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RESUMO

Meloidogyne javanica é uma das espécies de nematoides das galhas que causa grandes perdas
na agricultura tropical. O presente estudo, tem como objetivo avaliar os efeitos de isolados
bacterianos sobre a reproducdo e quimiotaxia dos juvenis de segundo estadio (J2) de M.
javanica. Os experimentos foram realizados com tratamentos constituidos de 20 isolados
bacterianos com seis repeticdes e os controles foram tratados com agua destilada. Para a
avaliacdo da reproducgdo de M. javanica, determinou-se o nimero de galhas por grama e ovos
por grama de raiz de plantas de tomateiro. O indice de quimiotaxia (IC) foi calculado para
determinar a atratividade ou repeléncia dos J2 aos isolados bacterianos em placas de Petri. As
analises estatisticas, incluindo os testes de médias foram feitas por meio do software estatistico
R. Os resultados obtidos mostram que trés isolados bacterianos causaram as maiores redugdes
no nimero de galhas por grama e de ovos por grama de raizes, com médias de 34,7% e 44,8%,
respectivamente. Os mesmos isolados atrairam os J2 de M. javanica. Redugdes médias de
26,2% no nimero de galhas por grama e de 38,7% no nimero ovos por grama foram observadas
para os isolados bacterianos repelentes, enquanto que estas reducdes foram de 31,1% para o
numero de galhas por grama e de 43,4% no nimero de ovos por grama para os isolados que
atrairam os J2 de M. javanica. Portanto, os isolados bacterianos que atrairam os J2 parecem ter
maior potencial do que aqueles que repeliram.

Palavras-chave: Meloidogyne javanica; Quimiotaxia; Isolados bacterianos.



ABSTRACT

Meloidogyne javanica is one of the root-knot nematode species that causes major losses in
tropical agriculture. The present study aims to evaluate the effects of bacterial isolates on the
reproduction and chemotaxis of M. javanica second-stage juveniles (J2). The experiments were
carried out with treatments consisting of 18 bacterial isolates with six replicates and the controls
were treated with distilled water. To evaluate the reproduction of M. javanica, the number of
galls and eggs per gram of tomato roots was determined. The chemotaxis index (CI) was
calculated to determine the attractiveness or repellency of J2s to bacterial isolates in Petri
dishes. Statistical analyses, including mean comparison were performed using the R statistical
software. The results obtained show that three bacterial isolates caused the greatest reductions
in the number of galls and eggs per gram of roots, with averages of 34.7 % and 44.8%,
respectively. The same isolates attracted the M. javanica J2s. Average reductions of 26.2% in
the number of galls per gram and 38.7% in the number of eggs per gram were observed for the
repellent bacterial isolates, while these reductions were 31.1% for the number of galls per gram
and of 43.4% in the number of eggs per gram for the isolates that attracted the J2s of M.
Jjavanica. Therefore, bacterial isolates that attracted J2s appear to have greater potential than
those that repelled them.

Keywords: Meloidogyne javanica; Chemotaxis; Bacterial isolates
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1 INTRODUCAO

Os nematoides parasitas de plantas representam uma grande ameaca para a agricultura
mundial (Poveda et al., 2020). As perdas agricolas causadas por eles sdo de aproximadamente
USS$ 173 bilhdes ao ano em todo mundo (Elling, 2013). A maioria das perdas sdo atribuidas ao
género Meloidogyne (Elling, 2013). Quando os nematoides do género Meloidogyne parasitam
as raizes, varios sintomas sao observados, entre eles a formacao das galhas radiculares (AIOUB
etal., 2022). As principais espécies desse género sdo M. incognita, M. javanica, M. arenaria
M. hapla (Ferraz e Brown, 2016).

No Brasil as espécies M. incognita e M. javanica sao amplamente distribuidas em todas
as regides e sdo responsaveis pelos maiores prejuizos dentre os nematoides causadores de
galhas (Gao et al., 2016). Por exemplo, a espécie M. javanica destaca-se por causar perdas
significativas a cultura da soja (Ferraz ¢ Brown, 2016; Vos et al., 2012). Devido aos danos ¢ ao
alto impacto econdmico, o controle das espécies de Meloidogyne ¢ uma demanda global
crescente (Poveda et al., 2020). Para controlar as espécies do género Meloidogyne, ainda sao
aplicados os nematicidas sintéticos (Mhatre et al., 2019). No entanto, o seu uso excessivo e alta
toxicidade tem levado ao banimento de muito deles pelos 6rgdos competentes (Tariq et al.,
2020). Entre eles o brometo de metila, que foi proibido na maioria dos paises, fato que afetou
as estratégias de controle de nematoides (Oka, 2010).

A busca por novas estratégias de controle tem se intensificado nos ultimos anos (Cheng
et al., 2017). Dentre as estratégias, podemos citar o controle biolégico com microrganismos
vivos antagonistas aos nematoides, como as bactérias (Poveda et al., 2020). As bactérias podem
controlar os nematoides por meio de varios mecanismos de agdo, entre eles a liberagdo de
compostos organicos volateis (COVs) (Cheng et al., 2017). Os COVs podem agir sobre a
quimiotaxia dos nematoides (Wang et al., 2021). Os nematoides utilizam a quimiotaxia como o
principal meio para localizar a planta hospedeira (Rasmann et al., 2012). Desta forma, estudar
a interagdo dos nematoides com estes COVs liberados no solo pode contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de controle por meio da interferéncia na sua orientagdo (Sikder
e Vestergard, 2020).

No presente estudo objetivou-se: 1) selecionar os isolados bacterianos que interferem
na reproducdo de M. javanica; 2) estudar a interferéncia desses isolados na quimiotaxia dos J2

de M. javanica.



Este trabalho é composto de duas partes: 1) um referencial teérico sobre nematoides do
género Meloidogyne, o processo de quimiotaxia ¢ métodos de controle; 2) uma parte
experimental onde sdo relatados os resultados de experimentos de selecdo de isolados

bacterianos e sua interferéncia na reprodugdo e no processo de quimiotaxia dos J2.

PARTE 1: REFERENCIAL TEORICO

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Meloidogyne spp.

Os nematoides das galhas, género Meloidogyne, sdo endoparasitas sedentarios
obrigatorios e de maior importancia econdmica mundial (Saucet et al., 2016). At¢ o momento
sdao conhecidas mais de 100 espécies do género Meloidogyne capazes de parasitar cerca de
3.000 espécies de plantas (Jagdale et al., 2021). As principais espécies sao de clima tropical,
como M. incognita, M. javanica e M. arenaria, ¢ M. hapla de clima temperado (Jones et al.,
2013). Elas sao responsaveis por perdas de 95% da produgado agricola no mundo causadas por
nematoides de galhas (Galbieri e Belot, 2016). Os nematoides de galhas sdo disseminados com
o plantio em areas infestadas, uso de mudas infectadas, 4gua ou equipamentos contaminados
(Ferraz e Brown, 2016).

O ciclo de vida dos nematoides do género Meloidogyne ¢ de aproximadamente 30 dias
com as fases de ovo, juvenis (J1, J2, J3 e J4) e adulto (Diyapoglu et al., 2022). As fémeas de
Meloidogyne depositam em média 500 ovos em uma massa gelatinosa produzida em suas
glandulas retais (Jones et al., 2013). Essas massas sdao compostas por glicoproteinas, com a
func¢do de agregar e proteger os ovos na superficie externa ou no interior da raiz (Saucet, 2016).
No ovo ocorre a embriogénese resultando na formacao dos juvenis de primeiro estadio (J1)
(Jones et al., 2013). O J1 sofre a primeira ecdise dentro do ovo e origina os juvenis de segundo
estadio (J2) (Ferraz ¢ Brown, 2016). Os J2 formados eclodem dos ovos, em condi¢des ideais
de umidade e temperaturas de aproximadamente 30 °C (Elling, 2013; Goto et al., 2013).

No solo, 0s J2 seguem os gradientes quimiotaticos em busca da raiz e penetram na regiao
da coifa ou zona de alongamento (Campos et al., 2011; Diyapoglu et al., 2022). Apos entrar na
raiz, os J2 migram de forma intercelular em direcdo ao cilindro vascular, selecionam de cinco

a sete células e estabelecem o sitio de alimentacdo (Ferraz ¢ Brown, 2016). Os J2 inserem seu



estilete bucal, localizado na extremidade anterior do corpo para perfurar mecanicamente a
parede celular da planta hospedeira (Jagdale et al., 2021). Algumas secregdes também sao
injetadas pelo estilete na parede celular da planta (Bartlem et al., 2013). Elas sdo secretadas
para facilitar a penetracdo, migracao interna e parasitismo (Jones et al., 2013). As secregdes
esofagianas sdo injetadas induzindo a reprogramacgdo das células para formar estruturas
altamente especializadas (Siddique e Grundler, 2018). Essas estruturas sdo células
multinucleadas (células gigantes) que se expandem por meio de varias mitoses na auséncia de
citocinese (Tapia-Vazquez et al., 2022). Essas células possuem metabolismo ativo, citoplasma
denso e ntcleos expandidos (Tapia-Vazquez et al., 2022). Elas formam a fonte de alimentacao
continua do J2 durante seu desenvolvimento até a fase adulta (Mejias et al., 2019). No sistema
radicular surgem as galhas, resultantes de reagdes de hipertrofia e hiperplasia no tecido cortical
adjacente ao corpo do nematoide (Ferraz e Brown, 2016).

Ao se alimentar o J2 fica mais robusto e torna-se sedentario (Tapia-Vazquez et al.,
2022). O J2 passa por mais trés ecdises (J3 e J4) até o estadio adulto (Ferraz e Brown, 2016).
Os estadios J3 e J4 ndo possuem estilete, portanto nao se alimentam (Ferraz ¢ Brown, 2016). O
J4 sofre a ultima ecdise entrando na fase adulta, que apresenta dimorfismo sexual (Tapia-
Vézquez et al., 2022). Os machos possuem forma cilindrica e migram da raiz, enquanto as

fémeas permanecem sedentarias e iniciam o processo de oviposi¢do (Aioub et al., 2022).

2.2 Quimiotaxia

Para iniciar o processo de infeccao, os J2 eclodidos precisam localizar a raiz da planta
hospedeira (Reynolds et al., 2011). No entanto, a permanéncia dos J2 no solo depende de suas
reservas lipidicas (Tapia-Vazquez et al., 2022). Portanto, a quimiotaxia ¢ fundamental para os
J2 encontraram a planta hospedeira (Jones et al., 2013). A quimiotaxia pode ser definida como
a orientacdo do J2 em dire¢@o ou para longe da fonte de estimulos (Rasmann et al., 2012). Esses
estimulos s3o produtos quimicos vegetais originarios de exsudatos radiculares liberados pela
planta hospedeira (Dutta et al., 2012). Os estimulos sdo reconhecidos por meio de 6rgdos
receptores sensoriais, como os anfideos e fasmideos (Tsai et al., 2019). Os produtos quimicos
em exsudatos radiculares atraem nematoides para as raizes ou resultam em repeléncia, inibi¢ao
da motilidade ou morte (Yang et al., 2016).

Estudos anteriores relataram que raizes de plantas hospedeiras liberam estimulos que

atraem os J2, enquanto substancias de plantas nao hospedeiras podem repeli-los (Reynolds et
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al., 2011; Wang et al., 2019). Alguns desses estimulos sdo formados por atrativos de longa
distancia (COVs) e por atrativos de curta distancia (moléculas quimicas soluveis em agua)
(Reynolds et al., 2011). Os COVs salicilato de metila, d-3-careno, sabineno, 2-isopropil-3-
metoxipirazina e tridecano, sdo exemplos de volateis atrativos aos J2 (Sikder e Vestergard,
2020). Os compostos vegetais, catecol, acido cafeico, fenolicos, flavonoides e acidos graxos,
sdo atrativos aos J2 (Tsai et al., 2019). Por outro lado, outros compostos vegetais presentes nos
exsudatos radiculares, como moléculas lipofilicas, podem resultar em repeléncia (Dutta et al.,
2012).

Os microrganismos também liberam compostos no solo que sdo fontes de estimulos
(Reynolds et al., 2011). Dentre esses estimulos, destacam-se os COVs liberados por fungos e
bactérias, que podem ser atrativos ou repelentes aos J2 (Wang et al., 2019). Foi relatado que
muitos COVs sdo capazes de influenciar a quimiotaxia dos J2 e causar sua morte (Cheng et al.,
2017). A alteracao do perfil metabolico dos exsudatos radiculares ¢ outra forma de influenciar
a eficdcia da quimiotaxia dos J2 (Li et al., 2019). Por exemplo, a colonizacao de bactérias do
género Bacillus em raizes de tomate causam alteragdes nos compostos dos exsudatos
radiculares que repelem os J2 (Li et al., 2019). Além disso, os proprios nematoides sintetizam
moléculas conhecidas como ascarosideos, que desempenham um papel na atragdo ou repeléncia

dos J2 (Manosalva et al., 2015).

2.3 Métodos de controle

Os métodos conhecidos incluem rotacdo de cultura com espécies ndao hospedeiras, uso
de cultivares resistentes, aplicagdo de nematicidas sintéticos e controle biolégico (Silva et al.,
2018). Os nematicidas sintéticos apresentam falta de especificidade, alto custo e beneficios de
curta duragdo (Silva et al.,, 2018). Muitos deles ndo sdo seletivos e podem reduzir os
microrganismos do solo, incluindo os antagonistas (Silva et al., 2018).

O uso excessivo de nematicidas sintéticos causa riscos de contaminag¢do e danos
ambientais, por isso varios deles foram banidos do mercado (Cao et al., 2019). Com todas essas
questdes ambientais e regulatorias fez-se necessario a busca por outras estratégias consideradas
mais eficazes e sustentdveis para o controle de nematoides (Cao et al., 2019). O controle
biologico tem sido considerado um método ambientalmente correto e economicamente
sustentavel (Sasanelli etal., 2021). Portanto, é urgente a busca por agentes de controle bioldgico

para serem utilizados no controle dos nematoides do género Meloidogyne (Cheng et al., 2017).
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O controle bioldgico de nematoides é o uso de microrganismos antagonistas vivos para
suprimir a densidade populacional de nematoides ou reduzir a sua capacidade de causar danos
(Poveda et al., 2021). Esses microrganismos sdo referidos como agentes de controle bioldgico
(BCAs) (Poveda et al., 2021). Varios microrganismos sdo utilizados como BCAs, entre eles
fungos, bactérias, virus e nematoides predadores de vida livre (Franscisco et al., 2021). Os
microrganismos sdo encontrados naturalmente ou por meio da manipulacdo ou introducdo no
ambiente (Xiang et al., 2018). Eles utilizam varios mecanismos de a¢cdo contra os nematoides,
como parasitismo, competicao, liberagao de toxinas, entre outros (Xiang et al., 2018). Sendo os
fungos e as bactérias os principais microrganismos antagonistas com potencial para serem
usados como agentes de controle bioldgico (Franscisco et al., 2021). Entre os fungos que
apresentam potencial como BCAs estdo os do género Trichoderma, o fungo nematdfago
Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e os fungos micorrizicos (Chen et al.,
2021; Poveda et al., 2021). As bactérias sao BCAs promissores devido aos efeitos diretos dos
metabolitos que podem causar a mortalidade do J2 ou aumentar os mecanismos de defesa da
planta hospedeira (Hu et al., 2017).

Uma variedade de espécies de bactérias exibe atividades antagbnicas contra os
nematoides (Migunova e Sasanelli, 2021). Elas podem ser encontradas e isoladas de diferentes
lugares, como as bactérias da rizosfera (rizobactérias), ou colonizando tecidos internos das
plantas (bactérias endofiticas) (Zhao et al., 2018). As bactérias também podem ter efeito no
crescimento da planta, mas essa promogao de crescimento nao é considerada um mecanismo de
controle (Stenberg et al., 2021). Os géneros mais explorados comercialmente sdo Bacillus ¢
Pseudomonas, considerados antagonistas dominantes dos nematoides na rizosfera (Mhatre et
al., 2018). Esses géneros tem espécies com ampla distribui¢do no solo, que produzem uma
variedade de metabolitos e sdo colonizadoras da rizosfera (Saeed et al., 2021). Os mecanismos
de agdo das bactérias contra os nematoides sao multiplos, eles podem ser diretos ou indiretos
(Ludwig et al., 2013). Entre os mecanismos estdo a sintese de enzimas hidroliticas, metabolitos
toxicos, antibioticos, alteragdes na quimiotaxia, resisténcia induzida, entre outros (Ludwig et

al., 2013).

2.4 Mecanismos de acao das bactérias como agentes de controle biolégico

2.4.1 Mecanismos Diretos
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Os mecanismos diretos contra os nematoides podem impedir a eclosdo dos juvenis,
crescimento e reproducdo (Subedi et al., 2020). O efeito antagonico envolve a producdo de
compostos metabolitos, como os antibidticos (Mhatre et al., 2018). Esse processo ¢ denominado
de antibiose, definido como a sintese de compostos bioativos que apresentam efeitos toxicos ou
inibitorios sobre os nematoides (Stenberg et al., 2021). Os compostos antibioticos podem ser
difusiveis, como fenazinas, floroglucinéis, pioluteorina, pirrolnitrina, lipopeptideos ciclicos e o
volatil cianeto de hidrogénio (HCN) (Saeed et al., 2021). Sendo que o potencial da bactéria
como BCA esté associado ao desenvolvimento de um ou mais antibioticos (Saeed et al., 2021).

As enzimas extracelulares sdo os metabolitos bacterianos mais estudados com acgao
inibitéria contra os nematoides (Turatto et al., 2017). Por exemplo, as enzimas proteases e
quitinases causam a hidrolise da camada de quitina do ovo de M. javanica, tendo assim um
impacto no desenvolvimento do nematoide (Turatto et al., 2017). Ja as moléculas toxicas
sintetizadas por Bacillus thuringiensis mostram atividades nematicidas ao produzir inclusdes
cristalinas, uma familia de proteinas tdxicas para nematoides (Gao et al., 2016). Os COVs
também apresentam atividades nematicidas, sendo que alguns deles apresentam atividades
fumigantes (Cheng et al., 2017). O efeito fumigante desses compostos € de grande importancia,
pois alcanc¢a os nematoides que estao mais distantes no solo (Cheng et al., 2017). Esses COVs
podem penetrar na cuticula do nematoide e causar sua morte por meio de mecanismos que

afetam seu sistema nervoso, faringe, intestino ou outros tecidos (Cheng et al., 2017).

2.4.2 Mecanismos indiretos

As plantas possuem uma série de estratégias inatas para se defenderem do ataque de
pragas e patogenos de maneira direcionada (Poveda et al., 2020). Apds o ataque de um patdégeno
biotréfico a resisténcia adquirida (SAR) ¢ ativada na planta (Poveda et al., 2020). Da mesma
forma, as bactérias benéficas sdo capazes de suprimir a doenca nas plantas por meio da
resisténcia sistémica induzida (ISR) (Van Loon et al., 1998). Para que ocorra a ISR, a planta
precisa de uma estimulagao adequada (Van Loon et al., 1998).

As bactérias que pertencem aos géneros Bacillus € Pseudomonas sao as mais conhecidas
por sua capacidade de gerar ISR (Saeed et al., 2021). A ISR mediada por bactérias e a SAR sao
reguladas por diferentes vias de sinalizacdo (Pieterse et al., 2014). Os patoégenos induzem a
resisténcia por meio da via SAR dependente do acido salicilico (SA) (Van Loon et al., 1998), e

as bactérias induzem a ISR por meio da percepgdo de acido jasmodnico (JA) e do etileno (ET).
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Na planta hospedeira, a mesma bactéria causa resisténcia a varios patdégenos (Saeed et al.,
2021). No entanto, em certos hospedeiros ocorre uma falha em induzir ISR (Van Loon et al.,
1998). Isso indica que a indugdo de resisténcia requer uma sinalizagdo especifica entre a planta
e a bactéria (Saeed et al., 2021).

Os mecanismos utilizados para ISR incluem modificagdes estruturais na parede celular
e alteragdes da reacdo fisiologica e bioquimica do hospedeiro (Ramamoorthy et al., 2001). As
bactérias produzem elicitores responsaveis por induzir a ISR (Pieterse et al., 2014). Diversos
elicitores foram identificados por suas propriedades ativadoras de defesa (Pieterse et al., 2014),
incluindo enzimas como polifenol oxidase (PPO), peroxidase (PO), fenilalanina amonia-liase
(PAL) e quitinase (Mhatre et al., 2018). Essas enzimas iniciam a ISR pela producio de
fitoalexinas e compostos fenolicos (Mhatre et al., 2018). Os lipopolissacarideos (LPS) presentes
na membrana externa das bactérias sao os principais determinantes da ISR (Ramamoorthy et
al., 2001). A interferéncia na quimiotaxia por meio de alteragdes nos exsudatos radiculares
também pode ser considerado um mecanismo indireto de controle (Gao et al., 2016). Essas
alteragdes podem inibir a eclosdo dos J2 ou reduzir sua atratividade para as raizes de plantas

hospedeiras (Gao et al., 2016).

PARTE 2: TRABALHO EXPERIMENTAL

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados bacterianos utilizados neste estudo

Os isolados utilizados nos ensaios pertencem a cole¢ao do laboratorio de Fitopatologia
Molecular do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais,
Brasil. As bactérias foram isoladas da rizosfera de plantas de videira (vitis vinifera) em viveiro
a campo na cidade de Caldas, Minas Gerais. Os isolados foram preservados em microtubos de
2 mL contendo meio liquido formado por peptona bacterioldgica e 15% de glicerol, e mantidos

em freezer a -20 °C.

3.2 Inéculo de M. javanica
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Os ovos foram obtidos de populagdes de Meloidogyne javanica multiplicadas em
plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum), cultivar Santa Clara mantidas em casa de
vegetacdo do laboratorio de Nematologia. Para obter a suspensao de ovos utilizou-se a técnica
de Hussey e Barker (1973). As raizes foram cuidadosamente lavadas em agua parada, picadas
em pedagos de aproximadamente 2 cm e trituradas em liquidificador com solugd@o de hipoclorito
de sodio 0,5% por, aproximadamente, 30 s. A suspensdo foi vertida em uma peneira de 0,074
mm sobre a outra de 0,025 mm de abertura, os ovos ficaram retidos na ultima peneira. A
suspensao de ovos foi colocada em tubos de centrifuga com aproximadamente 3g de caulim,
para a limpeza dos ovos pela técnica de Coolen e D’ Herde (1972). A centrifugagdo foi feita
duas vezes, sendo a primeira em agua, por 5 min a 2000 rpm e a segunda em solucdo de
sacarose, por 1 min a 1700 rpm.

Apos a centrifugacao, os ovos foram colocados em camara de eclosdo, utilizando-se a
técnica de funil de Baermann (1917). Os J2 eclodidos utilizados para os ensaios foram coletados
entre 48 h— 72 h apds a montagem da camara de eclosdo. Para calibrar a suspensdo, os J2 foram

transferidos para camara de Peters e quantificados em microscopio de objetiva invertida.

3.3 Inoculo bacteriano

Os isolados bacterianos preservados em meio peptona - glicerol foram cultivados em
meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) em placas de Petri utilizando o método do estriamento
para obter as colOnias puras. As placas foram vedadas e incubadas em camara de crescimento
(BOD) a 28 °C por 48 h. Apds este periodo, uma colonia de cada isolado bacteriano foi
transferida para frascos de vidro contendo 100 mL de meio nutriente liquido formado por
peptona e extrato de carne. Os frascos ficaram em um agitador orbital a 170 rpm por 48 h.

Ap6s este periodo, foram transferidos 30 mL da suspensdo bacteriana para tubos e estes
foram levados para a centrifugagdo por 20 min a 4000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e cada tubo contendo as bactérias recebeu 30 mL de agua destilada. Os tubos foram
agitados em um vortex até formar uma suspensao homogénea. Todas as suspensdes bacterianas

utilizadas nos ensaios foram ajustadas em espectrofotometro para ODgo=0.7.
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3.4 Instalacio dos experimentos

Para a realizacdo dos experimentos, foram transplantadas mudas de tomate, cultivar
Santa Clara, para bandejas de isopor limpas contendo substrato comercial. Em plantas de tomate
de 15 dias, foram realizados dois orificios no substrato ao redor do caule, cada um com
aproximadamente 4 mm de diametro ¢ 3 c¢cm de profundidade, para inocular a suspensao
bacteriana calibrada e os J2. Foi inoculado 1 mL de suspensdo bacteriana em cada um dos
orificios. Apos 24 h, uma suspensao de 1 mL contendo 200 J2 de M. javanica foi inoculada. A
testemunha recebeu apenas agua. Os experimentos foram mantidos em casa de vegetacao por
40 dias ap0s as inoculagdes. Apds este periodo, as raizes foram lavadas e pesadas. Contou-se o
numero de galhas em cada sistema radicular para determinar o nimero de galhas por grama de
raiz. Para determinar o numero de ovos por grama de raiz, a suspensdao de ovos foi obtida
utilizado o método descrito no item 3.2. Os ovos foram transferidos para camara de Peters e

quantificados em microscopio de objetiva invertida.

3.5 Ensaio de quimiotaxia

O ensaio de quimiotaxia foi realizado de acordo com o método descrito por Wang et al.
(2019). Placas de Petri com 9 cm de diametro contendo 10 mL de meio dgar-agua 2%, foram
divididas em area teste (A), neutra (B) e controle (C) (Figura 1). Nas areas A e C foram abertos
orificios de 1,4 cm de didmetro no meio agar-agua com um tubo de metal. Na area A foi
adicionado aproximadamente 1 mL de meio TSA para o crescimento bacteriano. Na area C o
meio TSA recebeu apenas dgua destilada esterilizada. A distancia das areas A e C até as bordas
da area neutra (B) foi de aproximadamente 2,5 cm. Na area A foi transferida uma colénia do
isolado bacteriano e um volume de 20 puL contendo 200 J2 de M. javanica foi transferido na
area B. A testemunha recebeu apenas agua. Apos 16 h, o nuimero de J2 da area A e C foi
quantificado em microscopio Optico invertido.

O indice de quimiotaxia (IC) foi calculado seguindo a metodologia de (Bargmann et al.,
1993). Se IC > 0,2, os COVs serdo altamente atrativos e, se 0,1 <IC < 0,2 serdo levemente
atraentes. Se -0,1 <IC < 0,1, serdo considerados como resposta aleatoria. Se -0,2 < IC < -0,1,

serdo considerados repelentes e IC <-0,2 como altamente repelente (Wang et al., 2019).
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Figura 1. Esquema do ensaio de quimiotaxia para juvenis de segundo estagio (J2) de M.
Jjavanica em uma placa de Petri. Trés areas distintas foram definidas: (A) area teste; (B) area
neutra e (C) area de controle. Foram transferidos no centro da area B 200 J2. Uma colonia de
bactéria foi transferida para area A e na area C contém apenas agua. Apds 16 h, o numero de J2
em cada area foi quantificado para o IC. Os J2 que permaneceram na area B ndo foram
contabilizados.

3.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

Todos os ensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizados, com 6
repeti¢des para cada tratamento. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-
Wilk) e de homogeneidade (Barlett). Os dados que ndo atenderam aos pressupostos de
normalidade e homogeneidade foram transformados. Os numeros de galhas por grama e ovos
por grama foram transformados para \(x). Os dados transformados foram submetidos ao teste
de Scott-Knott (P < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas no software R. Para o ensaio
de quimiotaxia foi realizado o calculo de indice de quimiotaxia. IC= (nimero de J2 na area A —

o numero de J2 na area C) / (numero de J2 na area A + nimero de J2 na éarea C).

4 RESULTADOS

4.1 Efeito dos isolados bacterianos sobre a reproducio de M. javanica

Foram realizados dois experimentos para estudar o efeito de 20 isolados bacterianos

sobre a reprodug¢do de M. javanica em condi¢cdes de casa de vegetacdo. No primeiro
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experimento os isolados reduziram (P< 0,05) o nimero de galhas por grama de raiz, variando
de 41,5% a 18,8% em relagdo a testemunha (Figura 2A). No segundo experimento, os isolados
reduziram o nimero de galhas por grama, variando de 42,5% a 30,4% (Figura 2B). O nimero
de ovos por grama foi reduzido pelos isolados, variando de 44,8% a 16,7%, no primeiro
experimento (Figura 3C) de 61,4% a 28,7% no segundo experimento (Figura 3D).

Um total de 10 isolados apresentou redugdo no numero de galhas por grama nos dois
experimentos, enquanto todos os isolados reduziram o nimero de ovos em relacdo a testemunha
nos dois experimentos. Observou-se que nos dois experimentos, os isolados SY10, BO22 ¢
SY25 foram os que mais reduziram o numero de galhas/g e ovos/g de raizes, com médias de

34,7% e 44,8%, respectivamente.
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Figura 2. Efeito de isolados bacterianos sobre a reproducao de M. javanica. (A e B) numero de
galhas por grama de raiz. (C e D) nimero de ovos por grama de raiz. As mudas de tomate foram
inoculadas com suspensdes de cada isolado bacteriano e a testemunha (Test) foi tratada com
agua. Apds 24 h todos os tratamentos foram inoculados com J2 de M. javanica. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacao e avaliadas 40 dias apos a inoculacdo. As setas indicam
os isolados que nao foram repetidos nos experimentos. Médias com a mesma letra ndo diferem
significativamente (P<0,05) pelo teste de Scott-Knott. Os valores sdo médias de seis repetigoes.
As barras representam o erro padrdo das médias.

4.2 Efeito dos isolados bacterianos sobre a quimiotaxia dos J2 de M. javanica

O experimento de quimiotaxia foi realizado para estudar a atratividade dos J2 de M.
Jjavanica em resposta a 20 isolados bacterianos. Os resultados indicaram que 14 isolados
repeliram os J2 de M. javanica. Por outro lado, 6 isolados foram levemente atrativos para os J2.
A testemunha (agua) apresentou uma resposta aleatoria (Figura 3A). Os 14 isolados repelentes
aos J2 reduziram em média o nimero de galhas/g em 26,2% e o nimero de ovo/g em 38,7%
nos dois experimentos, enquanto que os 6 isolados atrativos reduziram em média 31,1% e
43,4% o niimero de galhas por grama e ovos por grama, respectivamente. Os isolados SY10,
BO22 e SY25 foram os que apresentaram as maiores redugdes no numero de galhas e ovos nos
experimentos de selecdo descritos acima, e também mostraram respostas de atragdo aos J2 de
M. javanica.

Para o calculo do indice de quimiotaxia o nimero de J2 que permaneceu na area neutra
ndo ¢ considerado. No entanto, quando esse nimero foi computado notou-se que entre 84 a 120

J2, de um total de 200 adicionados, permaneceram na area neutra em tratamentos contendo
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isolados bacterianos, enquanto que na testemunha esse nimero foi de 55 J2 (Figura 3B).
Portanto, uma média de 47.3% dos J2 permaneceu na area neutra em tratamentos contendo
isolados bacterianos que atrairam os nematoides e 49.3% deles permaneceram na area neutra

em tratamentos com isolados bacterianos repelentes, enquanto que a testemunha reteve 27.8%

<
]
[o]
o

Figura 3. Efeito dos isolados bacterianos sobre a quimiotaxia de M. javanica. (A) Indice de
quimiotaxia (IC) de J2 de M. javanica apo6s exposi¢do dos J2 aos isolados bacterianos em
ensaios de quimiotaxia em placas de Petri. Para o célculo do indice de quimiotaxia foi
determinado o numero de J2 na 4area teste e na area controle. (B) Médias dos nimeros de J2
encontrados na area neutra da placa de Petri durante os ensaios de quimiotaxia. Os valores sdao
médias de seis repeticdes. As barras de representam o erro padrao das médias.
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5 DISCUSSAO

Para iniciar o processo de infec¢do, os J2 (estadio infectante) eclodem dos ovos e
buscam a raiz da planta hospedeira (Oota et al., 2019; Tsai et al., 2019). A busca pela raiz
hospedeira ocorre por meio da quimiotaxia (Rasmann et al., 2012). Vérios trabalhos ja foram
realizados para estudar a quimiotaxia dos J2 em relagdao a microrganismos (Cheng et al., 2017;
Lietal., 2019; Pacheco et al., 2022; Zhai et al., 2018).

Neste estudo, realizamos um screening de bactérias para investigar quais isolados
apresentam potencial para reduzir a reprodugdo de M. javanica e quais deles possuem efeito
sobre a atratividade do J2. Os indices de quimiotaxia encontrados mostram respostas atrativas
ou repelentes dos J2 aos isolados bacterianos. Outros estudos de quimiotaxia relataram ICs
maiores que os do presente estudo (Cheng et al., 2017; Oota et al., 2020; Zhai et al., 2018). No
entanto, comparacdes entre ICs de diferentes estudos ndo podem ser feitas, pois os estudos
apresentaram diferengas no tempo de exposi¢ao dos J2, metodologia e na espécie de nematoide.

Por exemplo, foi relatado que a espécie M. incognita apresenta maior motilidade que M.
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javanica (Kihika et al., 2017). Outros estudos de quimiotaxia deverdo ser realizados com outras
espécies de Meloidogyne.

Os isolados que atrairam os J2 apresentaram maiores redugdes na reproducdo de M.
Jjavanica que os isolados que os repeliram. Possivelmente, as redu¢des na reproducdo de M.
Jjavanica ocorreram por dois mecanismos distintos: 1) repeléncia aos isolados bacterianos e 2)
atragdo dos J2 e posterior uso como fonte de alimento, no caso dos isolados atrativos aos J2.
Outros autores relataram que bactérias podem atrair J2 por meio de substancias volateis (COVs)
€ causar sua morte por contato ou fumigacao em uma estratégia conhecida como “honey trap”
(Cheng et al., 2017).

Os resultados mostraram que tanto os isolados bacterianos repelentes quanto os atrativos
produziram COVs toxicos aos nematoides, que nao foram produzidos na testemunha (Figura
3B). Em experimentos futuros, a agdo destes COVs podera ser verificada em experimentos
realizados em placas de Petri abertas para a difusdo dos mesmos. Além dos COVs, experimentos
para investigar substancias difusiveis no meio de cultura serdo realizados por meio do
crescimento dos isolados bacterianos por um maior tempo no meio de cultura e posterior
transferéncia dos J2. Sabe-se que as respostas quimiotaticas sdo influenciadas pela espécie do
nematoide (Kihika et al., 2017). Desta forma, nossos estudos futuros empregarao também a
espécie M. incognita para verificar a especificidade das respostas aos isolados bacterianos em
estudo. A capacidade dos isolados bacterianos de colonizar o sistema radicular também devera
ser avaliada. Outro ponto a ser tratado nos estudos futuros ¢ a identificagdo dos isolados
bacterianos ao nivel género por meio do sequenciamento de um fragmento do gene 16S do RNA

ribossomal.

6 CONCLUSAO

Neste estudo, verificou-se que os isolados bacterianos reduziram a reprodugdo de M.
Jjavanica. Os isolados SY10, BO22 e SY25 foram os que mais reduziram o nimero de galhas
por grama e ovos por grama de raiz. Os estudos de quimiotaxia mostraram que 14 isolados
repeliram e 6 atrairam os J2. Os isolados mais promissores foram os que atrairam os J2, pois
reduziram em média o numero galhas por grama e ovos por grama em 31,1% e 43,4%,

respectivamente.
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