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RESUMO

Neves, D. L., L. M. Ribeiro, C. R. Dias-Arieira, H. D. Campos, ¢ G. C. Ribeiro. 2012. Sobrevivéncia de Pratylenchus
brachyurus em diferentes substratos, com baixo teor de umidade. Nematropica 42:211-217.

Objetivou-se avaliar a capacidade de sobrevivéncia de Pratylenchus brachyurus em diferentes substratos sob
condigdes de escassez de umidade. Para isso, dois experimentos foram conduzidos, inoculando-se os nematoides na
forma de suspensdo liquida ou de fragmentos de raizes de soja. Utilizaram-se diferentes substratos secos em estufa para a
eliminacdo da umidade. Nos experimentos com indculo em suspensdo utilizou-se 4000 e 2500 nematoides, para primeiro
e segundo experimento, respectivamente, enquanto para fragmentos de raiz, inoculou-se 3600 ¢ 2000 nematoides,
respectivamente. Cada parcela constituiu-se de recipiente plastico contendo100 cm® de substrato e o indculo, o qual
foi armazenado em casa de vegetacdo sem irrigacdo por 30, 60 ¢ 90 dias. Apos cada periodo, realizaram-se avaliagdes
do numero de nematoides em cada tratamento. A porcentagem da mortalidade de nematoides aumentou com o periodo
de armazenagem, porém, apos 90 dias, ainda havia nematoides vidveis em todas as amostras, especialmente quando
inoculados via fragmento de raiz. Em geral, o tipo de substrato ndo afetou a sobrevivéncia dos nematoides apos 90 dias
de armazenagem. Sinais de anidrobiose foram observados em todos os periodos de avaliagdo

Palavras chave: anidrobiose, desidrata¢do, nematoide das lesdes radiculares, solo.

ABSTRACT

Neves, D. L., L. M. Ribeiro, C. R. Dias-Arieira, H. D. Campos, and G. C. Ribeiro. 2012. Survival of Pratylenchus
brachyurus in different substrates with low moisture content. Nematropica 42:211-217.

The aim of the study was to evaluate the survival capability of Pratylenchus brachyurus in different
substrates under low moisture conditions. Two experiments were carried out in the green house and nematodes
were inoculated either in liquid suspension or using infected soybean root fragments. Nematodes were inoculated
in a liquid suspension containing 4000 and 2500 nematodes/pot or by root fragments at a concentration of 3600
and 2000 nematodes/pot. Each experimental unit consisted of a plastic pot containing 100 cm? of substrate and
the inoculum, stored in the greenhouse without irrigation for 30, 60 and 90 days. After each period, the number
of nematodes was evaluated for each treatment. Although percentage mortality increased as the storage period
progressed, after 90 days all treatments still contained viable nematodes, especially those subjected to root
fragment inoculation. In general, the type of substrate did not affect nematode survival after 90 days storage.
Signs of anhydrobiosis were observed at all evaluation stages.

Keywords: anhydrobiosis, dehydration, root-lesion nematode, soil.

INTRODUCAO

O teor de umidade no solo ¢ um dos fatores que pode
influenciar o aumento populacional de fitonematoides,
além da temperatura, do teor de oxigénio e de fontes
de alimentagdo (McSorley, 1987). Embora a condi¢do
de baixa umidade possa reduzir a atividade e o nivel
populacional desses patdgenos, nem todos sdo mortos
¢ a sobrevivéncia pode ser garantida por anidrobiose

(Mai et al., 1968).

A anidrobiose é um estagio de dorméncia fisiologica
induzida pela dessecagdo, caracterizada pela reducgao
drastica do metabolismo do nematoide, cessando a
movimentagdo e a alimentacao (Evans e Perry, 1976).
Ovos e determinados estadios de desenvolvimento,
principalmente juvenis, sobrevivem a seca (Mai et al.,
1968). Essa habilidade proporciona a sobrevivéncia de
diferentes grupos de nematoides, incluindo parasitas de
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animais (Lettini e Sukhdeo, 2006), entomopatogénicos
(Grewal e Jagdale, 2002; Grant e Villani, 2003),
saprofitos (Treonis e Wall, 2005) e parasitas de plantas
(Womersley, 1987; Tsai ¢ Van Gundy, 1989; Wharton
et al., 2000); sendo considerada uma estratégia de
sobrevivéncia generalizada entre os nematoides que
habitam o solo (Freckman et al.,1977).

Durante o inicio do processo de anidrobiose, ocorre
perda gradual de 4gua e, ao longo do tempo, o teor de
agua cai de 75-80% em nematoides ativos para 2-5%
na forma anidrobidtica (Demeure ¢ Freckman, 1981).
Os mecanismos envolvidos no processo de anidrobiose
incluem redugdo na permeabilidade da cuticula e o
agrupamento de tecidos e organelas, ¢ em algumas
espécies de nematoide tém-se verificado o aumento do
nivel de glicerol ¢ trealose (Wharton, 1986; Womersley,
1987; Barrett, 1991).

Entre o0s mnematoides parasitas de plantas a
anidrobiose foi relatada tanto para aqueles que atacam
o sistema radicular quanto para os parasitas de parte
aérea. Estudos em laboratério mostraram que os
nematoides enrolam seu corpo vermiforme em resposta
a dessecagdo (Freckman e Mankau, 1986; Freckman
et al., 1987; Womersley e Ching, 1989), sendo esse
comportamento uma indicagdo de anidrobiose (Crowe
e Madin, 1975; Treonis ¢ Wall, 2005), fazendo com que
ocorra a reducdo na superficie de contato da cuticula
do nematoide que esta exposta ao ambiente, retardando
assim, a desidratagdo (Womersley et al., 1998).

Tal mecanismo garante a existéncia de inoculo
vidvel no solo apds periodos de condigdes ambientais
adversas. Em regides tropicais, a anidrobiose assume
grande importancia e deve ser considerada para o
estabelecimento de estratégias de manejo (Castillo
e Volvlas, 2007), como ja foi evidenciado para
Pratylenchus  coffeae  (Zimmermann) Filipjev e
Schuurmans Stekhoven (Tsai, 1978; Grewal, 2000),
cuja capacidade de entrar em anidrobiose aumenta a
tolerancia as condigdes ambientais adversas (Demeure,
1980; Tsai e Van Gundy, 1989), sobrevivendo até nove
meses através deste mecanismo (Tsai, 2008).

Apesar dos niveis populacionais de Pratylenchus
normalmente diminuirem em épocas secas e aumentarem
quando a umidade do solo torna-se mais alta (Olthof,
1971; Townshend, 1987), em casa de vegetagdo, P
brachyurus Godfrey sobreviveu 21 meses em solo sem
qualquer planta hospedeira ¢ sem irrigagdo (Feldmesser
et al., 1960). Diante disso, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a capacidade de sobrevivéncia de
P. brachyurus, inoculado em suspensao ou pela adicao
de raizes infectadas, na auséncia de hospedeiro, em
diferentes tipos de substrato, sob condigdes de escassez
de umidade.

MATERIAL E METODOS

Para avaliar a capacidade de sobrevivéncia de
P brachyurus em diferentes tipos de substratos,
dois experimentos foram conduzidos em de casa de

vegetagdo. Os experimentos foram realizados de junho
a agosto de 2007, com temperatura média de 29,2°C,
¢ de janeiro a margo de 2011, quando a temperatura
média foi de 33,7°C.

Para o primeiro experimento, foram instalados dois
ensaios em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 4, com quatro repeti¢des, em que o
primeiro fator representa diferentes tipos substrato [T1:
solo argiloso (46,0% argila, 10,0% silte, 44,0% areia),
T2: areia (100% areia) + solo argiloso (2:1), T3: areia +
solo argiloso (1:1) e T4: solo de lavoura (43,5% argila,
7,5% silte, 49,0% de areia)] e o segundo fator o periodo
de armazenamento, equivalente a 0, 30, 60 e 90 dias. Os
diferentes tipos de substratos foram peneirados, para a
retirada de torrdes, ¢ em seguida foram autoclavados
duas vezes durante uma hora, a 121°C e colocados em
estufa de secagem, para a eliminagdo total da umidade.

As populagdes de P. brachyurus foram coletadas em
lavoura comercial de soja no municipio de Rio Verde —
GO, ¢ foram utilizadas duas formas de inoculacdo do
nematoide: suspensao liquida e raizes de soja infectadas.
Para a obteng¢do do indculo em suspensdo, as raizes
coletadas foram lavadas cuidadosamente, cortadas em
pedacos de aproximadamente de 1,0 cm e trituradas
(Coolen e D’Herde, 1972). O inoculo foi adicionado
em cada unidade experimental utilizando suspensao de
5 ml contendo 4000 espécimes de P. brachyurus. Para o
segundo método de inoculagio, as raizes foram picadas
(I cm) e homogeneizadas, inoculando-as diretamente
no substrato. Uma aliquota foi submetida ao processo de
extragdo e quantificacdo de nematoides, cuja populagao
foi igual a 3600 nematoides/g de raiz.

Cada unidade experimental constituiu-se de um
recipiente plastico com capacidade para 100 cm’,
contendo o substrato e o indculo (suspensdo de
nematoides ou raizes infectadas), em seguida foram
armazenados em casa de vegetacao por 30, 60 e 90 dias,
sem qualquer irrigagdo durante esse periodo.

Apbs cada periodo, realizaram-se as avaliagdes do
numero de nematoides sobreviventes. Nos tratamentos
em que se utilizaram a suspensao, os nematoides foram
extraidos do solo de acordo com técnica descrita por
Jenkins (1964) e nos que receberam raizes infectadas
procedeu-se a extracdo de nematoides do sistema
radicular (Coolen e D’Herde, 1972) e de nematoides
do solo (Jenkins, 1964), determinando assim o numero
total de P. brachyurus presente em cada parcela.

O segundo experimento foi conduzido da mesma
maneira que o primeiro, no entanto, utilizaram-se
os substratos: T1: solo de brejo (21% argila, 10,0%
de silte, 69,0% de areia), T2: areia (100% areia), T3:
areia + solo de lavoura (1:1) (11,0% argila, 10,0%
silte, 79,0% areia) e T4: solo de mata (38,5% argila,
7,5% silte, 54,0% areia). Nesse experimento utilizou-se
suspensdo de Sml contendo 2500 nematoides ou 2,5 g
de raiz de soja infestada com 2000 nematoides, com
sete repeticoes para cada tratamento.

Para a analise estatistica dos dados, as médias do
numero de nematoides para cada tipo de inoculagdo,
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Tabela 1. Numero de espécimes de Pratylenchus brachyurus inoculados por suspensdo aquosa e raizes infectadas
em diferentes tipos de substrato apos diferentes periodos de armazenamento em dois experimentos.

Suspensao aquosa*

Raizes infectadas™®

Periodos de armazenamento

30 60 90 30 60 90

1° Experimento**
Argiloso 180,5b 110,0 a 80,8 a 348.8 267,5 221,0
Areia +solo argiloso (2:1) 241,5b 197,5a 94.5a 4383 3925 219,0
Areia + solo argiloso
(1:1) 438,0 a 208,0 a 143,5a 529.8 364,0 235,5
Solo de lavoura 5493 a 1653 a 1193 a 319,8 368,3 241,8

2° Experimento***
Solo de brejo 3242 a 100,3 a 48,6 a 296,7 300,7 148,0
Areia 2152b 88,8 a 48,6 a 328.1 248,3 103,9
Areia + solo de lavoura
(1:1) 401,8 a 64,0 a 57,6a 420,6 2553 127,1
Solo de mata 401,7 a 116,3 a 77,0 a 435,0 201,3 102,9

* Dentro de cada experimento, médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade (Teste Tukey), dados foram transformados em V(x+1). N Nao significativo ao Teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade. ** Pi no primeiro experimento: 4.000 e 3.600 espécimes para inoculagdo com suspensao
aquosa [CV (%) = 8,35] e raizes infectadas [CV (%) = 9,00], respectivamente. *** Pi no segundo experimento:
2.500 e 2.000 espécimes para inoculacdo com suspensao aquosa [CV (%) = 9,59] e raizes infectadas [CV (%) =

12,28], respectivamente.

suspensdo liquida e raizes de soja infectadas, foram
transformadas em V(x+1) e comparadas separadamente
pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade,
através do programa Sisvar (Ferreira, 2000).

RESULTADOS

A analise de variancia da interacdo entre tipo de
substrato ¢ periodo de armazenamento revelou ser
significativa (P<0,05) em ambos os experimentos,
quando a inoculagdo foi feita por suspensao liquida.
Os resultados do desdobramento dentro de cada nivel
de periodo de armazenamento sdo apresentados nas
tabelas 1 e 2, respectivamente.

Houve diferenga significativa na sobrevivéncia
do de nematoide dentro de cada tipo de substrato
somente aos 30 dias de armazenados (Tabela 1). Aos
30 dias apods a inoculagdo por suspensdo, os substratos
contendo solo de lavoura e areia + solo argiloso (1:1)
apresentaram maior nimero de P. brachyurus, 549,3
e 438,0, respectivamente. No periodo de 60 dias, o
numero de nematoides recuperados nos substrato areia +
solo argiloso nas propor¢des 1:1 e 2:1 foram superiores
ao substrato argiloso. No periodo de 90 dias apenas o
substrato contendo areia + solo argiloso 1:1 apresentou
maior sobrevivéncia do nematoide em relagdo ao
substrato contendo solo argiloso (Tabela 1).

No segundo experimento, a relagdo entre

sobrevivéncia de P. brachyurus ¢ o tipo de substrato,
mostrou-se significativa apenas aos 30 dias, resultado
semelhante ao observado no primeiro (Tabela 1). Apos
30 dias, as quantidades de nematoides recuperados dos
substratos variaram de 401,8 a 215,2, para areia + solo
de lavoura (1:1) e areia, respectivamente. O substrato
contendo solo de lavoura garantiu maior sobrevivéncia
aos 60 e 90 dias de inoculados, no qual foram
recuperados 116,3 e 119,3 nematoides, respectivamente
(Tabela 1).

Na figura 1 demonstrou-se a sobrevivéncia de
espécimes de P. brachyurus inoculados por suspensao,
em relacdo a cada periodo de armazenamento dentro
de cada nivel de substrato, realizado no primeiro
experimento. Observou-se que houve reducdo
acentuada do nematoide aos 30 dias apos a inoculagdo,
independente do tipo de substrato, ¢ a sobrevivéncia do
nematoide continuou decaindo a medida que aumentou
o periodo de armazenagem. Aos 30 dias, a maior
redugdo na populagdo do nematoide ocorreu quando a
inoculagao foi feita no substrato contendo solo argiloso,
equivalente a 95,5%; enquanto aos 60 e 90 dias as
reducdes foram de 97,3 e 98,0%, respectivamente,
para o mesmo substrato. O substrato contendo areia
+ solo argiloso garantiu maior sobrevivéncia do
nematoide, com redugdo de 89% aos 30 dias, passando
para 94,5% aos 60 dias e 96,4% no 1ltimo periodo de
armazenamento (Figural).
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Figura 1. Numero de espécimes de Pratylenchus brachyurus inoculados via suspensao aquosa em diferentes periodos de armaze-
namento e em diferentes substratos. Em A primeiro experimento [CV (%) = 8,35] e B segundo experimento [ CV (%) = 9,59]. Em
cada substrato, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (Teste Tukey).

A
2400

20002
o
S
®
£
€ 1200 -
3
2 600 -
‘g /00 251¢ lzod
z | B e

0 Dia 30 Dias 60 Dias NDhs

8
2400
" 20002
3 1800 -
%
§ 1200 -
Q
-
e
§ 600 - 370b 251c
120d
4
. a .
ODia  30Dias 60Dias soous

Figura 2. Numero de espécimes de Pratylenchus brachyurus inoculados via raizes infectadas em diferentes periodos de armaze-
namento. Em A primeiro experimento [CV (%) =9,0] e B segundo experimento [ CV (%) = 12,28]. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (Teste Tukey).

No segundo experimento com inoculagdo por
suspensdo, também foi observada a redugdo na
populacao inicial apos os periodos de armazenamento,
essa redugdo ocorreu em todos os substratos (Figura
1), sendo que os substratos contendo areia + solo de
lavoura (1:1) e solo de mata foram os que garantiram
maior sobrevivéncia do nematoide aos 30 dias, com
401,8 ¢401,7, espécimes respectivamente, com redugao
de 91,4% da populagdo inicial no substrato contendo
areia. Aos 90 dias a redugdo no numero de nematoides
variou entre 98,1%, para os substratos contendo solo de
brejo e areia, a 96,9%, para o solo de mata (Figura 1).

Quando se realizou a inoculagdo do substrato
com raizes infectadas com P. brachyurus, a analise de
variancia ndo foi significativa (P>0,05) para o fator
substrato ¢ a interacdo de sobrevivéncia em diferentes
substratos sob os diferentes periodos de armazenamento,
tanto no primeiro quando no segundo experimento
(Tabela 1). Portanto, ao analisar o fator periodo de
armazenamento, verificou-se diferenca significativa
(P<0,05) em ambos : os experimentos (Figura 2).

No primeiro experimento a reducdo observada na
populagdo de nematoides aos 30 dias foi de 88,64%,
estendendo para 90,33 e 93,63% nos periodos de 60 e

90 dias de armazenamento, respectivamente (Figura 2).
As reducdes na populagdo de nematoides no mesmo
periodo, no segundo experimento, foram de 81,49%
aos 30 dias, enquanto que aos 60 ¢ 90 dias, as redugdes
foram de 87,43 ¢ 93,98%, respectivamente (Figura 2).

O enrolamento dos nematoides, uma caracteristica
associada com a anidrobiose, foi observado em P,
brachyurus para todos os periodos de armazenamento
¢ em todos os substratos avaliados no presente estudo e
em ambos os experimentos.

DISCUSSAO

Observou-se, em ambos o0s experimentos, a
capacidade de sobrevivéncia de P. brachyurus, sem a
presenca de plantas hospedeiras em diferentes tipos de
substrato na forma livre ou no interior de raizes, com
escassez de umidade por um periodo de 90 dias. Muitos
estudos arespeito da sobrevivéncia de Pratylenchus spp.
tém mostrado que o nematoide das lesdes radiculares
pode sobreviver por longos periodos em condigdes
de baixa umidade no solo (Feldmesser et al., 1960;
Glazer e Orion, 1983; Mani, 1999). Nessas condigdes,
os nematoides estdo no estado de quiescéncia chamado



Sobrevivéncia de Pratylenchus brachyurus em diferentes substratos: Neves et al.

de anidrobiose, em que a atividade metabolica diminui
para niveis nao detectaveis e a energia do organismo ¢é
conservada (Cooper ¢ Van Gundy, 1971; Wharton et al.,
2000). H& muitos anos a capacidade de sobrevivéncia
de P. brachyurus e de outras espécies de nematoides
das lesdes vem sendo pesquisada e ja se observou
que esse parasito sobreviveu por 21 meses em solo
em pousio sob casa de vegetagdo (Feldmesser et al.,
1960). Segundo Tsai (2008), P. coffeae permaneceu
em anidrobiose por um periodo de nove meses, com
sobrevivéncia de 36,1%, mecanismo este também
constatado para P. thornei Sher e Allen (Storey et al.,
1982 a, b) e P. mediterraneus Corbett (Glazer e Orion,
1983). Pratylenchus jordanesis Hashim sobreviveu
por 380 dias em area de pousio e por 270 dias sob
condigoes de laboratorio em solo umido, ja em solos
secos a sombra a sobrevivéncia do nematoide foi de
272 e em solos mantidos naturalmente a 30°C, por 124
dias (Mani, 1999).

No primeiro experimento com o nematoide
inoculado por suspensdo observou-se que o solo
argiloso foi o que promoveu maior reducdo da
populagcdo do parasito (97,98%) apos 90 dias de
armazenagem, o que demonstra que a textura do solo
pode influenciar na sobrevivéncia do mesmo, que
parece ser favorecida por solos com textura arenosa ou
média, conforme foi anteriormente observado por Endo
(1959). A sobrevivéncia de P. penetrans Cobb também
foi relacionada positivamente com o aumento do teor
de areia no solo (Jordaan et al., 1989). Por outro lado,
no segundo experimento realizado com suspensdo de
nematoides e para ambos os experimentos em que se
inoculou raizes, nao houve difereng¢a na sobrevivéncia
entre os tipos de solo apds 90 dias, mostrando a
habilidade de o nematoide sobreviver em substratos
com diferentes teores de areia. Um dos fatores que pode
ter contribuido para que isso ocorresse foi a baixissima
umidade presente nos substratos.

Houve uma rapida diminuigdo da populacdo de
P. brachyurus aos 30 dias, em ambas as €pocas, a
sobrevivéncia foi em média de 8,8% e de 13,42% na
primeira e segunda época, respectivamente, quando
inoculados por suspensao. Essa rapida reducao pode ser
explicada pela baixa umidade dos substratos, uma vez
que a sobrevivéncia de nematoide ¢ melhor se a perda
de umidade ocorrer lentamente e a maioria das espécies
sdo mortas quando ha perda rapida da mesma (Demeure
e Freckman,1981; Barrett, 1991). Para P. penetrans, por
exemplo, 35 a 73% da populagdo sobreviveram aos 30
dias, quando a perda de umidade era lenta, no entanto,
quando a perda de umidade no solo era mais rapida,
a sobrevivéncia do nematoide reduziu para 7 a 13%
no mesmo periodo (Crowe e Madin, 1975). De acordo
com os autores, a baixa sobrevivéncia de P. penetrans
no solo, quando a perda de umidade ¢ rapida, pode ser
resultado da rapida desidratagdo do nematoide.

Comparando-se os métodos de inoculacdo,
suspensdo liquida e fragmentos de raiz, em cada um
dos substratos e considerando o mesmo tempo de

armazenagem, observou-se que sobrevivéncia de
P. brachyurus foi favorecida pela inoculacdo com
fragmentos de raiz. Trinta dias ap6s a inoculagdo por
suspensao no primeiro experimento a sobrevivéncia foi
de 4,5 (solo argiloso) a 11% (areia + solo argiloso 1:1) e
no mesmo periodo, a sobrevivéncia foi de 9,7% no solo
argiloso e de 14,7% no substrato areia + solo argiloso
1:1, quando a inoculagdo foi feita com raiz. Aos 90
dias, a média de sobrevivéncia do P. brachyurus foi de
2,8% para os substratos que receberam inoculagdo por
suspensao e de 6,37% naqueles que receberam raiz. O
mesmo foi observado no segundo experimento.

A porcentagem de P. brachyurus que sobreviveu
no interior das raizes de soja aos 30 dias foi de
11,36 ¢ 18,51% no primeiro e segundo experimento,
respectivamente, e mesmo ap6s 90 dias em solo seco,
ainda havia mais de 6,0% de nematoides viaveis nas
amostras, 0 que mostra que as raizes na entressafra
servem como fonte de indculo para a safra seguinte,
fato anteriormente constatado para outras espécies de
Pratylenchus (Egunjobi e Bolaji, 1979; Glazer e Orion,
1983; Swanepoel et al., 1987).

A caracteristica de enrolamento de P. brachyurus
observada neste experimento, também foi verificado
em P. thornei (Glazer e Orion, 1983), P. penetrans
(Townshend, 1984) e P. coffeae (Tsai, 2008), além de
outros géneros, como Aphelenchus avenae (Bastiane),
Scutellonema brachyurus (Steiner) Andrassy (Demeure
et al., 1979), Tylenchorhynchus ssp. (Townshend,
1987) e Rotylenchulus reniformis Linford e Oliveira
(Tsai, 1978). A habilidade de algumas espécies de
Pratylenchus submeter-se ao estagio de anidrobiose
¢ uma das razdes pela qual esse nematoide ¢ dificil
de controlar em area infestada (Castillo e Vovlas,
2007). Desta forma, a compreensdo da relagdo entre
umidade e sobrevivéncia de nematoides podera ajudar
no desenvolvimento de estratégias eficientes para o
controle dos mesmos.
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