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Resumo — Charchar, J.M.; V.R. Oliveira & F.A.S. Aragdo. 2006. Extra¢8o dos espécimens de Meloidogyne das raizes de
tomateiros pela técnica do liquidificador.

A extragdo e quantificagfio dos espécimens de Meloidogyne das raizes sdo indispensaveis para a determinacdo do
fator de reprodugdo (FR) dos nematdides nos ambientes cultivados. Vérios métodos foram propostos para a extragdo dos
espécimens das raizes, sendo que nenhum extrai os diferentes estddios em tGnico processamento. Neste trabalho avaliou-se,
em Unico processamento, a técnica do liquidificador para extragfio e quantificagfo dos diferentes espécimens de Meloidogyne
spp. das raizes de duas cultivares de tomate. Raizes de tomateiro ‘Rutgers’ infectadas com as espécies M. incognitaraga 1, M.
Jjavanica € M. petuniae coletadas na casa de vegetacdo e de “TSW-10’ infectadas com M. brasiliensis coletadas no campo
foram processadas pela técnica do liquidificador em baixa velocidade (+1.000 rpm), com hipoclorito de sédio a 0,5% nos
tempos de 10, 20, 30 e 40 segundos. O processamento por 30 segundos extraiu o maior nimero dos espécimens intactos de
Meloidogyne spp. das raizes de tomateiros que nos tempos de 10, 20 e 40 segundos. O nimero total dos espécimes extraidos
nos tempos de 10, 20 e 40 segundos foi 71,6, 51,2 e 3,3% menor, respectivamente, em relaco ao tempo de 30 segundos.

Palavras-chave: nematdides de galhas, processamento de raiz, estadios, quantifica¢do, fator de reprodugfo.

Summary — Charchar, J.M.; V.R. Oliveira & F.A.S. Aragio. 2006. Extraction of Meloidogyne specimens from tomato roots
using the liquedizer technique.

The extraction and quantification of Meloidogyne specimens from roots is important for determining the nematode
reproduction factor in cultivated systems. Many methods have been proposed for extracting Meloidogyne specimens from
roots, but none of them extracts all life stages in only one processing. This paper reports the use of liquedizer technique for
extraction and quantification of Meloidogyne spp. stages from roots of two tomato cultivars, using a single procedure. Roots
of ‘Rutgers’ infected with M. incognitarace 1, M. javanica and M. petuniae from greenhouse, and of ‘TSW-10’ infected with
M. brasiliensis from field, were processed by using the blender technique at low speed (+ 1.000 rpm) with sodium hypechlorite
0.5% for times of 10, 20, 30, and 40 seconds. Blending the roots for 30 seconds extracted most entire specimens of all life stages,
compared to procedures of 10, 20, and 40 seconds. The total number of specimens extracted at times of 10, 20, and 40 seconds
was 71.6, 51.2 and 3.3% lower, respectively, in relation to procedure of 30 seconds.

Keywords: root-knot nematodes, root processing, life stages, quantification, reproduction factor.

Introdug:ﬁo as culturas, principalmente as hortali¢as (Taylor & Sasser,
1978). Na regifo de cerrados do Centro-Oeste do Brasil, as
hortalicas afetadas por nemato6ides de galhas apresentam
grandes perdas na época de verdo, quando as temperaturas
s3o elevadas e os solos mais infestados (Charchar, 1995).

Os nematdides do género Meloidogyne, também
conhecidos como nematdides de galhas, estdo entre os
parasitas de plantas que mais causam danos econdémicos
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A quantificacfo dos estidios de nematdides do género
Meloidogyne que infectam raizes ¢ muito dificil, pois os
juvenis de terceiro (J3) e quarto (J4) estadios e de fémeas
adultas sdo endoparasitas sedentdrios. Portanto, quanto
maior a precisdo na extragdo e quantificagdo dos espécimens
internos as raizes ¢ no solo, mais preciso € o valor do fator
de reproducio (FR) dos nematdides nos ambientes
cultivados (Oostenbrink, 1966; Charchar & Aragéo, 2003).

Varios métodos foram utilizados para extragéo e
quantificagdo dos espécimens de Meloidogyne nas raizes
de plantas. Hussey & Barker (1973) quantificaram ovos €
juvenis de segundo estddio (J2) recém eclodidos de
Meloidogyne spp. por forte agitagdo das raizes com
hipoclorito de sddio. Os estadios de J3, J4 e fémeas foram
quantificados por clareamento e coloragdo da raiz,
respectivamente, com hipoclorito de sodio e acido de
fucsina (Byrd et al., 1983). Diversas enzimas flingicas ou
sintéticas foram utilizadas na extragfo de fémeas intactas
de raizes infectadas por Meloidogyne, no entanto esses
métodos,além de demorados e dispendiosos, sio
especificos para extragdo de fémeas adultas (Dropkin et al.,
1960; Hussey, 1971; Carneiro et al,, 1999; Jalio et al., 2003).

Os processos citados extraem um ou outro estadio
isoladamente, necessitando-se, em certos casos, o uso de
dois ou mais processos distintos para extragfo dos diferentes
estadios de Meloidogyne das raizes. Charchar & Lopes
(1991) extrairam com sucesso ovos, J2 e fémeas de M.
incognita raga 1 das raizes de chuchuzeiro (Sechium edule
Sw.), pela técnica do liquidificador na velocidade baixa
(£1.000 rpm), no tempo de 30 segundos de processamento
com hipoclorito de sodio a 1%.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um
processamento simples, rapido e abrangente para extragio
dos diferentes estadios de Meloidogyne spp. das raizes de
duas cultivares de tomate, pelo uso da técnica do
liquidificador.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na casa de vegetagéo,
campo experimental e laboratério de Nematologia da
Embrapa Hortaligas, Brasilia-DF. Para a multiplicagdo de
Meloidogyne spp., vasos de plastico preto com capacidade
para 3 kg foram preenchidos com substrato padronizado da
Embrapa Hortaligas, composto de solo de cerrado, areia
lavada e palha de arroz parcialmente queimada na proporgio
de 1:1:1 em peso. Mudas de tomateiro ‘Rutgers’ com 20 dias
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de idade foram transplantadas para 90 vasos, uma muda
por vaso, contendo o substrato adubado com 10 g da
formulago 4-14-8 por vaso e mantidas na casa de vegetagio.

Sete dias ap6s o transplante, 30 mudas de tomate foram
inoculadas com 6.000 ovos ¢ J2 recém eclodidos das espécies
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, 1949,
raga 1; M. javanica (Treub) Chitwood, 1949 e M. petuniae
Charchar et al., 1999, isoladamente. As mudas de tomate na
casa de vegetagfio foram irrigadas quando necessario.

Simultaneamente ao transplante das mudas de ‘Rutgers’,
na casa de vegetago, procedeu-se ao transplante no campo
de mudas de tomateiro ‘TSW-10’ com 20 dias de idade,
inoculadas com 6.000 ovos e J2 de M. brasiliensis (Charchar
& Eisenback, 2003). As mudas de tomate foram espagadas
de 0,50 m entre plantas na linha e 0,80 m entre linhas.

A adubagfo, irrigagfo e tratos culturais adotados para
o tomate no campo foram os sugeridos por Silva & Giordano
{2000). As temperaturas do substrato nos vasos na casa de
vegetacdo e no solo do campo foram monitoradas com
termdmetro automatico, com dois sensores instalados a 20
cm de profundidade, distanciados 3 m na casa de vegetaggo
¢ 10 m no campo.

Noventa dias apds o transplante das mudas de
tomateiros, coletaram-se as 90 plantas de ‘Rutgers’
inoculadas com M. incognita raga 1, M. javanica ¢ M.
petuniae na casa de vegetago e 30 plantas de ‘TSW-10"do
campo infectadas por M. brasiliensis.

Apos a coleta das plantas, as raizes foram cortadas na
regifo do colo e lavadas com jato de 4gua leve. Em seguida,
selecionaram-se cinco raizes altamente infectadas com cada
espécie de nematdide dos lotes de 30 plantas, com indice
de galhas maximo (nota 5). As raizes foram cortadas uma de
cada vez em pedacos de 1,0 a 1,5 cm de comprimento ¢
colocadas no recipiente do liquidificador, adicionando-se
seguidamente solugdo de hipoclorito de s6dio (NaOCl) a
0,5%, o suficiente para cobrir toda quantidade de raizes
(Charchar et al., 2003b). Neste trabalho, utilizou-se a dgua
sanitaria Q-Boa a 20% que contém 2,5% de hipoclorito de
sodio.

Processaram-se as raizes de tomateiros no liquidificador
na velocidade mais baixa, considerado um liquidificador com
3 velocidades (velocidade 1 com £1.000 rpm), nos tempos
de 10, 20, 30 ¢ 40 segundos. Os extratos de raizes foram
derramados em duas peneiras acopladas, uma superior com
porosidade de 250 pm (60 mesh) e outra inferior com 38 um
(400 mesh), para retengfo de espécimens dos nematoides
(ovos, J2,13, J4, fémeas e machos) de acordo com o método
proposto por Charchar & Lopes (1991).
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O extrato de raizes, contendo os espécimens dos
nematdides, foi centrifugado pelo método de Jenkins (1964),
coletado em volume final de 50 ml de agua e quantificados
em placa de vidro sob microscopio. Os espécimens J3 ¢ J4
foram quantificados em conjunto, pela dificuldade de
separagdo dos dois estadios no momento da contagem.

Os tratamentos em esquema fatorial 4 x 4 (tempos de
processamento versus populagdes de nematéides) foram
avaliados no delineamento inteiramente casualizado com
cinco repeti¢cdes. Cada raiz de tomateiro com nota maxima
de 5 no indice de galhas foi considerada como repetig#o.

Resultados e Discussio

As temperaturas flutuaram de 19,5 a 32,5°C na casa de
vegetacdo e de 18,5 a 31,0°C no campo. Com base nas
analises de variéncia, houve diferengas significativas entre
tempos de processamento para todas as varidveis
analisadas, bem como entre populagdes de nematdides para
todas as variaveis, com excegdo do niimero de J2. A interagio
tempos de processamento versus populagdes de
nematoides foi significativa somente para niimero de J3+J4
(Tabela 1). :

A extragdo dos espécimens de Meloidogyne brasiliensis
das raizes de tomateiro ‘TSW-10’, coletadas no campo,
foram incluidas no experimento para comparagdo com os
procedimentos efetuados para M. incognita raga 1, M.
javanica e M. petuniae das raizes de tomateiro ‘Rutgers’,

coletadas na casa de vegetac¢iio, considerando que raizes
de algumas espécies de plantas apresentam maior potencial
para produgdo de inéculo dos nematdides nas condigdes
de campo que no ambiente de casa de vegetacfio (Charchar,
1995).

As raizes selecionadas de ‘Rutgers’ e ‘TSW-10" com
indice de galhas nota 5, na escala de infecg#o utilizada para
o género Meloidogyne, apresentaram homogeneidade de
infecgdo pelas quatro espécies dos nematdides,
considerando que ndo houve diferenga significativa (Tukey,
P<0,05) entre médias das diferentes espécies para os varios
espécimens, com excecdo apenas do nimero de J3+J4. A
diferenca obtida nos nimeros totais de estadios das
diferentes espécies de nematdides deveu-se exclusivamente
ao tempo de processamento das raizes no liquidificador
(Tabela 2).

Nos processamentos das raizes de tomateiros por 30 e
40 segundos, no liquidificador em baixa velocidade (£1.000
rpm) com hipoclorito de sddio a 0,5%, foram extraidos os
maiores nimeros de ovos e total dos espécimens de
Meloidogyne spp. (Tabela 2). O processamento por 30
segundos foi o que extraiu os maiores niimeros de J2, fémeas
¢ de machos. Para a extraggo de juvenis de terceiro e quarto
estadios (J3+J4), mesmo havendo interagdo significativa
para tempo de processamento versus populagio de
nematdides, o processamento por 30 segundos foi também
no geral, o que extraiu maiores niimeros desses espécimens
(Tabela 2).

Tabela 1. Analise de varidncia e estimativas dos coeficientes de variagfo das variaveis numero de ovos, juvenis de segundo
(32), terceiro (J3) e quarto (J4) estadios, fémeas, machos e total de espécimes de Meloidogyne spp. extraidos das raizes de

tomateiros pela técnica do liquidificador.

Varidveis*
I“‘I :I;tlgi ;1: Ovos 12 J3+J4 Fémeas Machos Total
P F P F F P F P F P
'TP 65,60 0,000%* 5684 0,000%* 6511 0,000%* 9551 0,000** 3637 0,000%% 132,40 0,000%*
2PN 510 0003** 295 039ns 580 0,001** 571 0,002%** 794 0,000% 803 0,000%*
TPxPN 0,40 - 0,37 - 331  0,002%% 152 0,116ns 0,84 - 054 -
C.V. (%) 16,06 16,08 15,89 18,33 22,25 10,81

*Os dados foram submetidos 4 andlise de varidncia ap6s transformagio para raiz quadrada.
'TP. Tempos de processamento; PN. Populagdes de nematodides; *TPxPN. Interagdo tempos de processamento versus populagdes de

nematdides.

(**) Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; (ns) Néo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 2. NGimeros médios dos espécimens de Meloidogyne spp. extraidos das raizes de tomateiros ‘Rutgers’ e “TSW-10"no
liquidificador em diferentes tempos de processamento.

Espécies Numeros de espécimens de Meloidogyne extraidos de raizes*
de (Tempos de processamento em segundos) Média
Meloidogyne** 10 20 30 40
Numero de ovos
M. incognita raga 1 275.000 580.000 1.209.600 1.185.000 812.400 A
M. javanica 330.000 610.000 1.080.000 1.065.000 771.250 A
M. petuniae 260.000 495.000 965.000 975.000 673.750 A
M. brasiliensis 395.000 655.000 1.445.000 1.435.000 982.500 A
Média 315.000 b 585.000 ab 1.174.900 a 1.165.000 a 809.975
Nimero de juvenis do segundo estadio (J2)
M. incognita raga 1 225.000 360.000 685.000 655.000 481.250 A
M. javanica 280.000 420.000 865.000 850.000 603.750 A
M. petuniae 180.000 395.000 765.000 755.000 523.750 A
M. brasiliensis 305.000 390.000 930.000 905.000 632.500 A
Média 247.500 b 391.250 ab 811.250 a 791.250 ab 560.313
Nuamero de juvenis do terceiro e quarto estadios (J3+J4)
M. incognita raga 1 10.500A ab 18.000A ab 21.500B a 6.000A b 14.000
M. javanica 10.000A a 14.500A a 18.500B a 7.000A a 12.500
M. petuniae 10.500A b 15.500A ab 25.500B a 9.500A b 15.250
M. brasiliensis 13.000A be 20.500A b 41.500A a 5.500Ac 20.125
Média 11.000 17.125 26.750 7.000 15.469
Numero de fémeas
M. incognita raga 1 3.400 5.500 16.000 3.500 7.100 A
M. javanica 3.650 5.600 17.000 4.300 7.638 A
M. petuniae 2.800 9.850 14.500 3.250 7.600 A
M. brasiliensis 4.300 10.900 22.000 5.000 10.550 A
Média 3.538b 7.963 b 17375 a 4.013b 8.222
Numero de machos
M. incognita raga 1 2.350 2.850 6.500 2.950 3.663 A
M. javanica 1.900 2.350 6.000 2.350 3.150A
M. petuniae 1.450 4.100 8.000 2.000 3.888 A
M. brasiliensis 3.150 5.450 10.500 3.750 5713 A
Média 22130 3.688 ab 7.750 a 2.763 ab 4.103
Numero total de espécimens dos nematodides
M. incognita raga 1 516.250 1.006.350 1.939.000 1.852.450 1.328.513 A
M. javanica 625.550 1.052.450 1.986.500 1.928.650 1.398.288 A
M. petuniae 454,750 919.450 1.778.000 1.744.750 1.224.238 A
M. brasiliensis 720.450 1.081.830 2.449.000 2.354.250 1.651.383 A
Média Geral 579.250b 1.015.020 b 2.038.125 a 1.970.025 a 1.400.605

*Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maiascula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

**As espécies Meloidogyne incognita raga 1, M. javanica e M. petuniae foram coletadas das raizes de ‘Rutgers’ mantidas na casa de
vegetagdo. M. brasiliensis foi coletada das raizes de “TSW-10’ cultivada no campo.
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O tempo de processamento das raizes por 10 segundos
foi insuficiente para dissolugdo das massas de ovos dos
nematoides, dificultando a liberagdo de maiores nimeros
de ovos e de J2, com perdas médias respectivas de 73,2 e
69,5%, em relagdo ao tempo de 30 segundos (Tabela 2). O
tempo de 10 segundos foi também insuficiente para
“quebrar” adequadamente os tecidos das raizes, liberando
apenas 20,4 e 28,6% do total de fémeas e machos intactos
comparado ao processamento por 30 segundos. Os tempos
de 20 e 40 segundos de processamento também mostraram-
se inadequados para liberag@o de fémeas intactas do interior
das raizes, resultando na extrago de apenas 45,8 € 23,1%,
respectivamente, do total de fémeas extraidas em 30
segundos (Tabela 2).

A diminui¢3do em 3,3% no niimero de J3+J4, fémeas ¢
machos no processamento de 40 segundos em relag@o ao
de 30 segundos, pode ter ocorrido em conseqiiéncia da
danificagdo desses espécimens no processamento mais
prolongado das raizes em liquidificador. Os estadios J3,J4 e
fémeas por serem mais volumosos e os machos
extremamente alongados foram mais sujeitos aos danos
fisicos do liquidificador, ja que encontraram-se fragmentos
destes espécimens nos extratos analisados (Tabela 2).

Considerando que houve redugdes de 71,6, 50,2 € 3,3%
no total de espécimens extraidos nos processamentos de
10, 20 ¢ 30 segundos, respectivamente, em relagfo ao tempo
de 30 segundos, sugere-se que para extragdo dos
espécimens de Meloidogyne pela técnica do liquidificador,
as raizes infectadas ndo sejam processadas em tempo menor
ou maior que 30 segundos, pois tempos diferentes de 30
segundos implicaram em perdas dos espécimens.
Oostenbrink (1966), relata que quanto maior o niimero de
espécimens extraidos das raizes, maior a precisdo na
estimativa de valor do FR das espécies de nematoides.

O FR ¢ determinado pela razéo entre populagéo final
(Pf) e populagdo inicial (Pi) dos nematéides, nos diversos
sistemas de produc¢do. A Pi é determinada no solo antes do
estabelecimento da cultura e a Pfno solo da rizosfera e nas
raizes de plantas, na colheita (Oostenbrink, 1966; Charchar
& Lopes, 1991; Charchar & Aragdo, 2003). O niimero de
espécimens extraido das raizes € adicionado ao da rizosfera
no calculo da Pfe do FR dos nematéides (Charchar & Vieira,
1994, Charchar & Aragdo, 2003; Charchar et al., 2003a).

A técnica do liquidificador € essencialmente utilizada
para extrair, em agua, nematoides filiformes curtos de raizes
(endoparasitas migratérios: géneros Pratylenchus e
Radopholus). A extragdo dos diferentes estadios de
Meloidogyne ¢ feita tradicionalmente por forte agitacdo de
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pedagos pequenos de raizes em solugdo de hipoclorito de
sodio, de forma a se evitar danificacdo dos espécimens
(Hussey & Barker, 1973). No entanto, Charchar & Lopes
(1991) usaram a técnica do liquidificador com sucesso para
extragdo de ovos, J2 e fémeas inteiras de M. incognita raga
1 das raizes de chuchuzeiro.

Portanto, neste trabalho conclui-se que a extrago dos
espécimens de Meloidogyne das raizes de tomateiros em
unico processo, usando solucdo de hipoclorito de sodio a
0,5%, no liquidificador em baixa velocidade (1.000 rpm) e
no tempo de 30 segundos, é um método eficiente,
simplificado, de baixo custo e com abrangéncia para extragdo
em maior namero os diferentes estadios (ovos, J2, J3, J4,
fémeas e machos) das espécies de Meloidogyne das raizes.

Esta técnica pode ser usada com dupla finalidade, no
calculo de valor mais preciso do FR dos nematoides e para
fins didaticos, envolvendo, inclusive, espécies vegetais que
apresentam raizes fibrosas como quiabeiro e algodoeiro.

O FR ¢ fundamentalmente utilizado nos diferentes
sistemas de producfio agricolas como fator indicador do
nivel de infestagdo do ambiente, com efeito na reacdo de
plantas (resistente ou suscetivel) a infecg@o pelas diferentes
espécies de nematoides (Charchar, 1995). Essa técnica €
amplamente utilizada na seleg8o plantas com resisténcia a
Meloidogyne spp., no programa de melthoramento genético
da Embrapa Hortaligas.

A técnica do liquidificador pode néo ser indicada para
trabalhos que necessitem da extragiio de fémeas de
Meloidogyne com completo fluido pseudoceldomico do
corpo (contetdo interno). Fémea com fragil cuticula pode
sofrer parcial esvaziamento do conteudo interno, embora
aparentemente permaneca na forma intacta.
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