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RESUMO

O ovo nos nematodides sofre o processo de embriogénese, com diversas
fases, constituindo o estadio de sobrevivéncia desse organismo no campo. Todas
as fases da embriogénese bem como a eclosdo do juvenil do segundo estadio
(J2) sofrem a influéncia da temperatura. Os ovos também sofrem os efeitos da
microflora da rizosfera a qual também vai afetar o sitio de alimentacdo de
Meloidogyne sp. podendo levar a supressividade de sua populagdo na rizosfera
da planta. Entretanto outros fatores podem estar envolvidos na supressdo de
populagoes de fitonematodides no campo, como fatores fisicos do solo e matéria
organica. Numa rizosfera estavel como na cultura cafeeira (planta perene) a
investigacao de fatores supressivos durante as diversas estacdes do ano podem
caracterizar o potencial de dano e prejuizo ao cafeeiro pelo indculo rizosférico
de Meloidogyne exigua. Em amostras representativas da rizosfera cafeeira de
duas cidades (Lavras e Varginha, MG) avaliou-se o numero de galhas, producao
de ovos, eclosdo de (J2) e desenvolvimento embrionario. Embora os parametros
avaliados tenham variado bastante entre os dois locais de amostragem e periodos
de coleta de amostras (I, II, III e IV) destaca-se o numero maior de galhas e
produgdo de ovos (P<0,05) nos periodos de dezembro\janeiro (III) e margo/abril
(IV) comparadas aos demais periodos de coleta (junho/julho-I e
setembro/outubro-II). Contudo, foi mais elevada (entre 56 a 60%) a eclosdo de
J2 nas amostras colhidas em I (56% a 60%) seguida daqueles colhidas em IV
(entre 13,4% a 22%) e mais baixas nos periodos II e III (0,6% a 5,6%), nos
cafezais das duas cidades amostradas. Menor numero de J2 foi encontrado nos
ovos nos periodos II e III de amostragem, podendo constituir-se em indicativo
de supressividade de M. exigua na rizosfera cafeeira.

Palavras-chave: Meloidogyne exigua. Supressividade. Café.



ABSTRACT

In the egg of the nematodes undergoes the embryogenesis involving
different phases and the egg is the survival stage of this organism in the field.
All of embryogenesis phases as well as second stage juvenil (J2) hatching are
influenced by temperature. Also eggs suffer the effect of rhizosphere microflora
which affects the feeding site of Meloidogyne sp. leading to its population
suppressiveness by plant rhizosphere. However, other factors may be involved in
the suppressiveness of plant-parasitic nematodes in the field such as physical
factors, organic matter and soil microbiota. On the stable rhizosphere as in
coffee crop (pereneal plant) the investigation of suppressive factors during the
seasons of the year may bring about the damage and loss potentials to coffee by
M. exigua rhizosphere inoculum. From representative samples (galled roots)
taken from coffee rhizosphere at two towns (Lavras and Varginha) on Minas
Gerais state, Brazil, were evaluated galls and egg numbers per gram of root as
well as second stage juvenil (J2) hatching and embryonic development from the
eggs. Although these parameters varied, considerably, among two sampling
places (towns) and sampling times (I, I, III, IV), the number of gall and egg
production were consistently high (P<0,05) on coffee root taken on
december/january (III) and march/april (IV) compared to other sampling times
(june/july-I and september/october-11). However, the J2 hatching percentage was
highest on samples taken at I (56% to 60%) followed by sampling at IV
(between 13,4% and 22%) and lowest (P<0,05) on sampling at II and III (0,6%
to 5,6%) on both towns of sampled coffee plantations. Lower number of J2 was
found inside eggs at sampling times Il and III which may be an indication of M.
exigua suppressiveness on coffee rhizosphere.

Keywords: Meloidogyne exigua. Suppressiveness. Coffee.
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CAPITULO 1

INTRODUGCAO GERAL

1 INTRODUCAO

Os nematoides de galhas (Meloidogyne sp) produzem cerca de até 2500
ovos por fémea, constituindo o indéculo mais abundante dentre os
fitonematoides. Esse indculo, contudo sofre efeitos da temperatura e da
microbiota da rizosfera. Embora a temperatura tenha sido muito estudada
(CAMPOS; CAMPOS; POZZA, 2008; DECKER, 1989; LIMA; FERRAZ,
1985) os efeitos da microbiota da rizosfera ainda nao foram adequadamente
estudados na populagdo de ovos de Meloidogyne sp principalmente de M.
exigua.

Meloidogyne exigua ¢ a espécie do nematdide de galhas mais
disseminado nas Américas, principalmente no Brasil (CAMPOS; VILLAIN,
2005). No Sul de Minas, aproximadamente 22% das propriedades cafeeiras estdo
infestadas por esse patogeno (CASTRO et al., 2008).

A condicdo perene da cultura cafeeira permanecendo no campo por mais
de 20 anos (VIEIRA, 2008), submete a populagdo de Meloidogyne exigua aos
efeitos variados de temperatura, umidade e microflora nas diferentes estagoes do
ano. Varia¢des na populagdo de M. exigua no campo tém sido constatadas
(ALMEIDA; CAMPOS; LIMA, 1987, HUANG; SOUZA; CAMPOS, 1984;
MAXIMIANO et al., 2001; SOUZA; BRESSAN-SMITH, 2008). Porém, a
temperatura e umidade ndo s6 afetam a fisiologia de Meloidogyne sp, como a
embriogénese, producdo de ovos, eclosdo de juvenil de segundo estadio (J2),
formacao de galhas e causando morte de embrides (LIMA; FERRAZ, 1985;
SANTOS; FERRAZ, 1977, TRONCONI et al.,, 1986), mas também afeta o

cafeeiro ao interferir nas relagdes planta-nematoide. Por exemplo, a emissao de
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raizes novas ¢ drasticamente reduzida nos periodos de baixa temperatura (abril a
setembro) (RENA; MAESTRI, 1986) diminuindo a possibilidade do J2
encontrar local de penetragdo, levando-o a perda de energia corporal e
incapacitando-o ao parasitismo (ROCHA; CAMPOS; SOUZA, 2010). Também
nesse periodo, a temperatura do solo inferior a 20° C impede a penetracao.

Moléculas toxicas a nematdides soliveis em agua e volateis de diversas
origens, mas principalmente oriundas do crescimento fungico e bacteriano,
resultante da degradagdo de residuos vegetais ¢ mesmo pela producdo de
exsudatos radiculares ocorrem com freqiiéncia na natureza (AMARAL et al.,
2009; CAMPOS; PINHO; FREIRE, 2010).

A microflora (fungos e bactérias) do solo bem como dos ovos e fémeas
de Meloidogyne sp. tem sido estudada em varias culturas (BARRON, 1977;
GRAY, 1987, 1988a, 1988b; JANSSON; NORDBRING-HERTZ, 1988;
KERRY, 1984; KERRY; EVANS, 1996; MORGAN-JONES; RODRIGUES-
KABANA, 1988; POINAR JUNIOR; JANSSON, 1988). Entretanto, a rizosfera
do cafeeiro tem merecido pouca atengdo. Fungos e bactérias antagonistas
isolados de outras culturas foram utilizados em estudos sobre controle de M.
exigua do cafeeiro (AMARAL et al.,, 2009; CAMPOS; CAMPOS, 1997,
OLIVEIRA et al., 2007, 2009), tendo sido demonstrado que moléculas
produzidas por fungos e bactérias sdo toxicas a M. exigua, afetando assim a
populagdo desse nematoide.

Ainda ndo se correlacionou a incidéncia de componentes da microflora
cafeeira a reducdo de populagdo de M. exigua no campo. Mas tem-se provado o
aumento na viruléncia de M. exigua em algumas localidades (MUNIZ et al.,
2009).

O estudo da qualidade do inéculo de M. exigua na rizosfera cafeeira
podera expandir o conhecimento sobre a redugdo de indculo (juvenil de segundo

estadio-J2) principalmente no final da primavera e durante o verdo (SOUZA;
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BRESSAN-SMITH, 2008), além de sugerir critérios para se definir fatores de
supressividade que poderdo auxiliar o produtor no sentido de evitar o uso de
nematicida em rizosfera cafeeira supressiva a M. exigua. Também ndo se
estudou ainda o efeito rizosférico do cafeeiro na qualidade do inoculo de M.

exigua nas diversas estagdes do ano.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O ovo, a embriogenese e a eclosdo de Meloidogyne sp.

O ovo de Meloidogyne sp. possui uma camada quitinica (casca) formada
por 30% de quitina e 50% de proteina e uma camada lipidica abaixo dela (BIRD;
BIRD, 1998) que consiste na principal barreira a permeabilidade da casca do
ovo. A camada lipidica em Meloidogyne sp. é formada de duas ou trés
membranas lipoprotéicas (JONES; TYLKA; PERRY, 1998).

A embriogenese de Meloidogyne sp. ocorre dentro do ovo, iniciando-se
pela multiplicagdo celular e, em seguida, pela movimentagdo das células na
formacdo do embrido e passando-se pelas fases morula, blastula e gastrula. No
inicio da formag¢do do juvenil, ocorre a fase denominada tadpole,seguida da
formagdo do juvenil do primeiro estadio, ocorrendo, entdo, a primeira ecdise
dentro do ovo e o juvenil passa para o segundo estadio, que eclode do ovo
(BIRD, 1972). Todos os ovos sdo depositados numa massa de ovos, 0s quais
podem ser parcialmente imersos na galha produzida pelo hospedeiro suscetivel
em resposta a indug¢do por Meloidogyne spp.

Dentro dos ovos, os juvenis de segundo estadio (J2) sdo protegidos de
fatores ambientais extremos (JONES; TYLKA; PERRY, 1998). Apos a eclosdo
em temperatura de 28°C, o J2 perde a infectividade apds 6-10 dias (DUTRA et
al., 2006).

O evento inicial do processo de eclosdo ¢ a alteracdo na permeabilidade
da membrana abaixo da casca, permitindo a entrada de dgua ¢ a conseqliente
hidratacdo do juvenil dentro do ovo (JONES; TYLKA; PERRY, 1998). O J2
comeca a se movimentar dentro do ovo e assim destroi as membranas da camada

lipidica, ficando exposto ao efeito de moléculas toxicas do meio ambiente.
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2.2 Temperatura no desenvolvimento embrionario e na eclosdo de juvenis

do segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp.

A temperatura ¢ um fator que tem influenciado consideravelmente a
capacidade de penetragdo de J2 de varias espécies de Meloidogyne (GOURD;
SCHMITT; BARKER, 1993). A temperatura durante o desenvolvimento de
embrides dentro dos ovos também pode influenciar drasticamente a habilidade
do J2 de Meloidogyne de infectar seu hospedeiro (VRAIN, 1978).

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 eclosdo ¢ na mobilidade do J2 (CAMPOS et al.,
2001; LEE; ATKINSON, 1977). O periodo de tempo requerido para a ontogenia
e reproducdo de Meloidogyne sofre maior influéncia da temperatura do ambiente
do que qualquer outro fator abidtico (NOE, 1991). A temperatura ideal para o
desenvolvimento da maioria das espécies de Meloidogyne esta entre 15 e 30° C
(DECKER, 1989; WALLACE, 1971). De modo geral, o ciclo de vida ¢
completado em 25 dias a temperatura de 27° C (AGRIOS, 1997). Mas pode
tornar-se mais longo em temperaturas mais elevadas ou mais baixas (DECKER,
1989). Em alguma fase de desenvolvimento do nematoide, os efeitos
acumulativos causados pelo fator temperatura, podem interferir no tempo
necessario para completar o seu ciclo de vida (CAMPOS et al., 2001). Nos
trabalhos com M. exigua, Lima e Ferraz (1985) observaram um desenvolvimento
embrionario in vitro lento a 15 ° C em comparagdo as temperaturas de 20, 25 e
30° C, onde 50% dos embrides dentro dos ovos morreram. Santos ¢ Ferraz
(1977) observaram boa eclosio de J2, in vitro, a 25° C e menor a 15, 20 e 30° C.
Ap6s a inoculagdo de mudas de café arabica “Catuai Vermelho” com M. exigua,
Tronconi et al. (1986) observaram correlagdo positiva entre o numero de galhas

no sistema radicular e a temperatura do ar a qual foi mantida constante em 16,



18

20, 24 ¢ 28° C. Nesse estudo, a reprodug@o do nematoide foi maior a 20 e 24° C

comparada com 16 e 28° C.

2.3 A massa de ovos e a sua microflora residente

As massas formadas pelos ovos embebidos em matriz gelatinosa nas
raizes do cafeeiro representam apenas parte dos ovos produzidos pelas fémeas
de Meloidogyne exigua, as quais ficam expostas a colonizagdo por organismos.
Acredita-se que a fungdo da substancia gelatinosa seja a de protecdo dos ovos
contra antagonistas. Inibidores de crescimento de bactérias comuns da rizosfera
tém-sido encontrado nos compostos da matriz gelatinosa (NIBLACK; KARR,
1994, SHARON; ORION; SPIEGEL, 1993). Por outro lado, a substancia
gelatinosa estimulou o parasitismo de ovos de Heterodera schachtii pelo fungo
Pochonia chlamydosporia (IRVING; KERRY, 1986) ¢ o fungo Scytalidium sp.
proliferou em massas de ovos antes de parasitar ovos de Meloidogyne ou fémeas
(OKA et al., 1997). Dentro da raiz, a matriz gelatinosa causa lise dos tecidos
onde a fémea fica embebida, formando um canal através do qual os ovos
alcangam a superficie (ORION; LOOTS; ORION, 1987). Apesar de pouco
conhecida, glicoproteinas, polissacarideos, enzimas, lectinas, alto niveis de
galactose e N-acetil glucosamina tém sido encontrados na composicdo da
substancia gelatinosa (IBRAHIM, 1991; SHARON; ORION; SPIEGEL, 1993),
podendo constituir-se em nutriente para o crescimento de fungos e bactérias.

A fungdo inibidora ou fonte nutricional da substincia gelatinosa
envoltoria dos ovos de Meloidogyne deve se tornar um fator de selecdo ou de
estimulo ao crescimento de micro-organismos na massa de ovos, propiciando,
assim, o crescimento de microflora diversificada em cada rizosfera. Além disto,
a produ¢do de exsudato radicular estimula ainda mais a diversificagdo dessa

microflora em cada rizosfera (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Essa microflora
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resultante pode ser antagdnica ao nematoide, ou inibir o crescimento de
organismos importantes ao controle bioldgico de nematdides; entre eles, os
fungos parasitas de ovos, fazendo com que o controle bioldgico por patdgenos
de Meloidogyne seja ineficaz. A microflora da matriz gelatinosa tem sido
largamente ignorada como um fator de influéncia do parasitismo de ovos dos
nematoides (KOK; PAPERT; KOK-A-HIN, 2001).

A microflora da matriz gelatinosa podera produzir substincias soluveis
em agua ou volateis toxicos a Meloidogyne spp, ou inibir o crescimento de
outros residentes (fungos ou bactérias), além do parasitismo de ovos ou de
fémeas ja amplamente estudados (BARRON, 1977; GRAY, 1987, 1988a,
1988b; JANSSON; NORDBRING-HERTZ, 1988; KERRY, 1984; KERRY;
EVANS, 1996; MORGAN-JONES; RODRIGUES-KABANA, 1988; POINAR;
JANSSON, 1988).

2.4 O sitio de alimentagdo de Meloidogyne sp. e a interacdo com micro-

organismos do solo

O sedentarismo de fémeas de Meloidogyne sp. estabelecido no sitio de
alimentacdo do xilema e células parenquimaticas provoca mudangas
significativas na morfologia, anatomia ¢ bioquimica da planta hospedeira,
caracterizando provavelmente o maior sitio de interagdo entre agentes
patogénicos (MAI; ABAWI, 1987). Células gigantes induzidas por Meloidogyne
permanecem em um estado de alta atividade metabdlica através da estimulagao
continua pelo nematoide (WEBSTER, 1975). Elas contém maximo DNA, RNA
¢ fotoassimilados cerca de trés a quatro semanas depois da infeccdo (BIRD,
1972). Concentragdes de agucares também sdo maiores durante as fases tardias
da infeccao (WANG; BERGESON, 1974). As concentragdes de hemicelulose,

acidos organicos, aminoacidos livres, proteinas e lipideos sdo muito mais
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elevadas nas células gigantes. Este meio enriquecido beneficia os fungos
patogénicos em suas interagcdes com os nematoides das galhas (KHAN; WAIJI,
1993).

De acordo com Mai e Abawi (1987), em condigdes naturais, as raizes
das plantas sdo constantemente expostas a diversos micro-organismos do solo.
Dessa forma, raramente estao sujeitas ao ataque de um unico agente patogénico.
Tal assertiva ja havia sido mencionada por outros autores (FAWCETT, 1931;
POWELL, 1971).

A grande diversidade de organismos do solo incluindo micro-
organismos e nematoides possibilita o surgimento de muitas interagdes na zona
das raizes. Assim, varios pesquisadores t€m concluido que muitas doengas
radiculares t€m etiologia complexa (MAI; ABAWI, 1987). De fato, a atuacao
conjunta de dois ou mais patéogenos pode resultar em efeito aditivo ou
sinergistico no hospedeiro, originando as chamadas doencas complexas
(PITCHER, 1965; POWELL, 1963, 1971; POWELL; NUSBAUM, 1960).

A participagdo de nematoides em doencas complexas com fungos e
outros patdogenos tem sido amplamente revisada (PITCHER, 1965; POWELL,
1963, 1971). Entre os nematoides fitoparasitas envolvidos em doencas com
outros patdgenos, destacam-se os endoparasitas sedentarios e, dentre estes, as
espécies de Meloidogyne séo as mais pesquisadas (POWELL, 1971).

A alimentacdo dos nematoides provoca danos fisicos a planta hospedeira
e também fornece caminho para a rapida e direta entrada de bactérias
patogénicas, especialmente quando o patégeno ndao quebra as barreiras
mecanicas do hospedeiro. Alimentagdo continua do nematoide também expde
uma maior superficie para a colonizagdo. A disponibilidade de células necroticas
na raiz também fornece rapido estabelecimento e, a partir dai, os patogenos
bacterianos sdo capazes de invadir tecidos saudaveis circundantes. Ferimentos

de raizes podem ter alguns efeitos indiretos. Por exemplo, pode aumentar a
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exsudacdo radicular padrao e influenciar positivamente a microflora da rizosfera
de tal forma que as bactérias patogénicas sdao estimuladas. Contudo, o papel dos
nematoides em doengas envolvendo bactérias patogénicas ¢ complexo na sua
natureza e ndo esta completamente elucidado (SITARAMAIAH; SINGH, 1990).

Nas interacdes envolvendo nematoides e bactérias, a severidade foi
sempre maior quando as plantas foram infectadas com nematoides varios dias ou
semanas antes da exposicdo a bactérias patogénicas do que quando foram
infectados com ambos os organismos simultaneamente (JOHNSON; POWELL,
1969; SITARAMAIAH; SINHA, 1984a, 1984b). Isto demonstra que, embora o
dano fisico desempenhe um papel importante, este ndo pode explicar
completamente a predisposicdo das plantas a patdgenos bacterianos
(SITARAMATIAH; SINGH, 1990).

Modificagdes no tecido do hospedeiro atacado por nematoide
endoparasita podem ser de natureza local ou sistémica. Powell e Nusbaum
(1960) foram os primeiros a demonstrar que a modificagdo da planta hospedeira,
devido a infestacdo por nematoide, proporciona uma vantagem aos fungos
patogénicos, e também favorece o estabelecimento de bactérias fitopatogénicas.
Johnson e Powell (1969) mostraram que os nematoides de galhas agiam como
modificadores, infestando os tecidos de tal forma que as células em torno dos
tecidos infestados se tornaram mais adequadas para colonizac¢do bacteriana.

As raizes infectadas com Meloidogyne spp. sdo nutricionalmente mais
ricas do que as ndo infectadas. As raizes galhadas contém mais aminoacidos,
auxinas, substincias promotoras de crescimento, RNA, DNA e fosforo do que
uma raiz sadia. Estas substancias promovem a multiplicagdo de bactérias
patogénicas. Observacdes histoldgicas revelaram a presenga de bactérias se
multiplicando em inclusdes dentro de células gigantes em plantas que receberam
nematoides trés a quatro semanas antes da inoculacdo com bactérias.

Observacdes histologicas também foram realizadas em raizes de berinjela
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inoculadas com M. javanica duas a trés semanas antes da inoculagdo de
Ralstonia solanacearum biotipo 3. Extensas cavidades em células corticais e
endodérmica foram observadas (SITARAMAIAH; SINHA, 1984b). Dessa
forma, os nematoides formadores de galhas predispdem as raizes a invasdo

bacteriana e colonizagao.

2.5 Solos supressivos

Solos supressivos sdo aqueles nos quais uma determinada populagdo de
patogeno apresenta, na presenca de um hospedeiro, um nivel baixo comparado
com o nivel médio de uma infec¢do. A inospitabilidade natural destes solos aos
patogenos pode ser descrita de trés formas: o patdgeno ndo se estabelece; ele se
estabelece, mas ndo causa a doenga; ou o patdgeno se estabelece, causa doenga,
mas a severidade é reduzida com a monocultura (BAKER; COOK, 1974).

A ocorréncia natural de solos supressivos tem sido documentada em
varios sistemas de produgdo, sendo que, em varias instincias, os atributos
biologicos tém sido identificados como fatores contribuintes. Enquanto os
estudos tém contribuido para o entendimento dos mecanismos de
supressividade, dificuldades significativas t€m sido encontradas para a
transferéncia do conhecimento em técnicas reais de controle dos patdgenos no
campo. Os primeiros esforcos concentraram-se na aplicacdo massiva de uma
unica espécie ou uma mistura delas constatadas e isoladas de areas supressivas
apoés suas produgdes massais. Entretanto, a introdugao de agentes de controle em
ecossistemas de solo ndo nativos tem alcangcado niveis inconsistentes de
controle. Por ultimo, grande énfase tem se dado na manipulagdo dos sistemas de
producdo para beneficiar o desenvolvimento dos micro-organismos benéficos da
rizosfera visando a supressdo dos patégenos de solo. Uma estratégia € cultivar

varias espécies de plantas ou incorporar residuos organicos no solo, reforgando
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as comunidades de rizobactérias (MAZZOLA, 2007). Porém praticas agricolas
podem quebrar a supressividade natural de solos dentro do sistema de produgdo
com o seu uso para a produgdo. McSorley et al. (2006), estudando a supressao
do nematoides de galhas Meloidogyne incognita em diferentes tipos de solos
naturais comparados com o0s correspondentes em campos de produgdo,
constataram uma menor populagdo do fitonematoide na maioria dos solos
naturais em relacdo aos mesmos solos submetidos aos sistemas intensivos de
produgao.

Os estudos com controle bioldgico de fitopatogenos de solos vém sendo
realizados principalmente com fungos e bactérias, sendo pouco explorado o
potencial de outros organismos. Mesmo com importante papel, devido ao maior
numero, estes organismos ndo sao os Unicos responsaveis pela supressividade
dos solos. Assim, um solo com alta diversidade biologica apresenta maior
capacidade de supressao de patogenos (BETTIOL; GHINI, 2005).

A supressividade geral se refere a inibigdo de patogenos causada pela
totalidade da atividade microbiana, a qual pode ser detectada pela quantificagdo
da populagdo total de micro-organismos ou pela atividade de certas enzimas no
solo. A supressividade especifica decorre da atividade antagonista por um unico
micro-organismo ou um pequeno grupo definido de organismos, podendo ser
detectada pela medigdo do aumento da atividade antagonista aumentada,
incluindo parasitismo, ou pela mensuragdo de mudancas especificas na estrutura
e na fisiologia da comunidade microbiana do solo ou dos micro-organismos da
rizosfera (FERNANDEZ et al., 2001).

Os organismos envolvidos na supressividade de solos agem por
mecanismos de controle biolégico como: antibiose, parasitismo, competi¢do,
predagdo e inducdo local de resisténcia do hospedeiro, caracterizando assim a
supressividade local. Na supressividade a distancia, os micro-organismos em

uma se¢do da raiz do hospedeiro induzem resisténcia em outra, envolvendo uma
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indugdo sistémica. Apesar dessa divisdo, varios organismos agem por mais de
um mecanismo, beneficiando-se do ambiente em que vivem. Yin et al. (2003)
identificaram bactérias Rhizobium como sendo responsaveis pela supressividade
de H. schachtii e que as mesmas estavam firmemente aderidas a parede dos
cistos e mesmo no seu interior.

A incorporagdo da matéria organica estimula a atividade da microbiota
do solo, limitando a atividade dos fitopatogenos. Solos ricos em matéria
organica geralmente apresentam maior supressividade por promover e suportar
maior atividade microbiana. Além disto, ocorre melhoria da estrutura do solo e
além de ser fornecedora de micronutrientes, hormonios e outras substancias
resultantes da sua decomposicao, levando a indugdo de resisténcia do hospedeiro
ou controlando o patégeno (BETTIOL; GHINI, 2005). Em alguns sistemas, no
entanto, a eficacia da matéria organica tem sido atribuida a um componente da
comunidade microbiana, desenvolvendo um mecanismo de operagdo
(MAZZOLA, 2007). A supressio do patéogeno ocorre pelo aumento da
competicdo por espaco e nutrientes, favorecendo a producdo de metabolitos
volateis e ndo volateis toxicos aos patdgenos ¢ aumento da atividade dos
parasitas e predadores. Em resumo, a adi¢gdo de matéria organica apresenta-se
como uma alternativa no controle dos patogenos do solo, podendo ser utilizada
ndo somente na agricultura organica, mas também na agricultura tradicional. No
entanto, pode ser necessaria a incorporagdo de grande volume de massa fresca,
podendo onerar os custos de producdo. Além disso, caso a temperatura do solo
permanega baixa, pode-se requerer um maior tempo para que ocorra 0 processo
de decomposi¢ao e, assim, a biofumigacdo do solo (AIRES et al., 2009). A
estrutura e textura do solo afeta a biota do solo por aumentar a porosidade
propiciando o desenvolvimento de fungos, bactérias, nematoides, entre outros,

além do aumento da capacidade de retencdo de agua. Solos argilosos e solos
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com menor reten¢do de agua se mostram menos apropriados ao desenvolvimento

dos nematoides.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Detalhes da embriogénese de Meloidogyne sp precisam ser esclarecidos.
Por exemplo, a fase de multiplicagdo celular é paralisada a 10°C sem morte das
células (CAMPOS; CAMPOS; POZZA, 2008), porém, parece se desenrolar
rapidamente a partir desta temperatura ¢ possivelmente bem protegida da
influéncia de moléculas toxicas do meio ambiente. Contudo, encerrada a fase de
multiplicacdo celular ndo se tem certeza da eficacia protetora da camada e
membranas lipidicas do ovo (abaixo da casca) ao embrido e juvenis em
formacdo. Neste contexto, a natureza (antagonista ou ndo) da microflora (fungos
e bactérias) residente passa a ter papel relevante levando a supressio da
populacdo do nematoide. Como esses ovos sdo abundantes e ficam expostos por
longo tempo a moléculas produzidas pela microflora, a analise do
desenvolvimento embrionario e de juvenis dentro do ovo podem constituir-se
em eclementos diagnodsticos de supressividade por serem, talvez, mais
vulneraveis aos efeitos da microflora residente no sitio de alimentacdo de

Meloidogyne sp.
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CAPITULO 2

PERSPECTIVAS DE SUPRESSIVIDADE E QUALIDADE DO INOCULO
RIZOSFERICO DE Meloidogyne exigua NO CAFEEIRO EM ALGUNS
PERIODOS DO ANO

RESUMO

A supressdao de populacdes de fitonematoides ocorre naturalmente no
campo em decorréncia de fatores fisicos, de matéria organica e da microbiota
dos solos. Numa rizosfera estdvel como na cultura cafeeira (planta perene) a
investigacdo de fatores supressivos durante as diversas estagdes do ano podem
caracterizar o potencial de dano e de prejuizo ao cafeeiro pelo indculo
rizosférico de Meloidogyne exigua. Em amostras representativas da rizosfera
cafeeira de duas cidades (Lavras e Varginha, MG) avaliou-se o numero de
galhas, producdo de ovos, eclosdo de juvenil de segundo estadio (J2) e
desenvolvimento embrionario. Embora os parametros avaliados tenham variado
bastante entre dois locais de amostragem e periodos de coleta de amostras (I, II,
III e 1IV), destacaram-se o numero maior de galhas e producdo de ovos (P<0,05)
nos periodos de dezembro\janeiro (III) e marco/abril (IV) comparados aos
demais periodos de coleta (junho/julho-I e setembro/outubro-II). Contudo, foi
mais elevada (entre 56 a 60%) a eclosdo de J2 nas amostras colhidas em I (56%
a 60%) seguida daqueles colhidas em IV (entre 13,4% a 22%) e mais baixas nos
periodos II e III (0,6% a 5,6%), nos cafezais das duas cidades amostradas. No
desenvolvimento embrionario o nimero de ovos com juvenil formado dentro do
ovo foi menor (P<0,05) nas amostras colhidas em II e Il comparados aos
demais periodos (I e IV). Nos ovos ndo eclodidos ocorreram entre 53% a 76%
de ovos anormais e 23% a 45% de ovos com juvenil formado. Nos periodos de
dezembro a margo a microbiota antagbnica a M. exigua pode ter sido favorecida
pelas condi¢des propicias de temperatura e umidade no periodo causando baixa
porcentagem de eclosdo e ntimero reduzido de ovos com juvenil formado os
quais podem, possivelmente, ser indicativos de supressividade de M. exigua na
rizosfera cafeeira no Brasil.

Palavras-chave: Meloidogyne exigua. Supressividade. Café.
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ABSTRACT

The population suppressiveness of plant-parasitic nematodes occurrs in
the field due to the physical factors, organic matter and soil microbiota. On the
stable rhizosphere as in coffee crop (pereneal plant) the investigation of
suppressive factors during the seasons of the year may bring about the damage
and loss potentials to coffee by M. exigua rhizosphere inoculum. From
representative samples (galled roots) taken from coffee rhizosphere at two towns
(Lavras and Varginha) on Minas Gerais state, Brazil, were evaluated galls and
egg numbers per gram of root as well as second stage juvenil (J2) hatching and
embryonic development from the eggs. Although these parameters varied,
considerably, among two sampling places (towns) and sampling times (I, II, III,
IV), the number of gall and egg production were consistently high (P<0,05) on
coffee root taken on december/january (III) and march/april (IV) compared to
other sampling times (june/july-I and september/october-1I). However, the J2
hatching percentage was highest on samples taken at I (56% to 60%) followed
by sampling at IV (between 13,4% and 22%) and lowest (P<0,05) on sampling
at II and III (0,6% to 5,6%) on both towns of sampled coffee plantations. The
number of eggs with developed juvenile inside was lower (P<0,05) on samples
taken at II and III compared to the sampling times [ and I'V. In the non-hatched
eggs occurred about 53% to 76% of the so called abnormal eggs and 23% to
45% of eggs with developed juvenil inside. From december to march the
antagonic microbiota to M. exigua may have been favored by good temperature
and humidity conditions causing, consequently, low hatching percentage and
reduced number of egg with developed juvenil which may, possibly, be the
indication of M. exigua suppressiveness on coffee rhizosphere.

Keywords: Meloidogyne exigua. Suppressiveness. Coffee.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor de café do mundo e 50% dessa producao
vém do estado de Minas Gerais, sendo metade dele produzido na regido do Sul
de Minas (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB,
2010).

Meloidogyne exigua é a espécie do nematoide de galhas mais
disseminada nas Américas, principalmente no Brasil (CAMPOS; VILLAIN,
2005). No Sul de Minas, existem 22% das propriedades cafeeiras infestadas por
esse patogeno (CASTRO et al., 2008).

A condigdo perene da cultura cafeeira permanecendo no campo por mais
de 20 anos (VIEIRA, 2008), submete a populagdo de Meloidogyne exigua aos
efeitos variados de temperatura, umidade e microflora nas diferentes estagcdes do
ano. Varia¢des na populagdo de M. exigua no campo tém sido constatadas
(ALMEIDA; CAMPOS; LIMA, 1987; HUANG; SOUZA; CAMPOS, 1984;
MAXIMIANO et al., 2001; SOUZA; BRESSAN-SMITH, 2008). A temperatura
e umidade afetam a fisiologia de Meloidogyne sp., como a embriogénese,
producdo de ovos, eclosdo de juvenil de segundo estadio (J2), formagdo de
galhas e causando morte de embrides (LIMA; FERRAZ, 1985; SANTOS;
FERRAZ, 1977, TRONCONI et al., 1986), mas também afeta o cafeeiro ao
interfirir nas relagdes planta-nematoide. Por exemplo, a emissao de raizes novas
¢ drasticamente reduzida nos periodos de baixa temperatura (abril a setembro)
(RENA; MAESTRI, 1986) diminuindo a possibilidade do J2 encontrar local de
penetracdo, levando-o a perda de energia corporal e incapacitando-o ao
parasitismo (ROCHA; CAMPOS; SOUZA, 2010). Também nesse periodo, a
temperatura do solo inferior a 20° C impede a penetragdo.

A microflora (fungos e bactérias) do solo bem como dos ovos e fémeas

de Meloidogyne sp. tem sido estudada em varias culturas (BARRON, 1977;
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GRAY, 1987, 1988a, 1988b; JANSSON; NORDBRING-HERTZ, 1988;
KERRY, 1984; KERRY; EVANS, 1996; MORGAN-JONES; RODRIGUES-
KABANA, 1988; POINAR JUNIOR; JANSSON, 1988). Entretanto, a rizosfera
do cafeeiro tem merecido pouca aten¢do. Fungos e bactérias antagonistas
isolados de outras culturas foram utilizados em estudos sobre controle de M.
exigua do cafeeiro (AMARAL et al.,, 2009; CAMPOS; CAMPOS, 1997,
OLIVEIRA et al., 2007, 2009), tendo sido demonstrado que moléculas
produzidas por fungos e bactérias sdo toxicas a M. exigua, afetando assim a
populagdo desse nematoide.

Moléculas toxicas a nematoides soliveis em agua e volateis de diversas
origens, mas principalmente oriundas do crescimento fungico e bacteriano,
resultante da degradacao de residuos vegetais e mesmo pela produgdo exsudatos
radiculares ocorrem com freqiiéncia na natureza (AMARAL et al., 2009;
CAMPOS; PINHO; FREIRE, 2010).

Ainda ndo se correlacionou a incidéncia de componentes da microflora
cafeeira a redugdo da populagdo de M. exigua no campo. Mas tem-se provado o
aumento na viruléncia de M. exigua em algumas localidades (MUNIZ et al.,
2009).

O estudo da qualidade do in6culo de M. exigua na rizosfera cafeeira
podera expandir o conhecimento sobre a queda de inoculo (juvenil de segundo
estadio-J2) principalmente no final da primavera ¢ durante o verdo (SOUZA;
BRESSAN-SMITH, 2008), além de sugerir critérios para se definir fatores de
supressividade que poderdo auxiliar o produtor no sentido de evitar o uso de
nematicida em rizosfera cafeeira supressiva a M. exigua. Também ndo se
estudou ainda o efeito rizosférico do cafeeiro na qualidade do indculo de M.
exigua nas diversas estagdes do ano.

Desta forma, este trabalho teve por objetivo estudar a populacdo de

Meloidogyne exigua em uma tUnica galha e em amostra representativa da
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rizosfera, analisando a populacio de fémeas, ovos, desenvolvimento
embrionario e a eclosdo a fim de investigar fatores de supressividade nas quatro

estagdes do ano.
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2 MATERIAL E METODOS

Amostragem: foram amostrados cafezais fornecedores de inoculo para
pesquisas ha mais de uma década, nas cidades de Lavras e Varginha em Minas
Gerais. O cafezal de Lavras, tem sempre fornecido baixa populagdo de ovos de
M. exigua, o que motivou a busca da outra fonte de indculo no cafezal de
Varginha, cuja quantidade também declinou nos tltimos 3 anos. Desses cafezais
foram colhidas 4 amostras contendo raizes finas infectadas por Meloidogyne
exigua de 3 plantas em cada um dos 4 periodos representativos das estagdes do
ano: inverno — periodo I amostragem em junho e julho; primavera — periodo 11
amostragem em setembro e outubro; verdo — periodo III amostragem em
dezembro e janeiro; outono — periodo IV amostragem em marco e abril. As
amostras foram coletadas na projecdo da copa do cafeeiro na profundidade de 0-
20 cm e estocadas a 8-10° C por até 3 dias e entdo processadas.

Extracdo de ovos: as raizes finas foram cuidadosamente lavadas em
agua parada e obtidas 4 amostras de 30 gramas. Para cada amostra fez-se a
extragdo de ovos conforme Hussey e Barker (1973) e avaliou-se o niimero total
de galhas e de ovos além de ovos por grama de raiz.

Desenvolvimento embrionario: avaliou-se o desenvolvimento
embrionario de ovos extraidos de 4 amostras de 30 gramas de raiz antes da
montagem da camara de eclosdo, bem como dos ovos que restaram apos 10 dias
na camara de eclos@o. Para isso escolheram-se ao acaso 100 ovos e estimou-se o
numero deles nas fases: 0 = unicelular, A = 2 células, B = 4 células, C =
multicelular, D = gastrula, E = “tadpole”, H = Juvenil formado, conforme Bird
(1972) (ANEXO A). Também avaliou-se o nimero de ovos na fase I (anormais)
dentre aqueles que restaram apds 10 dias na camara de eclosdo ¢ que ndo se
enquadravam em nenhuma das outras fases, isto ¢: ovos com anomalias

morfologicas sem definigdo das fases acima descritas. Essa avaliacdo foi
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repetida por trés vezes e obtida a média para constituir-se numa repeticdo. Em
cada periodo de amostragem a avaliacdo foi realizada em 4 repeticdes.

Eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2): os ovos extraidos de 30
gramas de raiz foram colocados em 4 camaras de eclosdo (repeticdes) e
mantidos a 28° C. O numero de J2 eclodidos vivos e imoveis foram avaliados a
cada 24 horas durante 10 dias. A avaliacdo de mortalidade foi realizada
conforme metodologia descrita por Chen e Dickson (2000), que consistiu em
adicionar NaOH 0,1 M a suspensdo de nematoides que se encontravam imoveis
em placa Elisa. Os J2 que n3o manifestaram movimento foram considerados
mortos.

Fémeas dentro da raiz: das 30 gramas de raiz amostradas de cada
repeticdo escolheram-se 10 galhas, as quais foram individualmente dissecadas
sob uma lupa. As massas de ovos e as fémeas foram retiradas das galhas com um
estilete. Cada fémea ou massa de ovos foi transferida para um tubo eppendorf
com 0,5 ml de agua, sendo as fémeas esmagadas com um bastdo de vidro e as
massas de ovos agitadas. A suspensdo de ovos foi pipetada numa lamina
escavada e ao microscopio contou-se o nimero de ovos por fémea ou por massa
de ovos. Calculou-se também o numero de fémeas e massa de ovos por galha
bem como a média em 10 galhas dissecadas por repeticéo.

Ao dissecar a galha buscou-se observar “in situ” a formagdo ou ndo de
J2 livres nas massas de ovos. Para isto, as massas de ovos internas foram
maceradas em eppendorf com mini bastdo de vidro e colocadas em lamina
escavada e através de microscopio de objetiva invertida foram observados os J2
eclodidos que ja se encontravam mortos sem quantifica-los.

Delineamento experimental: utilizou-se o delineamento experimental
blocos ao acaso em esquema fatorial 2 x 4 sendo 2 cafezais amostrados nas
cidades de Lavras e Varginha em Minas Gerais ¢ 4 periodos de coleta de

amostras I= junho/julho, II= setembro/outubro, IlI= dezembro/janeiro, IV=
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margo/abril, em 4 repeticdes. Com essas amostras estudaram-se, no laboratorio:
desenvolvimento embrionario, eclosdo de J2, n° total de galhas, n° total de ovos.

Andlise estatistica dos dados: o programa Sisvar foi utilizado para a
realizacdo da analise de varidncia (ANOVA). As médias de cada tratamento
foram agrupadas pelo teste de Scott e Knott (1974), ao nivel de 5% de

significancia. As analises de correlagcdo foram feitas através do programa Excel.



42

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observaram-se J2 mortos em massa de ovos. Em uma das amostras
cerca de 250 J2 foram observados mortos pelo teste de mortalidade conforme
metodologia descrita por Chen e Dickson (2000). Também observou-se que na
camara de eclosdo muitos J2 morriam logo apos a eclosdo. A formacao de galhas
e a produgio de ovos de Meloidogyne exigua na rizosfera cafeeira (30 gramas de
raiz) foram maiores (P<0,05) nos periodos de dez/jan (III) e margo/abril (IV)
comparadas aos periodos junho/julho (I) e set/out (II) (Tabelas 1 e 2). Contudo a
porcentagem de eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) foi mais elevada
(entre 56 a 60%) a partir dos ovos oriundos das amostras colhidas em I seguido
daquelas colhidas em IV (entre 13,4 a 22,4%) e mais baixa nos periodos de
coleta II e III com valores entre 0,6 a 5,6% nas duas cidades amostradas (Lavras
e Varginha, MG) (Figura 1). Entretanto, o nimero total de ovos e ovos/g de raiz
bem como a eclosdo total foram maiores (P<0,05) nos periodos IIl e IV de
amostragem comparados com os demais (Figura 1 e 2). No periodo de 10 dias a
eclosdo de J2 foi sempre maior nos 2 primeiros dias variando entre 55 a 65% nas
amostras colhidas nos periodos I, II e IV e de 37% naquelas obtidas em III

(Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 Numero de galhas e eclosdao de juvenil de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne exigua em 30 gramas de raiz de cafezal infestado nos
municipios de Lavras, MG e Varginha, MG em 4 periodos do ano

Periodos de Locais de Eclosdo de J2
amostragem  amostragem N*de galhas Até 2 dias 3 a6dias 7al0dias
(cidades)
I Lavras 394 A 716 B 520 B 204 B
Varginha 1218 a 4765d 1216 ¢ 910 ¢
11 Lavras 886 B 55 A 40 A 7TA
Varginha 1587 b 629 a 272 a 162 a
I Lavras 2866D 847 B 1479 C 1519D
Varginha 1875 ¢ 1675 b 958 b 307b
v Lavras 2585 C 6428 C 4063 D 647 C
Varginha 1512d 4356 ¢ 3016d 858 ¢

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, sendo maitiscula para comparar dados de
Lavras e minusculas para Varginha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade

Tabela 2 Populagdo de ovos, eclosio de juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne exigua e ntimero de galhas em 30 gramas de raiz de
cafezal infestado em 4 periodos de amostragem

N° de ovos Eclosdo de J2
Periodos ;;hies total por/g e i Dias total
raiz até 2 3aé6 7al0
I jun/jul 806a 7927a 264a  2741b 869b 557b 4167b
II set/out 1237a 17608a 587a  342a 156a 85a 583a
III dez/jan 2370b 78726¢ 1722b  1262a  1219b 913b 3394b
IV mar/abr  2049b 55421b 2624c  5392c¢  3539c 753b 9685¢

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade
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Barras com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade no mesmo periodo de amostragem

Figura 1 Numero total de ovos e porcentagem de eclos@o de juvenil de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne exigua em 4 periodos de amostragem (I,
IL, III e IV) em cafezais de Lavras e Varginha, MG
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Barras com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade no mesmo periodo de amostragem

Figura 2 Numero de ovos/grama de raiz e eclosdo total de juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne exigua em 4 periodos de amostragem em
cafezais de Lavras e Varginha, MG

A porcentagem de eclosdo correlacionou-se negativamente com as
médias mensais de temperatura na data de coleta em cafezais de Lavras e

Varginha MG amostrados.



46

Os cafezais amostrados de Lavras e Varginha ndo demonstraram

diferencas (P<0,05), numa analise global, entre o nimero de galhas, produgao de

ovos e eclosdo de J2 (Tabela 3).

Tabela 3 Populagdo de ovos, eclosdo de juvenil de segundo estddio (J2) de
Meloidogyne exigua e nimero de galhas em 30 gramas de raiz de
cafezais infestados das cidades de Lavras e Varginha, MG

Locais de N° de ovos Eclosdo de J2
N° de Dias
amostragem por/g de
galhas  total _ ) total
(Cidades) raiz att2 3a6 7Tall
Lavras 1683a 41948a  1335a 201la 1525a 594a  4132a

Varginha 1548a 37893a  1263a 2856a 1365a 559a 4782a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade

O desenvolvimento embrionario ocorreu nas suas diversas fases em 89 a
93% dos ovos extraidos das amostras obtidas nos 4 periodos. Em todos eles
menor porcentagem dos ovos foi encontrada nas diversas fases de multiplicacao

celular avaliadas (Tabela 4).



47

Tabela 4 Porcentagem de ovos em diversas fases de desenvolvimento
embrionario em 30 gramas de raizes galhadas colhidas em 4
periodos do ano em cafezais de Lavras e Varginha, MG, Brasil

Lavras-MG
, Fases (%)
Periodo 0 A B C D E I
I 7,00 aA 3,75aA  2,00bA 15,00bB 20,00aB  26,75aC  25,50bC
11 11,25bB 4,50aA  1,50bA 11,75bC  31,75bC  38,75bD  0,50aA

I 10,75bC  5,25aB  0,50aA  6,25aB 50,00cE  25,25aD  2,0aA
IV 9,75bA 2,75aA  0,25aA  5,25aA 33,75bC  29,75aC  18,50bB

Varginha-MG

Fases (%)

Periodo 0 A B C D E T

I 11,00bC  2,50aA  2,25bB  12,25aA  25,25aA  39,75¢cC  7,00bB
II 9,50bC 5,25bB  2,75bA  25,00bD  34,00bE  23,25bD 0,25 aA
I 5,50aB 2,75aB 0,25aA  14,00aC  24,75aD  52,75dE  0,00aA
IV. 9,00bB 6,75bB  1,00aA  9,75aB 33,25bE  13,50aC  26,75cD

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na linha e mintsculas na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Fase 0: ovos na fase unicelular, Fase A: 2 células, Fase B: 4 células, Fase C: gastrula,
Fase E: tadpole, Fase H: ovos com juvenil formado e Fase I: ovos anormais

Maior (P<0,05) porcentagem (57 a 81%) dos ovos ocorreu sempre nas
fases de formag@o do embrido (gastrula e “tadpole”) e juvenil dentro do ovo em

qualquer periodo de amostragem (Figura 3).
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Barras com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade no mesmo periodo de amostragem

Fase 0: ovos na fase unicelular, Fase MC: agrupamento das fases (2 células, 4 células e
multicelular) dos ovos em multiplicagdo celular, Fase DE: agrupamento das fases
(géstrula e “tadpole”) dos ovos em desenvolvimento embrionario, Fase H: ovos com
juvenil formado

Figura 3 Agrupamento das fases do desenvolvimento embrionario dentro dos
ovos extraidos de raizes (30g) de cafeeiros de Lavras e Varginha, MG
infestados por Meloidogyne exigua, em 4 periodos (I, II, III e IV) do
ano
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Entre os 4 periodos amostrados nos cafezais de Lavras e Varginha, MG,
diferengas entre as fases avaliadas ocorreram sempre, porém destacando-se a
fase de juvenil dentro do ovo em que menor (P<0,05) numero de ovos com
juvenil formado ocorreu sempre nos periodos II e III (Tabela 4),
coincidentemente com a menor porcentagem de eclosdo (Figura 1). A analise do
desenvolvimento embrionario nos ovos nao eclodidos feita nos periodos III e IV
demonstrou maior numero de ovos anormais seguido por ovos com juvenil

formado (Tabelas 5 e 6), porém semelhantes nas cidades amostradas.

Tabela 5 Desenvolvimento embrionario dentro dos ovos de Meloidogyne exigua,
extraidos de raizes de cafezais em amostras colhidas em dez/jan (III)
antes e apos o encerramento do periodo estabelecido para a eclosdo (10

dias)
Antes
. Fases (%)

Cidades 0 A B C D E H I
Lavras 10,75¢ 5,25¢ 0,54 6,25b 50,0d 25,25b 2,0a 0,0 a
Varginha 5,5b 2,75b  0,25a 14,0c  24,75¢ 52,75¢ 0,0a 0,0 a

Depois
. Fases (%)

Cidades 0 A B C D E H 1
Lavras 225a 0,0a 00a 0,5a 45b 1,0a 24b  67,75b
Varginha 00a 00a 00a 0,0a 00a 05a 23b  76,5b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade

Fase 0: ovos na fase unicelular, Fase A: 2 células, Fase B: 4 células, Fase C: gastrula,
Fase E: tadpole, Fase H: ovos com juvenil formado ¢ Fase I: ovos anormais
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Tabela 6 Desenvolvimento embrionario dentro dos ovos de Meloidogyne exigua
extraidos de raizes de cafezais em amostra colhida em mar/abr (IV)
antes e apos o encerramento do periodo estabelecido para a eclosdo (10

dias)
Antes
. Fases (%)

Cidades 0 A B C D E H I
Lavras 9,75b 2,75b 0,25a 5,25b 33,75b 29,75c 18,5a 0,0a
Varginha 9,0b 6,75¢ 1,0b  9,75¢ 33,25b 13,5b  26,75a 0,0a

Depois
. Fases (%)

Cidades 0 A B C D E H I
Lavras 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,75a 45,5b  53,75b
Varginha 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 38,75b  61,25b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade

Fase 0: ovos na fase unicelular, Fase A: 2 células, Fase B: 4 células, Fase C: gastrula,
Fase E: tadpole, Fase H: ovos com juvenil formado e Fase I: ovos anormais

Entre os dois periodos, III e IV, maior nimero de ovos nao eclodidos
com juvenil formado ocorreu no periodo IV nos ovos extraidos de amostras de

duas cidades (Tabelas 6, Figura 4).
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Barras com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade no mesmo periodo de amostragem

Fase 0: ovos na fase unicelular, Fase MC: agrupamento das fases (2 células, 4 células,
multicelular) ovos em multiplicacdo celular, Fase DE: agrupamento das fases (géstrula e

“tadpole”) ovos em desenvolvimento embrionario, Fase H: ovos com juvenil formado e
Fase I: ovos anormais

Figura 4 Agrupamento das fases de desenvolvimento embriondrio dentro dos
ovos extraidos de raizes dos cafeeiros de Lavras e Varginha, MG
infestados por Meloidogyne exigua colhidos: A e B) em dez/jan (III) e
C e D) em marco/abril (IV). As avaliagdes foram feitas antes da
montagem da cdmara de eclosdo e 10 dias apds, constituindo assim os
ovos que nao eclodiram



A analise da populagdo de M. exigua em unica galha mostrou que o
numero de massa de ovos interna variou de 1,9 a 9,9 e de fémea de 2,7 a 10 com
valores variaveis entre os diversos periodos de amostragem. Também foi

variavel o nimero de ovos por massa de ovos e ovos dentro da fémea (Tabelas 7

e 8).

Tabela 7 Populagdo de Meloidogyne exigua em uma unica galha na rizosfera de
cafezal infestado nas cidades de Lavras e Varginha, MG, em 4
periodos do ano (I, II, III, IV)

52

) Ovos  Médias
Locais de
Periodos de Massa de Ovos/ Fémeas dentro de de ovos
amostragem N° Ovos
amostragem ) oVvos Massa total uma por
(cidades) . A
fémea  fémea
1 ILavras 1,90A 1,50A 1,00A 2,70A 3,00A 1,10A
Varginha 4,60a 368,00c  87,60b 5,70a 13,30a 2,50a
11 Lavras 5,40B 256,00C  47,00C 6,50B 36,70C 5,70C
Varginha 4,80a 250,00b  54,10b 5,90a 22,50b 3,60b
111 Lavras 8,20C 49,80A 7,10A 8,50B 11,00B  1,40A
Varginha 9,90b 150,00a  15,70a 10,00b 42,40c 4,40b
v Lavras 5,50B 119,50B  23,20B 7,00B 16,70B  2,70B
\Varginha 4,90a 296,00b  68,50b 4,70a 10,30a 2,20a

Amostragens: inverno — periodo | em junho e julho; primavera — periodo Il em
setembro e outubro; verdo — periodo 11l em dezembro e janeiro; outono — periodo 1V

em margo e abril

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, sendo maitiscula para comparar dados de
Lavras e minusculas para Varginha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade
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Tabela 8 Populagdo de Meloidogyne exigua em uma unica galha da rizosfera
cafeeira infestada, em 4 periodos de amostragem

. Ovos/ . Total de
Periodosde = Massa de N° VOS/ N° Fémeas Ovos/
ovos nas
amostragem ovos/galha Ovos/gallha  pNjassa /9alha . fémea
fémeas
I jun/jul 3.25a 184,75b 4430b  420a 8,152 1,80a
II set/out 5,10b 253,00b 50,55b 6,20b 29,60b 4,65b
111 dez/jan 9,05¢ 99,90a 11,40a 9,25¢ 26,70b 2,90a
IV mar/abr 5,20b 207,75b 45,85b 5,85b 13,50a 2,45a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade

Destaca-se, contudo, o nimero total de ovos nas fémeas em unica galha
o qual foi sempre maior (P<0,05) nos periodos II e III em relacdo aos demais
periodos (I e IV) (Tabela 8). Nos cafezais amostrados de Varginha, MG o
nimero de ovos por galha e de ovos/massa de ovos internas foi maior (P<0,05)

do que nas amostras de Lavras, MG (Tabela 9).
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Tabela 9 Populacdo de Meloidogyne exigua em uma unica galha da rizosfera
cafeeira infestada em cafezais das cidades de Lavras e Varginha — MG

Locais de Ovos/ . Total de
Massa de N° VOS/ N° Fémeas Ovos/
amostragem ovosnas
. ovos/galha  Ovos/gallha pjassa /galha A fémea
(cidades) fémeas
Lavras 5.25a 106,70a  19,57a 6,17a 16,852  2,72a
Varginha 6,05a 266,00b  56,47b 6,57a 22,12a  3,17a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade

As temperaturas altas no final da primavera e durante o verdo (periodos
II e III) e a disponibilidade de raizes novas (RENA; MAESTRI, 1986) nesses
periodos de amostragem aumentaram a reprodugdo (numero de ovos) e
infectividade de M. exigua no cafeeiro nas areas amostradas. Temperaturas de
20 a 24°C aumentam a reproducdo de M. exigua em substrato esterelizado em
camara de crescimento (TRONCONI et al., 1986). Em campo, aumenta o
nimero de J2 por 100 cm de solo no final da primavera e durante o verdo
(HUANG; SOUZA; CAMPOS, 1984). Entretanto, a menor eclosdo de J2 e o
menor nimero de ovos com juvenis formados nos periodos com temperatura alta
no campo (periodos III e IV) bem como as correlagdes negativas entre
porcentagem de eclosdo e numero de ovos e galhas indicam a ocorréncia de
substancias toxicas afetando o desenvolvimento dos embrides chegando a matar
23 a 45% de juvenis dentro do ovo. Como essa alteragdo ocorreu dentro do
mesmo ano e que fatores fisicos do solo e da rizosfera s@o estaveis em uma
planta perene, ¢ mais razoavel acreditar-se numa supressividade por causa
biologica uma vez que sua eficacia aumentou com aumento da temperatura e

umidade no campo.
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O grande nimero de J2 mortos nas massas de ovos (observagdes in situ)
também suporta o conceito de atividade antagonista da microflora local. Mas
Huang, Souza ¢ Campos (1984), sugerem sobrevivéncia de J2 nas massas de
ovos, 0 que talvez possa ocorrer em cafezais com diferente microbiota nos ovos.
De fato as massas de ovos sdo locais de residéncia para muitos micro-
organismos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Ja se isolaram fungos e bactérias
de massas de ovos (KOK; PAPERT; KOK-A-HIN, 2001). Freire et al. (2010),
isolaram Fusarium oxysporum e F. solani de ovos, massas de ovos e do solo
rizosférico de cafezais. O isolado 21 de F. oxyporum produziu compostos
volateis muito fortes contra J2 de M. incognita. Em geral, tem-se dado énfase ao
estudo da microflora das massas de ovos de Meloidogyne spp. relativos aos
fungos predadores e parasitas de ovos (BARRON, 1977; GRAY, 1987, 1988a,
1988b; JANSSON; NORDBRING-HERTZ, 1988; KERRY, 1984; KERRY;
EVANS, 1996; MORGAN-JONES; RODRIGUES-KABANA, 1988; POINAR;
JANSSON, 1988), com poucos estudos direcionados para os demais residentes,
principalmente para as bactérias colonizadoras desses locais, destacando-se
apenas os trabalhos de Kok, Papert e Kok-A-Hin (2001), que isolaram bactérias
de massas de ovos de planta de tomate e batata infectada por M. fallax.

No aspecto dos efeitos dos fungos residentes ndo predadores e parasitas
de ovos, e bactérias, a rizosfera cafeeira infestada por M. exigua estd
praticamente inexplorada. Diaz et al. (2000), embora tenham utilizado amostra
da rizosfera cafeeira, usaram-se como inoculante em mudas de tomate isolando-
se, entdo, da rizosfera tomateira, diversas espécies de Verticillium e de Pochonia
chlamydosporia. Campos e¢ Campos (1997) testaram P. chlamydosporia em
cafeeiro no controle de M. exigua, porém o isolado foi obtido de ovos de
Meloidogyne spp. de planta de quiabo por Ribeiro e Campos (1992). Também
ndo se aprofundaram os estudos sobre a flutuagao, durante o ano, da microflora

antagonista a fitonematoides. O cafeeiro, por ser uma cultura perene, permanece
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no campo por mais de 20 anos e, portanto, mantém os habitantes de sua
rizosfera. Nessa condi¢do, talvez sob influéncia de varias alteragdes de
temperatura ¢ umidade durante o ano, o controle biologico pode ser
operacionalizado mantendo baixa a popula¢do de M. exigua principalmente no
periodo mais quente, quando o cafeeiro mais necessita da eficacia absorvente de
seu sistema radicular, e quando nesse trabalho, observou-se menor eclosao de J2.
A supressividade natural de popula¢bes de M. exigua, evitando niveis superiores
ao limiar de prejuizo explica, talvez, a ampla disseminagdo desse nematoide na
regido sul de Minas com 22% das lavouras atacadas (CASTRO et al., 2008) e a
grande capacidade produtiva da cafeicultura nessa regido do Estado de Minas
Gerais que corresponde a 25% de todo o café colhido no Brasil (CONAB, 2010).

No futuro o desenvolvimento de um método rapido para avaliar essa
microflora antagonista a M. exigua nos periodos de outubro a fevereiro no
campo poderda definir a sua capacidade supressiva e assim evitar o uso
desnecessario de nematicidas em algumas areas infetadas por esse nematoide.

Outros autores encontraram diminui¢do no niimero de J2 por unidade de
raiz e por unidade de solo no final da primavera e verdo (ALMEIDA; CAMPOS;
LIMA, 1987; HUANG; SOUZA; CAMPOS, 1984; MAXIMIANO et al., 2001;
SOUZA; BRESSAN-SMITH, 2008) o que pode, parcialmente ou totalmente, ser
explicado pela diminuicdo da eclosdo resultante da morte do embrido como
constatado nesse trabalho.

Acredita-se que moléculas toxicas tenham penetrado no ovo com mais
facilidade nas fases de formagdo do embrido e do juvenil quando a camada ¢ a
membrana lipidicas existentes abaixo da casca (JONES; TYLKA; PERRY,
1998) nao desempenham mais suas fungdes protetoras. Também a grande
porcentagem de ovos (89 a 93%) nas fases de formacdo do embrido e com
juvenil formado além da maior eclosdo de J2 nos dois primeiros dias em que os

ovos foram colocados na camara de eclosdo indicam que em qualquer estagdo do
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ano a multiplicag@o celular é rapida e protegida contra a entrada de substancias
toxicas. Campos, Campos ¢ Pozza (2008) demonstraram que a multiplicacdo
celular s6 ¢é retardada em intervalos de temperaturas entre 5° a 10° C
proporcionando menores taxa de eclosdo.

Contudo, pesquisas precisardo ser direcionadas para o estudo dessa
microflora e caracterizar o seu antagonismo a M. exigua principalmente no final
da primavera e no verao.

De qualquer forma, nos locais estudados neste trabalho foi baixa a
qualidade do indculo, principalmente no verdo, o que levara a redugdo de danos

e prejuizos e possivelmente esse efeito pode ocorrer em outras regides cafeeiras.
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4 CONCLUSOES
a) a porcentagem de eclosdo de J2 foi mais elevada no periodo de junho/julho
@;

b) a porcentagem de eclosdo correlacionou-se negativamente com as médias

mensais de temperatura na data da coleta das amostras;

¢) maior porcentagem de ovos de M. exigua encontra-se nas fases de

desenvolvimento do embrido e juvenis;

d) menor nimero de juvenil formado dentro do ovo ocorreu no periodo

setembro/janeiro (11 e I1I);

e) o numero total de ovos nas fémeas em unica galha foi maior no periodo de

setembro/janeiro (II e I1I);

f) aproximadamente 100% dos ovos nao eclodidos foram de anormais e com

juvenil;
g) muitos J2 eclodidos morrem dentro das massas de ovos;

h) nas rizosferas cafeeiras estudadas ocorreram antagonismos a M. exigua.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A qualidade do in6culo de M. exigua na rizosfera cafeeira varia durante
o ano. Acredita-se que a porcentagem de eclosdo e as fases de desenvolvimento
do embrido e do juvenil sejam boas expressdes dessa qualidade. A presenca de
J2 mortos nas massas de ovos pode constituir-se em parametro para se avaliar o
antagonismo dentro das massas de ovos. Esses pardmetros podem simplificar o
estudo do antagonismo na rizosfera cafeeira, pois eles tém efeito direto do
micro-organismo residente. Entretanto os pardmetros muito estudados até entdo
como J2 por unidade de solo ou raiz envolvem outros aspectos da relacdo
nematoide-planta. A evolugdo dos estudos na busca de fatores de supressividade
possivelmente terda mais sucesso investigando-se a qualidade de indculo e J2

mortos nos massas de ovos em diversos solos e rizosferas cafeeiras.
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