Revista Ceres, 49(284):461-465,2002

EFEITO DE RIZOBACTERIAS NA ADESAO DE
ENDOSPOROS DE Pasteuria penetrans EM JUVENIS
DO SEGUNDO ESTADIO DE Meloidogyne javanica'

Leandro G. Freitas®
Fabio R. Alves®
Mauro J. N. Costa®

Silamar Ferraz’

RESUMO

A primeira etapa no parasitismo de Meloidogyne spp. por Pasteuria penetrans € a
adesdo dos endésporos dessa bactéria A cuticula dos nematdides, que pode ser aumentada
por fatores biol6gicos ou fisicos. Suspensdes de P. penetrans foram concentradas por
centrifugagdo, ressuspendidas e incubadas por cinco dias a 27°C em suspensdo aquosa
contendo, separadamente, dois isolados de rizobactérias (ALT-7 € M1-6) antagonistas a M.
javanica. Ap6s a incubagio, 200 J2 de M. javanica em 1 mL de 4gua foram adicionados por
tubo e centrifugados a 400 G (1.500 rpm), por 20 minutos, para fazer o contato entre
endésporos e nematdides. ALT-7 e MI-6 diminuiram a adesdo de endésporos, quando
comparados 2 4gua, em 91,5 € 51,6% (P 2 0,05), respectivamente. Essa redugido pode ser
devido a compostos liberados durante o crescimento da rizobactéria no meio, 0s quais

podem degradar ou alterar as substancias responséveis pelo reconhecimento dos endésporos
pela cuticula dos nematoides.
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ABSTRACT

EFFECT OF RHIZOBACTERIA ON THE ATTACHMENT OF Pasteuria

penetrans ENDOSPORES TO SECOND STAGE JUVENILES OF
Meloidogyne javanica

The first step in the parasitism of Meloidogyne spp. by Pasteuria penetrans 1s the
attachment of the spores to the nematode cuticle, which can be enhanced by physical or
biological factors. Spore suspensions of P. penetrans were concentrated by centrifugation,
resuspended and incubated in agueous suspensions of one of the two rhizobacteria isolates
(ALT-7 and MI-6), antagonistic to M. javanica, for 5 days at 27°C. After incubation, 200
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J2 in 1 mL of water were added per tube and centrifuged at 400 G (1500 rpm) for 20
minutes fo promote the contact between spores and nematodes. ALT-7 and MI-6
decreased the endospore attachment, when compared to the control treatment, in
91.5 and 51.6% (P < 0.05), respectively. This reduction might be due to chemical
products of rhizobacteria growth in the medium, which might have degraded or altered the
substances responsible for the recognition of the spores by the nematode cuticle.

Key words: nematode, parasitism.

Pasteuria penetrans Thome, 1940 é um parasita obrnigatorio de
Meloidogyne spp. e possui grande potencial para controle biologico desses
nematdides (2, 5, 6). Como o processo de infecgdo depende da adesdo dos
endosporos de P. penetrans a cuticula do nematdide, varias tentativas tém
sido feitas com a finalidade de aumentar a eficiéencia da adesao, uma vez
que ja se observou que apenas 20% dos endosporos que se aderem ao
corpo dos nematoides germinam (/7). Quando o esporangio que recobre o
endosporo de P. penetrans é rompido a adesdo aumenta, pois as fibras
parasporais sio expostas (/3). Vanos fatores, como pH, sonicacao de
endosporos, temperatura, concentragao de endosporos, tempo de exposigao
dos J2 aos endoésporos, pré-tratamento de enddsporos com detergentes,
carboidratos, lectinas, pectinase, proteinase, quimiotripsina, lipase e acido
salicilico, podem afetar a adesdao de endosporos de P. penetrans a cuticula
de Meloidogyne spp. (3, 4, 10, 12, 13).

| Rizobactérias s3o bactérias que habitam o solo ao redor das raizes e

induzem plantas hospedeiras a se tomarem resistentes aos nematoides.
Como P. penetrans e rizobactérias convivem no mesmo ambiente e
podem ser usadas em conjunto no controle biolégico do nematdide das
galhas, objetivou-se neste trabalho estudar o eferto de dois isolados de
rizobactérias, caracterizados anteriormente como eficientes na redugao
populacional de Meloidogyne spp. (I) na adesdo de endosporos de P.
penetrans a M. javanica.

Material e métodos. Os isolados rizobactenanos foram obtidos por
Almeida e colaboradores (/) ao realizarem, em casa de vegetagao, uma
- selecio massal de 298 rizobactérias antagonistas a M. javanica. Os
isolados MI-7 e ALT-6 destacaram-se dos demais ao apresentarem
maiores reducdes de galhas (44 e 60%), portanto, decidiu-se utiliza-los
neste trabalho. Estes isolados foram repicados para novas placas em meio
523 de Kado e Heskett (9) e, apos 48 horas de incubagdo a 28°C, foram
colocados 10 mL de solucdo salina (0,85% de NaCl), obtendo-se uma
suspensdo de células bacterianas que, em espectrofotometro, fo1 ajustada
para Asy=0,8. Ovos de M. javanica mantidos em tomateiros em casa de
vegetacdo, foram extraidos de raizes com galhas de tomateiro, por meio da
dissolucdo das massas de ovos em NaOCl 0,5% (8), quantificados em
camara de Peters e colocados em camara de eclosdo para obtengdo dos



VOL.XLIX,N°284,2002 463

juvenis de segundo estddio (J2), em temperatura ambiente. Utilizaram-se
nos ensaios os J2 obtidos até o quarto dia da eclosdo.

Endésporos de P. penetrans foram obtidos de fémeas de M. javanica
parasitando raizes de tomateiros cultivados em vasos em casa de vegetacao
(14). Fémeas do nematbide foram retiradas das raizes com o auxilio de
estilete, esmagadas em 2 mL de 4gua destilada em tubo de vidro
previamente lavado com leite desnatado e enxaguado com 4gua destilada.
A suspensdo de endésporos foi quantificada em cdmara de Newbauer,
calibrando-se a suspensdo para 2,15 x 10° end6ésporos por tubo e a seguir
centrifugada a 1850 G (3200 rpm) durante 10 minutos para obtengao do pelete de
end6sporos que foi utilizado nos ensaios.

Os endésporos no pelete formado foram ressuspendidos em 10 mL
de suspensdo bacteriana dos isolados MI-7 ou ALT-6, ou em &gua
destilada e incubados por 5 dias em 27 °C. A seguir, 200 J2 de M. javanica
em 1 mL de 4gua destilada foram colocados em cada tubo ¢ realizada
centrifugacdo a 400 G (1500 rpm) durante 20 minutos, para promover o
contato dos endésporos com ao J2 e possivel adesdo. Cada tratamento
constou de quatro repeti¢cdes e, de cada repeti¢do, 20 J2 foram escolhidos
a0 acaso e avaliados quanto ao nimero de endésporos aderidos/J2 com o
auxilio de microscépio de objetiva invertida no aumento de 250 X.
Utilizou-se o teste de Duncan para a comparac¢ao de médias de tratamento.

Resultados e discussd@o. Os isolados ALT-7 e MI-6 diminuiram a
adesdo de endésporos de P. penetrans (P 2 0,05) (Figura 1), apresentando
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FIGURA 1 - Efeito de nzobacténas na adesdo de Pasteuria penetrans em
juvenis do segunde estadio (J2) de Meloidogyne javanica.
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redugoes de 91,5 e 51,6% do numero de endosporos aderidos aos J2,
quando comparados com o numero de endosporos aderidos em J2
incubados em agua (testemunha). Resultados semelhantes foram
encontrados por Maximiniano et al. (/0), os quais verificaram que filtrados
obtidos dos isolados rizobacterianos ALF 166, ALF 132, TOM 163 e ALF
124 reduziram a adesdo de enddsporos de P. penetrans a cuticula de
juvenis de M. javanica. De acordo com Davies e Danks (3), carboidratos
na superficie da cuticula do nematdide interagem com moléculas de N-
acetilglucosamina na superficie dos endosporos de P. penetrans que, por
sua vez, estio ligadas a proteinas ou peptidoglicanos, que sio extensdes da
parede celular da bactéria. Além disso, Davies et al. (7) destacam a
importancia de fibronectin, uma glicoproteina, na adesdo de enddsporos.
Dessa forma, a reducdo na adesdo de endosporos de P. penetrans a
cuticula dos nematdides pode ser devida a degradagdo ou alteragdo de
substancias relacionadas ao reconhecimento entre os enddsporos e a
cuticula do nematodide, como fibras parasporais ou carboidratos do
exosporo, além das substancias ja citadas, através de compostos
produzidos no meio pelas rizobactérias (/0). Até mesmo as células de
rizobactérias entre os endosporos e os J2 na suspensdo aquosa podem ter
servido como barreira fisica a ades3o. '
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