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Resumo:

Uma bactéria parasita obrigatoria do nematoide das galhas, Pasteuria penetrans, cepa P 10, isolada a partir de f€émeas de
Meloidogyne incognita, em raizes de bananeira, provenientes de Imperatriz, Estado do Maranhdo, foi avaliada em
condigdes de casa de vegetacdo, usando duas doses do bionematicida aplicado em muda de café ‘Mundo Novo’. As doses
do produto, formulado em p6 de raizes foram: 107 enddsporos (5,0 g/muda) e 10 ‘enddsporos (0,5 g/muda). O substrato das
mudas foi previamente tratado com essas duas doses de P. penetrans e depois de dois meses as plantas foram cultivadas em
solos de diferentes texturas: solo argilo-arenoso (38% de argila, 2% de silte e 60% de areia) e solo arenoso (17% de argila,
0% de silte e 83% de areia). Quando as plantulas de café atingiram 30 cm de comprimento, foram inoculadas com 20,000
ovos de M. incognita (fendtipo de esterase I1). As plantas de café foram avaliadas aos 8, 16 e 24 meses apds a infestagao
pelo nematodide. A eficiéncia do controle biologico foi avaliada pela redugdo do numero de ovos no sistema radicular,
variando de: 60 % (0.5 g em solo argilo-arenoso), 70% (5.0 g em solo argilo-arenoso) ¢ 80 % (0,5 ¢ 5,0 g em solo
arenoso). O mecanismo de supressividade induzido pela bactéria foi avaliado pela porcentagem de juvenis do segundo
estadio (J2) infectados por P. penetrans, nimero de endoésporos aderidos /J2 e numero de fémeas infectadas. Os niveis de
supressao mais elevados estiveram relacionados com o tempo, aumentando de 8 a 24 meses e com a porcentagem de areia
no solo.
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BIOLOGICAL CONTROL OF Meloidogyne incognita ON COFFEE USING ISOLATE P10 of Pasteuria penetrans.
Abstract:

An obligate parasite bacterium of root-knot nematode Pasteuria penetrans strain P10, isolated from M. incognita
females on banana roots in Imperatriz, Maranhdo State, was evaluated in greenhouse conditions, using two doses of a root
bionematicide powder on seedlings of ‘Mundo Novo’ coffee: 10 7 endospores (5.0 g/seedling) and 10° endospores (0.5
g/seedling). Coffee seedling substratum was treated previously with these two doses of P. penetrans and after 2 months the
plants were cultivated in soils presenting different textures: clay-sandy-soil (38% of clay, 2 % of silt and 60 % of sand) and
sandy-soil (17% of clay, 0% of silt and 83% of sand). When the coffee plants were 30 cm high, they were inoculated with
20,000 eggs/plant of M. incognita (esterase phenotype I1). The coffee plants were evaluated 8, 16 and 24 months after
nematode plant infestations. The biological control effectiveness was evaluated by the reduction of egg numbers per root-
system, ranging from: 60 % (0.5 g in clay-sandy-soil), 70% (5.0 g in clay soil) and 80 % (0.5g and 5.0 g in sandy soil). The
suppressive mechanism caused by the bacterium was evaluated by the percentage of infected second-stage juveniles (J2),
number of endospores attached /J2 and number of infected females. The high suppression degrees were related to the time
increasing from 8 to 24 months and to the percentage of sand in the soil. .
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Introduc¢ao

No Brasil os nematdides t€ém colaborado para a sucessiva decadéncia de regides nobres da cafeicultura nos Estados de
Sdo Paulo, Parana, Rio de Janeiro ¢ Minas Gerais, causando perdas de produgao estimadas em torno de 20%, ou cerca de
650 milhdes de reais, apenas em 2000 (Campos et al., 1985; Agrianual, 2000, BM&F, 2004). Os nematoides das galhas,
Meloidogyne spp. sdo os mais danosos, havendo espécies e populagdoes de ampla dispersdo e diferentes patogenicidades
(Campos, 1990). Levantamentos recentes realizados em cafezais detectaram a predominancia de M. exigua Goldi, 1892 em
Minas Gerais (V.P. Campos, comunicagao pessoal) e um aumento significativo de M. paranaensis Carneiro et al., 1996 ¢
M. incognita (Kofoid & Branco, 1919) Chitwood, 1949 no Parana (Krzyzanowski ef al., 2001) e Sdo Paulo (Lordello et al.,
2001). Meloidogyne coffeicola Lordello & Zamith, 1960 foram reportados por muitos anos em cafezais no estados Parana e
Sao Paulo. Acredita-se que M. coffeicola tenha sido erradicado de muitas plantacdes durante a renovacdo dos cafezais, apds
a geada de 1975 (Campos et al., 1990).



Nao existem ainda métodos de controle realmente eficientes. O controle quimico ¢é caro, altamente toxico ao homem e
ao meio ambiente (Hague & Growen, 1987) e ndo protege as raizes das plantas infectadas pelo parasita (Curi et al., 1977).
A resisténcia genética ainda ndo ¢ uma medida amplamente utilizada, devido a grande segregaco existente nos genotipos
de cafeeiro (Gongalves ef al., 1996) e a variabilidade inter e intraespecifica de popula¢des de Meloidogyne spp. (Randig et
al., 2002, Carneiro et al., 2004a). As rotagdes de cultura com plantas antagonistas, embora altamente eficazes na reducdo
populacional dos nematdides das galhas, implicam na erradicacdo dos cafeeiros nas areas infestadas, por no minimo dois
anos (R .G. Carneiro, inform. pessoal). Dessa maneira, novas alternativas de controle sdo necessarias para viabilizar o
plantio de café em areas infestadas por Meloidogyne spp.

Estudos utilizando Pasteuria penetrans (Thorne, 1940) Sayre & Starr, 1985 no biocontrole de fitonematoides em
algumas culturas, demonstraram resultados bastante animadores. Essa bactéria pode atuar prevenindo a fémea de produzir
ovos ou mesmo impedindo o juvenil de segundo estadio (J2) de penetrar nas raizes, atuando assim como um nematicida
bioldgico. E importante salientar que uma unica fémea de Meloidogyne pode conter mais de dois milhdes de endésporos da
bactéria (Stirling, 1981). Este organismo € muito resistente as intempéries climaticas e persiste por anos no solo (Campos,
1992). Além disso, varios campos onde nematdides das galhas limitavam a produgdo agricola, agora se encontram
supressivos ao nematoide devido a presenca da bactéria (Chen & Dickson, 1998; Freitas & Carneiro, 2000).

Em um estudo prévio, foram testados 18 isolados de P. penetrans provenientes de diferentes regides geograficas,
onde a bactéria ¢ endémica a algumas espécies do nematdides das galhas. Esses isolados foram testados para as diferentes
espécies e populagdes do cafeeiro in vitro e em condi¢des de casa de vegetagdo. O isolado P12 foi o melhor para varias
populagdes de M. paranaensis e o isolado P10 para as quatro ragas de M. incognita. Apenas um isolado foi medianamente
patogénico a M. exigua. Utilizando marcadores do tipo PCR-RAPD pode-se observar que os grupos fenéticos de isolados
estavam as vezes relacionados com a patogenicidade (isolados P10 e P12). A utilizagdo desses dois isolados em conjunto
seria uma estratégia muito interessante no controle de populagdes mistas de M. incognita € M. paranaensis, 0 que ocorre
comumente em condi¢des de campo no estado de Sdo Paulo (Carneiro et al., 2004b, 2005).

Este trabalho teve como objetivo, avaliar a eficiéncia de duas doses do produto bioldgico P10 no controle de M.
incognita, em plantulas de cafeeiro inoculadas com altas populagdes do nematoide, em dois tipos de solo, durante dois nos.

Materiais e Métodos

O isolado P10 de P. penetrans, previamente selecionado por Carneiro et al., (2004b), foi multiplicado em casa de
vegetacdo em M. incognita, reproduzidos em tomateiros, cultivar Santa Cruz. Apds duas geragdes nas plantas hospedeiras,
os sistemas radiculares foram separados das partes aéreas, lavados, secos ao ar, moidos para produgdo de um pé de raiz
(Stirling & Wachtel, 1980). Este p6 de raiz foi macerado com pectinase e celulase para determinagdo do numero de
endosporos/g de po de raiz, conforme metodologia descrita por Souza (1997). A seguir as mudas de café cv. Mundo Novo
foram produzidas em solo franco argiloso: 31% de argila, 46% de silte, 23% de areia (Carneiro et al., 2003), que foi
misturado previamente ao pd de raiz, contendo duas diferentes doses da bactéria: 10 © enddsporos/muda (0,5g) e 10’
endosporos/muda (5g). Depois de dois meses, as plantas de café foram transplantadas com o substrato para solos de
diferentes texturas: solo argilo-arenoso (38% de argila, 2% de silte e 60% de areia) e solo arenoso (17% de argila, 0% de
silte e 83% de areia). Quando as plantulas de café atingiram 30 cm de comprimento, foram inoculadas com 20.000 ovos de
M. incognita (fendtipo de esterase I1).

O ensaio foi instalado em delineamento de blocos ao acaso com 6 tratamentos ¢ 10 repeti¢des, compreendendo um
total de 180 vasos, sendo que as testemunhas (sem a bactéria) foram colocadas em compartimentos separados da casa de
vegetagdo dos tratamentos com P. penetrans, para evitar contaminagdo. Os tratamentos foram os seguintes: duas
testemunhas plantadas em solo argilo-arenoso e arenoso (sem a bactéria e inoculadas com 20.000 ovos de M. incognita),
dois tratamentos inoculados com 5,0 g da bactéria em solo argilo-arenoso e solo arenoso (inoculados com 20,000 ovos de
M. incognita), dois tratamentos inoculados com 0,5 g da bactéria em solo argilo-arenoso e solo arenoso (inoculados com
20,000 ovos de M. incognita). Foram avaliados os seguintes pardmetros aos 8, 16 e 24 meses apds a infestagdo com o
nematoide: altura parte aérea dos cafeeiros, peso fresco das raizes, niveis de infecg¢@o causadas por M. incognita em raizes
e no solo (Hartman & Sasser, 1985; Jenkins, 1964), grau de supressividade induzido pela bactéria (Pimenta & Carneiro,
2002 a, b).

Resultados e Discussiao

De uma maneira geral, os dois pardmetros tamanho das plantas e peso fresco das raizes ndo pareceram estar
relacionados com o efeito da bactéria nos diferentes tratamentos (Tabela 1). Isso se deve as constantes adubagdes feitas nos
cafeeiros ao longo dos dois anos de ensaio, o que propiciou um bom desenvolvimento das plantas , inclusive das
testemunhas.

De uma maneira geral, pode-se observar que as testemunhas apresentaram maior nimero de ovos e fatores de
reprodugdo (FR) superiores quando comparados aos tratamentos com a bactéria nas duas doses do produto bioldgico,
mostrando nitidamente o efeito na redugdo populacional do nematdide, sobretudo apdés 16 e 24 meses de atuacdo da
bactéria (Tabela 1). Essa redugdo populacional pode ser estimada em cerca de 70% para as dose 5,0 g, no solo argiloso-
arenoso ¢ cerca de 80% para a mesma dose no solo arenoso. Para a dose 0,5 g, as redugdes foram de cerca de 60% no solo
argilo-arenoso e 80% no solo arenoso (Tabela 1). Essa potencializagdo do controle com a textura arenosa do solo ja foi
demonstrada por muitos autores citados por Freitas & Carneiro (2000). Embora P. penetrans tenha sido detectada em



varios tipos de solo, a supressividade ocorre, sobretudo, em solos arenosos devido a maior movimentagdo dos J2, do que
em solos argilosos, aumentando a possibilidade de contacto entre os juvenis e os endosporos (Mateille ef al., 1995).

Quando se comparam as duas doses de P. penetrans, pode-se observar um ligeiro efeito da doses iniciais da
bactéria (0,5 e 5,0 g) no FR de M. incognita, aos 8, 16 e 24 meses (Tabela 1). Resultados semelhantes foram observados
por Chen et al. (1996), em que a concentragdo de 10.000 endosporos/g de solo de P. penetrans foi necessaria para que uma
aplicagdo da bactéria reduzisse em 65 % o numero de galhas de M. arenaria raga 1 em amendoim, em microparcelas no
campo, no primeiro ciclo da planta. A concentracdo de 100.000 endosporos/g de solo foi necessaria para uma redugao de
95% de galhas, nas mesmas condi¢des anteriores. No segundo ano, sem re-aplicagdo da bactéria, as redugdes foram de 82%
e 90% para as concentragdes de 10.000 e 100.000 endosporos/g de solo, respectivamente (Chen et al., 1996).

Quanto ao efeito da supressividade induzida pela bactéria pode-se verificar que a porcentagem de J2 infectados variou
pouco dos primeiros 8 meses até os 24 meses finais. Praticamente todos os J2 se infectaram nos diferentes tratamentos nos
trés periodos de avaliagdo. Entretanto, ocorreu um aumento significativo no numero de enddsporos/J2 entre a primeira e a
ultima avaliagdo. J2 que apresentaram de 6-20 enddsporos nos primeiros oito meses, passaram a apresentar de 60-70
endoésporos ou mais, apds 24 meses de contacto com a bactéria, mostrando nitidamente, o aumento da supressividade
induzido pelo agente de controle bioldgico (Tabela 1). O mesmo ocorreu com as fémeas infectadas, um aumento
significativo desse pardmetro durante o tempo observado. O niimero médio de esporos aderidos/J2 tem sido relacionado ao
numero de endodporos presentes no solo, sendo o pardmetro mais interessante para medir o grau de supressividade de um
solo (Freitas et al., 2000). Esse parametro tem sido relacionado também a reducdo de infectividade dos J2 nas raizes: J2
com numero igual ou maior a 15 enddsporos reduziram a porcentagem de penetragdo nas raizes de 86 % (Davies et al.,
1998).

Quanto aos parametros de supressividade, o efeito das doses da bactéria (0,5 e 5,0 g) foi se diluindo a medida que o
tempo foi aumentando, ou seja, ao final de 24 meses as doses iniciais ndo pareceram interferir mais na supressividade
causada pela bactéria, sobretudo quanto ao nimero de endosporos/J2. Uma ligeira influéncia da dose pode ser notada no
numero de fémeas infectadas (Tabela 1). A textura mais arenosa favoreceu mais o indice de enddsporos aderidos aos J2,
assim como, o nimero de fémeas contaminadas ao final dos segundo ano, mostrando que nos solo arenoso a bactéria teve
um efeito de supressividade mais intenso. Os resultados em solo argilo-arenoso, também foram plenamente satisfatorios,
embora os indices de supressividade tenham sido ligeiramente mais baixos.

Os resultados obtidos foram muito promissores, pois mostraram altos niveis de controle do nematéide e aumento da
supressividade da bactéria, com o decorrer do tempo. Entretanto, trabalhos em condi¢des de campo deverdo ser realizados,
no sentido de comprovar efetivamente o efeito de P. penetrans no controle de Meloidogyne spp. em cafeeiros.
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Tabela 1: Efeito de duas doses: 10 ¢ ¢ 10 7 endésporos (P.0,5 ¢ P.5,0g/muda) do isolado P10 de Pasteuria
penetrans no controle de Meloidogyne incognita em cafeeiros cv. Mundo Novo, plantados em dois tipos
de solo: argilo-arenoso (Sol.Arg) e arenoso (Sol. Are).

Tratamentos Altura | Peso Indice/ |Indice/ |N°total %de |N°de % de
das fresco | Galhas * | massas | de ovos 2 Endos- | fémeas |FR°
plantas | das de ovos® Infes- | poros/ | infec-
raizes tados | J2° tadas
12 AVALIACAO: 8 meses apos a inoculacio dos nematoides
Test - Sol. Arg. 0,90 99,7 |5 5 179.500 0 0 0 8,98a*
Test-Sol. Are 0,82 106,6 |5 5 160.990 0 0 0 8,05a
P.5g Sol. Arg 0,80 126,0 |5 5 97.540 81 2,0 27 4,87¢c
P.0,5g Sol. Arg 0,90 1450 |5 4 124.160 98 2,62 47 6,21b
P.5g Sol. Are 0,74 109,0 |5 5 101.710 91 2,12 38 5,07¢c
P.0,5g Sol. Are | 0,90 159,0 |5 5 127.550 99 2,50 60 6,38b
2 * AVALIACAO: 16 meses apés a inoculaciio dos nematéides
Test - Sol. Arg. 1,29 206,2 |5 5 528.083 0 0 0 26,4a
Test-Sol. Are. 1,26 1524 |5 5 541.250 0 0 0 27,1a
P.5,0g Sol.Arg. | 1,46 206,3 |5 5 165.041 99 3,04 69 8,3b
P.0,5g Sol.Arg. |1,21 1750 |5 5 205.708 96 2,25 57 10,3b
P.5g Sol. Are 1,35 182,1 |5 4 64.750 93 3,93 74 3,3¢
P.0,5g Sol.Are 1,24 157,0 |5 5 99.375 94 2,32 62 5,0¢c
3* AVALIACAO: 24 meses apos a inoculagio
Test-Sol. Arg 1,59 354.1 |5 5,0 527.520,6 0 0 0 26.4 a
Test-Sol.Are 1,70 288.6 |5 5,0 572.178,9 0 0 0 28.6 a




P.5,0g Sol.Arg 1,61 346.8 4.9 4,9 174.631,4 98 4.75 88 8.7b
P.0,5g Sol.Arg 1,56 407.6 4.9 4,9 201.120,6 97 4,93 69 10.1b
P.5,0g Sol.Are 1,75 304.7 142 3,9 84.473,0 100 5,03 94 42¢
P.0.5g.Sol. Are | 1,55 308.6 |45 34 114915,4 99 5,70 84 57¢

*_Indices de galhas e massas de ovos, de acordo com a escala de Taylor & Sasser, 1978 .
0-> para galhas (g) massa de ovos; 1> 1 -2 galhas e massas de ovos;
2-> 3 — 10 galhas e massas de ovos; 3> 11 — 30 galhas e massas de ovos;
4 - 31— 100 galhas e massas de ovos ¢ 5 = acima de 101 massas de ovos.
® O nimero médio de endospéros aderidos/juvenis segue a seguinte escala de notas:
0-> auséncia de endosporos no juvenil; 1> 1 — 5 endosporos/J2; 2> 6 — 20 endoporos/J2; 3> 21 — 40 endosporos/J2;
4-> 41 — 60 endosporos/J2; 5> 61 — 100 endosporos/J2 e 6> acima de 101 endosporos/J2
“FR= Fator de reprodugéo: Populagdo final/populagéo inicial
*letras minusculas iguais ndo diferem estatiticamente, de acordo com o teste de Scott & Kenett (1974) (P<0,05).



