas entre 16 €
28° C. Em temperatura de 12° C os J2 de H. glycines penetraram nas raizes das
cultivares testadas nas mesmas propor¢des que na de 32° C (Figura 6).

A rcagdo do hospedeiro caracterizada em resisténcia ¢ suscetibilidade,
ndo afetou a penctragdo, indicando que 0 mecanismo que confere resisténcia €
ativado apds a penetragdo. Schmitt & Riggs (1991) também encontraram
propor¢des semelthante de penctragdo de H. glycines raga 3 em cultivares
resistentes ¢ suscctiveis dc soja .
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@ Succtivel y=-0,24x3+10,787x- 77,685 R?=0.92*
45 - BResistente y=-0,183x2+7,805x- 44,632 R2=0.83*

J2 de H. glycines

lo T T T L]
12 16 20 24 28 32
Temperatura (°C)

FIGURA 6- Numero de juvenis do scgundo estidio (J2) de Heterodera glycines
penetrados em raizes de cultivares de soja resistente (BRSMG
Lideranga) ou suscetivcl (Embrapa 20), crescidas em diferentes
temperaturas, apos 4 dias da inoculagio.

Segundo Hamblem et al. (1972) e Schmitt & Riggs (1989) a penetragdo
de H. glycines pode ocorrer em temperaturas abaixo de 20° C ou acima de 30° C,
porém em baixas proporgdes. Diogo et al(1999) obscrvaram tendéncia de
redug@o na penetragiio em temperatura minima de 17° C. Hamblem et al. (1972),
relataram que em temperaturas abaixo de 14° C ou acima de 35° C a penetragio
de H. glycines foi completamente inibida.

A capacidade de penetragdo de J2 também pode variar de acordo com a
raca do patdgeno numa mesma faixa de temperatura. Desta forma, em
temperatura variando entre 25 a 31° C, Gourd et al. (1993) verificaram que 44%
dos J2 da raga 5 de H. glycines penetraram em cullivar suscetivel contra 24%
dosJ2daraga 1.



6 CONCLUSOES

1) Maior penetragio de J2 de M. javanica e de H. glycines ocorreu em areia fina.
2) Melhor temperatura para penetragio de J2 de M. javanica nas cultivares
testadas foi de 24° C, ¢ para H. glycines foi dc 21,3° C na cultivar suscctivel ¢ de
22 5° C na resistente.

3) A 12° C ndo ocorreu penetragio de J2 de M. javanica em soja.

4) A 12° C quanto a 32° C ocorrcu menor penetragdo de J2 de H. glycines.

5) A penetragio de M. javanica ¢ de H. glycines ocorreu em cultivares

resistentes e suscetiveis, com a resisténcia manifestando-se apds a penetragao.
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CAPITULO 3

Penetrac@io e migragiio de juvenis do segundo estidio de Meloidogyne

Jjavanica e Heterodera glycines.
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1 RESUMO

CAMPOS, Hercules Diniz. Penctragio ¢ migragdo de juvenis do segundo estadio
de Meloidogyne javanica ¢ Heterodera glycines. In: . Aspectos do
parasitismo e da privacio alimentar do nematéide de galhas (Meloidogyne
Javanica) e do cisto (Heterodera glycines) em soja. 2003. Cap. 3. p. 49-71.
Tese (Doutorado em Fitopatologia)-Universidade Federal dec Lavras, Lavras,
MG.*

Observou-se acumulo dos J2 de M. javanica na coifa ¢ regido de
crescimento com predominio de tecido meristematico, onde penctraram, seguido
de migragdo entre os feixes pelas células parcnquimatosas dos tecidos
vasculares. Quantitativamente, nas primeiras 24 horas apds a penetragdo, os J2
foram encontrados apenas na regido de crescimento, decrescendo até 96 horas
apos, quando foram observados aquém desta regido. A distancia percorrida pelo
J2 de M. javanica em 96 horas ap6s a inoculagdo foi de 14,20 mm em relagdo 4
coifa ¢ significativamente diferentes daquela as 24 horas. Entretanto, a
penetragdo foi maior (P< 0,05) 72 horas apos a inoculagio. Diferentemente de
M. javanica, os J2 de H. glycines penctraram apenas pela regifio de alongamento
¢ latcralmente na raiz movimentando-se para o cilindro central sem nenhum
dirccionamento para o meristema. Niio foram observados J2 de H. glycines na
regido de crescimento da raiz. Maior penctragdo ocorreu com 24 horas. A
incubagdo dos J2 em dgua por 4 dias ou mais diminuiu a penetragiio de M.
Javanica e dc H. glycines, porém esse efeito foi mais drastico em H. glycines.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos- UFLA (Oricntador), Edson
Ampélio Pozza- UFLA ¢ Mairio Lucio Vilela de Resende- UFLA.
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2 ABSTRACT

CAMPOS, Hercules Diniz. Penctration and migration of second stage juveniles
(32) of Meloidogyne javanica and Heterodera glycines. In. . Aspects of
parasitism and starvation of root-knot nematede (Meloidogyne javanica)
and cyst (Heterodera glycines) in soybean. 2003. Cap. 3. p. 49-71. Thesis
(Doctorate Program in Phytopathology) Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.*

Crowding of J2 of M. javanica was observed at the root cap and growth
region of the soybean root closc to the meristem, where the J2 penetrated,
followed by migration within the vessels through the parenquimatous cells.
Quantitativelly, at the first 24 hours afier inoculation, the J2 were found, only, at
the growth region of the root, decreasing since then, until 96 hours afier, when
they were observed away of this region. The distance travelled by the J2 of M.
Jjavanica in 96 hours aficr inoculation was 14,20 mm from that at 24 hours after.
However, the penetration was greater (P = 0,05) at 72 hours after inoculation.
Unlike of M. javanica, the J2 of H. glycines penetrated only at elongation region
of root and laterally, followed by movement toward central cylinder without any
moving to the meristem. Any J2 of H. glycines was observed at the growth
region of the root. Great penctration of H. glycines J2 occurred at 24 hours after
inoculation, The incubation of J2 in water by 4 days or more, decreased the
penetration of M. javanica and H. glycines, however, this effect was greater in
H. glycines.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos- UFLA (Major Professor), Edson
Ampélio Pozza- UFLA e Mario Lucio Vilela de Resende- UFLA.
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3 INTRODUCAO

No processo dec penetragdo, os juvenis do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne ¢ de Heterodera glycines (¢ém que sc movimentar pelo solo em
condiges fisiolégicas capazes de penectrar na raiz. Esta movimentagdo ocorre
em resposta a atra¢io pelo local de penetragdo na raiz (Endo, 1975; Young,
1992). Tem-se demonstrado o cfeito de exsudato da raiz na atragio do J2
(Klingler, 1965; Griffin & Waite, 1971; Zhao et al., 2000). Entretanto, o J2
precisa manter 50% da sua energia corporal, basicamente sob a forma lipidica,
para ter condi¢Ses de penetrar no hospedeiro (Bergeson, 1959). O retardamento
na penetragiio leva ao uso desta cnergia, principalmente em altas temperaturas,
reduzindo a patogenicidade do J2 (Van Gundy et al., 1967, Reversat, 1980).
Contudo, esse processo precisa ser quantificado.

A penetraciio do J2 de Meloidogyne spp. ¢ de H. glycines ocorre nas
raizes novas especificamente na ponta da raiz. As regides de crescimento e de
alongamento tém sido descritas como os locais especificos para esta penetragdo
(Wallace, 1973; Husscy & Williamson, 1998), cntretanto, detalhes deste
processo precisam de investigagdo. Desta forma, objetivou-se, neste trabatho,
quantificar o processo de penetragdio ¢ de migrag¢do nos tecidos intemos € nas
regides da raiz por onde penetram os J2 de M. javanica ¢ de H. glycines; estudar
o efeito do tempo de incubagdo do J2 de M. javanica e de H. glycines em agua

na penctragdo em raizes de soja.
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MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdio do inéculo de Meloidogyne javanica e de Heterodera glycines

Os juvenis do scgundo estadio (J2) de M. javanica ¢ de H. glycines

foram obtidos conforme descrito no capitulo 2, em 4.1.

42 Capacidade migratéria de juvenis do segundo estddio (J2) de
Meloidogyne javanica e de Heterodera glycines em raizes de soja apés

diferentes periodos da inoculacgo.

Sementes de soja da cultivar Embrapa-20 foram desinfestadas
superficialmente com hipoclorito de sodio (1%) por 1 minuto ¢ colocadas para
germinar em bandejas contendo arcia grossa umedecida e mantidas em sala
climatizada a 27 + 2° C, Apés 3 dias da semeadura, as sementes germinadas com
radicula de 2 cm foram transferidas para tubos dc ensaio contendo 30 cm® de
arcia fina quartizifera umcdecida ¢ previamentc autoclavada a uma temperatura
de 120°C por 20 minutos. Vinte quatro horas apos, infestou-se a areia de cada
tubo com 200 J2 de M. javanica ou de H. glycines. Os tubos infestados foram
colocados em ciimara de crescimento com temperatura de 27 + 2° C.

Apés 24, 48, 72 ¢ 96 horas da inoculagdo, as plantulas foram retiradas
jorrando agua nas paredes dos tubos. Os sistemas radiculares lavados foram
submetidos ao clarcamento dos tecidos em hipoclorito de sédio a 1,5% durante 6
minutos, ¢ enxaguados em &gua corrente para climinar todo o residuo de
hipoclorito de sddio. Em seguida, foram transferidos para tubos de vidro ondc
foi adicionada uma solugidio corante diluida até cobrir as raizes, preparada com
3,5 gramas de fucsina acida + 250 mL de acido lictico + 750 mL de dgua
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destilada (adaptado de Byrd er al., 1983) e diluida 1: 29 (1 mL de solugdo
corante inicial + 29 mL de agua destilada). Em seguida, as raizes imersas no
corante foram mantidas por 2 minutos em banho-maria com dgua em ebuli¢do.
O resfriamento total foi feito em condi¢do ambiente durante a noite. As raizes
foram, cntdo, lavadas para climinar o cxcesso de corante e recolocadas nos
tubos. Cobriram-se todas as raizes com solugdo de glicerina 1:1 (100 mL de
glicerina pura + 100 mL de 4gua destilada) ¢ estas foram deixadas cm repouso
por, no minimo, duas horas. Em seguida, todas as raizes foram colocadas em
lamina de vidro, adicionando-se sobre elas gotas de glicerina pura. Outra limina
de vidro foi sobreposta a esta que, assim, estava pronta para observa¢do no
microscopio de objetiva invertida. Quantificou-s¢ o niimero de J2 de M
Javanica ou de H. glycines penetrados no sistema radicular, o nimero de J2 na
regido de crescimento da raiz, o nimero de J2 apds a regido de crescimento e a
distincia média em milimetros percorrida pelo J2 a partir da coifa da raiz.

Foi empregado o dclineamento inteiramente casualizado, utilizando 4
periodos de avaliagdo apds a inoculagio para cada espécic de nematéide ¢ 5
repetigdes. O niimero de J2 de H. glycines presente na regido de crescimento da
raiz foi transformado em raiz de x + 0,5 para a realizagdo da analisc de

vanéancia.

4.3 Efeito do tempo de incubacfio de juvenis do segundo estidio (J2) de
Meloidogyne javanica ¢ de Heterodera glycines na capacidade de penetracio

e na migraciio em raizes de soja.

Tubos de ensaio contendo areia fina quartizifera e plantulas de soja da
cultivar Embrapa 20 foram infestados com 100 J2 de M. javanica ou de H.
glycines incubados por zero, 4 ou 8 dias a 28° C, em dgua parada ou cm

borbuthamento. Em seguida, os tubos foram transferidos para camaras com
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temperatura de 27 £ 2°C.

Aos 4 ¢ 12 dias ap6s a inoculagdo, as plantulas foram retiradas, jorrando
agua nas bordos dos tubos, ¢ os sistemas radicularcs foram lavados. Em seguida,
as raizes foram submetidas ao processo de clarcamento dos tecidos € coloragdo
dos juvenis, seguido da montagem em ldmina de vidro com glicerina.

Quantificou-sc o nimero total de J2 de M. javanica ¢ de H. glycines por
sistema radicular ¢ o nimero de J2 na regido de crescimento da raiz, bem como
o namero daqueles que migraram além da regido de crescimento da raiz e a
distancia por eles percorrida em milimetros.

Utilizou-se o delincamento experimental inteiramente casualizado, com
fatorial 3 x 2, com 3 periodos de incubagdio (zero, 4 ¢ 8 dias) em agua parada ou
em borbulhamento ¢ 6 repetigdes.

Nos dois ensaios utilizou-se o programa Sisvar para a anilise de

varidncia ¢ as médias foram comparadas pelo testc de Tukey a 5% de
probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1 Capacidade migratéria de juvenis do segundo estddio (J2) de
Meloidogyne javanica e de Heterodera glycines em raizes de soja apés

diferentes periodos da inoculagio.

Observou-se a penctragdo de J2 de M. javanica nas raizes de soja apenas
na coifa, onde se concentravam, ¢ na regido dc crescimento com predominio de
tecidos meristematico, scguida da migragio entrc os feixes pelas células
parcnquimatosas dos tecidos vasculares (Figura 1A e B). Na avaliagdo
quantitativa da penetragio o aumento de J2 dentro da raiz aumentou com o
tempo decorrido da inoculagdo até as 72 horas, alcangando 42,8% daqueles
inoculados (Figura 2), ¢ foi maior do que aquele 24 horas apos a inoculagéo, isto
¢, 20,4%. Vinte quatro horas apds a inoculagdo, o total de J2 na raiz e na regido
de crescimento foram scmclhantes. Entretanto, com o tecmpo decorrido da
inoculagdo, o numero de J2 na regido de crescimento foi decrescendo, atingindo
o nivel mais baixo 96 horas apos, o qual foi significativamente diferente
daqueles as 24 horas da inoculagdo (Figura 2). Por outro lado, o mimero de J2
além da regido de crescimento foi aumentando gradualmente até 72 horas e
decresceu a partir de entdo, com incremento ou redugdo significativa em cada
periodo avaliado (Figura 2). A distincia do J2 em relagdo & coifa aumentou
gradativamente em cada periodo avaliado, chegando a 14,20 mm da coifa as 96

horas ¢ significativamente diferente daquele as 24 horas apos a inoculagdo
(Figura 2).
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FIGURA 1- Penetracdo de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Jjavanica: A) pela coifa e meristema e concentragdo na coifa e B)
migragdo ao longo do cilindro vascular.

O namero de J2 na regido de crescimento da raiz comprova
quantitativamente que este ¢ o local de penetragdo. Observou-se também
aumento de J2 além da regido de crescimento e significdncia comparativa entre
as distancias dos J2 as 96 horas e 24 horas aps a inoculagdio, comprovando
quantitativamente o movimento desse J2 aos tecidos vasculares. Esses resultados
siio semelhantes as observagdes com microcimara feitas por Wyss et al. (1992)
em Arabidopsis thaliana infectada por Meloidogyne incognita. De acordo com

suas observagdes, os J2 so atraidos pela regido de crescimento da raiz, invadem
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as raizes pela zona de alongamento proxima ao meristema onde as paredes
celulares sdo ainda finas. Os autores sugerem, ainda, que a endoderme com as
estrias de Caspary suberificadas constituem obstaculo intransponivel pelo J2, o
que explica por que o J2 migram pelo tecido vascular via meristema da ponta da
raiz. Segundo Hussey (1985), Hussey & Grundler (1998) ¢ Hussey &
Williamson (1998), a penetragdo de J2 de Meloidogyne spp. ocorre na regido de
crescimento ou alongamento da raiz ¢ em seguida o J2 se direciona para o

cilindro vascular.

[ Total de J2

[—J2 na regido de crescimento da raiz
RN J2 além da regido de crescimento da raiz
—X— Distancia percorrida pelo J2

NUmero de J2 de M. javanica
Disténcia (mm)

Horas apds a inoculagao

FIGURA 2- Niamero total de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica, J2 observados na regido de crescimento e aqueles
migrados além dessa regido, distancia percorrida pelo J2 a partir da
coifa, apds 24, 48, 72 ¢ 96 horas da inoculagdo. Barras de mesma
tonalidade ¢ pontos da linha seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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A redugido de 9% no nimero de J2 dentro da raiz, no final desse ensaio,
pode ser devido & emigracio desse J2 para o solo, como observado por Herman
et al. (1991) em cultivares resistentes de soja, cuja redugdo do nimero de J2
ocorreu a partir de 3 dias da inoculagdio ¢ a taxa de emigragdo aos 5 dias variou
de 54 a 72%.

No periodo de 16 dias, a maior penetragio de J2 de M. incognita em soja
foi observada por Herman er al. (1991) aos 4 dias apds a inoculagdo. Gourd et
al. (1993) encontraram maior penetragdo de J2 de M. javanica de 48 a 240 horas
apos a inoculagdo da soja.

A penetragdo de J2 de H. glycines ocorreu na regido da raiz distante da
meristematica. A movimentagdo do J2 foi basicamente lateral de forma

intracelular até alcancar o cilindro central (Figura 3).

FIGURA 3- Penetragdo de juvenis do segundo estadio (J2) de Heterodera
glycines.

A andlise quantitativa da penetragdo de J2 de H. glycines foi bem
diferente de M. javanica. Contrastando com M. javanica, o numero total de J2 e
de J2 de H. glycines além da regido de crescimento das raizes de soja foi elevado
24 horas apds a inoculagiio, equivalendo a mais de 30% dos inoculados, e

decresceram a partir de entdo até noventa e seis horas apds a inoculagdo, quando
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foram significativamente inferiores aos de 24 ¢ 48 horas. isto ¢. menos que
20,5%.

Em qualquer periodo de tempo o niimero de J2 na regido de crescimento
da raiz foi aproximadamente nulo (Figura 4). A distancia do J2 de H. glycines
cm relagdo a coifa caiu pronunciadamente entre os periodos de 24 ¢ 48 horas ¢
sc¢ manteve constante (20.02 mm da coifa) até 96 horas. entretanto estas

diferencas ndo foram significativas (Figura 4).
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FIGURA 4- Nuamero total de juvenis do segundo estadio (J2) de Heterodera
glycines, J2 observados na regido de crescimento ¢ aqueles além
dessa regido, distancia do J2 a partir da coifa, apds 24, 48, 72 ¢ 96
horas da inoculagdo em raizes de soja. Barras de mesma tonalidade
¢ pontos da linha seguidos pela mesma letra nio diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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O numero quase nulo de J2 na regido de crescimento da raiz indica que
esse nematdide penetra pela regido de alongamento. Wyss & Zunke (1986)
também encontraram resultados semeclhante com H. schachtii. Hussey &
Grundler (1998) constataram ruptura da parede epidermal da raiz na penetragio
de J2 de H. glycines, seguido da invasio dos tecidos e migragdo intracelular até
alcangar o cilindro vascular.

O alto nimero de H. glycines nas raizes nas primeiras 24 horas da
inoculagdo indica rapida movimentagio do J2 em dire¢do a raiz ou mesmo étima
cficacia do fator atrativo da raiz. Gourd et al. (1993) também encontraram rapida
penetragdo de J2 de H. glycines até 48 horas da inoculagdo em soja.

A distancia igual percorrida pelo J2 de H. glycines em cada periodo de
tempo indica que ocorreu pouca movimentagdo interna desse J2, ji que ele
rompe as camadas de células laterais da raiz (Hussey & Grundler, 1998), nio
precisando se movimentar para o meristema para obter a via de movimentagao

dentro do cilindro central, como faz M. javanica (Grundler & Wyss, 1995).

5.2 Influéncia do tempo de incubacdo de juvenis do segundo estidio (J2) de
Meloidogyne javanica e de Heterodera glycines na capacidade de penetragiio

¢ na migra¢iio em raizes de soja.

O nimero total de J2 de M. javanica na raiz de soja a partir de inéculo
incubado em agua por 4 dias foi semelhante (P< 0,05) aquele sem incubagdo,
decrescendo significativamente quando o indculo foi incubado por 8 dias. Maior
(P< 0,05) numero de J2 na regido de crescimento da raiz ocorreu quando o
inoéculo foi incubado por 4 dias (Figura 5). Contudo, o aumento do periodo de
incubagdo do J2 reduziu significativamente, em qualquer periodo, o nimero de
J2 além da regidio de crescimento da raiz, mas a distancia percorrida pelo J2 ndo

diferiu com o periodo de incubagio (Figura 5). Entretanto, quando se comparam
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as avaliagoes feitas aos 4 e 12 dias apos a inoculagdo, o numero total de J2 ¢ a
distancia percorrida 12 dias apos a inoculagdo foram maiores do que aos 4 dias.
Contudo, o nimero de J2 aos 12 dias diminuiu na regido de crescimento ¢

aumentou além da regido de crescimento comparado aos 4 dias (Tabela 1).
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FIGURA 5- Numero total de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica, J2 observados na regido de crescimento da raiz, J2
migrados a partir dessa regido e distancia percorrida pelo J2 a partir
da coifa, apos os J2 serem incubados em agua por zero, 4 ¢ § dias
antes da inoculagdo. Barras de mesma tonalidade ¢ pontos na linha
scguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O efeito da incubagio dos J2 em dgua parada ou em borbulhamento nio

foi significativo (P< 0,05) para M. javanica ou para H. glycines (Figura 6),

porém com maior penetra¢do de J2 de M. javanica.
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TABELA 1- Efeito do periodo de incubagio em dgua dos juvenis do segundo estiadio (J2) de Meloidogyne javanica na
capacidade de penetragio ¢ migragdo em raiz de soja aos 4 ¢ 12 dias apos a inoculagfo: J2 na regido de
crescimento da raiz (J2 RC); J2 migrados além da regifio de crescimento (J2 MIG); total de J2 e distincia
percorrida pelo J2 na raiz em milimetros (D J2).

Periodo de Tempo de avaliagfo apds a inoculagdo dos J2 (dias)
incubagdo
dos J2 (dias) 4 12
Total J2 J2RC 12 MIG DJ2 Total J2 J2RC J2 MIG DJ2
0 5583 a 8,67¢ 47,50a 10,01a 71,58a 3,67a 6792a 23.32a
4 58,17a 2417 a 33,17b 1298a 65,42a 5,00a 60,42 a 19,64ab
8 41,33b 13,17 b 28,17b 11,09a 46,92b 258a 44,33 b 16,34 b
CV% 19,97 39,70 23,33 36,06 19.97 39,70 23,33 36,06

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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FIGURA 6- Nimero total de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica e de Heterodera glycines, J2 observados na regido de
crescimento da raiz ¢ aqueles além dessa regido, distincia
percorrida pelo J2 a partir da coifa apds a inocula¢do em soja de J2
incubados em agua parada ou em borbulhamento. Barras de mesma
tonalidade ¢ pontos da linha seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para H. glycines a incubagfo, tanto por 4 quanto por 8 dias, reduziu
drasticamente (P< 0,05) o numero de J2 dentro da raiz e a distincia percorrida
por eles (Figura 6). O nimero de J2 na regidio de crescimento foi zero tanto na
avaliagfo aos 4 dias quanto aos 12 dias (Figura 7 e Tabela 2). Nas avalia¢bes aos
4 ¢ 12 dias, o nmimero total e de J2 além da regido de crescimento foram mais
baixos (P< 0,05) em qualquer periodo de incubagio comparados com aqueles

recentemente eclodidos (Tabela 2).
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FIGURA 7. Numero total de juvenis do scgundo estadio (J2) de Heterodera
glycines, ]2 observados na regido de crescimento da raiz, J2 apos
essa regido ¢ distincia do J2 nos tecidos da raiz a partir da coifa,
apos os J2 serem submetidos ao envelhecimento em agua por zero,
4 ¢ 8 dias antes da inoculagdo. Barras de mesma tonalidade e pontos
na linha seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os J2 de M. javanica incubados por 4 dias (Figura 5) ja manifestaram
provaveis cfeitos deletérios da privagdo alimentar, pois um nimero significante
de J2 permancceu na regido de crescimento, indicando, talvez, dificuldade de
migragdo devido a caréncia da reserva lipidica corporal. Contudo, nesse periodo
o numero total dentro da raiz ndo de diferenciou daqueles J2 recentemente
eclodidos (Figura 5). Esse efeito deletério foi mais drastico ao J2 no periodo de

8 dias de incubagio.

Dutra (2002) encontrou redugdo significativa no numero de galhas por

sistema radicular de alface a partir de 2 dias de incubagdo dos J2 de M. incognita
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em agua. Thomason er al. (1964), trabalhando com M. javanica em tomate,
encontraram redug¢do na infectividade do J2 a partir do 4° dia de incubagdo em
agua. Reversat (1981) incubou J2 de M. javanica por 5 scmanas em meio liquido
¢ encontrou redugdo total da mobilidade ¢ infectividade ¢ perda de 60% da sua
reserva corporal desses J2.

A distancia percorrida pelo J2 de H. glycines dentro da raiz, apds a
incubagdo por gqualquer periodo, ndo se diferenciou (P< 0,05) daquele
recentemente eclodido. Contudo, foi menor (P< 0,05) em qualquer periodo de
incubagdo dos J2 quando avaliados aos 12 dias ap6s a inoculagdo (Tabela 2).

A incubagdo foi mais detrimental para os J2 de H. glycines do que para
os de M. javanica, talvez devido a perda mais rapida da reserva corporal pelo H.
glycines. Outro reflexo dessa perda de reserva corporal pode estar expressa na
menor distincia percorrida pelo J2 a partir do 4° dia de incubagdo (Tabela 2).
Reversat (1980), incubou Heterodera oryzae em meio liquido por 5 semanas ¢
em scguida os inoculou em raizes de arroz. A penetragdo foi de apenas 1,6%,
comparado com 52% dos J2 recentemente eclodidos. No entanto, Storey (1984)
encontrou menor infegtividade de Globodera rostochiensis em plantulas de

tomate a partir de 15 digs da incubagio de J2 em agua.
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TABELA 2- Efeito do periodo de incubagdo dos juvenis do segundo estadio (J2) de Heterodera glycines na capacidadc
de penetragdo e migragio em raiz de soja aos 4 ¢ 12 dias apés a inoculagio: total de J2 penctrados na raiz,
J2 na regidio de crescimento da raiz (J2 RC), J2 observados além da regido de crescimento (J2 ARC) ¢
distancia do J2 na raiz a partir da coifa, em milimetros (D J2).

Periodo de Tempo de avaliagdo apds a inoculagdo dos J2 (dias)
incubagao
dos J2 (dias) 4 12
TotalJ2 J2RC J2 ARC DJ2 TotalJ2 J2RC J2 ARC DJ2
0 21,83a 0 21,83a 24,10a 36,50a 0 36,50 a 48,05 a
4 2420 0 2,420 21,82a 2,08b 0 2,08b 13,75¢
8 2,67b 0 2,670 2486a 1,83b 0 1,83b 27,180
CV% 43,14 0 4314 28.83 43,14 0 43,14 28,83

Médias seguidas da mesma letra na coluna no difcrem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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TABELA 2- Efeito do periodo de incubagdio dos juvenis do segundo estadio (J2) de Heferodera glycines na capacidade
de penetragdo e migragio em raiz de soja aos 4 e 12 dias apés a inoculagdo: total de J2 penetrados na raiz,
J2 na regido de crescimento da raiz (J2 RC), J2 observados além da regido de crescimento (J2 ARC) ¢
distincia do J2 na raiz a partir da coifa, em milimetros (D J2).

Periodo de Tempo de avalia¢do apos a inoculagdo dos J2 (dias)
incubagido
dos J2 (dias) 4 12
TotalJ2 J2RC  J2 ARC D)2 TotalJ2 J2RC  J2ARC DJ2
0 21,83a 0 21,83 a 24,10a 36,50 a 0 36,50 a 48,05 a
4 2,42b 0 2420 21,82a 2,08b 0 2,08b 13,75¢
8 2,670 0 2,670 24.86a 1,83 b 0 1,83 b 27,18b
CV% 43,14 0 43,14 28,83 43,14 0 43,14 28,83

Médias scguidas da mesma lctra na coluna nio diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.



6 CONCLUSOES

1) A penetragdo de juvenis do segundo estadio (J2) de Heterodera glycines foi
mais elevada 24 horas apés a inoculagio, enquanto para Meloidogyne javanica,

ocorreu 72 horas apos.

2) J2 de M. javaniva penetrou pela coifa ¢ regido de crescimento, porém H.

glycines penetrou pela regido de alongamento.

3) A incubagdo em agua por 4 dias ou mais diminuiu a penetra¢io de J2 de M.

Javanica ¢ de H. glycines, porém foi mais drastica cm H. glycines.
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CAPiTULO 4

Estudos de inéculo, inoculagdo e de extragiio do nematédide de galhas

(Meloidogyne javanica)
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1 RESUMO

CAMPOS, Hercules Diniz. Estudos dc inéculo, inoculagio ¢ de extragdo do
nematbide de galhas (Meloidogyne javanica). In: . Aspectos do
parasitismo e da privacio alimentar do nematéide de galhas (Meloidogyne
javanica) e do cisto (Heterodera glycines) em soja. 2003. Cap. 4. p. 72-94.
Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.*

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar: a) o efeito da inoculagdo fora ou na
rizosfera de tomatciro na reprodugio de Meloidogyne javanica b) a cficiéncia
de diferentes metodologias de extragio de juvenis do segundo estadio (J2) de M.
javanica; ¢ ¢) os processos de multiplicagdo celular, desenvolvimento
embrionario ¢ formagdo dos juvenis na populagdo de ovos no inicio do processo
reprodutivo da fémea de M. javanica. A maior reproducdo de M. javanica em
tomateiro ocorreu quando a inoculagio foi realizada na rizosfera da planta. Mas
a inoculagio fora da rizosfera, delimitada pela moldura de gesso, pode facilitar
cstudos de exaustdo da reserva corporal do J2. Os métodos por centrifugagdo em
sacarose (MCS), dc Jenkins (1964) modificado (MJM) ¢ de decantagdo em agua
(MDA) foram mais eficientes na recuperagio de J2 de M. javanica. A fémea de
M. javanica desenvolvida em tomateiro a 27 + 2° C iniciou a postura 20 dias
apés a inoculagio do J2, com ovos apenas na fase de multiplicagdo celular. A
maior populagio de ovos ocorreu aos 26 e 28 dias apos a inoculagio dos J2. Aos
22 dias apds a inoculagio predominou o cstadio pluricelular dentro dos ovos.
Aos 24 e 26 dias ji ocorren aumento significativo nos estidios de
desenvolvimento embrionario ¢ de juvenil formado. Aos 28 dias predominou o
estadio de gastrula e de juvenil formado, com apenas 38,39% dos ovos no
estadio de multiplicacio cclular, podendo ser caractcrizado como bom inéculo
para pesquisa.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos- UFLA (Orientador), Edson
Ampélio Pozza- UFLA e Mario Licio Vilela de Resende- UFLA.
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2 ABSTRACT

CAMPOS, Hercules Diniz. Studies on inoculum, inoculation and extraction of
root-knot nematodes (Meloidogyne javanica). In: . Aspects of
parasitism and starvation of root-knot nematode (Meloidogyne javanica)
and cyst (Heterodera glycines) in soybean. 2003. Cap. 4. p. 66-85. Thesis
(Doctorate Program in Phytopathology) Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.*

This work aimed to evaluate: a) the effect of inoculation in and away of
the rhizosphere plant of tomato on reproduction of Meloidogyne javanica, b) the
efficiency of different extraction methodologies of second stage juveniles (J2) of
M. javanica and c) the processes of ccllular multiplication, embryonic
development and formation of juveniles in egg populations at the beginning of
reproductive process of female of M. javanica. Greater reproduction of M.
Jjavanica in tomato occurred when inoculation was done in the plant rhizosphere.
But the inoculation away of that delimitated by form made of gypsum at the size
of seedling cell of germinating box, may facilitate studies on exhaustion of body
reserve of energy of J2. The methods of centrifugation on sucrose (MCS),
modified Jenkins (1964) (MJM) and decantation in water (MDA) were better on
recovering of J2 of M. javanica. The female of M. javanica developed in tomato
at 27 £ 2° C initiated the egg laying 20 days after J2 inoculation, with eggs only
on cellular multiplication phase. Great egg production occurred 26 to 28 days
after inoculation of the J2. At the 24 to 26 days periods occurred greater (P<
0,05) increase in embryonic development stage and formed juveniles in the eggs.
At 28 days occurred, predominately, the gastrula stage and formed juveniles in
the eggs, with only 38,39% of thc eggs at the cellular multiplication phases,
which can be characterized as a good inoculum for research.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos- UFLA (Major Professor), Edson
Ampélio Pozza- UFLA ¢ Mario Licio Vilela de Resende- UFLA.
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3 INTRODUCAO

O éxito na investigagdo cientifica estd ligado a escolha adequada da
metodologia. Muitas vezes ¢ necessario criar nova metodologia para estudar
detcrminado fendmeno biolégico. Dutra (2002) utilizou moldura de gesso no
formato de uma muda para delimitar o local da inoculagdo de nematdide apos a
incubagdo do inéculo em 4gua que resultava em privagdo alimentar. Nos seus
estudos, a inoculagdo foi realizada fora da rizosfera obrigando o juvenil a se
movimentar para encontrar a raiz. Aqueles com reserva exaurida ndo infectavam
a planta. Entretanto, na maioria das pesquisas inocula-se o nematdide dentro da
rizosfera. Desta forma, é necessario comparar tais mctodologias ¢ aprofundar-se
na adequagdo do seu uso.

Observa-se também na literatura cientifica o emprego de diversos
métodos de extragdo de fitonematoides (Sharma er al., 2002; Gomes et al.,
2003). Visando separar formas livres de nematdides do solo, Campos (1987);
Almeida & Campos (1993); Cameiro ef al. (1998) tém empregado o método de
Jenkins (1964) principalmente quando fazem estudos de levantamento de
fitonematoides em diferentes regides. Entretanto, ainda ndo se aprofundaram na
eficicia desses métodos na extragio de espécimes do solo.

Sabe-se que dentro do ovo ocorrem os processos de multiplicagdo
celular, desenvolvimento embrionario ¢ formagdo dos juvenis do primeiro ¢
segundo estadios (Lee & Atkinson, 1977; Campos ef al., 2001). A evolugio
desses processos em difercntes ambientes, inclusive no campo, tem sido
estudada por varios autores (Davide & Triantaphyllou, 1967; Bird, 1972;
Wallace, 1971; Prot & Van Gundy, 1981; Decker, 1989; Alves & Campos,
2001; Dutra, 2002), mas ainda ¢ prcciso entender esses processos na fase de

produgdo de inbculo para as pesquisas. Desta forma, objetivou-se, neste
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trabalho: a) estudar o efeito da inoculagio fora ou na rizosfera na reproducdo de
Meloidogyne javanica; b) estudar a eficiéncia de diferentes metodologias de
extragdo de juvenis do segundo estidio (J2) de M. javanica; ¢ c) avaliar os
processos de multiplicagdio celular, desenvolvimento embrionario ¢ formagio
dos juvenis na populagfo de ovos no inicio do processo reprodutivo da fémea de

M. javanica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengio do inéculo de Meloidogyne javanica.

Os juvenis do segundo estidio (J2) dec M. javanica foram obtidos

conforme descrito no capitulo 2, em 4.1.

4.2 Estudos sobre local de inoculagfio de juvenis do segundo estadio (J2) de

Meloidogyne javanica em plantas de tomateiro.

Para estabelecer os locais de inoculagdo de J2 de M. javanica, utilizou-se
uma moldura de gesso com formato, volume e area correspondente a uma célula
da bandcja de isopor (Dutra, 2002), a qual foi introduzida em copos plasticos de
300 mL de capacidade, com mistura de solo ¢ arcia grossa (2:1) desinfestada
com brometo de metila na dosagem de 150 cm’/m® do substrato, previamente
umedecida. Esta forma era substituida, posteriormente, por uma muda de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill. cultivar Kada, do grupo Santa Cruz) apos a
inoculagdo de M. javanica. Em outros copos contendo o mesmo substrato,
porém sem a moldura de gesso, também foram transplantadas mudas de tomate.
Em seguida, o substrato de cada recipiente foi infestado com uma suspensio de
5 mL, contendo 100 J2 por mL, através de¢ quatro orificios de 1,5 cm de
profundidade nos tratamentos: fora da rizosfera ¢ sem a moldura de gesso,
porém com a muda de tomateiro presente (I); fora da area da rizosfera ¢ tendo
esse espago ocupado pela moldura de gesso, scguido do transplantio da muda de
tomateiro (I1) ¢ introdugdo do indculo dentro da rizosfera da muda de tomateiro
(III). As plantas inoculadas foram mantidas em sala climatizada a 27 + 2° C,

com 14 horas luz e 10 horas escuro.
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Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com trés locais de
inoculagdo e 5 repeti¢des.

Ao vinte dias ap6s a inoculagdo as plantas foram removidas dos copos.
Os sistemas radiculares foram lavados e separados da parte aérea. A seguir,
foram submetidos ao clareamento dos tecidos em hipoclorito de sodio a 1,5%
durante 10 minutos, ¢ lavados em dgua corrente para eliminar todo o residuo de
hipoclorito de sédio. As raizes foram transferidas para tubos de vidro onde foi
adicionada uma solugdo corante diluida até cobri-las. Para preparar esta solugio
utilizaram-se 3,5 gramas de fucsina acida + 250 mL de acido lactico + 750 mL
de agua destilada (adaptado de Byrd ef al., 1983). Na dilui¢io utilizaram-se 29
mL de 4gua destilada para cada ImL da solugdio inicial. As raizes foram, entio,
imersas no corante ¢ aquecidas por 2 minutos em banho-maria apds a agua ter
atingido o ponto dc ebuligio. Apés o resfriamento total em condigdes de
ambiente durante a noite, as raizes foram lavadas para eliminar o excesso de
corante, retornadas aos tubos ¢ cobertas por solugio de glicerina 1: 1 (glicerina
pura + dgua destilada) e mantidas por no minimo duas horas. Em seguida, todo o
sistema radicular foi montado em ldmina de vidro com glicerina pura
sobrepondo outra lamina de vidro. Quantificou-se, entdo, o nimerode J2 ¢ J3 a
adulto por sistema radicular.

Aos 30 dias ap6s a inoculagdo as plantas foram retiradas dos copos com
auxilio de jato de dgua. Os sistemas radiculares foram lavados e pesados. Em
scguida, utilizou-se a técnica de Hussey & Barker (1973) para a extracdo dos
ovos. Em microscdpio de objetiva invertida estimou-se o niimero de ovos de M.

Javanica por sistema radicular e por grama dc raiz.
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4.3 Avaliagio de métodos de extraciio de juvenis do segundo estadio (J2) de

Meloidogyne javanica em diferentes substratos.

Foram testadas cinco metodologias de extragdo. Para cada uma
utilizaram-se 50 cm’® de substrato arcia fina quartizifera ou mistura de solo ¢
areia grossa (2: 1), contidos em becker de 100 mL, previamente umedecido e
infestado com 1 mL de uma suspensdo contendo 500 J2 de M. javanica. Do
mesmo substrato fizeram-se trés extragoes.

O delineamento empregado foi inteiramente casualizado cm fatorial 2 x
5 (2 substrato ¢ 5 métodos de extragdo) e 5 repetigoes.

Os métodos empregados foram:

1) Método de Jenkins (MJ) - cinqiienta cm® do substrato infestado com
J2 foram colocados em um becker de 1 litro e procedeu-se a extragdo conforme
Jenkins (1964). Na suspensio coletada foi quantificado o nimero de J2
recuperados através de microscopio de objetiva invertida.

2) Método de centrifugaciio em sacarose (MCS) - em becker de 1 litro
colocaram-se 50 c¢cm® do substrato ¢ completou-se o volume para 600 mL.
Agitou-se por 20 segundos, € a suspensio foi vertida em conjunto de peneiras de
0,25 mm sobre a peneira de 0,025 mm. O material (substrato + nematéide) retido
na peneira de 0,025 mm foi recolhido com sacarose (454g de agicar por litro de
agua) ¢ distribuidos em tubos de centrifuga com capacidade de 50 mL cada.
Centrifugou-se a 1700 rpm por I minuto. O sobrenadante foi vertido em peneira
de 0,025 mm ¢ os J2 foram cnxaguados com agua ¢ rccolhidos na caixa de
contagem. Quantificou-se o niimero de J2 recuperados através de microscopio
de objetiva invertida,

3) Método de decantagiio em sacarose (MDS) - em recipiente de vidro
com 15 cm dc altura ¢ 4 cm de didmetro, com capacidade para 200 ml,

colocaram-se 50 cm® de substrato infestado com J2 e completou-se o volume
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para 150 mL com sacarose (454 g dc agucar por litro de agua). Agitou-se
manualmente por 20 segundos, scguido de repouso por 5 minutos. Em seguida, a
sacarosc em sobrenadante foi vertida em um conjunto de peneiras de 0,075,
sobre 0,025 mm, e lavada em agua corrente. Na suspensdo coletada foi
quantificado o nimero de J2 recuperados através de microscopio de objetiva
invertida.

4) Método de decantagfio em dgua (MDA) - em recipiente de vidro
com 15 cm de altura ¢ 4 cm de diametro, com capacidade para 200 mL,
colocaram-se 50 cm® de substrato infestado com J2 ¢ completou-se o volume
para 150 mL com agua de tomeira. Agitou-se manualmente por 20 segundos,
seguido de repouso por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi vertido em
um conjunto de peneiras de 0,075, sobre 0,025, mm ¢ lavado em agua corrente.
Na suspensdo coletada foi quantificado o niimero de J2 recuperados através de
microscopio de objetiva invertida.

5) Método de Jenkins modificado (MJM) - colocaram-se 50 cm® do
substrato infestado com J2 em um becker de 1 litro ¢ completou-se o volume
para 900 mL com agua de torneira. Agitou-se por 1 minuto e verteu-se em um
conjunto de peneira de 0,25, sobre a de 0,025 mm. O material retido na peneira
de 0,025 mm foi recolhido em tubos de centifuga com capacidade para 50 mL e
centrifugados a 2000 rpm por 20 segundos. O sobrenadante foi vertido em
peneira de 0,025 mm, obtendo-se uma aliquota contendo J2. O precipitado foi
resuspensos cm sacarosc (454 g de agucar por litro de agua) ¢ centrifugados a
2000 rpm por 20 segundos. Em scguida, o sobrenadante foi vertido em peneira
de 0,025 mm e os J2 foram enxaguados em agua corrente. Os J2 foram
recolhidos em caixa de contagem juntamente com aqueles extraidos do
sobrenadante. Com o auxilio de microscopio de objetiva invertida, quantificou-

se o numero de J2 recupcrados no substrato.
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4.4 Reprodugiio e quantificacio dos ovos em processos de multiplicacio
celular, desenvolvimento embrionirioc e formacdio do juvenil de
Meloidogyne javanica em diferentes periodos de tempo apés a inoculagdo de

tomateiro.

Uma moldura de gesso com volume correspondente a uma célula da
bandeja de isopor para produ¢do dc mudas (Dutra, 2002), foi introduzida em
copo plastico de 300 mL de capacidade, contendo mistura de solo e areia grossa
(2:1) desinfestada com brometo de metila na dosagem de 150 cm¥m® do
substrato, previamente umedecida. A moldura foi substituida, posteriormente,
por uma muda de tomate (Lycopersicon esculentun Mill. cultivar Kada, do
grupo Santa Cruz). Em seguida, o substrato foi infestado com uma suspensio de
5 mL, contendo 100 J2 por mL, através de quatro orificios de 1,5 cm de
profundidade paralelos & rizosfera da planta. Apés 4 dias da inoculagdo, as
plantas foram removidas cuidadosamente dos copos ¢ transplantadas para outros
copos contendo o mesmo tipo de substrato desinfestado. Essas plantas foram
mantidas em sala climatizada a 27 +2° C com 14 horas luz ¢ 10 horas escuro.

Aos 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 c 28 dias ap6s a inoculagdo, as
plantas foram removidas cuidadosamente dos vasos € os sistemas radiculares
separados da parte aérea ¢ lavados. Em scguida, os ovos foram extraidos
utilizando-sc a técnica descrita por Hussey & Barker (1973). Em microscépio de
objetiva invertida quantificaram-se o niimero de ovos por sistema radicular
(total), nimero de ovos por grama de raiz e estimaram-se o percentual de ovos
em processos de multiplicagio celular ¢ os cstadios de desenvolvimento
embrionario e juvenil formado, conforme descrito por Bird (1972), de acordo
com o tempo dc incubagio das plantas infestadas por M. javanica.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 10 épocas de

avalia¢do, em 8 repetigées.
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Na anilise dc varidncia utilizou-se o programa Sisvar. Apenas os dados
de ovos totais, percentual dc ovos sem divisdo cclular, ovos com 4 células,
estadio de gastrula e juvenil dentro do ovo foram transformados para raiz de X +
0,5. As médias em todos os ensaios foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito dos locais de inocula¢do de juvenis do segundo estadio (J2) na

reproduciio de Meloidogyne javanica em plantas de tomateiro.

Na avalia¢do aos 20 dias apos a inoculagio, maior (P< 0,05) nimero de
J2 de M. javanica ocorreu nas raizes de tomateiro em que a inoculagéio foi feita
fora da rizosfera, porém sem a moldura de gesso. Contudo a populagdo de 13, J4
¢ adultos foi maior (P< 0,05) tanto nas plantas em que se inocularam J2 fora da
rizosfera sem a moldura de gesso como dentro da rizosfera (Tabela 1). A
reproducdo de M. javanica avaliada aos 30 dias apés a inoculagdo foi maior
quando a inoculagiio dos J2 foi feita dentro da rizosfera da muda de tomate
(Tabela 1).

O numero igual (P< 0,05) de J3, J4 e adultos resultantes da inoculagdo,
tanto fora da rizosfera ¢ sem moldura de gesso (I) como dentro da rizosfera (I1I),
dcmonstra que nas condi¢Ses do ensaio a distincia para se chegar ao local de
penetragdo ndo constituiu obstaculo para o processo de penetragdo. Entretanto,
os J2 inoculados na rizosfera tiveram maior capacidade reprodutiva,
provavelmente pela maior capacidade individual de cada J2 penetrado devido &
economia da reserva energética corporal pela pouca movimentagio em diregio a
raiz ¢ pela facilidade do reconhecimento do local de penetragio devido a
abundincia de substéncias atrativas na rizosfera.

Por outro lado, a forma de gesso colocada antes da inoculagdo constituiu
em obstaculo maior & penetragio. Desta forma, a inoculagio fora da rizosfera
podera ser importante metodologia para avaliar condigdes que levam 4 exaustio
da sua cnergia corporal. Também csta condi¢io pode prevalecer em areas em

que as raizes infestadas foram eliminadas e, assim, a semeadura de nova cultura
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precisara formar sua rizosfera c atrair os J2 das circunvizinhangas.

TABELA 1- Reprodugdo de Meloidogyne javanica cm tomateiro expressa em
total de juvenis do segundo estidio (J2) por sistema radicular,
numero de juvenis do terceiro € quarto estadios (J3 e J4), adultos e
ovos por sistema radicular € nimero de ovos por grama de raiz, a
partir de diferentes locais de inoculagdo de J2 como fora da
rizosfera ¢ sem a moldura de gesso, porém com a muda de
tomateiro presente (I); fora da area da rizosfera e tendo esse espago
ocupado por uma moldura de gesso, seguido do transplantio da
muda de tomateiro (II) e introdugdo do indculo dentro da rizosfera

da muda de tomateiro (111).
Forma de 20 dias apos a inoculagdo 30 dias apds a inoculagio
inoculagdo N°deJ2 N°del3,lJde Ovos/sistema Ovos /g de
adultos radicular raiz
I 7.40a 116,20 a 15.438,00 b 10.031,63 b
1 3,20b 62,60b 10.069,60 b 9.825,71b
I 2,200 132,60a 22.253,60 a 23.923.80a
CV% 29,34 14,44 20,32 17,47

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Dutra (2002), utilizando a moldura de gesso, verificou que a priva¢do
alimentar de J2 por 2 dias em solo imido a 28° C causou perda da capacidade
infectiva e reprodutiva de M. incognita, reduzindo em 40% o niimero de galhas
em tomateiro. A colocagdo dos J2 a 1 cm do local da muda obrigou-os a se
movimentarem em diregdo as raizes, reduzindo as suas reservas encrgéticas
corporais e, conseqiientemente, afetando a infectividade. Sob condigdes de
umidade adequada no solo para migragdo, os J2 de Meloidogyne perdem
gradualmente a sua habilidade de encontrar e infectar o seu hospedeiro (Goodel
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& Ferris, 1989). Os autores sugerem que a atividade muscular durante a
migracio requer grande utilizagdo das reservas corporais. Portanto, a técnica da
moldura de gesso torna mais eficaz a avaliagdo da perda desta reserva através de

bioteste com planta suscetivel.

5.2 Avaliagiio de métodos de extracdo de juvenis do segundo estidio (J2) de

Meloidogyne javanica em diferentes substratos.

A recuperagdo de J2 de M. javanica foi semelhanie nos dois substratos
testados, areia fina ¢ mistura de solo + areia grossa. Entre os métodos, a
recuperagdo de J2 foi maior (P < 0,05) pelos métodos de centrifugagdo em
sacarose (MCS), de Jenkins modificado (MIM) e de decantagio em agua
(MDA), com 20,56, 21,04 e 17,12 % de recuperagdo em areia fina,
respectivamente, ¢ 21,40, 17,92 e¢ 17,64 % em solo + areia grossa,
respectivamente (Figura, 1). Na segunda extragio, os métodos MCS, MIM e
MDA foram também melhores (P < 0,05). Porém extrairam apenas 14,07, 20,36
¢ 17,51%, respectivamente, em relagdio 4 primeira extragiio, reduzindo-se ainda
mais na terceira (Figura 2).

Mendes (1986) conseguiu recuperar 25 € 20% de J2 de M. javanica pelos
métodos de Cobb e de Jenkins (1964). Tihohod (1993) ndo recomenda um tnico
método de extragdo para todas as situagdes encontradas no campo € no
laboratério. Segundo Ferris (1987), a eficiéncia na separagdo do nematodide do
solo depende, dentre outros fatores, do seu estadio de desenvolvimento, da
textura ¢ da umidade do solo. Entretanto, optou-se, no presente ensaio, por

utilizar apenas substratos com textura arenosa visando facilitar a recuperagio

dos nematéides.
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FIGURA 1- Numero de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica recuperados pelos métodos de extragio de Jenkins (M),
centrifugagdo em sacarose (MCS), decantagdo em sacarose (MDS),
decantagio em agua (MDA) ¢ método de Jenkins (1964)
modificado (MJM), nos substratos arcia fina quartizifera ¢ em
mistura de solo + areia grossa (2:1). Barras seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 3% de
probabilidade.
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FIGURA 2- Numero de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica recuperados pelo método de extragdo de Jenkins (MJ),
centrifugagido em sacarose (MCS), decantagido em sacarose (MDS),
decantagio em agua (MDA) e método de Jenkins (1964)
modificado (MJM), ap6s trés extragbes no mesmo substrato. Barras
seguidas da mesma letra niio diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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5.3 Reprodugfio e quantificagio dos ovos em processo de multiplicagio
celular, desenvolvimento embrionirio e formagio do juvenil de
Meloidogyne javanica em diferentes periodos de tempo apés a inoculagiio de

tomateiro.

Apesar de M. javanica produzir ovos 20 dias da inoculagdo de J2, o
numero dc ovos foi baixo até 24 dias. Aos 26 ¢ 28 dias a produgio de ovos foi
significativamente maior (P< 0,05) do que nos demais periodos (Figura 3). No
inicio da reproducdo de M. javanica, a avaliagio dos ovos em processo de
multiplicagio celular, desenvolvimento embriondrio e com juvenil formado foi
diferenciada no periodo de 20 ¢ 28 dias apés a inoculagdo de J2. Os ovos de M.
Javanica produzidos aos 20 dias apds a inoculagio foram encontrados apenas no
processo de multiplicagio celular (Figura 3). Aos 22 dias, apenas 4,9% da
populagio de ovos estavam no estadio de gastrula. A partir do 24° dia, a
populagdo se tomou bem diversificada, com ovos em todos os estidios ¢
processos cmbrionarios ¢ ja com juvenil formado. No 24° predominou a
populagdio pluricelular de ovos ¢ o percentual de ovos nos primeiros estadios de
desenvolvimento cmbriondrio foi elevado, diminuindo até o estidio de juvenil
formado. No 26° dia os estadios e processos dentro dos ovos se assemelharam ao
do 24° dia, entretanto aumentou a porcentagem de ovos nos estadios de
desenvolvimento embrionar € com juvenil formado. Ja no 282 dia predominou,
na populagdo, ovos nos ecstidios de gastrula ¢ com juvenil formado,
respectivamente, 23,68% ¢ 24,14%. Os ovos nos demais estadios do
desenvolvimento embrionar diminuiram, bem como aqueles nos processos de
multiplicagdo celular. Desta forma, neste periodo de tempo a populagio de ovos
cm multiplicag@o celular representou apenas 38,39% da populagio total.

Segundo Decker (1989), em condi¢des favoraveis, a postura dc

Meloidogyne spp. inicia-se aos 22 dias apés a inoculagdo dos J2.
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Observou-se, ao longo do periodo de tempo decorrido apos a inoculagio
(Figura 3), grande evolugdo no percentual de ovos nos estadios e processos
avaliados até chegar ao juvenil, caracterizando, assim, bom inéculo para uso nas
pesquisas. Entretanto, ndo se sabe se os ovos ainda no processo de multiplicacio
celular no 28?2 dia apos a inoculagio dec J2 tiveram morte de células ou
paralisagdo temporaria da sua multiplicagdo celular. Guiran (1979) relatou que,
entre 10 e 20% dos ovos de M. incognita tiveram o desenvolvimento embrionar
comprometido apoés um periodo de 3 semanas de incubagdo. Bird (1972)
encontrou 70% de eclosdo M. javanica entre 10 e 13 dias de incubagdo de ovos
no estadio de 2 célula, obtidos de plantas de tomate com 4 a 6 semanas de
inoculadas. J& Rocha (2003) observou que mais de 80% dos ovos de M.
incognita incubados por 7 dias em agua eclodiram. Afinal, no ensaio realizado,
38,39% dos ovos no processo de multiplicagio celular no 28° dia parecem

indicar boa qualidade do inéculo, mesmo que destes ovos ndo ocorra eclosio de
J2.
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Juvenil
Dias apos Multiplicagdo celular Desenvolvimento dentro Total de
a embriondrio do ovo ovos
inoculagiio A B C D E F G
20 423,87 ¢

25,59% 14,78%  2850%  31,12%

22 G — 960,50 b

2949%  2220% 1607% 27,50%  4,9%

|
24 1208,50 b
1266%  1607% 1130% 3730% 1745% 4,13%  1,09%
26 6356,87a
648%  793%  678% 2921 2004% 1699% 11,73%
28 5017,00a

3,18% 9.24% 6,52% 1945  23,68% 14,10% 24,14%

FIGURA 3- Desenvolvimento embriondrio de ovos produzidos por Meloidogyne
Jjavanica no periodo de 20 a 28 dias apés a inoculagdo de juvenis do
segundo estadio (J2) em tomaigiro. Fase de multiplicagdo celular (A
= sem divisdo celular; B = 2 céiulas; C = 4 células; D = Pluricelular);
Desenvolvimento embrionar (E = Gastrula; F = Tadpole); Final do
desenvolvimento embrionar (G = Juvenil dentro do ovo) e a
percentagem de cada um deles. Numero total de ovos produzidos em
cada periodo de tempo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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6 CONCLUSOES

1) A maior reprodugio de M. javanica em tomateiro ocorreu quando a

inoculagdo foi realizada na rizosfera da planta.

2) Os métodos de extragdo por centrifugagio em sacarose (MCS), de Jenkins
(1964) modificado (MJM) ¢ o de decantagdo em agua (MDA) foram mais

eficientes na rccuperagio de J2 de M. javanica.

3) A fémea de M. javanica desenvolvida em tomateiro a 27 + 2° C iniciou a
postura aos 20 dias apés a inoculagdo com J2, com maior populagdo de ovos a

partir de 26 dias da inoculagdo de J2.

4) A fémea de M. javanica iniciou a postura com os ovos apenas na fase de
multiplicacdio celular ¢ aos 28 dias predominaram os estadios de gastrula ¢ de

juvenil formado.
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CAPITULO 5

Local e quantificagiio da penetragiio de Meloidogyne javanica e de

Heterodera glycines em raizes intactas e seccionadas de soja
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1 RESUMO

CAMPOS, Hercules Diniz. Local e quantificagio da penetragdo de Meloidogyne
Jjavanica e de Heterodera glycines cm raizes intactas ¢ seccionadas de soja. In:

. Aspectos do parasitismo e da privacdo alimentar do nematéide de
galhas (Meloidogyne javanica) e do cisto (Heterodera glycines) em soja. 2003.
Cap. 5. p. 95-118. Tese (Doutorado em Fitopatologia)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

Objetivou-se estudar o local e avaliar a capacidade de penetragdo de
juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica ou de Heterodera
glycines em segmentos dec raiz de soja de 2 cm de comprimento ¢ em raizes
intactas ¢ seccionadas c¢m difcrentes periodos de tempo. Observou-sc que os J2
de M. javanica penetram tanto na coifa como na regido de crescimento proximo
ao meristema e no local scccionado do segmento da raiz de soja. Ja a penetragio
dos J2 de H. glycines predominou na regio de alongamento da raiz. Em
qualquer periodo de tempo o nimero de J2 de M. javanica penetrados na regido
seccionada do segmento foi aproximadamente 3 vezes maior se comparado a
coifa. Maior penctragio dc J2 de M. javanica ocorreu quando se plantou apenas
um segmento em vez de 2 ou 3 no mesmo local. Porém, a penetragdo de J2 de H.
glycines em segmento de raiz foi mais baixa do que M. javanica. A obstrugdo
das duas extremidades do segmento com parafina resultou em 82,9% de redu¢io
na penetragdo tanto de H. glycines como de M. javanica. Porém, a obstrugio
apcnas de uma extremidade aumentou a penetragdo de J2 de M. javanica na
outra. Maior (P< 0,05) nimero de J2 de M. javanica penetrou no segmento de
raiz comparado com a planta intacta. Para H. glycines, maior (P< 0,05)
penetragio de J2 ocorreu nas plantas intactas € nas seccionadas no colo,
comparadas com as sem folhas ¢ com o segmento de raiz.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos- UFLA (Oricntador), Edson
Ampélio Pozza- UFLA e Mario Lucio Vilela de Resende- UFLA.
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2 ABSTRACT

CAMPOS, Hercules Diniz. Placc and quantification of penetration of
Meloidogyne javanica and Heterodera glycines in excised and non-excised roots
of soybean. In: . Aspects of parasitism and starvation of root-knot
nematode (Meloidogyne javanica) and cyst (Heterodera glycines) in soybean.
2003. Cap. 5. p. 95-118. Thesis (Doctorate Program in Phytopathology)
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

This work aimed to study the place and to evaluate the penetration of
second stage juveniles (J2) of Meloidogyne javanica and Heterodera glycines in
roots of soybean, cxcised piece of two cm long, non-excised, plant with cutted
shoot at different periods of time. J2 of M. javanica penctrated into root cap and
growth region close to the meristem, as well as the cutted side of the root piece
of soybean. J2 of H. glycines penctrated predominately into the elongation
region of the root. In any period of time, the numbers of J2 of M. javanica
penetrated into the cutted region of the 2 cm root piece was, approximately, 3
times as much as in the root cap. Greater penetration of J2 of M. javanica
occurred when only one piece of root of two cm long was planted instead of two
or three into the same place. However, the penetration of J2 of H. glycines in
two cm long root picce was lower than M. javanica. The plugging of both tips of
the root piece with paraffin resulted in 82,9% reduction on penetration either of
H. glycines or M. javanica. However, the plugging of only one tip of the root
piece increased the penetration of J2 of M. javanica into the other. Greater (P<
0,05) number of J2 of M. javanica penetrated into the 2 cm root piece compared
to non-excised root plant. Greater (P< 0,05) penetration of J2 of H. glycines
occurred in non-cxcised root plant and also in plants with cutted shoots
compared to the root of plants without leaves and to the 2-cm root piece.

* Guidgmce Commitee: Vicente Paulo Campos- UFLA (Major Professor), Edson
Ampélio Pozza- UFLA e Mario Lucio Vilela de Resende- UFLA.
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3 INTRODUCAO

O sucesso do parasitismo do nematéide na raiz da planta se consuma
com o seu desenvolvimento ¢ reproducdio. Entretanto, as fases anteriores a esse
processo sdo essenciais para 0 nematdide, como, a atragiio ¢ a penetragio, as
quais sdo influenciadas por substincias liberadas pelas raizes no solo (Prot,
1980). Segundo Bird (1959) o exsudato radicular de tomateiro é essencial para
atragdo ¢ orientagdo dos juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Jjavanica ¢ M. hapla para a regido meristematica apical, local de grande
exsudagdo radicular. Apds o reconhecimento da superficie da raiz, os J2 de M.
Javanica agrecgam-s¢ na ponta da raiz, mais cspecificamente na regido de
alongamento celular, onde iniciam a penetragio movimentando-se entre as
células epidérmicas (Wallace, 1973; Lewis, 1987).

Os J2 de Heterodera sio atraidos por exsudatos radiculares e se
direcionam para a regido de alongamento ¢ diferenciagio, além de pontos onde
as raizes laterais emergem (Wyss & Zunke, 1986; Young, 1992). As camadas de
células epidérmicas sdo rompidas por forga mecénica e pelas continuas batidas
com o estilete do nematdide. Ao rompé-las, os J2 penetram ¢ migram
intracelularmente nos tecidos do cortex da raiz (Hussey & Grundler, 1998).
Contudo, a cclulase produzida pcla sua glindula subventral pode também
facilitar ainda mais essa penctragdo (Smant ef al., 1998).

Embora o processo da penetragdo do J2 tenha sido detalhadamente
descrito por varios autores (Wallace, 1973; Endo, 1971; Prot, 1980; Grundler &
Wyss, 1995; Hussey & Williamson, 1998; Hussey & Grundler, 1998), necessita-
se dec comprovagdes experimentais sobre o papel dessa atragdo por sustincias
emanadas dos tecidos da raiz nova. Da mesma, forma ainda se tém duvidas

sobre a possibilidade de penetragio do J2 pela coifa bem como através de
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tecidos laterais da raiz. Outro aspecto ainda obscuro ¢ a penetragiio ou néo de J2
de Meloidogyne ou de Heterodera cm raizes com perda da extremidade onde
ocorria o tecido meristematico. Desta forma, objetivou-se, neste trabalho,
estudar o local de penetragdo de J2 de M. javanica ¢ de H. glycines em raizcs
intactas ¢ seccionadas de soja, quantificando o processo ao longo de

determinado intervalo de tempo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencio do inéculo de Meloidogyne javanica e de Heterodera
glycines
Os juvenis do segundo estadio (J2) de M. javanica e de H. glycines

foram obtidos conforme descrito no capitulo 2, em 4.1.

4.2 Efeito do tempo na penetraciio de juvenis do segundo estadio (J2) de

Meloidogyne javanica em segmentos de raiz de soja.

Sementes de soja da cultivar Embrapa-20 foram desinfestadas
superficialmente com hipoclorito de sodio (1%) por 1 minuto, colocadas para
germinar em bandcjas contendo areia grossa umedecida ¢ mantidas em sala
climatizada a 27+ 2° C. Apés 8 dias da semeadura foram seccionadas radiculas
normais ¢ com bom crescimento a 2 ¢cm da coifa chamado de segmento de raiz, e
estes foram mantidos em agua para evitar desidratagio. Em tubo de ensaio
contendo 30 cm’® de areia fina quartizifera autoclavada a 120°C por 20 minutos
foram plantados um, dois ou trés desses segmentos. Em seguida, a areia de cada
tubo foi infestada com uma suspensio de 1 mL contendo 100 J2 de M. javanica,
¢ mantidos em sala climatizada a 27+ 2° C.

Apos 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas da inoculagio, os segmentos de raizes
foram retirados dos tubos jorrando agua nas suas paredes. Foram, entdo, lavados
¢ submetidos ao clarcamento dos tecidos com hipoclorito de sodio a 1,5%
durante 6 minutos, ¢ enxaguados em agua corrente para eliminar todo o residuo.
Em scguida, foram transferidos para tubos de vidro onde foi adicionada solugdo
corante diluida até cobri-los, preparada com 3,5 gramas de fucsina acida + 250
mL de acido lactico + 750 mL de agua destilada (adaptado de Byrd et al., 1983)
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e diluida 1: 29 (1mL de solugo corantc inicial + 29 mL dc agua destilada) ¢
mantidos imersos por 2 minutos em banho-maria com agua em cbuligdo. O
resfriamento total foi feito em condigdes ambientes durante a noitc. Os
segmentos de raizes foram, entdo, lavados para eliminar o excesso de corante ¢
recolocados nos tubos. Cobriram-se todos os segmentos com solucdo de
glicerina 1:1 (glicerina pura + agua destilada), os quais foram deixados em
repouso por, no minimo, duas horas. Em seguida foram montadas em lamina de
vidro, adicionando-se gotas de gliccrina pura ¢ sobrepondo outra lamina de
vidro, ¢ analisadas em microscopio. Em cada periocdo de tempo quantificou-se o
numero total de J2 dentro dos segmentos, de J2 na regido de crescimento € na
regido do corte.

Foi empregado o delineamento estatistico inteiramente casualizado
em fatorial 3 x 6, com 3 conjuntos de segmentos eperiodos de avaliagdo,

em 6 repeti¢des.
O nimero de J2 na regido de crescimento foi transformado em raiz

de x + 0,5 para a realiza¢éio da analise de variancia.

4.3 Efeito do posicionamento de segmentos de raiz de soja na penetracéo de
juvenis do segundo estidio (J2) de Meloidogyne javanica ou de Heterodera

glycines.

Segmentos de raiz com 2 ¢cm de comprimento foram obtidos de soja. Em
cada tubo de ensaio contendo 30 cm’ de areia fina quartizifera, autoclavada ¢
umedecida, foi introduzido um segmento de raiz com a regidio do corte para cima
ou para baixo, seguido da infestagio com 1mL da suspensdo contendo 100 J2 de
M. javanica ou H. glycines. A seguir, foram mantidos em cdmara a 27 £ 2° C,
posicionados na horizontal ou verticalmente.

Foi empregado o delincamento cstatistico inteiramente casualizado, com
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4 tratamentos formados por duas posi¢des de plantio do segmento ¢ duas da
inclinagdo dos tubos, cm 6 repetigdes.

Apbs 72 horas da inoculagdo, os segmentos foram retirados dos
tubos, lavados e submetidos ao clareamento dos tecidos. Seguiu-se a
coloragio dos J2 dentro da raiz, e a montagem das laminas em glicerina
para observagdo microscopica. Quantificaram-se o nimero de J2 de M.
Javanica e de H. glycines na regido de crescimento e de corte do
segmento nas diferentes posi¢des durante a inoculagéo.

O numero total de J2 de M. javanica e de J2 de H. glycines foram
transformados em raiz de x + 0,5 para a realizagdo da analise de

varidncia.

4.4 Efeito da obstrugio das extremidades do segmento de raiz na
penetragiio de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica ou

Heterodera glycines.

Scgmentos de raiz com 2 cm de comprimento foram obtidos de soja. A
extremidade de cada segmento foi imersa em parafina numa extensdo de apenas
3 mm. No outro tratamento imergiram-se as duas extremidades do segmento.
Como testemunha, scgmentos ndo foram imersos em parafina. Ap6s esses
tratamentos, os segmentos foram plantados em tubos de ensaio com areia
quartizifera ¢ inoculados com ImL da suspensio contendo 100 J2 de M.
Javanica ou H. glycines. A seguir foram mantidos em cimaraa 27+ 2°C.

O dclineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado com 6
repetigdes.

Ap6s 72 horas da inoculagio, os segmentos foram retirados dos

tubos, lavados e submetidos ao clareamento dos tecidos. Seguiu-se a
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coloragdo dos J2 dentro da raiz ¢ a montagem das laminas com glicerina
para observagio microscopica. Quantificou-se o nimero de J2 de M.
Jjavanica e de H. glycines na regidio de crescimento € na do corte dos
segmentos.

Os dados foram transformados em raiz de x + 0,5 para realizagio

da analise de varidncia.

4.5 Penetracio de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica e

de Heterodera glycines em plantas intactas e seccionadas.

Aos oito dias da semeadura de soja do cultivar Embrapa-20 em bandejas
contendo areia grossa umedecida ¢ mantidas em sala climatizada, foram
secionadas: a) radiculas normais € com bom crescimento a 2 cm da coifa,
chamado de segmento de raiz; b) no colo, climinando a parte aérca. Nos outros
tratamentos utilizaram-se plantas normais (testcmunha) ¢ scm folhas, porém com
cauliculo. As raizes sem caule, o segmento de raiz, a planta sem folhas € a
normal (testemunha) foram transplantados para tubos contendo arcia fina
quartizifera. Em seguida foram infestados com uma suspensdo de 1 mL
contendo 100 J2 de M. javanica ou de H. glycines, ¢ mantidos em sala
climatizada a 27+ 2°C.

Foi empregado o delineamento estatistico inteiramente casualizado,
utilizando 4 tratamentos ¢ 6 repetigdes.

Aos 3 dias apds a inoculagdo, os sistemas radiculares e o segmento
da raiz foram retirados dos tubos jorrando agua nas suas paredes. As
raizes € 0 segmento foram, entdo, lavados ¢ submetidos ao clareamento
dos tecidos. Em seguida foram submetidos ao processo de coloragio dos

J2 dentro da raiz e 4 montagem das ldminas em glicerina para observagio
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microscopica. Quantificou-se o nimero de J2 de M. javanica ou de H.
glycines dentro de cada sec¢do de raiz e do segmento.

Em todos os ensaios descritos utilizou-se, na analise de varidncia,
0 programa Sisvar € as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica ¢ de
Heterodera glycines penetraram tanto na regido de crescimento como no local
seccionado do segmento da raiz de soja. Ao penetrarem, os J2 de M. javanica s¢
aglutinaram no local de crescimento (Figura 1A). J2 de H. glycines penetraram
lateralmente na raiz e se movimentaram para o cilindro central (Figura 1B).

Siddiqui (1971), trabalhando com M. naasi em trigo ¢ aveia, observou
agregagiio dos J2 na ponta da raiz antes de iniciar a penetragdo. Bird (1959)
observou também em raiz de tomateiro, grande agregacdo de J2 de Meloidogyne

Javanica e de M. hapla na regido de crescimento.

5.1 Efeito do tempo na penetragiio de juvenis do segundo estadio (J2) de

Meloidogyne javanica em segmentos de raiz de soja.

Em qualquer periodo de tempo o numero de J2 de M. javanica
penetrados na regido seccionada do segmento foi aproximadamente 3 vezes
maior do que na coifa ¢ circunvizinhangas. Considerando o total de J2 no
segmento de raiz, maior nimero (P< 0,05) penetrou as 12 ¢ 72 horas apds a
inoculagdo (Figura 2). Entretanto, quando se testou a penetragdo utilizando, em
cada recipiente, 1, 2, ou 3 segmentos, a penetragdo foi mais elevada (P< 0,05),
tanto na coifa quanto no local seccionado, quando cada recipiente recebeu
apenas 1 segmento de raiz de soja. Porém, ndo houve diferenga quando se
utilizaram 2 ou 3 deles (Figura 3). Mas se confirmou, aproximadamente,

penetracgdo 3 vezes maior de J2 na regido scccionada do que na coifa (Figura 3).
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FIGURA 1- Locais de penetragdo de Meloidogyne javanica e de Heterodera
glycines na raiz de sja. A) Juvenis do segundo estadio (J2) de M.
Javanica na regido de crescimento da raiz e proximo a coifa; B) J2
de M. javanica no local seccionado; C) J2 de H. glycines apés a
regido de crescimento da raiz e distante da coifa.

A maior penetragdio de J2 na regido seccionada pode estar ligada a maior
liberagdo de substancias provenientes dos vasos cortados com capacidade
atrativa do J2. Lewis (1987) sugeriu, além da regido de crescimento, lesdes e
fendas ao longo das raizes da planta como pontos de penetragio de J2 de
Meloidogyne. Da mesma forma, Prot (1980) também sugeriu a possibilidade de
penetragdo de J2 de Meloidogyne através de orificios ou aberturas causadas pela

penetragdo de outros J2.
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FIGURA 2- Numecro total de juvenis do scgundo estadio (J2) de Meloidogyne
Jjavanica, de J2 que penetrou pela coifa ¢ pelo local de corte do
segmento da raiz de soja, em diferentes periodos de tempo apés a
inoculagdo. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A maior penetragdo quando sc utilizou apenas um segmento pode
explicar o direcionamento dos J2 para apenas uma fonte de atragdo, tornando-os,
assim, mais eficazes. Entretanto, ao s¢ colocarem 2 ou 3 segmentos, maior
concentragdo de exsudato pode ter sido produzido ¢, assim, tornando-se toxico
ou causando dorméncia temporaria no J2, diminuindo a penetragao em periodos
pequenos de tempo. Zhao ef al. (2000) observaram imobilidade em 80% dos J2
de M. incognita quando em contato com exsudato das células das bordos de
alfafa, feijio e ervilha. Redugdo na mobilidade também foi observada por

Campos et al. (2002) em J2 de M. javanica cxpostos em exsudato de Brachiaria
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decumbens. Rocha (2003) verificou que o exsudato de soja causou redugdo na

mobilidade ¢ penctragio de J2 de M. incognita em raiz de soja.
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Total de J2 J2 na coifa J2 na regido
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FIGURA 3- Numero total de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogvne
Javanica, de J2 que penetraram pela coifa e pela sec¢do do
scgmento de raiz de soja quando 1, 2 ou 3 segmentos foram
colocados por recipiente, 72 horas apds a inoculagdo. Barras
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

5.2 Efeito do posicionamento de segmentos de raiz de soja na penetragio de
juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica ou Heterodera

glycines.
No total de J2 de M. javanica que penetrou no segmento, maior (P<

0,05) numero ocorreu quando a regido de crescimento foi posicionada para o

fundo do tubo independente de ser mantido na vertical ou na horizontal, ¢
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naqueles onde a regido seccionada foi posicionada para o fundo do tubo ¢ este
mantido na horizontal (Figura 4). Na rcgido de crescimento, maior (P< 0,05)
penetra¢do de J2 ocorreu quando o tubo de ensaio foi mantido na vertical,
indiferente do posicionamento da regido de crescimento do segmento de raiz. Na
regido seccionada, o maior nimero de J2 foi observado quando o tubo foi
mantido na horizontal, porém com a regido de crescimento posicionada para a

base do tubo, seguido dos tratamentos onde os tubos foram mantidos na vertical
(Figura 4).

O Tubo na vertical e RCR para baixo na dire¢éo da base do tubo
B Tubo na vertical e RSR para baixo na diregio da base do tubo
B Tubos na Hortzontal e RCR na diregéo da base do tubo

25 - B Tubos naaHorlzontal € RSR na dire¢o da base do tubo

Numero de J2

ea%a®@ aaag 2 é ° 8
RCR RSR Total RCR RSR Total
M. javanica H. glycines

FIGURA 4- Numero total de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica e de Heterodera glycines penetrados em segmentos de raiz
de soja colocados em tubos de ensaio posicionados na vertical ou
horizontal, nimero de J2 que penetraram pela regido de crescimento
da raiz (RCR) ¢ pela regido seccionada (RSR) apds 72 horas da
inoculagdo. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A penetragdo de J2 de H. glycines no scgmento de raiz foi mais baixa
que a de J2 de M. javanica ¢ por isso ndo diferenciou ncnhuma das formas de
posicionamento desses segmentos (Figura 4). A baixa penetragdo indica, talvez,
que a atragdo exercida pelo segmento de raiz foi deficicnte. Este processo de
atragdo do J2 de H. glycines deve ser diferenciado daquele de M. javanica.

O nimero de J2 de M. javanica penetrados no scgmento de raiz com a
regido de crescimento ou regido seccionada posicionada para o fundo do tubo, ¢
este mantido na vertical ou na horizontal, reflete na capacidade de
movimentacdo e atragdo do J2 para os locais de penetragiio, independentemente
do seu posicionamento. Os exsudatos liberados pela regido de crescimento € pela
regido seccionada do segmento de raiz e diluidos no solo, também podem ter
contribuido para maior penetragio desse nematdide. Segundo Gourd et al.
(1993) a capacidade de pcnetragio do J2 de M. javanica pode estar relacionada
com a cficiéncia de sua movimentagiio até a raiz. Entretanto, Gommers & Voor
In’Tholt (1976) relataram que os exsudatos radiculares liberados pelas plantas na
solugdo do solo também podem atrair 0 nematéide para as raizes. Da mesma
forma, Bird (1959) observou que cm raiz dc tomatciro, o maior direcionamento
de J2 de Meloidogyne javanica e de M. hapla ocorreu na regido de crescimento

devido a grande concentrag¢ao de exsudato nesse local.

5.3 Efeito da obstrugiio das extremidades do segmento de raiz na
penetragiio de juvenis do segundo estidio (J2) de Meloidogyne javanica ou

Heterodera glycines.

Em relagdo ao total de J2 de M. javanica, maior (P< 0,05) penetragio
ocorreu no segmento sem nenhuma obstrugdo nas extremidades, comparado com
aquele cm que as duas extrcmidades foram obstruidas, chegando a reduciio de

82,9% na penetragdo. Embora a obstrugiio na regido de crescimento tenha
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proporcionado menor penetragdo de J2 de M. javanica do que aquela na regidio
do corte, ndo houve difercnga entre si ¢ ncm daqucla sem obstrugdo (Figura3).
Em qualquer das extremidades obstruidas ndo ocorreu penetragio. Entretanto,
quando s6 uma extremidade foi obstruida, a penctragdo de J2 de M. javanica
aumentou na outra € s¢ tornou semelhante (P< 0,05) aquela sem obstrugdo
(Figura 5).

B Sem cobstrugdo

O Obstruglio na RCR

B Obstrugdo na RSR

DO Obstrugdo na RCR e RSR

Nimero de J2

RCR RSR Total
M. javanica

FIGURA 5. Nimero total de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica ou Heterodera glycines, de J2 penetrados na regido de
crescimento da raiz (RCR) e de J2 penetrados na regido seccionada
(RSR) de segmento dc raiz de soja obstruidos ou ndo nas
extremidades, apos 72 horas da inoculagdo. Barras seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% dc
probabilidade.
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No total de J2 de H. glycines ocorreu maior (P< 0,05) penctragio no
scgmento sem nenhuma obstrugdo nas cxtremidades, comparado com aquele
onde as duas extremidades foram obstruidas (Figura 5) ¢ semelhante aos
resultados obtidos com a penetragiio de J2 de M. javanica. Entretanto, para H.
glycines, quando se obstruiu apenas uma das extremidades, ocorreu redugio
significativa na penetragdo, comparada com aquele segmento sem obstrugsio.
Embora a penctragdo de H. glycines tenha sido menor do que a ocorrida com os
J2 de M. javanica, a obstrugio de qualquer cxtremidadc ndo permitiu
penetragio, porém proporcionou aumento na outra extremidade ndo obstruida,
como ocorrido também para M. javanica.

A redugdo de 82,9% na penctragdo de J2 de M. javanica com a obstrugio
das duas extremidades do segmento comprova que as substincias atrativas sdo
liberadas dessas extremidades ¢ influenciam no direcionamento dos J2 para o
local de penectragdo. Estc fato torna-sc evidente com a ocorréncia de grande
penetra¢do numa extremidade quando a outra é obstruida. Assim, comprova que
a penetragdo ocorre dirctamente nas extremidades ¢ raramente nas laterais do
scgmento. Wieser (1955 e¢ 1956) caracterizou os 2 cm distais das raizes de
tomate, feijdo, soja ¢ berinjcla como regido de repeléncia para o0 J2 de M. hapla,
0 que ndo ocorreu nos ensaios realizados, ja que a obstrugdo desta area afetou a
penetragdo. O autor também relatou que a penetragio s6 ocorre em raizes
intactas, contudo, nos cnsaios realizados, eles penetraram em segmento
destacado da raiz.

Zhao et al.(2000) observaram que J2 de M. incognita foram atraidos e se
acumularam rapidamente ao redor da regifio apical das raizes de ervilha,
envolvida por células da borda com mucilagem de alto peso molecular. Segundo
Faria et al. (2003), apés o direcionamento do nematdide para a fonte de alimento

em resposta aos sinais quimicos cmitidos pelo hospedeiro na forma de
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cxsudatos, a fase infectiva dos fitoncmatdides inicia logo cm seguida, com a

interagdo com o hospedciro.

5.4 Penetracio de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica e

de Heterodera glycines em plantas intactas e seccionadas.

Maior numero (P< 0,05) de J2 de M. javanica penetraram no segmento
da raiz, comparado com a planta intacta. Porém, os J2 penctraram em menor
nimero nas raizes das plantas seccionadas no colo e sem folhas, sem diferir
significativamente daqueles do segmento (Tabela 1). Para H. glycines, maior (P<
0,05) penctragio de J2 ocorreu nas plantas intactas ¢ seccionadas no colo,

comparadas com aquelas scm folhas ¢ com o scgmento (Tabela 1).

TABELA 1. Penetragio de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica ou de Heterodera glycines em segmento de raiz de soja,
planta seccionada no colo, sem folhas e intactas.

Tratamentos NimerodeJ2de  NumerodeJ2 de
M. javanica H. glycines
Segmento de raiz 50,83 a 5,33b
Planta sem folhas 39,83ab 8,00b
Seccionada na regido do colo 40,16ab 13,50 a
Intacta 27,00b 16,00 a
CV% 26,41 28.69

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.

Maior penctragdo no scgmento da raiz pode estar relacionado ao

direcionamento mais preciso dos J2 para uma unica fonte de atracdo. Enquanto
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nas raizes a diversidade de fontes de atragdo pode confundir o direcionamento
dcsses J2. Por outro lado, maior nimero de locais de atragio pode produzir
muitas substincias quc, em alta concentragdo, passam a ser toxicas ao J2 de M.
Javanica, como encontrado por Rocha (2003) quando J2 de M. incognita foi
colocado em contato com exsudato de soja. Campos ef al.(2002), trabalhando
com exsudato de Brachiaria decumbens, observaram a sua toxicidade em J2 de
M. javanica. Zhao et al.(2000) também verificaram efeito toxico de exsudato de
células da borda obtidos de raizes de ervilha, alfafa e feijio em J2 dec M.
incognita.

Essa maior atragio quando o numero de locais ¢ restrito na rizosfera,
como acontcceu no segmento de raiz, pode trazer conseqiientes danos para a
raiz, causando provavelmente, morte ¢ levando a destrui¢do da planta se isto
acontecer com sementes ¢cm germinagdo onde a rizosfera se resume em poucas
radicelas. Dropkin (1969) relatou que, independente da reagdo de resisténcia,
quando cultivares sdo semeados em locais com altas populagbes de juvenis
infectivos do ncmatdide compativel, resulta em alta redugio na emergéncia
desses cultivares. Campos (1979), trabathando com dois cultivares de soja
resistentes a Phylophthora megasperma, porém resistente e suscetivel a H.
glycines, encontrou redugdo do estande devido a infestagdo de H. glycines na
linha de germinagdo de ambas cultivares. De acordo com Kinloch (1982) para
cada J2 de M. incognita presente em amostras de¢ 10 cm® de solo da planicie
costeira do estado da Florida, EUA, coletadas no inverno, corresponde a uma
redugdo de 5,31 Kg de scmentes de soja por hectare, ou seja, na redugiio do
estande.
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6 CONCLUSOES

1) Os J2 de M. javanica penetraram pela regido de crescimento ¢ coifa ¢ os de H.
glycines apenas latcralmente na regidio de crescimento ¢ ao longo do segmento

da raiz de soja.

2) Os J2 de M. javanica penetraram eficientemente em raizes seccionadas, mas

ndo os de H. glycines.

3) A obstrugdo da extremidade do segmento da raiz aumentaram a penctragio de

M. javanica e de H. glycines na outra nio obstruida.

4) No segmento da raiz ocorreu maior penetragio de M. javanica do que

de H. glycines.

115



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BIRD, A F. The attractiveness of roots to the plant parasitic ncmatodes
Meloidogyne javanica and M. hapla. Nematologica, Leiden, v. 4, p. 322-335,
1959.

BYRD, D.W.; KIRKPATRICK, T.; BARKER, K.R. An improved technique for
clearing and staining plant tissues for detection of nematodes. Journal of
Nematology, v. 15, n.1, p. 142-143, 1983.

CAMPOS, H.D. ct al. Efeito de exsudato radicular de Brachiaria decumbens
sobre a eclosdo ¢ mobilidade de juvenis do segundo estadio de Meloidogyne
Jjavanica. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 27, p. 185-186, 2002.

CAMPQS, V. P. Soybean response resulting from single or combined
inoculation with Phytophthora megasperma var. sojae and Macroposthonia
ornata or Heterodera glycines. 1979. 75 p. Thesis (Doctor of Philosophy)-
Department of Plant Pathology, Faculty of North Carolina State University.

DROPKIN, V_H. Celular responses of plants to nematodes infections. Annual
Revieu Phytopathology, v. 7, p. 101-121, 1969.

ENDO, B.Y. Nematode-induced syucytia (giant cells). Host-parasite
relationships of Heteroderidae. In: ZUCKERMAN, B.M.; MAI, W.F.; ROHDE,
R.A. Plant parasitic nematodes. New York: Academic, 1971, v.2, p.91-117.

FARIA, CM.D.R. et al. Mecanismos de ataque e defesa na interagio nematoide-
planta. Revisiio Anual de Patologia de Plantas, Passo Fundo, v. 11, p. 373-
410, 2003.

GOMMERS, F.J.; VOOR IN’ THOLT, D.J.M. Chemotoxonimy of compositac
related to their host suitabilityfor Pratylenchus penetrans. Netherland Journal
of Plant Pathology, Dordrecht, v. 82, n. 1, p. 1-8, 1976.

GOURD, T.R.; SCHMITT, D.P.; BARKER, K.R. Penetration rates by second-
stage juveniles of Meloidogyne spp. and Heterodera glycines into soybean roots.
Journal of Nematology, Raleigh, v. 25, n. 1, p. 38-41, 1993,

GRUNDLER, FM.W.; WYSS, U. Strategies of root parasitism by sedentary
plant parasitic nematodes. In: KOHMOTO, K.; SINGH, U.S.; SINGH, R.P.

116



Pathogenesis and host specificity in plant diseases. Oxford.: Elsevier Science,
1995. v.2, p. 309-319.

HUSSEY, R.S.; BARKER, K.R. A comparison of methods for colecting inocula
of Meloidogyne spp., including a new technique. Plant Disease Report, St.
Paul, v. 57, n. 12, p. 1025-1128, 1973.

HUSSEY, R.S.; GRUNDLER, F.M.W. Nematode parasitism of plant. In:
PERRY, R.N.; WRIGHT, D.]J. The physiology and biochemistry of free-living
and plant-parasitic nematodes. New York: CABI, 1998. p.213-244.

HUSSEY, R.S.; WILLIAMSON, V M. Physiological and molecular aspects of
nematode parasitism. In: BARKER, K.R.; PEDERSON, G.A.; WINDHAM,
G.L. Plant and nematode interactions. Hardcover: American Society of
Agronomy, 1998. p.87-108.

KINLOCH, R.A. The relationship between soil populations of Meloidogyne
incognita and yield reduction of soybean in the coastal plain. Journal of
Nematology, Deleon Sprins, v. 14, n. 2, p. 162-167, 1982.

LEWIS, S. A. Nematode-plant compatibility. In: VEECH, J.A.; Dickson, D.W.
(Ed.). Vistas on nematology. Hyattsville, M. D.: Society of Nematologists,
1987. p. 246-252.

NIBLACK, T.L. The race concept. In: RIGGS, E.D.; WRATHER, J.A. (Ed.).
Biology and management of the soybean cust nematode. St. Paul: APS, 1992.
p. 73-86.

PROT, J.C. Migration of plant-parasitic ncmatodes twards plant roots. Revue
Nématologie, v.3, n.2, p.305-318, 1980.

ROCHA, F.S. Fatores biolégicos e quimicos que afetam a eclos#o,
mobilidade, mortalidade e parasitismo de juvenis do segundo estddio de
Meloidogyne incognita. 2003. 207p. Disscrtagio (Mestrado em Fitopatologia)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

SIDDIQUI, 1.A. Comparative penetration and development of Meloidogyne
naasi in wheat and oat roots. Nematologica, v. 17, p. 566, 1971.

SMANT, G. et al. Endogenous cellulases in animals: isolation of B-1,4-
endoglucanase genes from two species of plant-parasitic cyst nematodes.

117



Proceedings of the National Academy of Science of the United States of
America, v.95, p.4906-4911, 1998.

WALLACE, H,R. Nematode ecology and plant disease. New York: Crane,
Russak & Company, 1973. 228 p.

WIESER, W. The attractiveness of plants to larvae of root-knot nematodes. 1.
The effect of tomato seedlings and excised roots on Meloidogyne hapla
Chitwood. Proceeding of the Helminthological Society, v. 22, n. 2, p. 106-112,
1955.

WIESER, W. The attractiveness of plants to larvae of root-knot nematodes. I1.
The effect of excised bean, eggplant and soybean roots on Meloidogyne hapla
Chitwood. Proceeding of the Helminthological Society, v. 23, n. 1, p. 59-64,
1956.

WYSS, U; ZUNKE, U. Observations on the behaviour of second stage juveniles
of Heterodera schachtii inside host roots. Revue Nématologie, v. 9, n.2, p. 153-
165, 1986.

YOUNG, L.D. Epiphytology and life cycle. In: RIGGS, E.D.; WRATHER, J.A.
(Ed.). Biology and management of the soybean cust nematode. St.Paul: APS,
1992. p. 27-36.

ZHAO, X.; SCHMITT, M.; HAWES, C.M. Species-dependent effects of border
cell and root tip exudates on nematodes behavior. Phytopathology, St. Paul, v.
90, n. 11, p. 1239-1245, 2000.

118



CAPITULO 6
Efeito do tempo e da temperatura de incubagiio de juvenis do segundo

estadio (J2) na penetragiio e na reproducio de Meloidogyne javanica em

soja
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1 RESUMO

CAMPOS, Hercules Diniz. Efeito do tempo e da temperatura de incubagio de
juvenis do segundo estadio (J2) na penetragio ¢ na reprodugdo de Meloidogyne
javanica em soja. In: . Aspectos do parasitismo e da privagio
alimentar do nematbide de galhas (Meloidogyne javanica) e do cisto
(Heterodera glycines) em soja. Cap. 6. 2003. p. 119-145. Tese (Doutorado em
Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A temperatura ambiente € o teor de lipidio no corpo do juvenil do
segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica afetam seu parasitismo no
hospedeiro. Assim, neste trabalho estudou-se a relagdo do lipidio e da
temperatura com o periodo de incubagdo do J2 de M. javanica em agua ¢ o
parasitismo em soja. O teor de lipidio no J2 diminuiu significativamente em
cada periodo de incubagdo no intervalo de 2 a 12 dias, chegando a 56,12% d¢
queda aos 4 dias de incubagdo. Quando os J2 foram incubados em éagua, por 2
dias, ¢ em seguida, inoculados em soja, ocorreram quedas significativas na
penetragdo, nimero de fémeas e na reproducdo. Entretanto a patogenicidade dos
J2 foi mantida até 12 dias de incubagio, porém com redugio de 67,36%, 82,75%
¢ 86,09% no numero de J2 penctrados, fémeas ¢ massa de ovos,
respectivamente. Noutro ensaio, os J2 foram incubados em 4agua com
temperaturas fixas de 5° C, 10° C ¢ 28° C ¢ em temperaturas variadas de 10
horas a 5° C ou 10° C ¢ complementada com 14 horas a 28° C, ¢ analisada sua
patogenicidade pela inoculagdo cm soja a cada 5 dias de incubagdo durante 20
dias, avaliando-se o niimero de J2 penetrado, de fémeas, massas de ovos, total de
ovos. Em cada periodo avaliado, a incubagio dos J2 em temperaturas fixas de 5°
C, 10° C e 28° C afetaram significativamente as variaveis avaliadas, sendo mais
detrimental a 5° C ¢ menos a 10° C, ¢ intermediario a 28° C. As temperaturas
variadas comportaram-se como a fixa a 28° C, com tendéncia para melhoria da
patogenicidade quando alterada com 10° C. A incubagfio por 20 dias levou &
redugdo drastica da patogenicidade em qualquer temperatura de incubagdo.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos- UFLA (Orientador), Edson
Ampélio Pozza- UFLA ¢ Mario Lucio Vilela de Resende- UFLA.
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2 ABSTRACT

CAMPOS, Hercules Diniz. Effect of timing and temperature of incubation of
second stage juveniles (J2) on penctration and reproduction of Meloidogyne
Jjavanica in soybean. In: . Aspects of parasitism and starvation of root-
knot nematode (Meloidogyne javanica) and cyst (Heterodera glycines) in
soybean, 2003. Cap. 6. p. 119-145. Thesis (Doctorate Program in
Phytopathology) Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

The environmental temperature and the lipid content of the body of
second stage juveniles (J2) of Meloidogyne javanica affect its parasitism on the
host. So, in this work, was studicd the relationship of lipid and temperature
during incubation period in water of J2 of M. javanica from 2 to 12 days and
parasitism in soybean. The lipid content of J2 body decreased significantly in
cach pcricd of incubation from 2 to 12 days, reaching 56,12% decrease on four
days of incubation. When J2 were incubated in water for 2 days, followed by
inoculation in soybean, significant decrease occurred in penetration, number of
females and reproduction. However, the pathogenicity of J2 was kept until 12
days of incubation with reduction of 67,36%, 82,75% and 86,09% on the
number of penctrated J2, females and eggs mass, respectively. In another assay,
the J2 were incubated in water at fixed temperatures of 5° C, 10° C and 28° C,
and at varied temperatures of 10 hours at 5° C or 10° C and complemented with
14 hours at 28° C, and checked theirs pathogenicity by inoculating in soybean,
the J2 incubated by every 5 days during 20 days period and evaluating the
numbers of penetrated J2, females, egg mass and total egg. In each evaluated
period, the incubation of J2 at fixed temperatures of 5° C, 10° C and 28° C
affected, significantly the evaluated variables. The least, good and intermediate
pathogenicity occurred when J2 were incubated at fixed temperature of 5° C, 10°
C and 28°C. The effect of varied temperatures was similar to fixed 28° C with
tendency of bettor pathogenicity when alternated with 10° C. The incubation by
20 days led to a drastic reduction on pathogenicity in any tested incubation
temperature.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos- UFLA (Major Professor), Edson
Ampélio Pozza- UFLA e Mario Lucio Vilela de Resende- UFLA.
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3 INTRODUCAO

O juvenil do segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp. desempenha
papel importante no ciclo de vida deste patégeno. Inicialmente dentro do ovo
pode sobreviver s condigdes inadequadas 4 relagio nematéide-planta. Apés a
cclosio movimenta-sc pelo solo, penetra nas raizes € exerce o parasitismo na
planta (Agrios, 1997; Campos et al., 2001). O J2, portanto, vive em 3 ambientes
bem distintos; dentro do ovo, no solo e na planta. No solo, passa por condigdes
varidveis de temperatura ¢ umidade (Van Gundy, 1985). A temperatura ¢ um
fator que tem proporcionado maior influéncia na capacidade de penetragio,
descnvolvimento e reprodugdio de varias espécies de Meloidogyne. Segundo Fan
& Hominick (1991), o tempo de exposi¢do do nematdide & baixa temperatura
também pode influenciar grandemente a capacidade de parasitismo em seu
hospedeiro. Ainda ndo se conhece o efeito de variagGes térmicas na capacidade
dc penetragdo, desenvolvimento ¢ reprodugio de Meloidogyne em seu
hospedeiro.

Para viver em diversos ambientes antes de obter alimento, o J2 traz
consigo 30% do seu peso corporal em lipidios, que constituem a principal fonte
energética para os gastos até obter alimento quando parasitar seu hospedeiro
(Lee & Atkinson, 1977; Van Gundy, 1985). As condig¢des ambientais, contudo,
vdo determinar o nivel dessas reservas lipidicas do J2, podendo interferir na sua
infectividade (Christophers ef al., 1997). As perdas dessas reservas estio em
fungdo da duragdo do tempo que o J2 passa sem s¢ alimentar e pode variar com a
espécie de Meloidogyne (Reversat, 1981). A reserva nutricional do J2, aliada a
temperatura adequada e a compatibilidade com o hospedeiro, também podem
proporcionar maior rapidez de penetragio e cstabelecimento do sitio de

alimentagdo (Endo, 1987). Portanto, a correlagio entre nivel lipidico do J2 ¢ o
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sucesso no parasitismo de Meloidogyne ainda necessitam de muitos estudos.
Desta forma, objetivou-se, neste trabalho, estudar: a) nivel de lipidio corporal do
J2 e sua relagio com a penetragdo, descnvolvimento ¢ reprodugdo de M.
javanica em soja apés periodos de incubagdo em agua; e¢ b) efeito de
temperaturas fixas ¢ variadas na penetragdo, desenvolvimento e reprodugio de

M. javanica.

123



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengiio do inéculo de Meloidogyne javanica.

Os juvenis do segundo estadio (J2) de M. javanica foram obtidos

conforme descrito no capitulo 2 em 4.1,

4.2 Influéncia do tempo de incubacfio no percentual de lipidios neutros de

juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

Suspensdes de J2 de M. javanica foram incubadas por zero, 2, 4, 6, 8, 10
ou 12 dias em agua parada a 28° C. De cada periodo de incubagio foi coletada
uma suspensdo de 5 mL de J2 de M. javanica, concentrando-a para 0,5 mL. Nela
foi estudada a concentragdo de lipidios neutros no corpo do J2 através de método
colorimétrico emprcgando-se o corante “Oil Red O” (Storey, 1983; Christophers
et al., 1997). Para isso, preparou-se uma solugio corante, utilizando 0,5g do
corante Oil Red O em 100 mL de alcool absoluto. Agitou-se por 15 minutos,
seguido de filtragdo em papel de filtro Whatman n° 1 ¢ armazenamento a 5° C
em frasco de vidro sob a protegdo de luz. Toda a vidraria utilizada no preparo da
solugdo do corante foi previamente limpa ¢ esterilizada.

O delineamento empregado foi inteiramente casualizado com 7 periodos
de tratamento do inoculo em 4 repetigdes.

Sobre a suspensdo concentrada em 0,5 mL de J2 adicionaram-se 3 mL da
solugdo corante “Oil Red O”. Em seguida, foi aquecida em banho-maria a 60° C
por 20 minutos. Apos o total resfriamento em temperatura ambiente, os J2, ja
com o tcor de lipidio neutro colorido de vermelho em seu corpo, foram

concentrados em 0,5 mL da solugdo corante através de centrifugagio a 2000 rpm
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por 1 minuto. Adicionaram-se 3 mL de solugio formada de agua destilada +
glicerina pura (1:1) ¢ armazcnada cm temperatura ambicnte. Em seguida
montaram-s¢ laminas dos J2 de cada tratamento. Como a colorag¢do nos J2 de
cada tratamento foi visualmente homogénea, em microscopio tri-ocular foram
obtidas fotografias de 4 J2 por tratamento. A partir das fotografias dos J2 foi
estimada a area total do corpo do J2 e a aquela de coloracio vermelha
correspondendo & de lipidios. Para isto, utilizou-s¢ o programa “I/mage Tool for
Windows”, versdo 3.0. Assim, a partir da area de coloragdo vermelha obteve-se

o percentual de lipidios neutros em rclagdo a area total do corpo do J2.

4.3 Influéncia do tempo de incubagiio de juvenis do segundo estidio (J2) de
Meloidogyne javanica na capacidade de penetrag¢iio, desenvolvimento e

reproduciio em raiz de soja.

Scmentes de soja da cultivar Embrapa-20 foram desinfestadas
superficialmente com hipoclorito de sédio (1%) por 1 minuto, colocadas para
‘ germinar em bandejas contendo areia grossa umedecida ¢ mantidas em sala
climatizada a 27 £ 2° C. Apés 3 dias da semeadura, as sementes germinadas,
com radicula de 2 cm, foram transferidas para tubos de ensaio contendo 30 cm?
de areia fina quartizifera umedecida ¢ previamente autoclavada a uma
temperatura de 120°C, por 20 minutos. Vinte quatro horas apés, infestou-se a
areia de cada tubo com suspensio de 1 mL contendo 100 J2 de M. javanica,
previamente incubados por zero, 2, 4, 6, 8, 10 ou 12 dias em 4gua parada a 28°
C, da mesma forma que foram incubados os J2 utilizados na coloragio com “Qil
Red 0. Em seguida, os tubos contendo as plantas inoculadas foram colocados
em sala climatizada com temperatura de 27 + 2° C.

Foi empregado o delincamento inteiramente casualizado com 7 periodos

de incubagdo do indculo e 6 repetigdes.
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Aos 4 e 20 dias apos a inoculagdo, as plantas foram retiradas jorrando
dgua nas bordas dos tubos. Os sistemas radiculares foram lavados ¢ submetidos
ao clarcamento das raizes em hipoclorito de sédio a 1,5% por 6 minutos para
raizes com 4 dias de inoculagdo e por 10 minutos para aquelas com 20 dias. As
raizes foram enxaguadas em &4gua corrente para eliminar todo o residuo de
hipoclorito de sédio. Em seguida foram transferidas para tubos de vidro onde foi
adicionada uma solucdo corante diluida até cobri-las, preparada com 3,5 gramas
de fucsina acida + 250 mL de acido lactico + 750 mL de 4gua destilada
(adaptado de Byrd e al., 1983) e diluida 1: 29 (1 mL de solugio corante inicial +
29 mL de 4gua destilada). As raizes foram mantidas, imersas no corante por 2
minutos em banho-maria com a agua em ebuli¢io. O resfriamento total foi feito
em condi¢des ambiente durante a noite. As raizes foram, entdio, lavadas para
climinar o excesso dc corante ¢ recolocadas nos tubos. Cobriram-se todas clas
com solugdo de glicerina 1:1 (glicerina pura + 4gua destilada) as quais foram
deixadas em repouso por, no minimo, duas horas. Em seguida, todas as raizes
foram colocadas em lamina de vidro, sobre as quais foram adicionadas gotas de
glicerina pura. Qutra lamina de vidro foi sobreposta e, assim, estava pronta para
observa¢do no microscopio de objetiva invertida. Quantificou-se 0 namero de J2
que penctrou no sistema radicular aos 4 dias da inoculagdo e de fémeas, aos 20
dias da inoculagéo.

Vinte e oito dias apés a inoculagdo, as plantas foram retiradas
jorrando agua nas bordas dos tubos. Os sistemas radiculares foram
lavados e imersos por 15 minutos em solugéo de floxina B 0,0015% para
coloragdo das massas de ovos de vermelho. Em seguida, foram colocados
sobre papel toalha por 10 minutos para retirar o excesso de agua e
possibilitar a avaliagdo do peso fresco das raizes, seguindo da contagem

do numero de massas de ovos por sistema radicular. Para a avaliagio do
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nimero de ovos utilizou-se a técnica de Hussey & Barker (1973) e, em
microscOpio de objetiva invertida, estimou-se o nimero de ovos de M.
Jjavanica por sistema radicular e por grama de raiz.

O nimero de ovos por sistema radicular foi transformado em raiz

de x + 0,5 para a realizagio da andlise de varidncia.

4.4 Penetracio, desenvolvimento e reproducio de Meloidogyne javanica em
raiz de soja, apés a incubagdio dos juvenis do segundo estadio (J2) em

temperaturas fixas e variadas em tempos diferentes.

Suspensdes de J2 de M. javanica de uma mesma populagdo foram
incubados por 5, 10, 15 ou 20 dias em: a) temperaturas fixas de 5, 10, ou 28° C;
b) temperaturas variadas de 5° C por 10 horas seguido de 14 horas em 28° C ou a
10° C por 10 horas seguida de 14 horas em 28° C, ¢ uma testemunha sem
incubagfio. Tubos de ensaio contendo 30 c¢m® dec areia fina quartizifcra foram
previamentc autoclavados ¢ umedecidos. Neles foram transplantadas plantulas
de soja da cultivar Embrapa 20. Essas plintulas foram inoculadas com uma
suspensdo de 1 mL contendo 100 J2 de M. javanica incubados em diferentes
pericdos de tempo e de temperatura. A seguir foram mantidos em sala
climatizada com temperatura de 27 +2° C.

Foi empregado o delineamento inteiramente casualizado em fatorial 4 x
5, com 4 periodos de armazenamento € 5 tratamentos térmicos mais testemunha
adicional de zero dia em cinco repetigdes.

Aos 4 ¢ 20 dias apos a inoculagio as plantas foram retiradas dos tubos.
Os sistemas radiculares foram lavados. As raizes foram submetidas ao
clareamento dos tecidos seguido de coloragio dos J2 e fémeas e preparagio de

laminas para observagdo microscopica. Quantificou-se o numero de J2 que
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penctrou no sistema radicular aos 4 dias da inoculagdo ¢ de fémcas aos 20 dias.

Aos vinte ¢ oito dias apos a inoculagdo, procedeu-se a contagem
do numero de massas de ovos por sistema radicular, de ovos por sistema
radicular e por grama de raiz.

O dados foram transformados em raiz de x + 0,5 para a realizagéo
da analise de varidncia.

A anilise de variancia assim como as regressoes foram realizadas com o
programa SAS User’S guide: statistics, version 8 (SAS Intitute Inc., Cary, USA,
1999). As varidveis significativas pelo teste F foram submetidas analise de
regressdo para ajustc do melhor modeclo capaz de descrever o fendmeno

biolégico em questio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1. Influéncia do tempo de incubaciio no percentual de lipidios de juvenis

do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

Na populagiio de J2 de M. javanica, o teor de lipidio neutro avaliado pela
porcentagem da arca colorida do corpo variou dc 7,96 a 85,55% (Figura 1). 0
corante “Oil Red O coloriu no maximo 85,55% do corpo do J2, encontrado nos
recentemente eclodidos. A coloragio foi mais intensa na regido do intestino,
menor na parte anterior do J2 e irregularmente distribuida ao longo do corpo
(Figura 1). Esta coloragdo foi proporcional, decrescente exponencialmente com
o aumento do periodo de incubagdo. A taxa de perda de lipidio neutro, quando a
equacdo foi linearizada, ¢ de aproximadamente -0,17 / dia (Figura 2). Entretanto,
aos 12 dias, a perda de lipidio neutro chegou a 88,65%. Perda de 50,22% do teor
de lipidio corporal na populagiio estudada ocorreu aos 3,2 dias de incubagdo.
Aos 2 dias essa perda foi de 38,82% ¢ aos 4 dias de 56,12% (Figura 2).

O corante “Oil Red O” reage com o lipidio neutro produzindo coloragdo
vermelha, conforme demonstracdes de Storey (1983) e Christophers ef al.
(1997). No ensaio realizado, as diferentes porcentagens de lipidios, expressas em
coloragdo avermelhada na Figura 1, podem ser usadas como tabela para
quantificar o teor de lipidio cm J2 empregados como indculo em pesquisa.

A proporcionalidade da area colorida ¢ o tempo de incubagdo indicam o
envolvimento do lipidio no fornecimento de energia para locomogio e para as
fungdes vitais. Como o corante néo coloriu 100% dos J2, possivelmente o lipidio
neutro nio ocorra em concentragdo clevada ou inexista em certas partes do
corpo. Entrctanto, os orgdos aparentcmente sem lipidio podem obter encrgia

através dec outras fontes como glicogénio ¢ trealose, como citado por Lee &

129



Atkinson (1977} ¢ Qiu & Bedding (2000). Contudo, segundo Lee & Atkinson
(1977); Storey (1983) e Christophers ef al. (1997), a fonte principal de energia
do J2 no exercicio dc suas fungdes vitais ¢ para parasitar o hospedeiro sdo os

lipidios.
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FIGURA 2. Percentual de lipidio neutro avaliado colorimetricamente com “Qil
Red O” nos juvenis do segundo estidio (J2) de Meloidogyne
Javanica submetidos a diferentes periodos de incubagdo em agua
parada a 28° C. Pontos na linha seguidos pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A queda rapida do teor de lipidio nos primeiros dias de incubagio indica
intensa atividade muscular do J2, o que constitui, nesta fase, o principal dreno
desta energia acumulada, como explicado por Bergeson (1959). O gasto de 50%
da reserva lipidica com 3 dias de incubagdo, aproximadamente, indica, segundo
Bergeson (1959), a perda na capacidade parasitaria, porém mantendo a atividade
motora. Desta forma, a atividade parasitaria ¢ perdida antes da motora.

Utilizando “Oil Red O” Christophers er al. (1997) encontraram

coloragdo avermelhada em-todo o corpo de J2 de M. incognita e a consideraram
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com potcncial maximo para infectividade. De forma scmelhante, Storey (1984)
utilizou “Oil Red O” para cstimar a concentragdo de lipidio ncutro em J2 de

Globodera pallida ¢ G. rostochiensis em microdensitometro.

5.2. Influéncia do tempo de incubagdio em agua de juvenis do segundo
estidio (J2) de Meloidogyne javanica na capacidade de penetragio,

desenvolvimento e reproduciio em raiz de soja.

A incubagiio em agua dos J2 de M. javanica por 2 dias proporcionou
redugdo acentuada e exponencial na penetragdo de J2, nimero de fémeas ¢ de
massas dc ovos em 45,40%, 73,68% e 60,32%, respectivamente, comparadas
com a testemunha em que os J2 nio foram incubados (Figura 3). Essa redu¢do
continua até o 4° dia de incubagdio, periodo em que a penctragdio foi menor do
que aquela aos 2 dias de incubagio. A partir dai, a redugdo foi pequena ¢ houve
tendéncia de estabilizagio da populagdo de J2, fémeas ¢ de massa de ovos até
aos 12 dias de incubagio (Figura 3). A partir dos 2 dias de incubagio o nimero
de J2 também foi sempre superior ao nimero de fémeas ¢ de massa dc ovos até
aos 12 dias. Os J2 incubados por 12 dias ji tiveram a patogenicidade reduzida
em 67,36%, 82,75% ¢ 86,09%, expressas em numero de J2, fémeas ¢ de massas
de ovos, respectivamente, comparados com a inoculagiio dos J2 recentemente
eclodidos.

A populagio total de ovos ¢ de ovos grama dc raiz foram
significativamente reduzidas pela incubagdo dos J2 por 2 dias, chegando a
44,64% ¢ 36,63%, respectivamente, em relagdo a testemunha. Entretanto, a
partir dos 2 dias de incubag¢io dos J2 houve tendéncia de estabilizagdo da
populagdo de ovos até aos 12 dias (Figura 4).
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FIGURA 3. Efeito do periodo de incubagiio do juvenil do segundo estadio (J2)
no nimero de J2, fémeas ¢ massa de ovos de Meloidogyne javanica.
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FIGURA 4. Efeito do periodo de incubagiio do juvenil do segundo estadio (J2)
no total de ovos ¢ ovos por grama de raiz de soja.
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A grande redugio na penetragdo, desenvolvimento e reproducdo de J2 de
M. javanica incubados por 2 dias se deve a perda de lipidio durante o periodo de
privagdo alimentar. De acordo com a avaliagio colorimétrica, esta reducgdo deve
ter sido de 24,8%. Ainda ndo se explica a manutengdo, apesar dc baixa, da
patogenicidade até 12 dias de armazenamento, 0 que deve ocorrer em apenas
poucos espécimes da populagio. Reversat (1981) encontrou 46% de
infectividade quando os J2 de M. javanica foram incubados por uma semana em
meio dc fosfato de sodio diluido. Entretanto, com a incubagdo de J2 de M.
incognita em 4gua parada por 2 dias a 28° C, Dutra (2002) ainda encontrou 42%
de infectividade expressa em galhas por sistema radicular de tomateiro em

relagdo a testemunha e chegou a 0,3% apds 6 dias de incubaggo.

5.3. Influéncia da temperatura na penetraciio, desenvolvimento e
reprodugiio de Meloidogyne javanica em raiz de soja, apés a incubagdo dos
juvenis do segundo estidio (J2) em temperaturas fixas e variadas em

tempos diferentes.

Em todos os periodos de incubagio dos J2 em temperatura fixa de 5 ou
28° C ¢ variadas de 5° C ou 10° C por 10 horas e seguida de 28° C por 14 horas,
proporcionou redugdo do nimero de J2 penetrados (Figura SA e B), nimero de
fémeas (Figura 6A ¢ B), massa de ovos (7A ¢ B), total de ovos por sistema
radicular de soja (8A ¢ B) ¢ de ovos por grama de raiz (Figura 9A ¢ B).
Entretanto, a incubagdo de J2 na temperatura fixa de 10° C nio proporcionou
reducdo na penetragdo de J2 cm nenhum periodo de incubagio, ainda nesta
temperatura, cfeitos menores de redugio foram observados para as demais
variaveis ao longo do periodo de incubagio. No entanto, as redugdes foram
maiores em temperatura de 5° C (Figuras 5A, 6A, 7A, 8A ¢ 9A). Efeito

semelhante, porém mcnor, também foi observado com a temperatura fixa de 28°
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C em todas as varidveis avaliadas. O comportamento na redugiio do nimero de
todas as varidveis nas temperaturas variadas de 5 ou 10° C por 10 horas seguido

de 28° C por 14 horas foi semethante ao longo do periodo de incubagiio dos J2.
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FIGURA 3. Efeito da incubag@o de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica em temperaturas (fixas e variadas) por diferentes periodos de
tempo no niumero de J2 penetrados em raizes de soja. A) temperaturas
fixas de 5, 10 ou 28° C, e B) temperaturas variadas por 10 horas a 5° C
¢ 14 horas a 28° C ou 10 horas a 10° C ¢ 14 horas a 28° C.
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FIGURA 6. Efeito da incubagéo de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica em temperaturas (fixas ¢ variadas) por diferentes periodos de
tempo no numero de fémeas em raizes de soja. A) temperaturas fixas
de 5, 10 ou 28° C, e B) temperaturas variadas por 10 horas a 5°C ¢ 14
horas a 28° C ou 10 horas a 10° C ¢ 14 horas a 28°C.
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FIGURA 7. Efcito da incubagio de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogvne
Jjavanica em temperaturas (fixas e variadas) por difercntes periodos de
tempo no nimero de massa de ovos ¢m raizes de soja. A) temperaturas
fixas de 5, 10 ou 28° C, ¢ B) temperaturas variadas por 10 horas a 5° C
e 14 horas a 28° C ou 10 horas a 10° C ¢ 14 horas a 28° C.
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FIGURA 8. Efeito da incubagdo de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica em temperaturas (fixas ¢ variadas) por diferentes periodos de
tempo no numero total de ovos por sistema radicular de soja. A)
temperaturas fixas de 5, 10 ou 28° C, ¢ B) temperaturas variadas por 10
horas a 5° C ¢ 14 horas a 28° C ou 10 horas a 10° C ¢ 14 horas a 28° C.
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FIGURA 9. Efeito da incubagdo de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica em temperaturas (fixas e vaniadas) por diferentes periodos de
tempo no niimero de ovos por grama de raiz de soja. A) temperaturas
fixas de 5, 10 ou 28° C, ¢ B) temperaturas variadas por 10 horas a 5° C
¢ 14 horas a 28° C ou 10 horas a 10° C e 14 horas a 28° C.
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Valores semelhantes do nimero de J2 penetrados em raizes de soja ap0s
sofrer a incubagdo por 5 dias cm agua com difercntes temperaturas, indica que o
efeito térmico ndo alterou sua capacidade de penctragdo. Contudo afetou
detrimentalmente a reprodugiio quando os J2 foram ammazenados a 5° C. Desta
forma, o processo injurioso da temperatura de 5° C ja se iniciou mesmo neste
periodo de incubagdo. Portanto, a injiiria pelo frio pode afetar antes a reprodugéo
do que o movimento do J2. A incubagdo a 10° C preserva a cnergia corporal.
Segundo Bergeson (1959), a 10° C o J2 sc movimenta pouco economizando
encrgia corporal, porém seus 6rgdos ndo sofrem injurias capazes de provocar
disfungGes vitais.

A formacio de trés grupos nos tratamentos com temperatura de 5, 10 ¢
28° C a partir dos 10 dias de incubagdo envolve proccssos diferentes. Portanto, a
5° C, a perda de patogenicidade ocorre pela injuria nos tecidos, levando a morte
do juvenil infectivo. Scgundo Bergeson (1959), a taxa de sobrevivéncia de J2 de
M. incognita expressa em nimero de galhas por tomateiro chegou a zero quando
expostos a 4,5° C por mais de 7 dias. Assim, Bergeson concluiu que as
temperaturas de 0 ¢ 4,5° C foram letais aos J2 de M. incognita quando esses
foram expostos por 7 e 14 dias, respectivamentc. Thomason er al (1964)
observaram que mais dc 70% dos J2 de M. javanica perderam a mobilidade apos
4 dias de estocagem em temperatura de 3° C, e foi obtida a mesma propor¢do na
redugdo de infectividade em plantas de tomates utilizando os mesmos J2. Van
Gundy (1985) relatou que as cspécies M. incognita, M. javanica, M. arenaria ¢
possivelment, M. exigua ndo sobrevivem por maiores periodos em temperaturas
abaixo de 10° C. Em temperaturas de 27 ou 28° C, a diminuigio da mobilidade ¢
infectividade dos J2 de M. javanica ocorre mais rapido em funcgio da sua alta
taxa de respiragdo por estarem muito ativos e, por conseguinte, alto consumo da
fonte de encrgia corporal requerida para penctragiio e estabelecimento do sitio de
alimentagdo (Thomason ef al., 1964; Van Gundy ef al., 1967). Segundo Van
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Gundy ef al. (1967), a redugdo significativa da capacidade infectiva de J2 de M,
Javanica ocorreu quando 50% das reservas energéticas foram perdidas devido a
sua alta movimentagdo antes do contato com o hospedeiro.

De acordo com Dutra (2002), a porcentagem de imobilizagdo dos J2 de
M. incognita aumentou no periodo de 2 a 6 dias de privagdo alimentar em
temperatura de 8 a 28° C, porém foi inversamente proporcional & infectividade
desse in6culo.

A patogenicidade do J2 parece ser mais afctada pela injiria do frio a 5° C
do que pela escassez de energia do J2 cm temperatura de 28° C por 2 dias de
incubagdo, apesar das duas condigbes de temperatura serem altamente
detrimentais ao J2.

O periodo de incubagio dos J2 em temperaturas de 5 ou 10° C ¢ o
retorno a 28° C parece nio ter influenciado a patogenicidade do J2 comportando-
se a0 mesmo nivel da incubagiio em temperatura fixa de 28° C. Desta forma, o
periodo de incubagiio nas temperaturas altemadas deve ser aumentado para
diferencid-los daqucla de temperatura fixa a 28° C. Segundo Van Gundy (1985),
o tempo de pré-tratamento ¢cm baixas temperaturas pode ser também um fator
importante para a adaptagio do nematdide ao resfriamento, sendo que a
suscetibilidade do J2 de Meloidogyne a morte sob temperaturas baixas esta
relacionada com a fase de transicio e posigdo de lipidios na hipoderme do

nematoide.
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6 CONCLUSOES

1) A incubagdo do J2 de M. javanica ao longo do tempo cm agua reduziu o teor
de lipidio no seu corpo de forma exponencial bem como a penetragdo, o

desenvolvimento e a reprodugio.

2) A tcmperatura de incubagdo de 5° C causou injiria ¢ morte do J2 eade 10°C

mantém sua energia corporal.
3) A redugiio do nimero de J2 penetrados, de fémeas, massas de ovos, total de
ovos € ovos por grama de raiz foi acentuada em cada periodo com temperatura

fixade5¢28°C.

4) As temperaturas alternadas nos periodos utilizados afetaram o numero de J2,

de fémeas e a reprodugio.
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CAPITULO 7
Efeito da temperatura do solo no desenvolvimento e reproducio de

Meloidogyne javanica e Heterodera glycines em cultivares resistentes e

suscetiveis de soja.
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1 RESUMO

CAMPOS, Hercules Diniz. Efcito da temperatura do solo no desenvolvimento e
reprodugdo de Meloidogyne javanica ¢ Heterodera glycines em cultivares
resistentes ¢ suscetiveis de soja. In: . Aspectos do parasitismo e da
privagio alimentar do nematbide de galhas (Meloidogyne javanica) e do
cisto (Heterodera glycines) em soja. 2003. Cap. 7. p. 146-166. Tese (Doutorado
em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Objetivou-se, neste trabalho, estudar o efeito de temperaturas fixas do
solo no descnvolvimento ¢ na reprodutividade de M. javanica ¢ de H. glycines
raga 3, bem como a demanda dc graus-dia para complctar o seu
desenvolvimento em cultivares resistente ¢ suscetivel de soja. Quando a
temperatura do solo foi mantida a 28° C ocorreram melhores desenvolvimento ¢
reprodugio em qualquer cultivar, e os piores a 20° C. Na temperatura de 28° C, a
reproducdo € o sucesso no parasitismo de M. javanica nas cultivares resistentes
MGBR-46 ¢ BRSMG Garantia foram semelhantes aos da suscetivel Embrapa
20. De modo geral, o parasitismo de H. glycines foi favorecido no intervalo de
temperatura de 24 a 28° C, mas a tempceratura nio afetou a resisténcia da cultivar
BRSMG Lideranga a H. glycines raga 3. Para M. javanica, o requerimento
térmico foi de 425,76 graus- dia para completar o scu desenvolvimento apos a
penetragio do J2 | para H. glycines, foi de 452,64 a 545,76 graus-dia, em soja.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos- UFLA (Orientador), Edson
Ampélio Pozza- UFLA e Mario Licio Vilela de Rescnde- UFLA.
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2 ABSTRACT

CAMPOS, Hercules Diniz. Effect of soil temperature on post-cmbryonic
development and reproduction of Meloidogyne javanica and Heterodera
glycines in resistant and susceptible soybean cultivars. In: . Aspects of
parasitism and starvation of root-knot nematode (Meloidogyne javanica)
and cyst (Heterodera glycines) in soybean. 2003. Cap. 7. p. 146-166. Thesis
(Doctorate Program in Phytopathology) Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.*

This work aimed to study the effect of fixed temperatures of the soil on
post-embryonic devclopment and on reproduction of M. javanica and H.
glycines race 3, as well as the temperature requirement to complete its
development in resistant and susceptible soybean cultivars. When the soil
temperature was kept at 28° C occurred better post-embryonic development and
greater reproduction in any cultivar, and the worst at 20° C. At 28° C the
reproduction and the parasitism success of M. javanica in resistant cultivars
MGBR-46 and BRSMG Garantia were similar to the susccptible Embrapa 20. In
general, the parasitism of H. glycines was good from 24 to 28° C. To M.
Javanica the temperature requirement was of 425,76 degrees-day to complete its
development after penetration of J2 and to H. glycines it was 452,64 to 545,76
degrees-day, in soybean.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos- UFLA (Major Professor), Edson
Ampélio Pozza- UFLA e Mario Lucio Vilela de Resende- UFLA.
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3 INTRODUCAO

Cultivares dc soja com resisténcia constituem métedo de facil adogdo no
controle de nematdides do género Meloidogyne. No Brasil, a soja ¢ cultivada em
diversas rcgides, apresentando condigGes ambientais  diversificadas,
principalmente quando se trata do fator temperatura, o qual proporciona maior
intcrferéncia no desenvolvimento do nematédide dentro do hospedeiro. Em
temperaturas altas do solo geralmente os nematoides apresentam alta atividade.
No entanto, estudos com a cultura do tomateiro (Araijo ef al., 1982; Haroon ef
al., 1993, Alves & Campos 2001), do feijoeiro (Omwega ef al., 1990), alface e
pimentio (Alves & Campos, 2001) ja evidenciaram menor resisténcia de
cultivares ou maior reprodugio de Meloidogyne em temperaturas do solo acima
de 28° C.

A adaptagio do nematdide de cisto da soja Hefterodera glycines aos
novos e diferentes ambientes tem sido causa de rcavaliagdo de recomendagdes
de controle cultural, embora o emprego de cultivares resistentes, aliado a outras
estratégias de controle ‘constituam caminho eficiente no seu controle. Segundo
Niblack (1999), nos paises onde ja se¢ conseguiram avangos no melhoramento de
cultivares, o H. glycines ainda ¢ um sério problema, principalmente em fungéo
da sua clevada variabilidade intra-cspecifica, pois apresenta um grande mimero
de ragas fisiologicas aumentando a sua capacidade de se adaptar em diferentes
ambientes e as novas cultivares lan¢adas. De acordo com Anand et al. (1995),
tcmperatura, raga, gendtipo do hospedeiro ¢ a interagdo entre eles sdo fatores
significantes ¢ importantes na reprodugio de H. glycines em soja. Ainda nio se
conhece bem a rcagdo entrc gendtipos de soja resistentes ao parasitismo de
Meloidogyne javanica e dec H. glycines ¢ a temperatura do solo. Assim,

objetivou-se, nesse trabatho, estudar o efeito de temperaturas fixas do solo no
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desenvolvimento ¢ na reprodutividade de M. javanica ¢ de H. glycines raga 3,
bem como a demanda de graus-dia para completar o scu desenvolvimento em

cultivares resistentes e suscetiveis de soja.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengiio do indculo de Meloidogyne javanica e de Heterodera glycines

Os juvenis do scgundo estadio (J2) de M. javanica ¢ de H. glycines

foram obtidos conforme descrito no capitulo 2, em 4.1.

4.2 Penetragio e desenvolvimento de juvenis do segundo estidio (J2) de
Meloidogyne javanica ou de Heterodera glycines raga 3 em raiz de soja

suscetivel e resistente crescidas em diferentes temperaturas no solo.

Sementes de soja da cultivar Embrapa-20 (suscetivel a M. javanica e H.
glycines), MGBR-46 (Conquista) ¢ BRSMG Garantia (resistentes a M. javanica)
¢ BRSMG Lideranga (resistente a H. glycines raca 3) foram desinfestadas com
hipoclorito-de sodio (1%) por 1 minuto ¢ colocadas para germinar em bandejas
contendo areia grossa umedecida ¢ mantidas em sala climatizada a 27 + 2° C.
Apés 3 dias da semeadura, as scmentes germinadas com radicula de 2 cm foram
transferidas para os tubos de ensaio contendo 50 cm® da mistura de solo ¢ arcia
grossa (2:1) desinfestada com brometo de metila na dosagem de 150 cm*/m® da
mistura, ¢ previamente umedecida. Quarenta e oito horas apés, infestou-se o
substrato de cada tubo com 100 J2 de M. javanica ou de H. glycines e, em
scguida, foram mantidos em sala climatizada a 27+ 2° C.

Aos 4 dias apos a inoculagdo, 6 plantas de cada cultivar foram utilizadas
para avaliar a penetragiio de J2 no sistema radicular. Os demais tubos com
plantas foram colocados em recipientes de ago inoxidavel, de 1200 cm® e ao
redor foi adicionado areia grossa previamente umedecida. Em scguida, o
conjunto foi colocado em banho-maria préprio para aquecer vasos (Alves &

Campos, 2001) e instalados em sala climatizada. Desta forma, a areia nos
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recipientes ¢ a mistura de solo e areia no interior dos tubos de ensaio foram
aquecidos. As temperaturas utilizadas nos banhos-maria foram 20, 24, 28 ¢ 32 +
0,3° C. Nos banhos-maria foram colocados sensores imersos na arcia contida nos
recipientes de ago inoxidavel com as plantas e outro suspenso a 0,5 m acima
deles para registrar a temperatura ¢ umidade interna e externa dos recipientes.
Os sensores foram conectados a cabos ¢ estes, a “datallogers”, que registraram
os dados a cada 60 minutos. Em scguida, csses dados foram descarrcgados em
computador por meio do programa Pclink 4p.

Foi empregado o delineamento estatistico inteiramente casualizado ecm
fatonal 3 x 4 para o ensaio com M. javanica, com 3 cultivares e 4 temperaturas,
¢ fatorial 2x 4 para o ensaio com H. glycines, com 2 cultivares e 4 temperaturas,
em 6 rcpeticdes.

Aos 4 dias ap6s a inoculagdo, isto ¢, antes das plantas serem transferidas
para o banho-maria ¢ aos 20 dias apds a inoculagdo de cada tratamento, as
plantas foram retiradas jorrando agua nas bordas dos tubos. Os sistemas
radiculares foram lavados sobre peneira de 0,075 mm, para que nio houvesse
perda de raiz ou fémeas no caso de H. glycines. Em scguida, as raizes foram
submetidas ao clareamento dos tecidos em hipoclorito de sédio a 1,5% por 6
minutos para aquelas com 4 dias apds a inoculagdo, ¢ de 10 minutos para
aquelas com 20 dias de inoculadas. As raizes foram enxaguadas em agua
corrente para eliminar todo o residuo de hipoclorito de sédio. Foram transferidas
para tubo de vidro ¢ adicionada uma solu¢do corante diluida até cobri-las,
preparada com 3,5 gramas de fucsina acida + 250 mL de acido lactico + 750 mL
de agua destilada (adaptado de Byrd ef al., 1983) e diluida 1: 29 (1 mL de
solugdo corante inicial + 29 mL de agua destilada). Em scguida, foram imersas
no corante ¢ mantidas por 2 minutos em banho-maria com a agua em ebuligio.
O resfriamento total foi feito em condi¢des ambiente durante a noite. As raizes

foram, entdo, lavadas para climinar o cxcesso de corantc e recolocadas nos

152



tubos, cobertas com solugio de glicerina 1:1 (glicerina pura + agua destilada) e
deixadas cm repouso por no minimo duas horas. Todas as raizcs foram
colocadas em lamina de vidro, sobre as quais foram colocadas gotas de glicerina
pura. Outra lamina dec vidro foi sobrcposta e, assim, ecstava pronta para
observagiio no microscépio de objetiva invertida. Quantificou-se, aos 4 dias da
inoculagiio, o nimero de J2 penetrados no sistema radicular. Aos 20 dias
quantificou-se o namero de juvenis do terceiro mais o quarto estadios (J3 + J4),
de fémeas por sistema radicular ¢ o percentual de sucesso no parasitismo,
dividindo o numero de fémeas pelo nimero de J2 penetrados X 100, para

M javanica ¢ H. glycines.

4.3 Reproducio de Meloidogyne javanica e de Heterodera glycines raga 3 em
raiz de soja suscetivel e resistente crescidas em diferentes temperaturas no

solo.

Plantulas de soja de cultivar suscetivel € resistentes foram cultivadas em
tubos dc cnsaio contendo solo ¢ arcia grossa em mistura ¢ inoculadas com M.
Javanica e H. glycines, como ja descrito. Empregaram-se os mesmos tratamentos
¢ delineamento experimental.

Aos 28 dias da inoculagdo, as plantas desenvolvidas nas mesmas
condigdes descritas anteriormente, ¢ infestadas com M. javanica, foram retiradas
dos tubos jorrando dgua em seus bordos. Os sistemas radiculares foram lavados
¢ imersos por 15 minutos em uma solugio de floxina B 0,0015% para coloragio
das massas de ovos de vermelho. Em seguida, o sistema radicular foi colocado
sobre papel toalha por 10 minutos para retirar o excesso de agua e possibilitar a
avaliagdo do peso fresco das raizes, seguido da contagem do niimero de massas
de ovos por sistema radicular. Para a avaliagio do nimero de ovos utilizou-se a

técnica de Hussey & Barker (1973). Em microscopio de objetiva invertida
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cstimou-se¢ o numero de ovos de M. javanica por sistema radicular (total) ¢ a
capacidade reprodutiva por fémea, cujo valor foi obtido dividindo o nimero de
ovos por sistema radicular pelo nimero de fémeas por sistema radicular.

Nas cultivares infestadas com H. glycines, o substrato e o sistema
radicular da planta de cada unidade experimental, foram retirados dos
tubos cuidadosamente sobre peneira de 0,85 mm sobreposta a outra de
0,18 mm, e lavados sob jato de agua. Em seguida, o sistema radicular
inteiro ¢ o material retido na peneira de 0,18 mm foram recolhidos e
analisados em lupa. Quantificaram-se o nimero de f€émeas e cistos por
planta.

Na analise de variancia utilizou-se o programa Sisvar. Os dados
relativos a0 nimero de J3 + J4 e nimero de massas de ovos de M.
javanica foram transformados em raiz de x + 0,5 para a realizagdo da
analise de varidncia. Na comparagio das médias, utilizou-se o teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

4.4 Acimulo de graus-dia para o desenvolvimento de M. javanica e de H.

glycines.

Para o cilculo dos graus-dia a partir da penetragdo dos J2 nas plantas,
tomou-se como base a equagio utilizada por Tyler (1933), que estimou o limiar
de desenvolvimento para Meloidogyne spp. em 10° C. A equagiio mencionada
foi K =y (t - Tb), em que K = constante térmica expressa em graus-dia; y =
numero de dias para o desenvolvimento pos-penetracio do J2 do nematéide, que
foi de 24 dias; t = temperatura média do substrato no aquecedor tipo banho-
maria; Tb = temperatura base (10° C). Para H. glycines foi utilizado 5° C como
temperatura base, conforme sugerido por Alston & Schmitt (1988) ¢ Schneider
et al. (1989), y = 24 dias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito da temperatura do solo no desenvolvimento e reproducéo de

Meloidogyne javanica em raiz de soja suscetivel e resistente.

O efeito global das temperaturas no nimero de fémeas, massas de ovos,
total de ovos ¢ sucesso do parasitismo foi maior (P< 0,05) a 28° C e menor (P<
0,05)a 20° C (Tabela 1 € 2).

O mimero de J2 de M. javanica penctrados por sistema radicular aos 4
dias apos a inoculagdo a 2742° C, ou scja, antcs das plantas serem transferidas
para o banho-maria, foi maior (P< 0,05) na cultivar suscetivel, em cerca de 24%
daquele na resistente (Tabela 1).

A soma de J3 e J4 aos 20 dias ap6s a inoculagdo foi maior (P< 0,05)
tanto no suscetivel como nas resistentes a 20° C quando comparadas com as
demais temperaturas testadas. Na cultivar suscetivel a incubagfo nas demais
tcmperaturas proporcionou valorcs scmelhantes (P< 0,05) de J3 + J4, porém nas
resistentes, a 28° C ele foi 0 mais baixo (P< 0,05) dentre as temperaturas testadas
(Tabela 1). A 28° C foi maior (P< 0,05) o nimero de fémeas e massas de ovos
em todos as cultivares testadas do que em qualquer outra temperatura. A 20° C
foi menor (P< 0,05) o nimero de fémeas ¢ massas de ovos na cultivar suscetivel
do que em qualquer outra tempcratura, porém nas resistentes o numero de
fémeas e de massas de ovos ndo diferiram daquele a 24° C. Nas temperaturas de
24 e 32° C foram semelhantes (P< 0,05) o nimero de fémeas e de massas de
ovos em qualquer cultivar testada.

O total de ovos de M. javanica foi maior (P< 0,05) na temperatura de 28°
C ¢ semclhante nas demais nas cultivares resistentes. Ja na suscetivel o total de

ovos foi semelhante ¢ maior (P< 0,05) a 28 e 32° C do que as demais, ¢ mais
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baixo (P< 0,05) a 20° C. O sucesso no parasitismo foi mais elevado (P< 0,05) a
28° C em qualquer cultivar. Na cultivar suscctivel, a capacidade reprodutiva por
fémca foi maior a 32° C (Tabela 2).

De modo geral, o cultivar Embrapa 20 em todos as varidveis avaliadas
em relagdo a M. javanica, obteve maiores valores (P< 0,05) do que a MGBR-46
¢ BRSMG Garantia, os quais foram significativamente semelhantes entre si
(Tabela 3).
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TABELA 1- Nimero de juvenis do segundo (J2), terceiro (J3) e quarto (J4) estadios, fémeas ¢ massa de ovos de
Meloidogyne javanica em raiz de soja resistente (MGBR-46 ¢ BRSMG Garantia) ¢ suscetivel (Embrapa 20)
crescidas em diferentes temperaturas do solo.

Cultivar NumerodeJ2 Temperatura  Somade Numerode  Massas de

penetrados () I3+J4 fémeas ovos

32 283b 28,67b 19,83 b

Embrapa 20 34,17a 28 4,17b 50,33 a 40,17 a
24 5,00b 26,83 b 21,33b

20 37,17a 7,00 ¢ 7,17 ¢

32 433b 11,67b 12,00b

MGBR-46 26,33b 28 0,17 ¢ 41,00a 2433 a
24 4,00b 15,33 b 6,83bc

20 31,83a 10,17 b 2,50 ¢

32 3,33¢ 16,33 b 6,50 b

BRSMG Garantia 25,50b 28 0,00d 49,33 a 21,67 a
24 14,17b 9,17bc 6,83 b

20 27,33a 2,00c 3,00b

CV% 22,89 19,26 35,85 19,90

Médias nas colunas seguidas pela mesma letra para cada cultivar nfo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 2- Numero total de ovos, percentual do sucesso de parasitismo e capacidade reprodutiva por fémea de
Meloidogyne javanica em cultivares de soja suscetivel (Embrapa 20) ¢ resistentes (MGBR-46 ¢ BRSMG
Garantia) crescidas em diferentes temperaturas do solo.

Cultivar Temperatura °C)  Total de ovos Sucesso no Capacidade
parasitismo (%)  reprodutiva / fémea
32 16033,54 a 80,44 b 572,71 a
Embrapa 20 28 17566,32 a 147,70 a 35241 )
24 9631,09b 80,59b 360,36 b
20 1802,86 ¢ 2149¢ 245,08 b
32 348794 b 46,83 b 380,50 a
MGBR-46 28 8111,50a 157,45 a 214,54ab
24 3064,35b 59,96 b 197,14b¢
20 380,39 b 40,03 b 38,71¢
32 3053,86b 65,87b 191,77 a
BRSMG Garantia 28 1422209 a 194,57 a 302,42 a
24 2474250 36,26 bc 272,06 a
20 219,35b 7,72¢ 11,42b
CV% 38,01 30,79 42,00

Médias nas colunas seguidas pela mesma letra para cada cultivar ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 3- Valor global do nimero de juvenis do segundo (J2), terceiro (J3) ¢ quarto (J4) estadios, fémcas, massa de
ovos, total de ovos, sucesso no parasitismo e capacidade reprodutiva por fémea de Meloidogyne javanica em

cultivares de soja.

Cultivar Niumero Numerode Fémeas Massasde Total de Suc. Capac
deJ2 J3+J4 ovos ovos paras.(%) reprod
Embrapa 20 34,17a 12,29a  28,21a 22,12a 11258,45a 82,55a  382,64a
MGBR-46 26,33b 10,08b 19,54b 11,42b  3761,04b  76,07a 207,720
BRSMG Garantia 25,50b  11,21ab 19,21b 9,50b 499239b  76,10a 194,41 b
CV% 22,89 19,26 35,85 19,90 38,01 30,79 42,00

Meédias nas colunas scguidas pela mesma letra nfo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



A penetragdo de J2 de M. javanica nas cultivares resistentes MGBR-46 ¢
BRSMG Garantia em proporgdes proximas aqucles na suscetivel indicam que a
resisténcia ocorre pés-penetragio e é reduzida a 28° C, propiciando alta
reprodugdo de M. javanica. Outro indicativo da reversdo desta resisténcia em
suscetibilidade pode ser constatado pelo alto nimero de fémeas na temperatura
de 28° C, o que indica que as cultivares propiciaram condi¢ées nutricionais para
clevado niimero de J2 completar o desenvolvimento pés embrionar bem préximo
dos valores na suscetivel. Esta temperatura parece também afetar a velocidade
do dcsenvolvimento pos cmbrionar dessc nematoide ja que a soma de J3 e J4 foi
baixa ou nula quando se avaliou aos 20 dias apos a inoculagdo, indicando que
neste periodo o nematoide ja estava no estadio adulto. Por conseguinte, deve
ocorrer efeito da temperatura de 28° C na cultivar resistente afetando o
mecanismo de resisténcia, € no juvenil acelerando o seu processo fisiologico.
Contudo, esse cfeito ndo se manifestou a 32° C como ocorrido em tomateiro com
gene Mi inoculado com M. javanica e mantidos em temperatura de 29,1 e 32° C
(Inomoto ef al., 1995). Segundo Dropkin (1969), a resisténcia a Meloidogyne
conferida pelo gene Mi em tomateiro ¢ reduzida em temperaturas a partir de 28°
C. A redugio da resisténcia de tomateiro, pimentio e alface a M. javanica e/ou a
M. incognita também foi observada por Alves & Campos (2001) quando as

plantas foram mantidas em sala climatizada com temperaturas do solo de 29,3°C.

5.2 Efeito da temperatura do solo no desenvolvimento e reproduciio de

Heterodera glycines raga 3 em raiz de soja suscetivel e resistente.

Quando se analisou este efcito em cada cultivar a resposta foi diferente.
Na suscetivel ocorreu maior (P< 0,05) niimero de fémeas, total de fémeas +
cistos € sucesso no parasitismo a 28° C do que em qualquer outra temperatura,
seguida daquele a 24° C (Tabela 4). Nas temperaturas de 20 ¢ 32° C o numero de
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fémcas, total de fémeas + cistos € 0 sucesso no parasitismo foram semelhantes ¢
os mais baixos (P< 0,05). O namcro de J3 + J4 foi maior (P< 0,05) a 20° C
seguido daquele a 28° C e scmelhante (P< 0,05) nas temperaturas de 24° C ¢ 32°
C (Tabela 4).

TABELA 4- Namero de juvenis do segundo (J2), terceiro (J3) e quarto (J4) estadios,
fémeas dentro da raiz ¢ fémeas e cistos fora da raiz de Heterodera
glycines em cultivares resistente (BRSMG Lideranga) e suscetivel
(Embrapa 20) de soja crescidas em diferentes temperaturas do solo.

Cultivar Numero Temperatura Nimero Nuamero Totalde Sucesso no
de )2 c0 de )3 +J4 de fémeas + parasitismo
penetrados fémeas  cistos (%)

32 11,33¢ 567¢ 6,67c 12,27¢

Embrapa 20 46,50 b 28 28,00b 28,17a 21,33a 60,04 a

24 7,67c 16,50b 13,830 35,56 b

20 38,67a 3,00c 3,67¢ 6,39c

32 17,67 a 5,17b 483a 10,00b

BRSMG Lideranga 52,33 a 28 8.67ab 483b 383a 9,490

24 4,83b 14,33a 5,83a 28,74 a

20 11,00ab 433b 183a 8.11b

CV% 19.52 42,44 29,35 41,02 25,48

Médias nas colunas seguidas pcla mesma letra para cada cultivar ndo diferem pelo
testc de Tukey a 5% de probabilidade.

Na cultivar resistente, o total de fémeas + cistos foi baixo e semelhante
(P< 0,05) em qualquer temperatura. J4 o namero de fémeas e o sucesso no
parasitismo foi maior a 24° C ¢ semelhante (P< 0,05) entre todos os demais
(Tabela 4). Embora a penctragio de J2 tenha sido maior (P< 0,05) na cultivar
BRSMG Lideranga, o nimero de J3 + J4, de fémeas, total de fémeas + cistos € o

sucesso no parasitismo foram maiores (P< 0,05) na cultivar Embrapa 20
(Tabela 5).
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TABELA 5- Numero de juvenis do segundo (32), tercciro (J3) e quarto (J4)
estadios, fémeas dentro da raiz ¢ fémeas ¢ cistos fora da raiz de
Heterodera glycines em cultivares resistente (BRSMG Lideranga) e
suscetivel (Embrapa 20) de soja.

Cultivar Nimero Nimerode Nimero Total de Sucesso no
de J2 J3+J4 defémeas femeas+ parasitismo
cistos (%)
Embrapa 20 46,50 b 21,42 13,33a 11,37a 28,57 a
BRSMG Lideranga 52,33 a 10,54 7.17b 408b 14,09b
CV% 19,52 42,44 29,35 41,02 25,48

Mcdias nas colunas seguidas pela mesma letra nio diferem pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

A temperatura nio afctou a resisténcia da cultivar BRSMG Lideranga a
H. glycines raga 3. Entrctanto, o parasitismo de H. glycines nas cultivares
testadas foi favorccido pelo intervalo de temperatura de 24 a 28° C. Em
linhagem de feijociro Mizobutsi ef al. (2001), encontraram suscetibilidade a H.
glycines raga 3 em temperatura de 30° C. Em cultivar suscetivel, Alston &
Schmitt (1988) observaram maior desenvolvimento de H. glycines em
temperaturas variando de 22 a2 29°C.

A resisténcia da cultivar ndo desfavorece a penetragio de J2 nas raizes,
porém vai tornar-sc obstaculo para o seu desenvolvimento ¢ reprodugio. Assim
como foi observado para M. javanica, a resisténcia de soja a H. glycines também
ocorre na fase pés-penetragio. Segundo Kim & Riggs (1992), os J2 de H.
glycines sio eficazes na penetragdo em raizes de cultivares resistentes de soja,
como Peking, Forrest ¢ Bedford, porém nio formam o sitio de alimentagio tendo

o seu desenvolvimento interrompido.
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5.3 Acimulo de graus-dia para o desenvolvimento de Meloidogyne javanica

e de Heterodera glycines.

O acimulo de graus-dia aumentou quando foram empregadas
temperaturas mais altas tanto para M. javanica como para H. glycines. Vintc ¢
oito graus centigrados foi a melhor temperatura para desenvolvimento e
reprodugio de M. javanica nas cultivares de soja testadas, exigindo
requcrimento térmico acumulado de 425,76 graus-dia. Ja H. glycines teve o seu
parasitismo favorecido no intervalo de 24 a 28° C, e o requerimento térmico
acumulado neste intervalo foi de 452,64 a 545,76 graus-dia, respectivamente.
Portanto, o requerimento térmico para H. glycines foi maior do que para M.
Jjavanica, apesar da temperatura basc utilizada ter sido de 5° C para H. glycines ¢
de 10° C para M. javanica. Alves & Campos (2001), utilizando temperatura de
29,3° C, encontraram maior parasitismo de M. javanica ¢ M incognita raga 3 em
tomateiro a 540 graus-dia. Para H. glycines, Alston & Schmitt (1988)
observaram que o melhor intervalo para o desenvolvimento foi com
tempcraturas médias variando entre 21 e 31° C, acumulando 429 + 24 graus-dia.
Lauritis ef al. (1982) verificaram que, entre 5 ¢ 30° C, 25° C proporcionou
desenvolvimento mais rapido de H. glycines raga 3, acumulando 420 graus-dia.

Ja no intervalo de 5 e 32° C, Schneider et al. (1989) encontraram um acumulo de
520 graus-dia.
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6 CONCLUSOES

1) O maior desenvolvimento ¢ reprodugdo de M. javanica em todas as cultivares

testadas ocorreu em temperatura do solo de 28° C.

2) Dc modo geral, o parasitismo de H. glycines raga 3 nas cultivares testadas foi

favorecido no intervalo de temperatura de 24 a 28° C.
3) A temperatura ndo afetou a resisténcia da cultivar BRSMG Lideran¢a a H.
glycines raga 3, mas diminuiu a resisténcia da cultivar BRSMG Garantia ¢

MGBR-46 a M. javanica a 28° C.

4) M. javanica requereu 425,76 graus-dia para completar o seu desenvolvimento

apos a penetragdo em soja e H. glycines, entre 452,64 ¢ 545,76 graus-dia.
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CAPITULO 8

Flutuagdes térmicas na eclosfo ¢ no desenvolvimento embriondrio de

Meloidogyne javanica.
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1 RESUMO

CAMPOS, Hercules Diniz. Flutuagdes térmicas na eclosio e no
desenvolvimento embrionario de Meloidogyne javanica.In: . Aspectos do
parasitismo e da privagéio alimentar do nematéide de galhas (Meloidogyne
Jjavanica) e do cisto (Heterodera glycines) em soja. 2003. Cap. 8. p. 167-187.

Tese (Doutorado em Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.*

Ainda dentro do ovo, fatores abidticos influenciam o desenvolvimento,
bem como a sobrevivéncia e eclosdo de juvenis do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne spp. O efeito relativo a temperatura constante tem sido estudado
com varias espécies e populagdes de Meloidogyne spp. Entretanto, no campo
predomina a flutuacio da temperatura, principalmente as diérias e noturnas.
Assim, objetivou-se cstudar o efcito desta flutuagio dc temperaturas em
populagdo de ovos de M. javanica com cstadios de desenvolvimento
padronizados. Quando foram usados ovos com juvenis ja formados, maior
percentual de cclosdo ocorreu em temperatura fixa de 28° C. A redugdo do
tempo de exposi¢do a esta temperatura reduziu a eclosdo. A exposi¢io dos ovos
por 10 horas a 10° C seguido de 14 horas a 28° C, proporcionou maior eclosdo
dos J2 do que a de 10 horas a 5° C seguido de 14 horas a 28° C. J4 a incubagdo
em temperatura constante de 10° C proporcionou menor taxa de eclosdio. Quando
foram usados ovos no estadio de 2 células a incubagiio a 28° C acelerou a
multiplicacdo celular ¢ o desenvolvimento embrionério. Aos 4 dias de incubagsio
ja ocorria mais de 50% de ovos com juvenis. A incubagio em temperatura
constante de 10° C permitiu apenas a multiplicagdo celular. Em temperaturas
variadas, por 10 horas a 10° C e 14 horas a 28° C, a inoculagio proporcionou
maior e mais rapido desenvolvimento do nematéide do que em 10 horasa 5° C e
14 horas a 28° C. Maior exposigio a 28° C acelcron todos os processos
envolvidos na multiplicag3o celular, no desenvolvimento embrionario e na saida
do J2 do ovo. Entretanto, a interrup¢do desse processo por temperatura de 5° C
causou efeitos deletérios irreversiveis nas células, embrides ou juvenis dentro
dos ovos.

* Comit€ Orientador: Vicente Paulo Campos- UFLA (Orientador), Edson
Ampélio Pozza- UFLA ¢ Mario Liicio Vilela de Resende- UFLA.

168



2 ABSTRACT

CAMPOS, Hercules Diniz. Temperature fluctuations in hatching and on
embryonic development of Meloidogyne javanica. In: . Aspects of
parasitism and starvation of root-knot nematode (Meloidogyne javanica)
and cyst (Heterodera glycines) in soybean. 2003. Cap. 8. p. 167-187. Thesis
(Doctorate Program in Phytopathology)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

Still in the egg, abiotic factors affect the cmbryonic development,
survival and hatching of second-stage juvenile (J2) of Meloidogyne spp. The
effect of constant tcmperature has been studied with various species and
populations of Meloidogyne spp. However, in the ficld, predominate the
temperature fluctuation between day and night. Thus, its work aimed to study
the effect of temperatures fluctuation in eggs population of M. javanica with
standardized development. When eggs with formed juveniles inside were used,
greater percentage on hatching occurred at fixed temperature of 28° C. The
reduction of the exposure time at 28° C reduced hatching. The eggs exposure for
10 hours at 10° C complemented by 14 hours at 28° C gave greater J2 hatching
compared to 10 hours at 5° C complemented by 14 hours at 28° C. The
incubation at fixed temperature of 10° C gave low hatching. When eggs at the
two-cell stage were used and incubated at 28° C the cell multiplication and
embryonic development were speeded up. At four days of incubation at 28° C
occurred more than 50% of the eggs with juveniles. The incubation at fixed
temperature of 10° C allowed the cellular multiplication only. At altemated
temperatures of 10 hours at 10° C and complemented by 14 hours to 28° C gave
greater and faster nematode development than 10 hours at 5° C complemented
by 14 hours at 28° C. Greater exposure at 28° C speeded up all the processes
involved on cell multiplication, embryonic development and J2 hatching.
However, the interruption of these processes by temperature of 5° C caused
irreversible deleterious effect on cells, embryos and juveniles inside the eggs.

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos- UFLA (Orientador), Edson
Ampélio Pozza- UFLA e Mario Licio Vilela de Resende- UFLA.
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3 INTRODUCAO

A sobrevivéncia de fitonematéides em condigdes ambicntais adversas
pode variar entre as espécies e entre os seus estadios de desenvolvimento. No
ovo ocorrem a multiplicagdo celular, formagiio e organizagio dos tecidos,
desenvolvimento embrionar passando pelos pecriodos de moérula, blastula e
gastrula, formando o juvenil do primeiro estidio que apés a primeira ecdise
passa a juvenil do segundo estadio (J2) (Campos ef al., 2001). Ainda dentro do
ovo, varios fatores abiéticos podem influenciar nesse desenvolvimento, bem
como a sobrevivéncia ¢ a eclosdo de J2 de Meloidogyne spp.

Nas condi¢es de campo, entretanto, a temperatura ¢ um fator
extremamente importante para o sucesso do desenvolvimento e a manutencio da
populagio do nematbide dentro ou fora da planta (Evans, 1987). O fator
temperatura pode controlar o desenvolvimento embrionario dentro dos ovos ¢ a
habilidade do J2 em romper e liberar a casca do ovo (Lee & Atkinson, 1977).
Entretanto, as pesquisas ja realizadas, além de utilizar populagdes de ovos com
varios estddios de desenvolvimento, avaliaram o efeito de temperaturas fixas ou
em intervalos sem a determinagfio do tempo de exposi¢do na embriogénese e na
cclosdo de J2 de Meloidogyne. Assim, Decker (1989) ¢ Wallace (1971)
verificaram que o intervalo de temperatura entre 15 ¢ 30° C possibilita o
desenvolvimento da maioria das espécies de Meloidogyne. Ha também um efeito
especifico entre espécies quanto i temperatura. Ovos de M. hapla
desenvolveram embriGes a 8°C, o que ndo aconteceu com M. incognita (Vrain &
Barker, 1978). A taxa de embriogénese em M. javanica sob temperatura de 15°C
foi aproximadamente 4 a 5 vezes menor do que aquela em 30°C (Bird, 1972).
Para M. javanica, a eclosio de J2 ocorreu mais rapidamente a 25°C (Bird, 1972;

Vrain, 1978). No entanto, a taxa de eclosdo de J2 foi insignificante abaixo de
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12°C € 15°C para M. incognita ¢ M. javanica, respectivamente (Bird & Wallace,
1965; Goodell & Ferris, 1989). Aproximadamente 85% dos ovos dc M. javanica
submetidos 4 temperatura de 8°C por 30 dias tiveram rctardamento da eclosao
dos J2, quando comparado aqueles ndo submetidos a baixa temperatura (Huang
& Pereira, 1994). Ja M. chitwoodi ¢ M. hapla apresentaram taxas de eclosdo
satisfatérias mesmo em temperaturas proximas de 10°C (Santo & O’Bannon,
1981).

No entanto, pouco se sabe sobre o feito de temperaturas alternadas na
eclosdo de J2 e no desenvolvimento embrionario. Desta forma, neste trabalho
objetivou avaliar: a) o percentual de eclosdo de J2 de M. javanica a partir da
incubagiio de ovos contendo juvenis formados em temperaturas alternadas ou
fixas por diferentes periodos de tempo; ¢ b) o progresso de desenvolvimento
embrionar apés a incubagio de ovos no estadio de 2 células em temperaturas

alternadas ou fixas por diferentes periodos de tempo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencio de ovos de Meloidogyne javanica no estidio embriondrio de

duas células ou contendo juvenis.

Raizes galhadas de plantas jovens de soja cultivar Embrapa 20, aos 22
dias apos inoculagdo ¢ galhas dc plantas velhas, foram coletadas, scparadamente,
¢ os ovos foram extraidos conforme a técnica de Hussey & Barker (1973). As
impurezas misturadas aos ovos foram eliminadas vertendo-se a suspensdo em
peneira de 0,025mm e os ovos foram recolhidos com solugdo de sacarose (454g
de aguicar por litro de agua), centrifugada a 1700 rpm por 1 minuto. Em seguida,
verteu-se o sobrenadante contendo os ovos em pencira de 0,0i025 mm,
enxaguando-os em agua corrente. A suspensio de ovos livres de impurezas foi
submetida a desinfestagdo superficial em solugdo de pentabiético 300 ppm por 4
minutos. A seguir foi vertida, novamente, em peneira de 0,025 mm, e os ovos
foram enxaguados com agua de torneira autoclavada.

As suspensdcs de ovos desinfestados foram colocadas em placas de
vidro ¢ levadas para microscépio de objctiva invertida. Da suspensio obtida de
raizes de plantas jovens foram separados apenas ovos no estadio de duas células.
Daquela obtida de galhas de plantas velhas foram separados ovos contendo

juvenis.

4.2 Efeito de temperaturas fixas e variadas na ecloséio de juvenis do segundo

estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

Vinte ovos contendo juvenis, constituindo a unidade experimental, foram

transferidos para cada célula da placa de Elisa. Essas placas foram
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acondicionadas cm caixas plasticas (gerbox) ¢ transferidas para camaras com
tcmperatura fixas de 10 ou 28° C ¢ temperaturas variadas: a) incubagio por 10
horas a 5° C seguida de 14 horas a 28° C; b) incubagdo por 10 horas a 10° C
seguida de 14 horas a 28° C. Nessas temperaturas 0s ovos com juvenis ja
formados foram incubados por 11 dias. A cada 24 horas quantificou-se, de 6
repeti¢Ses de cada tratamento térmico, o nimero de J2 eclodidos. Obteve-se, no
final, o total de J2 eclodidos nos 11 dias de incubagdo em cada tratamento
térmico. Também calculou-se o progresso da cclosdo em cada dia de incubagéo.

O delineamento empregado foi inteiramente casualizado com 4
tratamentos térmicos e 11 periodos de incubagdo em 6 repetigoes.

A anilise de varidncia assim como as de regressdes foram
realizadas com o programa SAS User’S guide: statistics, version 8 (SAS
Intitute Inc., Cary, USA, 1999). As fontes de variagdo significativas pelo
teste F foram empregadas para construir os modelos de regressdo, e em

seguida foram plotadas as curvas.

4.3 Efeito de temperaturas fixas e variadas no desenvolvimento embriondrio

de Meloidogyne javanica.

Vinte ovos no estadio de duas células, constituindo a unidade
expenmental, foram transferidos para cada célula de placa de Elisa. Essas placas
foram acondicionadas em caixas plasticas (Gerbox) ¢ incubadas nas mesmas
temperaturas descritas no ensaio anterior. Nessas tcmperaturas os ovos com 2
células foram incubados por 12 dias. A cada 3 dias quantificou-se, de 4
repeticées de cada tratamento térmico, o percentual de ovos nos estadios, de
duas ¢ quatro células, pluricclular, gastrula, tadpole, com juvenil formado, além

da avaliagdo dos J2 cclodidos. Obteve-se, no final, o total de cada estadio nos 12
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dias de incubagiio cm cada tratamento térmico também calculou-se o progresso
do descnvolvimento dc cada estadio em cada dia de incuba¢do.

O delincamento utilizado foi o intciramente casualizado com 4
tratamentos térmicos ¢ 4 periodos de incubagdo em 4 repetigoes.

Os dados obtidos foram transformados em raiz de x + 0,5 para a
rcalizagdo da analise de varidncia. Nos dois ensaios utilizou-se o programa
Sisvar na analise de variincia e as médias foram comparadas através do teste de
Scott & Knott (1974) a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito de temperaturas fixas e variadas na eclosao de juvenis do segundo

estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

Durante o periodo de 11 dias de incubagdo dos ovos com juvenis ja
formados & temperatura constante de 28° C, proporcionou maior eclosdo de J2 de
M. javanica, seguido dos tratamentos em que a exposigdo a 28° C foi de apenas
14 horas por dia (Figura 1). Entretanto, a exposi¢do por 10 horas a 10° C
complementada por 14 horas a 28° C, propiciou melhor eclosdo de J2 do que a 5°
C. A incubagio em tcmperatura constante de 10° C propiciou a menor ecloséo.
Na temperatura constante de 28° C ¢ na alternada de 10° C por 10 horas scguida
dc 28° C por 14 horas, a eclosdo de J2 foi progressiva ao longo do periodo de
incubagdo. Porém, a 10° C ¢ na alternada de 5° C por 10 horas seguida de 28° C
por 14 horas, houve tendéncia de estabilizagdo na eclosao dos J2 a partir do 7°
dia de incubagio. Quando diminuiu-se o periodo de exposi¢do a 28° C os valores
em eclosdo foram intermediarios entre as temperaturas constantes de 28° C e 10°
C. Contudo, a exposigio por 10 horas a 10° C propicion sempre maior eclosao

do quc aquela a 5° C (Figura 1).
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FIGURA 1- Efeito de temperaturas fixas ¢ variadas no percentual de eclosdo de
juvenis do scgundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica a partir
de ovos contendo juvenis ja formados intemamente e incubados por
diferentes periodos de tempo em dias.

Como os ovos empregados neste ensaio ja continham o juvenil formado,
a maior cclosio a 28° C indica que esta temperatura € mais adequada ao
processo de saida do J2 do ovo do que a de 10° C. Além disto, a redugdo do
tempo de exposi¢io a temperatura de 28° C reduz a eclosdo. Portanto, a redugio
da tempcratura durantc a noitc leva a queda na eclosdo. Freire & Ferraz (1977)

também encontraram maior eclosio dc¢ J2 de M. incognita ¢ de M. javanica em
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temperatura de 28° C, cmbora Bird (1972) € Vrain (1978) tenham observado que
a eclosdo de J2 de M. javanica foi mais rapida cm temperaturas constantcs de
25° C e de 30° C. Porém, a taxa dc eclosdo dc J2 foi insignificante abaixo de 12 ¢
15° C para M. incognita e M. javanica, respectivamente (Bird & Wallace, 1965;
Goodell & Ferris, 1989). A 8° C, 85% dos ovos de M. javanica tiveram a eclosdo
inibida, quando comparados aqucles ndo submetidos a baixa temperatura (Huang
& Percira, 1994). Entrctanto, como esscs autores ndo usaram populagdo
homogénea de ovos com o juvenil ja formado, csses cfeitos podem ter ocorrido
em fases anteriores 4 formagio do juvenil, como multiplicagio celular e

desenvolvimento embrionario.

5.2 Efeito de temperaturas fixas e variadas no desenvolvimento embrionirio

de Meloidogyne javanica.

Durante o periodo de 12 dias de incubagdo de ovos no cstadio de duas
células a 10° C foi maior (P< 0,05) o nimero dc ovos com 2 células ¢ distribuido
ao longo dos 12 dias. Nas demais temperaturas dc incubagdo, csse estadio sc
concentrou nos 3 primeiros dias de incubagdo. O menor nimero de ovos com 2
células ocorreu quando da incubagio em temperatura constante de 28° C (Figura
2). O nimero de ovos com 4 células teve resultados semethantes aquele de 2
células (Figura 2). Aos 6 dias de incubagdio o nimero dc ovos no estadio
pluricelular foi maior (P< 0,05) quando incubado por 10 horas a 5° C e 14 horas
a 28° C, seguido das incubagdes em temperatura constante de 10° C ¢ de 10
horas a 10° C ¢ 14 horas a 28° C (Figura 3). Essc estadio ndo ocorreu na
incuba¢do a temperatura constante dc 28° C (Figura 3). O estadio pluricclular
tem distribuigdo ao longo do periodo de incubagdo nas temperaturas estudadas,
exceto na temperatura constante de 28° C em que ocorreu com alta porcentagem

até o 3% dia de incubagio (Figura 3). Por outro lado quando se incubou em
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temperatura constante de 10° C, o estadio pluricelular ocorreu em mais de 50%
da populagio de ovos a partir do 6° dia até o final do periodo. Na incubagdo cm
temperaturas variadas a situagio foi diferente. Mais de 50% do estadio
pluricelular ocorreu no periodo de 3 a 6 dias de incubagio dos ovos por 10 horas
a 5° C ¢ 14 horas a 28° C. Quando se incubou 10 horas a 10° C ¢ 14 horas a 28°
C mais de 50% desse estadio ocorreu até os 3 dias de incubagao.

O numero de ovos no estadio de gastrula apresentou distribui¢do ao
longo dos 12 dias de incubagio bem diferente daquela do estadio pluricelular.
Essc estadio foi observado apenas no regime de temperatura fixa de 28° C e
temperaturas variadas por 10 horas a 10° C ¢ 14 horas a 28° C nos trés primeiros
dias de incubagiio. A 10° C, ele ndo foi obscrvado em nenhum periodo de
incubagdo (Figuras 2, 3, 4 e 5). Na incubagdo em temperatura constante de 28°
C, observou-se o estadio de gastrula no 3° dia. Entretanto, quando se incubou
por 10 horas a 10° C ¢ 14 horas a 28° C a gistrula foi observada a partir do
terceiro dia até o final. Ja cm incubagdo por 10 horas a 5° C e 14 horas a 28° C,
observou-se gastrula a partir do 9° dia até o final (Figuras 4 ¢ 5). O nimero de
ovos no cstadio tadpole teve resultado bem semclhante aquele da gastrula
(Figuras 3, 4 e 5). O juvenil formado dentro do ovo ndo ocorreu em nenhum
periodo de incubagdo em temperatura constante de 10° C. Contudo a 28° C mais
de 50% dos ovos tinham juvenis a partir do 6° dia até o final (Figuras 3, 4 € 5).
Quando se incubou por 10 horas a 10° C ¢ 14horas a 28° C o juvenil dentro do
ovo foi observado a partir do 9° dia até o final, porém em porcentagem diaria
menor (P< 0,05) do que aquela na temperatura constante a 28° C. Contudo,
quando se incubaram os ovos por 10 horas a 5° C € 14 horas a 28° C o estadio de
juvenil formado dentro do ovo foi observado apenas apés o 12° dia de incubacio
em porcentagem diaria menor do que aquela incubada por 10 horas a 10°C e 14
horas a 28° C. A 28° C observou-se elevada percentagem de ovos com juvenil e

diferente (P< 0,05) dos demais regimes térmicos. A eclosdo de J2 a 28° C
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ocorreu a partir do 9° dia até o final. O mesmo ocorreu quando se incubaram os
ovos por 10 horas a 10° C ¢ 14 horas a 28° C, porém, a cclosdo ocorrcu cm
percentagem diaria bem inferior aquela a temperatura constante de 28° C
(Figuras 4 e 5). Nenhuma ecloso ocorreu em qualquer periodo de incubagio em
temperatura constante de 10° C ¢ naquele por 10 horas a 5° C e 14 horas a 28° C.

O baixo percentual de ovos com 2 células ¢ alto no estadio pluricelular
nos 3 primeiros dias, quando incubados a 28° C, indica quc foi rapida a
multiplica¢fio celular, bem como o desenvolvimento embrionar, ja que com 6
dias ja se encontravam mais de 80% dos ovos com juvenis,

A alta porcentagem de ovos no estadio pluricelular e a inexisténcia de
outros estadios até o periodo final da inoculagio em 10° C, indica que essa
temperatura nfo limita a multiplicagdo celular, mas inibe o desenvolvimento
embrionar e a eclosio. Entretanto, ndo se pode definir se os ovos no cstadio
pluricelular manterdo viaveis ou ndo por algum periodo de tempo.

A alterndncia de periodos de temperaturas de 5° C e 10° C,
complementada com 28° C, leva a grande redugdo no desenvolvimento
embrionar. Porém, a alternincia com tcmperaturas de 5 ¢ 28° C levou a inibi¢do
da eclosdo. Desta forma, para que ocorra intenso desenvolvimento embrionario €
eclosio no campo, serio necessarios noites ¢ dias quentes sem queda de
tempceratura notuma.

A taxa de embriogéncse cm M. javanica sob temperatura constante de
15° C foi aproximadamentc 4 a 5 vezes menor do que aqucla em 30° C (Bird,
1972). Segundo Vrain & Barker (1978), as condi¢des térmicas étimas para a
embriogénese de M. incognita estdo entre 25 ¢ 30° C, pois em temperatura
constante de 8° C o descnvolvimento dos embrides de M. incognita ndo ocorreu.
Bergeson (1959) observou redugio de mais de 75% na sobrevivéncia de
embrides dentro dos ovos de M. incognita quando submetidos a temperaturas

inferiores a 10° C. De fato, Dutra (2002) verificou efeito deletério em ovos de M.

179



incognita incubados a 8° C. A falta de uma adaptagio do ovo ao meio externo o
torna suscctivel a injirias proporcionadas por temperaturas baixas (Vrain &
Barker, 1978).
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Desenvolvimento | Juvenil J2
Temperatura Multiplicagfio celular embrionar formado eclodido
(°C) A B C D E F G
28
0,00 d 0,00 ¢ 94,75 a 5.25a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
10-28
450 ¢ 14,25b 78,00 a 325a 0.00 a 0,00a 0,00 a
5-28
10,50b  34,50a 55,00 b 0,00 b 0.00 a 0.00a 0.00a
10
33.75a 31,00 a 3525¢c 0,00 b 0,00 a 0,00 a 0,00 a

FIGURA 2- Desenvolvimento embriondrio de ovos de Meloidogyne javanica no
estadio de 2 células incubados por 3 dias em temperaturas fixas e
alternadas. Fase de multiplicagdo celular (A = 2 células; B = 4
células; C = Pluricelular); Desenvolvimento embrionar (D =
Gastrula; E = Tadpole); Final do desenvolyimento embrionar (F =
Juvenil dentro do ovo; G = J2 eclodido) e a porcentagem de cada
um deles. Médias nas colunas entre temperaturas dentro do
mesmo estadio, seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott & Knott (1974) a S % de probabilidade.
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Desenvolvimento | Juvenil 12
Temperatura Multiplicagdo celular embrionar formado eclodido
(°C) A B C D E F G
28 }
0,00 b 0,00 b 0,00d 0,00 b 3,00b 83,75a 0,00 a
10-28
0,00 b 0,00b 0,00 a 0,00 a
5-28
0,00 b 0,00 b 88,00 a 0,00 b 0,00 0,00a 0,00 a
10
_
26,25 a 18.75a 36,25 b 0,00 b 0,00 0,00 a 0,00 a

FIGURA 3- Desenvolvimento embrionério de ovos de Meloidogyne javanica no
estadio de 2 células incubados por 6 dias em temperaturas fixas e
alternadas. Fase de multiplica¢do celular (A = 2 células; B = 4
células; C = Pluricelular); Desenvolvimento embrionar (D =
Gastrula; E = Tadpole); Final do desenvolvimento embrionar (F =
Juvenil dentro do ovo; G = J2 eclodido) e a porcentagem de cada
um deles. Médias nas colunas entre temperaturas dentro do
mesmo estadio, seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si

pelo teste de Scott & Knott (1974) a 5 % de probabilidade.
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Desenvolvimento Juvenil 12
Temperatura Multiplicagio celular embrionar formado | eclodido
‘e) A B c D E F G
28
000b  0,00b 0.00d 0,00 b 53,75a 34,00a
10-28
0,00b  0,00b 1475¢  1925b 18,50 a 3275b 8,25b
5-28
0,00b  0,00b 37.50b  36,25a 20,25 a 0,00 ¢ 0,00 ¢
10

2625a 1875a 5525a 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 ¢ 0,00 ¢

FIGURA 4- Desenvolvimento embriondrio de ovos de Meloidogyne javanica no
estadio de 2 células incubados por 9 dias em temperaturas fixas e
alternadas. Fase de multiplicagdo celular (A = 2 células; B = 4
células; C = Pluricelular); Desenvolvimento embrionar (D
Géstrula; E = Tadpole); Final do desenvolvimento embrionar (F
Juvenil dentro do ovo; G = J2 eclodido) e a porcentagem de cada
um deles. Médias nas colunas entre temperaturas dentro do
mesmo estadio, seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott & Knott (1974) a 5 % de probabilidade.

183



Desenvolvimento Juvenil 12

Temperatura Multiplicagdo celular embrionar formado | eclodido
¢e) A B C D E F G
28
0,00b 0.00b 0,00 ¢ 0,00¢ 0,00 ¢ 50,75a 37.00 a
i
10-28 3
0,00b 000b 8,75b 9,75b 1450 b
5-28
0,00b  0,00b 1750b  2825a  2L75a 17,50 ¢ 0,00 ¢
10

2625a 1875a 5525a  000c¢ 0,00¢ 0,00 d 0,00 ¢

FIGURA 5- Desenvolvimento embriondrio de ovos de Meloidogyne javanica no

estadio de 2 células incubados por 12 dias em temperaturas fixas
e alternadas. Fase de multiplicagdo celular (A = 2 células; B = 4
células; C = Pluricelular); Desenvolvimento embrionar (D =
Gastrula; E = Tadpole); Final do desenvolvimento embrionar (F =
Juvenil dentro do ovo; G = J2 eclodido) e a porcentagem de cada
um deles. Médias nas colunas entre temperaturas dentro do
mesmo estadio, seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott & Knott (1974) a 5 % de probabilidade.
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6 CONCLUSOES

1) O maior percentual de eclosdo ocorrcu em temperatura fixa de 28° C. A

redugdo do tempo de exposigdo a esta temperatura reduziu a ecloso.

2) A exposigio dos ovos por 10 horas a 10° C seguido de 14 horas a 28° C,
proporcionou maior cclosio dos J2 do quc a dc 10 horas a 5° C seguido dc 14
horas a 28° C. Ja a incuba¢iio em temperatura constante de 10° C proporcionou

menor taxa de eclosao.

3) A 28° C acelerou-sc a multiplicagio cclular ¢ o desenvolvimento embrionario

dentro dos ovos. Aos 6 dias observou mais de 80% de ovos com juvenis.

4) A incubagio em temperatura constante de 10° C permitiu apenas a

multiplicacdo celular,
5) Temperaturas variadas por 10 horas a 10° C seguida de 14 horas a 28° C,

proporcionou maior ¢ mais rapido desenvolvimento do nematéide do que 10
horas a 5° C seguida de 14 horas a 28° C.
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CAPIiTULO 9

Penetraciio e reprodugiio de Meloidogyne javanica em raiz secionada de soja

e evasdio de juvenis do segundo estidio
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1 RESUMO

CAMPOS, Hercules Diniz. Penetragio ¢ reprodugio de Meloidogyne javanica
em raiz secionada de soja ¢ evasdo de juvenis do segundo estadio. In:
Aspectos do parasitismo e da privaciio alimentar do nematéide de galhas
(Meloidogyne javanica) e do cisto (Heterodera glycines) em soja. 2003. Cap.
9. p. 188-203. Tese (Doutorado em Fitopatologia)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

O parasitismo de Meloidogyne ¢, normalmente, estudado em plantas
intactas, ¢ pouco sc sabe sobre a capacidade de evasdo de J2 das raizes de
plantas hospedeiras. Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de
penetragdo, desenvolvimento e reprodugdo de M. javanica em soja com raizes
seccionadas, ¢ determinar a taxa de evasdo de M. javanica em raizes de soja
suscetivel. O cortc das raizes afetou quantitativamentc a penetragio, o
desenvolvimento ¢ a reprodugdo de M. javanica em soja comparada com a
planta com o sistema radicular intacto. Quanto maior foi a se¢do feita nas raizes,
menor foi a penetragdo, o nimero de fémeas ¢ massas de ovos. A se¢do feita a
30 mm da coifa proporcionou os menores nimeros de J2, fémeas, massas de
ovos ¢ de ovos, significativamente diferentes daqueles da secio a 5 mm da coifa.
A reprodugio de M. javanica avaliada em ovos por sistema radicular como por
grama de raiz foi a mais alta (P< 0,05) na planta com raizes intactas ¢
significativamente reduzida com o tamanho da scgfo feita na raiz. O mimcro de
J2 evadidos foi baixo, chegando a 4,17% aos 20 dias. O sucesso no
desenvolvimento pés-embrionario de M. javanica variou de 90,28 a 97,22% aos
20 ¢ 12 dias ap6s a inoculagdo, respectivamente. A populagdo de fémeas foi
proporcional ao nimero de J2 penetrados a partir de 4 dias da inoculagdo.

* Comité Oricntador: Vicente Paulo Campos- UFLA (Orientador), Edson
Ampélio Pozza- UFLA e Mario Licio Vilela de Resende- UFLA.
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2 ABSTRACT

CAMPOS, Hercules Diniz. Penctration and reproduction of Meloidogyne
Jjavanica in cut root of soybean and cvading of second-stage juveniles.
In: . Aspects of parasitism and starvation of root-knot nematode
(Melozdogyne Javanica) and cyst (Heterodera glycmes) in soybean. 2003, Cap.
9. p. 188-203. Thesis (Doctorate Program in Phytopathology)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

The parasitism of M. javanica is, normally, studied in intact plants, and
few is known on evading of J2 from roots of susceptible plants. This work aimed
to cvaluatc the penetration, development and reproduction of M. javanica in cut
root of susceptible soybean. The extension of the root cutting affected
quantitatively the penetration of J2, development and reproduction of M.
Javanica in soybean compared to plant with intact root system. Greater extension
of root cutting, lesser were the penetration of J2, number of female in the root
and egg-mass. The cutting of 30 mm from the root cap resulted in lesser (P<
0,05) number of J2, female, cggs-mass and eggs compared to 5 mm section. The
number of eggs by root system and per gram of root were higher (P< 0,05) in
intact roots than in cut root system, and proportionally lesser according to the
extension of the root cutting. The numbers of evaded J2 was low, reaching
4,17% of the total inoculated J2 at 20 days aftcr inoculation. The success on
post-embryonic development of M. javanica varied from 90,28 to 97,22% at 20
and 12 days after inoculation, respectively. The female population was
proportional to the penetrated J2 into the root after 4 days from the inoculation.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos- UFLA (Major Professor), Edson
Ampélio Pozza- UFLA e Mario Lucio Vilela de Resende- UFLA.
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3 INTRODUCAO

A atracio do nematéide para as raizes da planta pode ou ndo favorecer o
parasitismo, dependendo dos eventos que ocorrem no seu corpo € na planta
hospedeira (Faria ef al., 2003). Esses eventos na planta hospedeira podem ser de
naturcza dindmica, como a resposta ao ataque do nematéide, formando ou ndo o
sitio de alimentagio na maioria das rclagdes nematdide scdentario ¢ planta
suscetivel (Campos ef al., 2001). Todavia, injirias nas raizes de causas diversas
formam outra fonte de alteragdo no hospedeiro, pouco investigada quanto ao
efeito na relagdo nematoide-planta.

Outro aspecto da rclagio nematdide-planta ¢ o papel dindmico do juvenil
do segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp. No solo, o J2 precisa ser atraido ¢
orientado em dire¢io ao local de penctragdo na raiz. Depois de vencer as
primeiras camadas de tecido no processo de penetragdo, precisa orientar-se em
diregdo ao local que recebera o estimulo para produzir o seu sitio de alimentagdo
(Hussey & Grundler, 1998). Entrctanto, apds a penetragiio na raiz ¢ antes de se
tornar sedentario, o J2 ainda pode evadir-se da raiz. Esse fato foi observado
apenas em gendtipos de plantas resistentes, como verificado por Reynolds ef al.
(1970), trabathando com M. incognita acrita em genétipos resistentes de alfafa,
Herman et al. (1991), com M. incognita em soja resistentes, ¢ Windham &
Willians (1994), quando avaliaram a resisténcia de milho a M. incognita.
Portanto, ainda nio se sabe a propor¢do de evasdo de M. javanica em soja
suscetivel durante o desenvolvimento do nematédide até o seu estadio adulto na
planta.

Desta forma, este cstudo teve como objetivos: a) avaliar a capacidade de

penetragdo, desenvolvimento e reprodu¢do de M. javanica em plantas de soja
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com raizes scccionadas; b) avaliar a taxa de evasdo de M. javanica ¢m raizes de

plantas de soja suscctivel até o estidio adulto.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengiio do in6culo de Meloidogyne javanica.

Os juvenis do scgundo estadio (J2) de M. javanica foram obtidos

conforme descrito no capitulo 2, em 4.1.

4.2 Efeito do seccionamento radicular da soja na penetragdo,

desenvolvimento e reprodugiio de Meloidogyne javanica.

Sementes de soja do cultivar Embrapa-20 foram desinfestadas
superficialmente com hipoclorito de sédio (1%) por 1 minuto, colocadas para
germinar em bandejas contendo arcia grossa umedecida ¢ mantidas em sala
climatizada a 27 + 2° C. Apoés 8 dias da semeadura, plantulas foram retiradas das
bandejas ¢ as pontas das raizes foram secionadas a 5, 15 ¢ 30 mm a partir da
coifa. Plantulas intactas scrviram de testemunha. Plantulas intactas e sccionadas
foram transplantadas para copos plasticos com capacidade para 300 cm’®
contendo areia fina quartizifera autoclavada. Infestou-se a areia de cada copo
com 500 J2 contidos em suspensio de 5 mL ¢ os copos foram mantidos em sala
climatizada a 27 +2° C.

Foi empregado o delineamento estatistico inteiramente casualizado com
4 tratamentos (plantulas secionadas em 3 posi¢des ¢ intactas) em 6 repetigdes.

Aos 4 € aos 20 dias apds a inoculagdo foram colhidas seis repeti¢des. As
plantulas foram retiradas dos copos com auxilio de jato de agua. Os sistemas
radiculares foram lavados ¢ submctidos ao clarcamento dos tecidos cm
hipoclorito de sédio a 1,5% durante 6 minutos para raizes com 4 dias da

inoculagdo e 10 minutos para aquelas com 20 dias. Foram lavados em agua
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correntc para climinar todo o residuo do hipoclorito. Em seguida, foram
transfcridos para tubos dc vidro onde foi adicionada solugiio corante diluida até
cobri-los, preparada com 3,5 gramas de fucsina acida + 250 mL de acido lactico
+ 750 mL de agua destilada (adaptado de Byrd ef al., 1983) ¢ dilvida 1: 29 (ImL
de solugdo corante inicial + 29 mL de 4gua destilada). Foram mantidos imersos
por 2 minutos em banho-maria com dgua em cbuligdo. O resfriamento total foi
feito em condi¢Ges ambientes durante a noite. As raizes foram, entdo, lavadas
para eliminar o excesso de corante ¢ recolocadas nos tubos. Cobriram-se todas
com solugdo dc glicerina 1:1 (glicerina pura + agua destilada) ¢ deixadas em
repouso por, no minimo, duas horas. Em seguida foram montadas em limina de
vidro, sobre as quais foram colocadas gotas dc glicerina pura, sobrepondo outra
lamina de vidro, e analisadas em microscopio. Quantificou-se o nimero de J2
penetrados, o nimero de fémeas ¢ o de fémeas desenvolvidas nos tecidos apés o
corte ¢ nas raizes intactas.

Vinte oito dias apds a inoculagdo, as plantas foram retiradas dos copos
com auxilio de jato de agua. Os sistemas radiculares foram lavados e imcrsos
por 15 minutos em solugio de floxina B 0,0015% para coloragdio das massas de
ovos de vermelho. Os sistemas radiculares foram colocados sobre papel toalha
por 10 minutos para retirar o excesso de agua e possibilitar a avaliagio do peso
fresco das raizes, seguido da contagem do numero de massas de ovos por
sistema radicular. Para extragdo dos ovos, utilizou-s¢ a técnica de Hussey &
Barker (1973), e em microscopio de objetiva invertida estimou-se o nimero de

ovos dec M. javanica por sistcma radicular (total) ¢ por grama de raiz.
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4.3 Penetraciio e evasio de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne

Jjavanica em raiz de soja.

Sementes de soja do cultivar Embrapa-20 foram desinfestadas ¢
colocadas para germinar cm bandejas contendo arcia grossa umecdecida e
mantidas em sala climatizada. Apés 3 dias da scmeadura, as sementes
germinadas foram transplantadas para tubos contendo arcia fina quartizifera
umedecida. Vinte ¢ quatro horas apos, foi infestada com 100 J2 de M. javanica e
os tubos foram mantidos em sala climatizada com temperatura de 27 £ 2° C.

Aos 4, 12 ¢ 20 dias da inoculagdo, as plantas foram retiradas dos tubos
jorrando dgua em suas bordas. Os sistcmas radiculares foram cnxaguados,
submetidos ao clareamento dos tecidos seguido de coloragdo dos J2 nos tecidos
da raiz ¢ montagem das laminas para analise em microscopio. Quantificou-se o
nimero de nematéides dentro das raizes, representados por J2 aos 4 dias da
inoculagdo, o somatoério de J3, J4 ¢ fémeas aos 12 ¢ somente fémeas aos 20 dias
da inoculagdo. A seguir, calculou-se o nimero de nematodides evadidos das
raizes aos 12 ¢ 20 dias da inoculagdo, subtraindo do mimero de J2 observados
aos 4 dias da inoculagio aqueles obtidos aos 12 ¢ aos 20 dias apds a inoculagdo,
e o percentual de sucesso no desenvolvimento obtidos através da divisdo do
somatorio de J3, J4 ¢ fémeas aos 12 ou de fémeas aos 20 dias pelo mimero de J2
obtido aos 4 dias apods a inoculagdo e multiplicado por 100.

Foi empregado o delineamento inteiramente casualizado com 3
épocas de avaliagdo, em 6 repeticdes.

O nimero de nematoides evadidos foi transformado em raiz de x +
0,5 para a realizagdo da anilise de varidncia. Na anilise de varidncia
utilizou-se o programa Sisvar e as médias foram comparadas utilizando-se
o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O cortec das raizes da soja afetou quantitativamente a penetragiio, o
desenvolvimento € a reprodugio de M. javanica, comparada com o sistema
radicular intacto. Quanto maior foi a seg¢do feita nas raizes, menor foi a
penetragdo, o nimero de fémeas ¢ dc massas de ovos, as vezes ndo significativo
estatisticamente (Figura 1). O numero de fémeas cncontradas apos a regido
seccionada foi maior (P< 0,05), proporcionalmente ao tamanho da secgiio feita.
No entanto, a maioria das fémeas nas plantas com as raizes do sistema radicular
scccionado foram encontradas nas raizes intactas que se desenvolveram apés o
seccionamento. A sec¢do feita a 30 mm da coifa proporcionou os menores
numeros de J2, fémeas, massas de ovos € ovos, significativamente diferentes
daqueles obtidos da sec¢do a 5 mm da coifa (Figura | e 2).

A reprodugdo de M. javanica avaliada em ovos por sistema radicular
como por grama de raiz foi a mais alta (P< 0,05) na planta com raizes intactas e
significativamente reduzida com o tamanho da secgio feita na raiz (Figura 2).

Na avaliagdo da evasdo de J2 das raizes de soja, verificou-se que o
namero de J2 aos 4 dias apds a inoculagdo, o somatério de juvenil do terceiro
(J3), quarto (J4) ¢ fémeas aos 12 dias e apenas fémeas aos 20 dias foram
semelhantes (P< 0,05). O numero de J2 evadidos foi baixo, chegando a 4,17%
aos 20 dias (Figura 3). O sucesso no desenvolvimento pés-embrionario de M.
javanica variou de 90,28 a 97,22% aos 20 ¢ 12 dias apds a inoculagdo,
respectivamente.

Esses resultados indicam que maior quantidade de injirias nas raizes
afetam diretamente a populagdo de fitonematoides, devido & maior quantidade
de substincias liberada pelas regides seccionadas ¢ acumuladas no substrato,

causando efeito toxicos ou repelindo os J2 das raizes. Segundo Rocha (2003), a
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incubacio de J2 de M. incognita em exsudato radicular de soja por 12 horas
reduziu drasticamente a mobilidade ¢ causou mais de 20% de mortalidade desses
J2. A penetragdo nas raizes de soja foi também reduzida significativamente
quando o substrato utilizado para o crescimento das plantas foi umedecido com
o préprio exsudato radicular de soja (Rocha, 2003).

Muitas vezes as substincias liberadas nas raizes podem ter efeitos tanto
de atragio como de repeléncia aos nematoides. Klingler (1963) observou que
certos aminoacidos ¢ CO, liberados pelas raizes proporcionaram efeito atrativo
para fitonematoides. Ao contrario, Diez & Dusenbery (1989) observaram que
exsudato de tomate causou alta atividade repelente a M. incoghita.

EPlantas com ralzes intaclas
DO Plantas com raizes seccionadas a5 mm dacoifa

OFlantas com raizes seccionadas a 15 mm dacoifa
OPlantas com ralzes seccionadas a 30 mm da coifa
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FIGURA 1- Numero de juvenis do scgundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica ¢ de fémeas em sistema radicular intacto de planta de soja
¢ naqueles sistemas radiculares com as raizes seccionadas em
diferentes extensdes a partir da coifa. Barras seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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FIGURA 2- Numero total de ovos de Meloidogyne javanica, de ovos por grama
de raiz ¢ de massas de ovos em sistema radicular intacto de planta
de soja ¢ naqueles sistemas radiculares com as raizes seccionadas
em diferentes cxtensdes a partir da coifa. Barras ¢ linha seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Por outro lado, a atragio de J2 de M. javanica é direcionada para a coifa
ou regides proximas dela. Assim, a auséncia desses pontos de atra¢io pode
refletir na menor penctragdo nas raizes seccionadas. De acordo com Bird (1959)
os nematdides sdo atraidos pela regido meristematica apical das raizes ¢ por
pontos onde as raizes laterais emergem devido a ocorréncia, nessas regides, de
maior exsudagiio radicular.

O maior seccionamento das raizes no sistema radicular também causou a
remogdo da regido de tecidos em diferenciagiio, portanto restaram-se mais
tecidos ja diferenciados nessas raizes seccionadas, impossibilitando o J2 de
induzir eficientementc o scu sitio de alimentagio nesscs tecidos, reduzindo

assim, a popula¢io do necmatéide no sistema radicular com raizes de maior
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seccionamento. Scgundo Wyss ef al. (1992) ¢ Bird & Bird (2001), na planta
hospedeira o sitio de alimentagio ¢ induzido cficientemente pelo J2 de

Meloidogyne em tecidos contendo células em diferenciagdo.
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FIGURA 3- Nimero de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica penctrados na raiz aos 4 dias apds a inoculagio de plantas
de soja, somatorio do terceiro (J3), quarto (J4) estadios ¢ fémeas
dentro da raiz aos 12 dias e fémeas aos 20 dias. Barras seguidas
pelas mesmas letras minasculas ou maiusculas ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Como as condigdes do ensaio ¢ a cultivar utilizada foram favoraveis ao
parasitismo, isso proporcionou baixa evasdo de M. javanica das raizes da soja.
Nessas condigdes, pode-se considerar a populagdo de fémeas proporcional ao
nimero dc J2 penetrados a partir de 4 dias da inoculagdo. Entretanto. esta

correlagio ndo ocorre em condigdes desfavoraveis. como em cultivares
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resistentes, as quais normalmente ndo favorecem o desenvolvimento pos-
penctragio, induzindo maior evasio. Herman er al. (1991) observaram taxa de
cmigragdo de J2 de M. incognita nas raizes de cultivar dc soja suscetivel de 4%,
enquanto, nas resistentes, variou cntrc 54 a 72%, mesmo tendo ocorrido o dobro
de J2 penctrados nas resistentes em relagio aqueles penetrados na suscetivel.
Segundo Husscy & Grundler (1998), durante penetragdo ¢ migragio intercelular
pelo J2 de Meloidogyne ocorrem poucos danos aos tecidos na raiz, € isto pode
minimizar a resposta de defesa de plantas resistentes, ndo expressando sua
resisténcia até esta fase, o que ja ndo ocorre quando o J2 inicia a indugdo do seu

sitio de alimentagio.
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6 CONCLUSOES

1) O seccionamento das raizes de plantas de soja reduziu a penetragdo, o

desenvolvimento e a reprodugéo de M. javanica.

2) Quanto maior o tamanho da scc¢do da raiz, menor foi a penetragdo, o nimero

dc fémeas, de massas de ovos, de ovos por sistcma radicular ¢ de ovos /g de raiz.

3) O nimero de J2 dec M. javanica evadidos das raizes de soja suscetivel foi

baixo, chegando a 4,17% aos 20 dias ap0s a inoculagdo.
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